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T: Diagnostyka laboratoryjna hiperbilirubinemii
Zagadnienia teoretyczne: 
Bilirubina – powstawanie. Formy występowania bilirubiny. Metody oznaczania bilirubiny,  substancje interferujące. Znaczenie diagnostyczne bilirubiny. Testy diagnostyczne przydatne w różnicowaniu hiperbilirubinemii. 
Ćwiczenie praktyczne: 
Oznaczanie stężenia bilirubiny całkowitej i bezpośredniej. Oznaczanie aktywności fosfatazy alkalicznej.

A. Oznaczanie stężenia bilirubiny całkowitej w surowicy krwi metodą kolorymetryczną
Zasada oznaczenia
Metoda Jendrassika z kwasem sulfanilowym.
W reakcji bilirubiny z solą kwasu sulfanilowego powstaje barwnik dwuazowy. W reakcje wchodzi zarówno bilirubina bezpośrednia, występująca w formie koniugatów rozpuszczalnych w wodzie, jak i bilirubina pośrednia, związana z albuminą, a uwalniana przez substancje solubilizujące, obecne w odczynniku. Intensywność zabarwienia jest proporcjonalna do stężenia bilirubiny całkowitej w próbce.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr, probówki Eppendorf, pipety automatyczne
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana
· wzorzec BioCal
· odczynniki do oznaczania bilirubiny całkowitej (BioMaxima)
· R1 (kofeina, benzoesan sodu, octan sodu)
·  (
R2
)R2a (kwas sulfanilowy, kwas solny)           
· R2b (azotyn sodu)
Wykonanie:
· opisać probówki, odmierzyć dokładnie odpowiednie objętości roztworów – jak podano w poniższej tabeli:


	
	Próba 
badana
	Próba
odniesienia
	Próba 
wzorcowa

	Odczynnik R1

	1000 L
	1000 L
	1000 L

	Doprowadzić do temperatury oznaczenia (37º C), następnie dodać:

	Surowica badana
	50 L

	
	-

	H2O destylowana

	-

	50 L

	-

	Wzorzec
	-
	-
	50 L


	Dokładnie wymieszać, inkubować przez 5 minut w temperaturze oznaczenia 
(37º C). Odczytać absorbancję A1 wzorca (PW) i próbki (PB) wobec próby odczynnikowej (PO) przy długości fali 550 nm.
Następnie dodać:

	Odczynnik R2
	100 L
	100 L
	100 L

	Dokładnie wymieszać, inkubować przez 5 minut w temperaturze oznaczenia 
(37º C). Odczytać absorbancję A2 wzorca (PW) i próbki (PB) wobec próby odczynnikowej (PO) przy długości fali 550 nm.




Obliczenia:
· obliczyć stężenie bilirubiny całkowitej 

	   x  stężenie wzorca
 
B. Oznaczanie stężenia bilirubiny bezpośredniej w surowicy krwi metodą kolorymetryczną
Zasada oznaczenia
Metoda Jendrassika z kwasem sulfanilowym.
Bilirubina bezpośrednia, występująca w surowicy krwi w formie rozpuszczalnych w wodzie koniugatów, reaguje z dwuazoniową pochodną kwasu sulfanilowego, tworząc barwnik dwuazowy. Intensywność zabarwienia jest proporcjonalna do stężenia bilirubiny bezpośredniej w próbce.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr, probówki Eppendorf, pipety automatyczne
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana
· wzorzec BioCal
· odczynniki do oznaczania bilirubiny bezpośredniej (BioMaxima)
· R1 (octan sodu, kwas solny, kwas sulfanilowy)
· R2 (azotyn sodu)
Wykonanie:
· opisać probówki, odmierzyć dokładnie odpowiednie objętości roztworów – jak podano w poniższej tabeli:
 
	
	Próba 
badana
	Próba
odniesienia
	Próba 
wzorcowa

	Odczynnik R1

	1000 L
	1000 L
	1000 L

	Doprowadzić do temperatury oznaczenia (37º C), następnie dodać:

	Surowica badana
	100 L

	
	-

	H2O destylowana

	-

	100 L

	-

	Wzorzec
	-
	-
	100 L


	Dokładnie wymieszać, inkubować przez 5 minut w temperaturze oznaczenia 
(37º C). Odczytać absorbancję A1 wzorca (PW) i próbki (PB) wobec próby odczynnikowej (PO) przy długości fali 550 nm.
Następnie dodać:

	Odczynnik R2
	100 L
	100 L
	100 L

	Dokładnie wymieszać, inkubować przez 5 minut w temperaturze oznaczenia 
(37º C). Odczytać absorbancję A2 wzorca (PW) i próbki (PB) wobec próby odczynnikowej (PO) przy długości fali 550 nm.




Obliczenia:
· obliczyć stężenie bilirubiny bezpośredniej

	   x  stężenie wzorca


 
C. Oznaczanie aktywności fosfatazy alkalicznej (ALP) w surowicy krwi metodą kinetyczną 
Zasada oznaczenia:
Metoda zgodna z zaleceniami Międzynarodowej Federacji Chemii Klinicznej (IFCC): 

2-amino-2-metylo-1-propanol 	 ALP		p-nitrofenol 
+ p-nitrofenylofosforan + H2O			+ fosforan 2-amino-2-metylo-1-propanolu

Szybkość powstawania p-nitrofenolu mierzona kolorymetrycznie jest wprost proporcjonalna do aktywności fosfatazy alkalicznej.

Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr
· probówki Eppendorf 
· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3, 0,02 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana – nie powinna wykazywać hemolizy; 
· surowica kontrolna
· odczynnik roboczy do oznaczania ALP (zestaw BioMaxima)
Wykonanie:
· do probówki odmierzyć 1 mL odczynnika roboczego, a następnie 0,02 mL surowicy badanej / kontrolnej
· dokładnie wymieszać, inkubować w temperaturze pokojowej 
· po 1 minucie zmierzyć absorbancję wobec powietrza (405 nm)
· powtórzyć pomiar po kolejnych 1, 2 i 3 minutach
Obliczenia:
· obliczyć średnią zmianę absorbancji na minutę (A/min)
· obliczyć aktywność ALP ze wzoru:
ALP [U/L] = A/min ∙ 2764
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