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Metody wykorzystywane do odbialczania krwi,
cz. 11

Osocze krwi jest waznym srodkiem transportujacym metabolity w organizmie ssakow,
a analiza chemiczna surowicy moze dostarczy¢ wielu informacji odnoszacych sie do stanu
biochemicznego osobnika i jest ona istotna dla celow diagnostycznych. Osocze jest bardzo
zlozone pod wzgledem fizykochemicznym, poniewaz sklada sie z szeregu organicznych
i nieorganicznych skladnikow o szerokim zakresie mas czasteczkowych i klas chemicznych,
co sprawia, ze analiza osocza nie jest latwa. Coraz czesciej do analizy osocza krwi poza
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tradycyjnymi metodami wykorzystuje sie spektroskopie NMR (spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego), ktora dostarcza bardzo uzytecznych w diagnostyce
informacji jakosciowych i ilosciowych zwiazanych z zaburzeniami metabolicznymi [16].

Wykrywanie kreatyniny
W srodowisku zasadowym z kwasem pikrynowym kreatynina tworzy czerwono zabarwiony kompleks.
Wykonanie:

Do 2 ml przesaczu po kwasie trichlorooctowym nalezy doda¢ po kilka kropli nasyconego roztworu
kwasu pikrynowego oraz 10% roztwdr wodorotlenku sodu (NaOH). W wyniku reakcji dochodzi do
wytworzenia pomaranczowego zabarwienia roztworu [1].
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Zdjecie: wzor kreatyniny,
http://www.merckmillipore.com/PL/en/product/Creatinine, MDA CHEM-105206, [7].

Odczyn Jaffe’'go

1 ml roztworu kreatyniny zmiesza¢ z 2 ml nasyconego roztworu kwasu pikrynowego i 0,5 ml 10%
roztworu wodorotlenku sodu (NaOH). W wyniku reakcji powstaje barwny pomaranczowo-czerwony
kompleks [18].

Oznaczanie kreatyniny metoda kolorymetryczna z wykorzystaniem kitu Cayman Chemical
(Creatinine(serum) Colorimetric Assay Kit, wg protokotu =ze strony:
https://www.caymanchem.com/pdfs/700460.pdf)

Zestaw moze by¢ stosowany do oznaczania pomiaru stezenia kreatyniny w osoczu i surowicy krwi.
Test opiera sie na reakcji Jaffe’go, w ktorej powstaja barwne kompleksy (zétte/pomaranczowe), kiedy
metabolit traktowany jest alkalicznym pikrynianem (s6l kwasu pikrynowego). Wskaznik wywotania
zabarwienia jest wprost proporcjonalny do stezenia kreatyniny w prébce i mierzony na podstawie
absorbancji miedzy 490 - 500 nm. Kinetyczny charakter testu eliminuje zakt6cenia pochodzace
od zanieczyszczen surowicy, takich jak lipidy czy bilirubina [17].

Przygotowanie probek

Osocze: Pobra¢ krew z zastosowaniem antykoagulanta: heparyny lub cytrynianu. Nastepnie,
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odwirowac¢ krew przy 700 - 1000 x g przez 10 minut w 4°C. Pipeta zebra¢ z6tta warstwe osocza-
uwazajac by nie naruszy¢ biatej warstwy kozucha, ktéry powstat po wirowaniu. Tak przygotowana
probke nalezy przechowywacé na lodzie lub w temp. -80°C do momentu oznaczenia. Probki osocza
sa stabilne przez okres 1 miesiaca. Osocze nie musi by¢ rozcienczane przed oznaczeniem.

Surowica: Pobra¢ krew bez uzycia natykoagulanta, nastepnie zostawi¢ krew do zakrzepniecia na 30
minut w temperaturze 25°C. Probke krwi odwirowac¢ przy 2000 xg przez 15 minut w 4°C.
Zebra¢ pipeta gérna warstwe probki (zotta warstwa) uwazajac, by nie naruszy¢ biatej warstwy
kozucha. Surowice przetrzymywac na lodzie. Jesli oznaczenie nie bedzie wykonywane tego samego
dnia prébke nalezy zamrozi¢ w temperaturze -80°C- probka bedzie stabilna przez 1 miesiac (nalezy
unika¢ rozmrazania i ponownego jej zamrazania). Surowica nie musi by¢ rozcienczana przed
oznaczeniem [17].

