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Uloha 1 - Stanoveni glykemie a oGTT

Reagencie:

K analyze je pouzita komer¢ni souprava GLU 1000 BLT 00027 firmy Erba-Lachema.

1. pracovni roztok &

glukozaoxidaza

peroxidaza

3-metylfenol

4-aminoantipyrin

fosfore¢nanovy puftr, pH 8

2. standardni roztok glukozy

sérum 1 — vzorek odebran nala¢no

sérum 2 — vzorek odebran 60 minut po zatézi glukdzou
sérum 3 — vzorek odebran 120 minut po zatézi glukézou

Pracovni postup:

> 166,0 pkat - 12

> 16,0 pkat - 1"

10,0 mmol - 11

1,0 mmol - It

140,0 mmol - I

10,0 mmol - I1

K dispozici jsou tfi vzorky séra téhoz pacienta odebirané v ramci ordlniho glukézového
toleran¢niho testu (0GTT) v ¢asech 0, 60 a 120 minut (oznacené jako vzorek séra 1, 2 a 3).

Ptipravte a oznacte pét zkumavek a odmétte do nich reakéni smési dle tabulky:

- Cas 0 Cas 60°¢ Cas 120¢ Standard Slepy vzorek
Odméfit v ml: (zkumavka |(zkumavka 2) | (zkumavka 3)| (zkumavka 4) | (zkumavka 5)
1)
Pracovni roztok 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Sérum 1 (Cas 0) 0,010 - - — —
Sérum 2 (¢as 60°) - 0,010 - - -
Sérum 3 (Cas 120°) - - 0,010 - -
Standard
(10 mmol-17%) B B B 0,010 B
Destilovana voda — — — - 0,010

Obsah zkumavek promichejte a inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté v temnu.
Zmeéite absorbanci pii 500 nm proti slepému vzorku do 30 minut po skoneni inkubace.




Vypocitejte koncentraci glukézy v jednotlivych vzorcich séra podle vzorce

Avgorek
5-Gle = A YEOIEE- - ¢t andard 1
standard (koncentrace standardu: 10 mmol - I)

UKol:
Vyhodnot'te oGTT.

Uloha 2 - Stanoveni glykovanych proteint (fruktosaminu)

Reagencie:
1. ¢&inidlos NTB &

uhli¢itanovy pufr, pH 10,3-10,4

Na2COs 75,0 mmol - I
NaHCOs 25,0 mmol - I
nitrotetrazoliova modi (NTB) 0,48 mmol - I
2. hoveézi sérum
3. glukéza 0,2 mmol - I"? v uhli¢itanovém pufru 100 mmol - I, pH 10,3-10,4

4. glykované sérum (smés pro dlouhou glykaci): 0,5 ml roztoku bilkovin se smisi s 1 ml
roztoku glukdzy v uhli¢itanovém pufru (viz vyse), necha se stat alesponl 5 dni pfi
pokojové teploté

Princip:
Porovname koncentraci glykovanych proteinli ve dvou vzorcich:

e Vv Cerstve piipravené smeési séra s glukdzou (v tabulce oznaceni kratka glykace) — vzorek
I

e vséru, které bylo nékolik dni glykované glukdézou — smés pfipravena stejné jako
v pifedchozim pfipad¢é byla né€kolik dni inkubovana pii pokojové teploté (Vv tabulce
oznaceni dlouha glykace) — vzorek Il

Stanoveni koncentrace glykovanych proteinii je zalozeno na jejich redukénich vlastnostech,
pomalu redukuji nitrotetrazoliovou modi (NTB) za vzniku barevného produktu (formazanu).
Biologicky vzorek nechavame reagovat ve dvou fazich: nejprve se NTB redukuje rychle
reagujicimi redukujicimi latkami (napt. glukozou, askorbatem aj.), které jsou v séru bézné
pritomné. Poté zméfime vychozi absorbanci produktu redukce NTB a sledujeme, jak se jeho
koncentrace dale pomalu zvySuje. Tento pomaly vzestup odpovida prevazné redukci NTB
glykovanymi proteiny.



Pracovni postup:

1. Piipravime smés séra s glukdzou pro kratkou glykaci: smisime 50 pl hovéziho séra se
100 pl roztoku glukézy.
2. Smés séra pro dlouhou glykaci jiz ptipravena
3. Fotometrické kyvety piredehfejeme na 37 °C. Pfimo v kyvetach pak smisime
Odmétit v ml: KYVETA 1 KYVETA 2
) Kratka glykace Dlouha glykace
Cerstvé pfipravena smés séra
s glukézou (viz bod 1) 0,1 -
(Vzorek I)
Sérum glykované n€kolik dni 3 0.1
(Vzorek 1) ’
Cinidlo s NTB 1,0 1,0

Promichame a inkubujeme 10 minut (pfesné) pii 37 °C. Zmétime absorbance
A1 pii 530 nm proti destilované vodé.

Inkubujeme dalsich 10 minut (pfesn¢) pti 37 °C.
Zméiime absorbance A pii 530 nm proti destilované vodé.

Miru glykace vyjadiime jako rozdily absorbanci Az — A1 V testovanych sérech — s kratkou a
dlouhou glykaci.

AA porovnejte a vysledky zdivodnéte.

Uloha 3 - Priikaz glukézy a fruktézy v mocéi

Reagencie:

1.

3.

