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Bakalarské studium — zdravotni laborant
Klinicka biochemie — cvi¢eni

Praktické cviceni ¢.4

Téma: Carryover (zavlecena chyba méreni) - pfiklad stanoveni

Pristroje a pomicky:

Automaticky analyzator cobas 6000 (Roche)
Diagnosticka souprava GLUC2 (stanoveni s hexokinazou, Roche)

Standardni roztok glukézy

Stojanky, zkumavky, mikropipety, davkovace, $picky, odmérné bariky,

Ukoly:

1) Vypoditejte navazku glukézy na pfipravu 500 ml standardniho roztoku glukézy s koncentraci

glukézy 200 mmol/l.
Mr (glukéza.H,0O) = 198,18

Navazka glukézy je:

2) Vypocitejte kolik ml standardniho roztoku glukézy s koncentraci glukozy 200 mmol/l a kolik ml
destilované vody je potfeba na pfipravu dvou roztokl s koncentraci glukézy 5,00 mmol/l a 22,00
mmol/l (oznacené N a V), aby vysledny objem byl 100 ml.

5,00 mmol/l 22,00 mmmol/l
roztok N roztok V
Objem standardniho roztoku | ................. ml Objem standardniho roztoku | ................ ml
Objem destilované vody | ................ ml Objem destilované vody | ................. ml
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3) Pokud by méreni probihalop, 43 vzorkl glukdzy by se v pofadi dle nasledujici tabulky zméfilo
v nepretrzité fadé na analyzatoru.

Vzorek €. Vzorek Vzorek €. Vzorek Vzorek €. Vzorek Vzorek €. Vzorek
glukézy gluk()zy gluk()zy glukézy
1 V 13 V 25 V 37 V
2 V 14 V 26 V 38 V
3 V 15 V 27 V 39 V
4 N 16 N 28 N 40 N
5 N 17 N 29 N 41 N
6 N 18 N 30 N 42 N
7 V 19 V 31 V 43 V
8 V 20 V 32 V
9 V 21 V 33 V
10 N 22 N 34 N
11 N 23 N 35 N
12 N 24 N 36 N

4) Uvazujme, Ze vysledky byly nasledujici:

Vzorek €. | Glukéza | Vzorek €. | Glukéza | Vzorek €. | Glukéza | Vzorek €. | Glukoéza
(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)

21,8 13 22,0 25 21,8 37 21,9

21,9 14 21,9 26 21,9 38 22,0

21,8 15 21,9 27 21,9 39 21,8

5,0 16 5,0 28 5,0 40 4,8

4,9 17 4,8 29 4,9 41 4,9

5,0 18 4,9 30 4,9 42 4,9

21,8 19 21,8 31 22,0 43 22,0

21,9 20 21,9 32 21,9

21,9 21 21,9 33 22,0

4,9 22 4,9 34 5,0

4,9 23 4,9 35 4,9

ol lol©lo | No|o|sw|N| =

5,0 24 4,9 36 5,0
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5) Vysledky nyni usporadejte do ¢tyf skupin oznacenych A-B-C-D

A B C D
Vzorek €. Glukoza Vzorek €. Glukoza Vzorek €. Glukoza Vzorek €. Glukoza
(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)
3 7 6 4
9 13 12 10
15 19 18 16
21 25 24 22
27 31 30 28
33 37 36 34
39 43 42 40

6) Data usporadejte pomoci pocitacového programu Excel a statisticky vyhodnotte a rozhodnéte, zda
se hodnoty ve sloupcich A a B lisi. Stejnym zplsobem vyhodnotte hodnoty ve sloupcich C a D.
Postup:

e Otevrete Excel

e Nastroje - Analyza dat (v pfipadé, Ze tato poloZka neni v nastrojich vidét vybrat Doplriky,
zatrhnout Analytické nastroje, OK — pak se jizZ Analyza dat v nastrojich objevi)
Vybereme: Dvouvybérovy t-test s rovnosti rozptyli - OK
Vstup 1.soubor: ozna¢ime hodnoty v prvnim souboru (napr. soubor A) - OK
Vstup 2.soubor: oznac¢ime hodnoty v druhém souboru (napf. soubor B) - OK
MozZnosti vystupu: Novy list nebo Vystupni oblast
Hodnoty vytisknout, vyhodnotit data

Dvouvybérovy t-test s rovnosti rozptyl(

Soubor 1 Soubor 2

Stifedni hodnota (priamér)

Rozptyl (s%)

Pozorovani

t stat

t krit(2)

Je vypocitana hodnota (t stat) vétSi neZ hodnota tabelovana (t krit(2))?

| ANO | NE

Pokud ANO: mizeme zamitnout nulovou hypotézu, mame 95% jistotu, ze mezi
souborem 1 a souborem 2 je vyznamny rozdil

Rozdil mezi soubory AaB: | .....ccccceceinnnnn.. mmol/I

Rozdil mezi soubory CaD:|...................... mmol/l

Zaveér:

Téma: Ovéreni nékterych vlastnosti analytické metody

Ukol:
1. sledovani priabéhu reakce metody pro stanoveni celkového bilirubinu
2. uréeni vhodnych méficich bodl
3. vymezeni horni hranice pracovniho rozsahu metody
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4. analyza vzorki s koncentraci analytu nad pracovni rozsah metody — rerun funkce
analyzatoru

Pristroje a pomucky:

Automaticky analyzator Cobas 6000 (Roche),

zasobni standard bilirubinu o koncentraci 1566 umol/l, reagencie pro stanoveni celkového bilirubinu T
Bili (Roche Diagnostic), zkumavky, pipety, destilovana voda

Provedeni:
1. sledovani prabéhu reakce metody pouzité pro stanoveni bilirubinu

e na analyzatoru prohlédnéte prabéh reakce stanoveni bilirubinu o koncentraci cca 200 umol/
e z prubéhu reakéni zavislosti uréete o jaky typ reakce se jedna

Zaver:

2. urcéeni vhodnych méficich bodu
e na zakladé znalosti prlibéhu reakce uréete body (€as) vhodné pro méfeni absorbance vzorku

Zaver:

3. vymezeni horni hranice pracovniho rozsahu metody

e ze zasobniho standardu bilirubinu koncentrace 1380 umol/l pfipravte fedénim destilovanou
vodou fadu vzorkd o koncentracich uvedenych v tabulce 1 tak, aby vysledny objem
nafedénych vzorkud byl kolem 200 ul.
vzorky dobfe promichejte a analyzujte za podminek uréenych v bodé 2
namérené hodnoty koncentraci a jejich primér zapiste do tabulky 1
sestrojte v Excelu graf zavislosti koncentraci bilirubinu nalezenych ve vzorcich nefedénych i
fedénych na teoretickych koncentracich z tabulky 1

e ze znazornéné zavislosti odhadnéte horni hranici pracovniho rozsahu analytické metody

'[abulka 1
Cislo Koncentrace Objem Objem Konc. Konc.
vzorku | bilirubinu zasobniho | destilované bilirubinu bilirubinu
(umolll) standardu | vody naméfené | namérené
(teoreticka) (ul) (ul) (umolll) (umoll/l) -
Rerun
1 0 0 200
2 10 190
3 20 180
4 50 150
5 80 120
6 100 100
7 150 50
8 1380 200 0
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Zaver:

Téma praktika: Interference (hemolyza, chylozita, bilirubin )

Pristroje a pomicky:
Automaticky biochemicky analyzator
Séroveé vzorky (hemolytické, chylozni, ikterické)

Ukoly:
1) Na vétSim poctu vzorkd se seznamte s vizualni klasifikaci hemolytickych, chyléznich a
ikterickych vzork( —
napr. slaba hemolyza
hemolyza
silna hemolyza

2) Seznameni s jinymi typy interference:

Léky — napf. diuretika a kortikosteroidy zvySuji kreatinin, marihuana a vankomycin kreatinin naopak
snizuji
estrogeny — zvySuji Cu v séru

Gamapatie - ve vzacnych pfipadech pfi této diagndze muize byt KM snizena, bilirubin zvySen.
Monoklonalni ilmunoglobuliny jsou u turbidimetrickych metod pravidelné zvySeny — nelze
je spravné stanovit jinak nez elektroforeticky.

Interference vznikla nedodrzenim preanalytickych podminek — zvySené parametry po podavani Fe,
T4, infuzi, intenzivni fyzické aktivité (CK).

3) V biochemickém analyzatoru vypiste sérové indexy a zapiste je (po kratkém seznameni
s vyznamem sérovych indexa):

L: H: I:

4) Interference mohou byt jak pozitivni, tak negativni. Uvedte, zda budou vysledky zvySené nebo
snizené u nasledujicich.parametrd: K, LD, Bil pfimy, AST.

5) Seznamte se s komentovanim interference u vzorkl pacientl v LIS, vloZzeni komentare si
prakticky vyzkou$ejte

6) Teoreticky se seznamte s moznosti vyCefeni lipemického séra (mlé€né zkaleného) s vyuzitim
zkumavky Lipoclear:

Pracovni postup:

Zkumavku Lipoclear po vyjmuti z lednice nechame stat 5 min. pfi pokojové teploté

Do zkumavky napipetujeme 1,5 ml séra, dobfe promichame

Nechame stat dalSich 5 min. pfi pokojové teploté

Zcentrifugujeme na centrifuze 2 min. pfi 10 000 ot.

Opatrné odstranime tukovou vrstvu, ktera se vytvofila na povrchu

VSechny vysledky vynasobime faktorem 1,2 ( jako kompenzace fedéni originalniho vzorku )

ok wh =
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Vyc&efovani se pouziva, obsahuje-li mlé¢né zkalené sérum nékterou z nasledujicich metod:

Mg, Ca, IgG, CB, Krea
Vyc&efovani se nepouziva, ,je-li pozadovano vysetfeni Chol, TG, HDL-Chol, LDL-Chol, APO A1, APO
B, IgM, CRP, amoniak, alkohol, ionty a osmolalita.

V pfipadé, kdy se jedna o kombinaci vySetfeni z obou skupin, stanovuje se ¢ast vzorku z vy&efeného
a Cast z nevyCefeného séra.
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