Procedura oznaczenia kreatyniny z uzyciem kitu

Oznaczenie wykonuje sie na 96-dotkowej plytce, przy czym nie istnieje okreslony wzor nakladania
na plytke surowicy, standardu i probki badanej. Wazne by kazda prébk amierzona byta w dwoch
egzemplarzach (Creatinine(serum) Colorimetric Assay Kit, wg protokotu ze strony:
h //[Www manchem.com/pdfs/7004 f))

A-H = Standard

S1 - S40= przykladowe studzienki
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Zdjecie: Rozmieszczenie préob badanych na ptytce, zdjecie ze strony producenta kitu (
https://www.caymanchem.com/pdfs/700460.pdf)

Informacje ogdlne dotyczace kitu
- catkowita objetos¢ we wszystkich studzienkach wynosi 215 pl

- wszystkie odczynniki nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej przed rozpoczeciem testu
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- nie jest konieczne wykorzystanie wszystkich dotkdw na ptytce w trakcie oznaczenia

- zalecane jest aby wzorce i probki mierzone byty w potérzeniach (zalecane 3 powtorzenia)

- test nalezy przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej

- pomiar absorbancji w zakresie 490 - 500 nm [17].

Przygotowanie standardu:

Do oznaczenia kreatyniny w osoczu lub surowicy nalezy przygotowac zgodnie z tabela podana
w instrukcji producenta . Nalezy przygotowac 8 czystych, szklanych probéwek opisanych kolejno od
A-H, po czym odmierzy¢ do nich (zgodnie z instrukcja) standard kreatyniny (20 mg/dl) oraz wode
HPLC-grade (zdjecie ponizej):

Tube  CreatinineStandard(pl)  HPLC-grade water (pl) Final Concentration
(mg/dl creatinine)
A 0 500 0
B 125 4875 05
C 25 475 1
D 315 462.5 (155
E 50 450 20
F 75 425 30
G 100 400 40
H 125 375 50

Zdjecie: przygotowanie standardu kreatyniny, https://www.caymanchem.com/pdfs/700460.pdf [17].

Wykonanie oznaczenia:

1.

ol

Na plytce, do kazdej studzienki (dotka) ze standardem (oznaczone od A-H) odmierzy¢ po 15 pl
standardu kreatyniny

. Do dotkéw przeznaczonych na prébki nalezy odmierzy¢ po 15pl kazdej z badanych préb w co

najmniej dwdch powtdrzeniach

. Do wszystkich uzywanych studzienek dodac¢ po 100pul odczynnika Creatinine Reaction Buffer,

a nastepnie po 100 pl odczynnika Creatinine Color Reagent- po dodaniu tego odczynnika nalezy
zacza¢ mierzy¢ czas reakcji

. Po uplywie 1 minuty zmierzy¢ absorbancje w zakresie 490 - 500 nm
. Kontynuowac inkubacje plytki w temp. pokojowej
. Po uplywie 7 minut ponownie odczyta¢ absorbancje w zakresie 490- 500 nm [17].

Pomiar stezenia kreatyniny w reakcji z pikrynianem alkalicznym z wykorzystaniem
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gotowego zestawu odczynnikow [procedura z zestawu firmy BioSystems ze strony:
http://chemklin.sum.edu.pl/uploaded/kreatynina.pdf

Kretynina w probie badanej, w sSrodowisku zasadowym ulega reakcji z pikrynianem, czego wynikiem
jest powstanie barwnego kompleksu w probce. W celu unikniecia interferencji szybkosc tworzenia
sie kompleksu mierzona jest w krétkim czasie. Jako materiat do badan wykorzystuje sie surowice,
osocze lub mocz, ktére pobierane sa wg standardowych procedur. Swiezy mocz nalezy rozcienczyé
pzred oznaczeniem woda destylowana (w stosunku 1:50). Kreatynina w prébie badanej jest stabilna
przez 24 godziny ( w temperaturze 2-8°C) [22].

Odczynniki dotaczone do zestawu:
Odczynnik A: wodorotlenek sodu (0,4 mol/1)
Odczynnik B: kwas pikrynowy (25 mmol/l)

Standard S: standard glukozy/mocznika lub kreatyniny: glukoza 100mg/dl, mocznik 50mg/dl,
kreatynina 2mg/dl (177umol/1) [22].

Wykonanie oznaczenia:

1. Odczynnik roboczy oraz fotometr nalezy doprowadzi¢ do temp. 37°C

2. Do kuwety odpipetowac: 1 ml odczynnika roboczego oraz 0,1 ml standardu S(préba wzorcowa)
lub badanej probki (proba badana).

