Katedra laboratornich metod Bakalarské studium Zdravotni laborant

2.ro¢nik (Z semestr)
LF MU Klinicka biochemie cvic¢eni

Praktické cviceni C.

Téma: Ovéreni nékterych vlastnosti analytické metody

Okruhy k nastudovani a dotazy:

1. Prectéte si protokol a zopakujte si, co je to kalibrac¢ni kiivka.
2. Co je to End point méieni?

3. K ¢emu slouzZi a jak se provadi oralni glukézovy tolerancni test (o-GTT)?
4. Pripravte si princip stanoveni bilirubinu s DPD a glukézy s hexokinazou.

Ukol:
1. sledovani pribéhu reakce metody pro stanoveni glukézy
2. urceni vhodnych mé¥icich bodu
3. vymezeni horni hranice pracovniho rozsahu metody
4. analyza vzorku s koncentraci analytu nad pracovni rozsah metody — rerun funkce analyzatoru
— manualni Fedéni vzorku

Piistroje a pomiicky:
Automaticky analyzator Cobas 8000 (Roche),
Glukosa, reagencie pro stanoveni glukézy s hexokindzou Roche, zkumavky, pipety, destilovana voda

Provedeni:

1. sledovani pribéhu reakce metody pouzité pro stanoveni glukézy

e v databazi analyzatoru cobas 8000 prohlédnéte prubéh reakce vzorku sérové glukozy o koncentraci cca
10 mmol/1

e 7 pribéhu reakéni zavislosti urcete o jaky typ reakce se jedna

Zavér:

v

2. urceni vhodnych méficich bodi

e na zakladé znalosti pribéhu reakce urcete body (¢as) vhodné pro méfeni absorbance vzorku

3. vymezeni horni hranice pracovniho rozsahu metody
e  ze zasobniho standardu glukézy koncentrace 200 mmol/l pfipravte fedénim destilovanou vodou fadu
vzorktl o koncentracich uvedenych v tabulce 1 tak, aby vysledny objem nafedénych vzorkt byl 2,0 ml
vzorky dobie promichejte, rozdélte na dva podily a oba analyzujte za podminek uréenych v bod¢ 2

naméfené hodnoty koncentraci a jejich primérné hodnoty zapiste do tabulky 1 (bez opakovani po
fedéni)



e v Excelu sestrojte graf zavislosti primérnych koncentraci glukézy nalezenych ve vzorcich na
teoretickych koncentracich z tabulky 1
e ze znazornéné zavislosti odhadnéte horni hranici pracovniho rozsahu analytické metody

Tabulka 1
Cislo Koncentrace Objem Objem Namér.
vzorku | glukézy zasobniho destil. Konc. gluk.
(mmol/l) standardu vody (mmol/l)
(teoreticka)
1
2
3
4
5
6
7
8
Zavér:

4. analyza vzorki s koncentraci analytu nad pracovni rozsah metody
e nafed'te vzorky 2 - 8 manualn€ v poméru 1 + 3 destilovanou vodou a k analyze pouzijte nekorigovany
objem vzorku v kyveté, vysledky vynasobte stupném fedéni
e analyzuje nefedéné vzorky 2 — 8, pouzijte automatického fedéni vzorku analyzatorem — funkce rerun
=> fedéni 3,14x.
vysledky obou méteni zapiste do tabulky 2 a porovnejte je
do grafu pfidejte zavislost hodnot koncentraci glukézy z tab.2 — rerun na teoretickych koncentracich

z tabulky 1.
Tabulka 2
Cislo Koncentrace glukézy mmol/l
vzorku
namér. konc. gluk. nekorigovany objem vzorku | korigovany objem vzorku
(mmol/l) - vzorky Fedéné 1 +3 - rerun
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Katedra laboratornich metod Bakalarské studium Zdravotni laborant
2.ro¢nik (Z semestr)
LF MU Klinicka biochemie cviceni

Praktické cviceni C.

Téma: Ovéreni nékterych vlastnosti analytické metody
Ukol:
5. sledovani prubéhu reakce metody pro stanoveni celkového bilirubinu
6. urceni vhodnych méficich bodu
7. vymezeni horni hranice pracovniho rozsahu metody
8. analyza vzorki s koncentraci analytu nad pracovni rozsah metody — rerun funkce analyzatoru

— manualni Fedéni vzorku

Pristroje a pomiicky:

Automaticky analyzator Cobas 8000 (Roche),

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

Provedeni:

5. sledovani pribéhu reakce metody pouZité pro stanoveni bilirubinu
e na analyzatoru analyzujte vzorek bilirubinu o koncentraci cca 200 umol/l
e 7 pribéhu reakéni zavislosti urcete o jaky typ reakce se jedna

6. urceni vhodnych méricich bodi
e na zakladé znalosti pribéhu reakce urcete body (¢as) vhodné pro méfeni absorbance vzorku

7. vymezeni horni hranice pracovniho rozsahu metody

e  ze zasobniho standardu bilirubinu koncentrace 1566 umol/l ptipravte fedénim destilovanou vodou fadu
vzorkil o koncentracich uvedenych v tabulce 1 tak, aby vysledny objem nafedénych vzorki byl kolem
200 ul.
vzorky dobfe promichejte a oba analyzujte za podminek urcenych v bodé 2
naméfené hodnoty koncentraci a jejich primér zapiste do tabulky 1 (bez opakovani po fedéni)
sestrojte v Excelu graf zavislosti primérnych koncentraci bilirubinu nalezenych ve vzorcich na
teoretickych koncentracich z tabulky 1

e  ze znazornéné zavislosti odhadnéte horni hranici pracovniho rozsahu analytické metody

Tabulka 1



Cislo Koncentrace Objem Objem Konc.
vzorku | bilirubinu zasobniho destilované | bilirubinu
(umol/l) standardu vody namérené
(teoreticka) (ul) (ul) (umol/l)
1
2
3
4
5
6
7
8
Zavér

8. analyza vzorki s koncentraci analytu nad pracovni rozsah metody

nated’te vzorky 2 - 8 manualné v poméru 1 + 9 destilovanou vodou a k analyze pouzijte nekorigovany

objem vzorku v kyveté, vysledky vynasobte stupném fedéni

analyzuje nefedéné vzorky 2 — 8, pouZijte automatického fedéni vzorku analyzatorem (1,5x) — funkce
rerun => do kyvety je pipetovan snizeny objem vzorku

vysledky obou méteni zapiste do tabulky 2 a porovnejte je

do grafu pfidejte zavislost hodnot koncentraci bilirubinu z tab.2 — rerun na teoretickych koncentracich

z tabulky 1
Tabulka 2
Cislo Koncentrace bilirubinu umol/l
vzorku
konc. bilirubinu naméfené nekorigovany objem vzorku | korigovany objem vzorku
(umol/l) - vzorky redéné 1 +9 - rerun

2

3

4

5

6

7

8




