USTAV LEKARSKE BIOCHEMIE A LABORATORNI DIAGNOSTIKY 1. LF UK A VFN

Tetrapyrroly, jatra,
hemokoagulace. Kardiomarkery

Praktické cviceni z |ékarské biochemie

Vseobecné lékarstvi

LibuSe Kadlecova, Lenka Fialova

’“

2024/2025



Obsah

ULOHA 1 — STANOVEN( CELKOVEHO BILIRUBINU V SERU ....ucveveiecreiiecriceieeeciesee et 3
ULOHA 2 — STANOVENI PRIMEHO BILIRUBINU V SERU .....cvvuiveveireeriieietesacietseetesesesessse s s ses s 3
ULOHA 3 — FLUORESCENCE A SPEKTROFOTOMETRIE HEMATOPORFYRINU ....ovovevecrcrciciseesneeenns

ULOHA 4 — STANOVENI AKTIVITY y-GLUTAMYLTRANSFERAZY (GGT) ...eovvrrerereeririniniecsseessesssssssnnas 5
ULOHA 5 — VYSETREN{ ZAKLADNICH KOAGULACNICH PARAMETRU KOAGULOMETREM ..................

ULOHA 6 — POCT VYSETRENI TROPONINU w..oeveveeeeeeeeeeeeeee e eeeseeeesensssesessssesssssessesessssessesssssseseesenens 5



Uloha 1 - Stanoveni celkového bilirubinu v séru

Reagencie:
K analyze je pouzita komer¢ni souprava BioSystems Bilirubin (celkovy — T — total)
1. Cinidlo AT: kyselina sulfanilova 29,0 mmol/l, kyselina chlorovodikova 0,2 mol/l,
cetrimid 50 mmol/I (tetradecyltrimethylammonimumbromid) @
2. Cinidlo BT: dusitan sodny 11,6 mmol/l @

3. Pracovni ¢inidlo: pfipravit smichanim 0,5 ml ¢inidla BT + 2 ml ¢inidla AT @
4. Sérum — neznamy vzorek (infek¢ni material)

Postup:

Podle tabulky pfipravime do 3 zkumavek reakéni smési takto:

Srovnavaci Srovnavaci Vzorek
roztok 1 roztok 2 séra
Cisténa voda 100 pl - -
Vzorek séra - 100 pl 100 pl
Cinidlo AT - 1 ml -
Pracovni ¢inidlo 1 ml - 1 ml

Zkumavky promichame a nechame stat 2 min pii pokojové teploté.

Zmé&iime absorbanci vzorku séra a srovnavaciho roztoku 2 pti 540 nm proti srovnadvacimu roztoku 1.

Uloha 2 - Stanoveni pfimého bilirubinu v séru

Reagencie:
K analyze je pouzita komer¢ni souprava BioSystems Bilirubin (pfimy — D — direct)
1. Cinidlo AD: kyselina sulfanilova 35,0 mmol/l, kyselina chlorovodikova 0,24 mol/l,

&b

2. Cinidlo BD: dusitan sodny 3,5 mmol/l @

3. Pracovni ¢inidlo: ptipravit smichanim 0,5 ml ¢inidla BD + 2 ml Cinidla AD @
4. Sérum — neznamy vzorek (infek¢ni material)



Pracovni postup:

Podle tabulky pfipravime do 3 zkumavek reakéni smési takto:

Srovnavaci Srovnavaci Vzorek
roztok 1 roztok 2 séra
Cisténa voda 100 pl - -
Vzorek séra - 100 pl 100 ul
Cinidlo AD - 1 ml -
Pracovni ¢inidlo I ml - 1 ml

Zkumavky promichdme a nechame stat presné¢ 5 min pfi teploté 37 °C.

Zm¢iime absorbanci vzorku séra a srovnavaciho roztoku 2 pti 540 nm proti srovnavacimu roztoku 1.

Uloha 3 - Fluorescence a spektrofotometrie hematoporfyrinu

Pripravené vzorky ve zkumavkach a kyvetach:

Pti praci s koncentrovanou kyselinou sirovou dbejte zvySené opatrnosti. O¢Ci si chrarite Stitem.

1. Redéna krev (infekéni material, obsahuje koncentrovanou kyselinu sirovou) @
2. Koncentrovana kyselina sirova @

3. ,,Vzorek moci“ (obsahuje koncentrovanou kyselinu sirovou) @
4. ,,Vzorek moci“ (obsahuje koncentrovanou kyselinu sirovou) @

Fluorescence hematoporfyrinu

Postup:

V ptedem pfipravenych vzorcich krve a moci s kyselinou sirovou (ve zkumavkach) pozorujte
vznikly hematoporfyrin pod UV lampou pii 366 nm. Vzorek intenzivné ¢ervené fluoreskuje.
Fluorescence pod UV lampou je dobie patrna i po dal$im zifedéni vzorku. Soucasné pod UV
lampu vlozte i zkumavku se samotnou kyselinou sirovou.

Podobna fluorescence je patrna i u moc¢i obsahujicich porfyriny.

Spektrofotometrie hematoporfyrinu

Postup:

Stejné predchozi vzorky (jiz pripravené v uzavienych kyvetdch) u fotometri promeéite
v rozmezi vinovych délek 350 — 700 nm proti ziedéné kyselin€ sirové.



Uloha 4 - Stanoveni aktivity y-glutamyltransferazy (GGT)

Reagencie:
K analyze je pouzita komer¢ni souprava BioSystems Gamma-Glutamyltransferase

1. Pracovni roztok (L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid 6,5 mmol/l v pufru slozeném
z glycylglycinu 165 mmol/l a hydroxidu sodného 104 mmol/l, pH 7,9)
2. Sérum — neznamy vzorek

Postup:
Pracovni roztok a kyvetu pfedehiejeme 5 minut na 37° C. Dale postupujeme podle tabulky.

Do kyvety odmétime v ml Vzorek
Pracovni roztok 1,0
Sérum 0,1

Promichame, inkubujeme pftiblizné 30 s pii 37 °C a pak zméfime v 1cm kyveté proti ¢isténé vode
pocatecni absorbanci (Ao) pii 405 nm. Dale pokracujeme v jednominutovych intervalech po dobu
3 minut v odecitani dalSich absorbanci (A1—Aj3).

Uloha 5 - Vysetieni zakladnich koagulaénich parametrt
koagulometrem

Bude demonstrovéano vyucujicim.

Uloha 6 - POCT vysetfeni srdeéniho troponinu T

Bude demonstrovéano vyucujicim.