Probki doktadnie wymieszac, wlozy¢ do fotometru i rozpocza¢ pomiar czasu

4. Zmierzy¢ absorbancje przy 500 nm po uptywie 30 sekund (A,) oraz po 90 sekundach (A,).

w

Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczy¢ stezenie kreatyniny wg wzoru:

(A, - A)) proby/ (A, - A)) standardu x C standardu x wspoétczynnik rozcienczenia proby = C proby

Jezeli do kalibracji uzywa sie standardu kreatyniny dotaczonego do zestawu, w obliczeniach stezenia
nalezy wprowadzi¢ inne wartosci wspolczynnika rozcienczenia proby, tj.:

Dla probki surowicy i osocza: x 2 = mg/dl kreatyniny
x 177 =pmol/l kreatyniny
Dla prébki moczu: x 100 = mg/dl kreatyniny

x 8840 = pmol/l kreatyniny [22].

Metoda enzymatyczna do oznaczania poziomu kreatyniny w surowicy krwi, osoczu lub



moczu
(http://www.wiener-lab.com/wiener/catalogo/archivos/6322 creatinina enzimatica aa liquida pl.pdf)

Kreatynina zaliczana jest do substancji wysoce rozpuszczalych. W wiekszosci zwiazek ten
eliminowany jest z organizmu przez filtracje nerkowa. Wykrywanie kreatyniny w surowicy krwi jak
rowniez oznaczanie endogennego klirensu kreatyniny sa waznymi badaniami w diagnostyce wielu
chordb nerek. Klirens kreatyniny jest parametrem odzwierciedlajacym wielko$¢ przesaczania
ktebuszkowego (tzw. GFR). Jego oznaczanie jest przydatne w ocenie funkcji nerek [19],[20].

Testu oceny wielkosci przesaczania ktebuszkowego (GFR) wykonywany jest w trakcie stosowania
lekéw nefrotoksycznych. Oznaczanie klirensu kreatyniny jest podstawowym badaniem czynnosci
nerek. Wskaznik ten okresla zdolnos$¢ nerek do oczyszczania krwi (osocza) z kreatyniny. Aby
wykonac¢ to badanie konieczne jest oznaczenie stezenia kreatyniny w dobowej zbidrce moczu
(okreslanej skrétem: DZM) oraz w surowicy krwi.

Stezenie kreatyniny w osoczu zalezy o kilku czynnikow, w tym od masy miesniowej, wieku, ilosci
wody w przestrzeni pozakomdrkowej oraz od przesaczania klebuszkowego. Jak juz wspomniano
kreatynina jest prawie wytacznie wydalana przez nerki. Jednakze, w przypadku znacznego
ograniczenia filtracji nerkowej jest ona takze wydzielana przez cewki nerkowe.

W wyniku réznych choréb nerek, wraz z utrata czynnych nefronéw dochodzi do obnizenia filtracji,
a tym samym klirensu. W zespotach nerczycowych i ciezkich niewydolnosciach nerek wartosé
klirensu kreatyniny jest zawyzona, co ma zwiazek z wydzielaniem cewkowym. Wtedy tez utrudnione
jest prawidlowe okreslenie wartosci GFR. Nalezy mie¢ tez na uwadze, ze zwiekszony klirens
wystepuje fizjologicznie u kobiet w ciazy [20].

Zasada dzialania testu WienerLab oparta jest na kilku reakcjach, w wyniku ktérych powstaje
barwnik cholinoiminowy. Intensywnosc koloru tego barwnika jest wprost proporcjonalna do stezenia
kreatyniny w badanej probce [19]. W trakcie oznaczenia zachodza ponizsze reakcje:

Kratyninaza
Kreatynina + woda - kreatyna
Kreatynaza
Kreatyna + woda - sarkozyna + mocznik
Oksydaza sarkozyny
Sarkozyna + woda + tlen - glicyna + aldehyd mrowkowy + nadtlenek wodoru
Peroksydaza

Nadtlenek wodoru + 4-aminopirydyna +TOOS | , = barwnik

N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3-metyloanilina



cholinoiminowy [19].

