Navod k praktickému cvi¢eni z biochemie

Téma: Vybrana biochemicka vySetieni v mozkomiSnim moku

1. Kvalitativni stanoveni bilkovin v mozkomisnim moku

Reagencie:

1. Fenol 100 g/1
2. Vzorek likvoru (infek¢ni material)

3. Vzorek séra (infek¢ni material)

Pracovni postup:

Na hodinové sklicko napipetujeme 0,5 ml roztoku fenolu. Z jedné strany okraje roztoku fenolu
prikapneme mozkomisni mok a z druhé strany sérum. Po 3 minutach hodnotime stupeni zakalu.

V pozitivnim piipad¢ vznika po pfidani mozkomisniho moku zakal, jehoZ intenzitu hodnotime + az
+++. Sérum, v némz je koncentrace bilkoviny cca 200x vyssi, slouZi jako pozitivni zkouSka. Zakal
pozorujeme proti tmavému pozadi.

Vyhodnoceni:

Ve vzorku mozkomisniho moku proved'te kvalitativni prukaz bilkovin Pandyho reakci a vyhodnot'te.

2. Stanoveni koncentrace celkové bilkoviny v mozkomi$Snim moku

Reagencie:
Pro analyzu je pouzita komercni souprava Celkova bilkovina 600 M firmy SKALAB, Svitavy.

1. Pufr:

Benzoan sodny 6,94 mmol/l
Kyselina jantarova 100,00 mmol/1
Molybdenan sodny 0,12 mmol/l
Stavelan sodny 2,09 mmol/l

Detergenty a stabilizatory
2. Chromogen

Pyrogallolova cerven 0,14 mmol/l
Stabilizatory
3. Standardni roztok bilkoviny 1,0 g/l

4. Likvor — neznamy vzorek (infek¢ni material)



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=517055

Pracovni postup:

Pripravime a ozna¢ime 3 zkumavky. Pipetujeme do nich piislu$né roztoky podle tabulky:

Odm&iit v ml Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3
Vzorek Standard Slepy vzorek
Likvor 0,02 - _
Standard - 0,02 -
Destilovana voda — — 0,02
Pufr 0,5 0,5 0,5
Chromogen 0,5 0,5 0,5

délce 600 nm.

Obsah zkumavek promichdme a nechame inkubovat 5 minut pfi laboratorni teplote.
Zméfime absorbanci vzorku likvoru a standardu proti slepému vzorku v 1 cm kyveté pii vinové

3. Stanoveni koncentrace albuminu v mozkomisnim moku a v séru

Reagencie:

K analyze je pouzita komer¢ni souprava Albumin BioSystems

1. Cinidlo

Bromkresolova zelen
Acetatovy pufr pH 4,1

Detergent

2. Standard albuminu (infek¢ni material)
3. Likvor — neznamy vzorek (infek¢éni material)
4. Sérum — neznamy vzorek (infek¢éni material)

Pracovni postup:

0,27 mmol/l
100,0 mmol/1

Pripravime a ozna¢ime 4 zkumavky. Pipetujeme do nich prislu$né roztoky podle tabulky:

Odmetit v ml Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4
Vzorek likvoru Vzorek séra Standard Slepy vzorek
Cinidlo 1,0 1,0 1,0 1,0
Likvor 0,1 — —
Sérum - 0,01 - -
Standardni roztok - - 0,01 —
Destilovana voda - - 0,01

Zkumavky promichame a po 1 — 5 minutach inkubace pfi laboratorni teploté zmétime absorbanci
vzorkt likvoru, séra a standardu proti slepému vzorku v 1 cm kyveté pii vinové délce 610 m.

Zbarveni je stabilni 30 minut.




4. Stanoveni koncentrace glukosy v mozkomiSnim moku a v séru

Reagencie:

K analyze je pouzita komer¢ni souprava Bio-La-Test Glukosa Liquid 1000 firmy Erba-Lachema s.r.o.

1. Pracovni roztok@:

glukosaoxidasa > 166,0 pkat/l
peroxidasa > 16,0 pkat/l
3-methylfenol 10,0 mmol/l
4-aminoantipyrin 1,0 mmol/1
fosfore¢nanovy pufr, pH 8 140,0 mmol/1

2. Standardni roztok glukosy

W

Likvor — neznamy vzorek (infek¢éni material)

4.  Sérum —neznamy vzorek (infek¢éni material)

Pracovni postup:

Pfipravime a oznaCime 4 zkumavky. Pipetujeme do nich piislusné roztoky podle tabulky:

Odm&iit v ml Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4
Vzorek likvoru Vzorek séra Standard Slepy vzorek
Pracovni roztok 1,00 1,00 1,00 1,00
Likvor 0,01 - - -
Sérum - 0,01 - -
Standardni roztok - - 0,01 -
Destilovana voda - - - 0,01

Obsah vSech zkumavek promichame a nechame 30 minut inkubovat pti laboratorni teploté a v
temnu. Po skonc¢eni inkubace nejpozde€ji do 40 minut zmefime absorbance vzorkt likvoru, séra a
standardu proti slepému vzorku v 1 cm kyveté pfi vinové délce 500 nm.

5. Spektrofotometrické vySetifeni mozkomi$niho moku

Pracovni postup:

Prom¢éite spektra tii vzorkti mozkomis$niho moku proti destilované vodé v rozsahu vinovych délek od
350 do 600 nm. Pokud jsou pfitomny vrcholy oxyhemoglobinu a bilirubinu, zjistéte hodnoty NOA a
NBA.

6. Vyhodnoceni izoelektroforeogramii mozkomisniho moku a séra

Pracovni postup a vyhodnoceni:

Do protokolu prekreslete izoelektroforegramy mozkomisniho moku a séra u dvou pacientd. Urcete, o
jaky typ se jedna, a uved’te, u kterého onemocnéni by se mohl vyskytovat
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