Odczynniki zestawu:

(http:

www.wiener-lab.com/wiener/catalogo/archivos/6322 creatinina enzimatica aa liquida pl.pdf)

Odczynnik A: roztwdr zawierajacy 36 kU/1 kreatynazy,11 kU/1 oksydazy sarkozyny, 300 kU/1 katalazy,
3kU/1 oksydazyaskorbinowej i 20 mmol/l buforu Good‘a pH 8,2 z 1 mmol/l N-ethyl-N-(2-hydroxy-3
sulfopropyl)-3-metyloaniliny (TOOS)

Odczynnik B: oztwor zawierajacy 4 mmol/l 4-aminofe-nazonu (4-AP), 370 kU/1 kreatyninazy, 15 kU/1
peroksydazy,0,8 g/l azydku sodu oraz 20 mmol/l buforu Good‘a pH 8,0

Standard (préba wzorcowa S): 20 mg/1 roztworu kreatyniny

Material do badan moze stanowié¢ surowica, osocze lub mocz. W przypadku przeprowadzania
oznaczenia na probce surowicy lub osocza nalezy je pobraé¢ w klasyczny sposob, z tym, ze
w przypadku osocza wskazane jest uzycie heparyny jako antykoagulantu. Do oznaczenia uzywa sie
zbiérke moczu 2 godzinna lub 24 godzinna, mocz przechowywaé w temperaturze 2-10°C podczas
zbidrki. Obliczy¢ diureze (oceniana na podstawie pomiaréw objetosci moczu, ktéry zostat wydalony
w okreslonym czasie, np. w ciagu doby lub godziny tj. diureza dobowa, diureza godzinowa, przy
réwnoczesnym uwzglednieniu ilosci podanych ptynéwi ), do badania wzia¢ podwielokrotnosé
i wykonac rozcienczenie 1:50 z uzyciem wody destylowanej. W przypadku 2-godzinnej zbioérki moczu
nalezy pomnozy¢ objetosé przez 12 w celu obliczenia wydalania kreatyniny w ciagu 24 godzin [19].

Osocze lub surowica powinna zosta¢ oddzielona od komérek w ciggu 2 godzin od pobrania. Probki te
moga byé przechowywane w temp. 2-10°C do trzech dni (nalezy je zabezpieczy przed swiatltem).
Prébke moczu mozna przechowywa¢ w temperaturze 2-10°C do 4 dni bez dodatkowego
konserwowania [19].

Wykonanie: oznaczenie nalezy wykonywa¢ w temperaturze 37°C przy dtugosci fali rownej A=546
nm.

1. Przygotowa¢ 3 kuwety spektrofotometryczne opisane jako: B- proba slepa, S-proba wzorcowa,
U-préba badana

2. Do kuwety U odmierzy¢ 0,07 ml proby badanej, zas do kuwety opisanej jako S odmierzy¢ 0,07 ml

proby wzorcowej. Do kuwety B odmierzy¢ 0,07 ml wody demineralizowanej

. Do wszystkich 3 kuwet dodac¢ po 2,5 ml odczynnika A

4. Probki wymieszac i inkubowac przez 5 minut w temperaturze 37°C. Po uptywie czasu inkubagji
zmierzy¢ absorbancje przy A=546 nm w kazdej z kuwet (B,, S, U,)

5. Do kuwety B, odmierzy¢ 0,07 ml wody demineralizowanje, do kuwety S, - 0,07 ml préby
wzorcowej, zas do kuwety U,- 007 ml préby badanej. Do wszystkich doda¢ po 2,5 ml odczynnika B

6. Wszystkie probki z drugiego powtdrzenia (B, S,, U,) inkubowa¢ 5 min. w temp. 37°C, a nastepnie
zmierzy¢ absorbancje przy 546nm [19].

w

Wykonanie obliczen na podstawie uzyskanych pomiarow:


http://www.wiener-lab.com/wiener/catalogo/archivos/6322_creatinina_enzimatica_aa_liquida_pl.pdf

Kreatynina w surowicy (mg/l)= [(U,- B,) - (U, -B)) xk) x f

f=20mg/1/(S,-B,) - (S,- B,) x k, gdzie:

k= obj. proby slepej (ml) / koricowa objetos¢ (ml) = 2,57 ml/ 3,82 ml = 0,673

Kreatynina w moczu (g/24h)= Kreatynina (mg/l) x 50 x U/ 1000 = kreatynina (mg/l) x U /20
gdzie:

U - objetos¢ diurezy wyrazona w litrach/ 24 godziny

50 - wspotczynnik rozcienczenia

1000 - konwersja mg na gramy [19].

Endogenny klirens kreatyniny (E.C.C)

E.C.C (ml/min)= kreatynina w moczu (g/24 godz)/ kreatynina w surowicy (mg/1) x 694 ml/min

gdzie:

694ml/min= (g/24 godz) / (mg/l)= 1000 mg x 1000 ml/ 1 mg x 1440 min= 1 000 000 ml/ 1440 min
[19].

W 1980 roku Fossati P. i Prencipe L. przedstawili prace, w ktorej opisali ulepszony system
wykrywania chromogenu, ktéry w potaczeniu z enzymatycznym utlenianiem kwasu moczowego
prowadzitl do bezposredniego oznaczania stezenia kwasu moczowego w ptynach biologicznych.
Opracowana metoda byla niezawodna, prosta i szybka, a ponadto nadawata sie do recznych
i automatycznych procedur oznaczania. Wprowadzona metoda nie byta pierwsza na rynku, juz
wczesniej istnialty podobne metody, jednakze posiadaty one sporo wad m.in. wymagaty dtugich
czasow inkubacji , przez co wydtuzat sie catkowity czas wykonania oznaczenia, a takze pojawialy sie
falszywie ujemne lub dodatnie wyniki, ktére byly skutkiem obecnosci w probce substancji
zaklocajacych [21]. Reakcja sprzegania pomiedzy fenolem i 4-aminofenazonem dajgca czerwony
chromogen chinonoiminy byta znana od dawna i powszechnie stosowana w chemii klinicznej od
czasu kiedy Trinder P. (1969) zaczat ja stosowa¢ do enzymatycznego oznaczania glukozy [21]. Na
podstawie takiego zastosowania badacze przypuszczali, ze podobna reakcje mozna zastosowac do
pomiaru stezenia kwasu moczowego. Jednakze, wraz z rozpoczeciem prac pojawity sie trudnosci
wynikajace z niskiego stezenia kwasu moczowego w surowicy i niezgodnosciami pomiedzy pH
roboczej peroksydazy chrzanowej i pochodzacej od zwierzat urykazy. Ponadto, uktad chromogenowy
Emerson-Trinder miat znaczna wade, a mianowicie reakcja oksydacyjnego sprzegania przebiegata



nieprawidtowo w obecnosci bilirubiny i innych zwiazkéw redukujacych. Wada ta powoodwata
zawyzenie koloru reakcji, a tym samym falszywy wzrost stezenia substancji mierzonej [21].
Interferencja wywotana przez zwiazki redukujace (takie jak kwas askorbinowy) wynika gtéwnie ze
wspotzawodnictwa z chromogenem nadtlenku wodoru (w reakcji katalizowanej przez peroksydaze)
w momencie powstawania koloru w reakcji [21].

Interferencja wywotana przez bilirubine jest przeszkoda w ustaleniu metabolitow w surowicy krwi
w metodzie Trindera (1969) z chromogenem, a zatem jest to gldwna wada w momencie, gdy
analizowane sa probki zawierajgce wysokie stezenia bilirubiny [21]. Ciagle badania nad ulepszeniem
metody doprowadzily do wprowadzenia kilku jej ulepszen, m.in. zastosowano bakteryjna urykaze
produkowana przez bakterie Aspergillus flavus, ktora nie traci aktywnosci w pH maksymalnej
aktywnosci peroksydazy chrzanowej. Dodatkowo do metody wprowadzono zelazocyjanki, dzieki
ktérym uniknieto ewentualnych zaktécen pochodzacych od wielu substancji takich jak bilirubina.
Widmo barwnika otrzymanego w reakcji mierzono przy 520 nm, chemiczne zaktécenia eliminowano
przez wprowadzenie zelazocyjankow do stosowanych woczas odczynnikow [21].

W 1980 roku zautomatyzowana metode wprowadzono do powszechnego uzytku. Wprowadzona
powyzsza jednoetapowa metoda zostala tak zaprojektowana, by mozna bylo wykonywac ja na wielu
roznych automatycznych urzadzeniach. W ciagu roku od wprowadzenia metoda zostala zastosowana
na ponad 50 réznych przyrzadach laboratoryjnych. Z powodu wielu zalet, chromogenna metoda
Fossat P. i wsp. zostala przyjeta do pomiaru innych waznych analitéw, takich jak triglicerydy czy
kreatynina, ktére to w reakcji z enzymami generuja nadtlenek wodoru. Zasada oznaczania (z
niewielkimi zmianami w skatdzie odczynnikéw) jest nadal powszechnie stosowana w badaniach
[21].

Autor: Lidia Koperwas
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