Benedictovo ¢inidlo:
(CuSOs . 5 H20 17,3 g se rozpusti asi ve 100 ml cisténé vody. Na2CO3100 g a citronan
sodny 173 g se rozpusti asi v 700 ml cisténé vody. Oba roztoky se smisi a objem se doplni

cisténou vodou do 11 ®®)
Selivanovo ¢inidlo:

(roztok resorcinolu 5 g/l v kyseliné chlorovodikové 200 g/ l®®)
diagnostické prouzky glukoPHAN nebo néktery polyfunkéni diagnosticky prouzek

Vzorky moc¢i urcené k analyze:

AR A

moc s glukézou

moc s gluk6zou a kyselinou askorbovou

moc¢ s fruktdézou

fyziologick4 moc¢

neznamy vzorek moci A, neznamy vzorek moci B
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Pracovni postup:

Do zkumavek podle tabulek ptipravte nésledujici reakéni smési.

Benedictova reakce

ZKUMAVKA | ZKUMAVKA | ZKUMAVKA | ZKUMAVKA | ZKUMAVKA
1 2 3 4 5
Moc s Moc s glukézou a Moc¢ Fyziologicka Neznamy
glukozou kys. askorbovou s fruktozou mo¢ vzorek

I?enedlctovo ccalml ccalml ccalml ccalml ccalml
¢inidlo
Moc¢ s glukozou cca 4 kapky — — — -
Moc¢ s glukozou a
kys. askorbovou - cca 4 kapky - - -
Mo¢ s fruktozou - — cca 4 kapky - -
Fyziologickd mo¢ - — — cca 4 kapky -
Neznamy vzorek - — — - cca 4 kapky

Obsah ve zkumavkach promichejte a vlozte do vrouci vodni lazné.
Po 3-4 minutach odectéte vysledek. Hodnot'te zménu zbarveni a vznik srazeniny.

Selivanova reakce

ZKUMAVKA | ZKUMAVKA | ZKUMAVKA | ZKUMAVKA | ZKUMAVKA
1 2 3 4 5
Moc¢ s Mo¢ s glukozou a Moc¢ Fyziologicka Neznamy
glukozou kys. askorbovou s fruktozou moc vzorek

Moc¢ s glukozou cca 0,5 ml — — - -
Moc¢ s glukozou a B cca 0.5 ml B B 3
kys. askorbovou
Moc¢ s fruktozou — — cca 0,5 ml - -
Fyziologickd moc¢ — — — cca 0,5 ml —
Neznamy vzorek - - - - cca 0,5 ml
§el‘|vanovo ccal5ml ccal5ml ccal5ml ccal5ml ccal5ml
¢inidlo

Obsah ve zkumavkach promichejte a vlozte do vrouci vodni lazné.
Sledujte zménu zbarveni a po 1-3 minutach odectéte vysledek.




Stanoveni glukézy diagnostickymi prouzky

Postup:

Prouzek ponotfime asi na 1 s do vySetfované moci tak, aby se reagencni zoéna smocila. Poté
odstranime piebyte¢nou moc otfenim o okraj nadoby. Prouzek ponechame ve vodorovné poloze
na nasakavé podlozce (napf. na bunicité vaté nebo na papirovém ru¢niku). Po 60 sekundach
srovname zbarveni reagencni zony prouzku s barevnou stupnici na obalu tuby. V piitomnosti
glukozy se méni barva ze zluté na zelenomodrou. V pfitomnosti vysokych koncentraci kyseliny
askorbové je vyvin zbarveni pomalejsi.

Ukoly:

1. Ve vzorcich moce proved’'te Benedictovu reakci (prikaz redukujicich latek) a Selivanovu
reakci (prukaz ketohexos).

Sledujte nejen, které reakce jsou pozitivni, ale také, jak rychle probihaji. Rozdily vysvétlete.

2. Ve vzorcich moc¢i provedte vySetfeni pomoci diagnostickych prouzkii glukoPHAN
(specificky prukaz glukozy).

Vysledky porovnejte s vysledky Benedictovy reakce. Rozdily vysvétlete.

Uloha 4 - Kvalitativni a semikvantitativni prikaz
ketolatek v moci

Reagencie:

1. roztok nitroprusidu sodného (pied pouzitim rozpustime asi 10 mg — na $pi¢ku noze
nitroprusidu v asi 3 ml destilované vody)

2. hydroxid sodny 100 g/l €

3. kyselina octova koncentrovana €

4. Lestradetovo Cinidlo — siran amonny 20 g, uhli¢itan sodny bezvody 20 g, dihydrat
nitroprusidu sodného 0,2-1,0 g ®

5. ketoPHAN nebo néktery z polyfunkénich diagnostickych prouzkt

Vzorky moci uréené k analyze:

1. v moci s ketolatkami,
2. ve fyziologické moci,
3. Vneznamém vzorku moci.

Pracovni postup:

Se vzorky moci proved'te Legalovu a Lestradetovu zkousku a vySetfeni diagnostickym
prouzkem.

Legalova zkouska

Asi ke 2 ml moc¢i piiddme 2-3 kapky nitroprusidu sodného a zalkalizujeme 3 kapkami NaOH.
Zbarveni roztoku se miiZze zménit na Zluté, oranzové az ervené reakcei kreatininu (fyziologické
soucasti moc€i). Nyni roztok rozdélime do dvou zkumavek a do jedné piiddme nékolik kapek



koncentrované kyseliny octové. Pokud jsou ptritomné ketolatky, zbarveni se prohloubi do
Cervena az Cerveno-fialova; pokud ketolatky piitomné nejsou, roztok se naopak odbarvi.

Lestradetova zkouska

Polozime filtra¢ni papir na hodinové sklo, navlh¢ime jej ¢istou vodou a prebytek vody slijeme.
Ve stiedu filtraéniho papiru vytvofime hromadku Lestradetova ¢inidla o praméru asi 0,5 cm.
Pak na Lestradetovo ¢inidlo kapneme 1-2 kapky vySetfované moci. Jsou-li pfitomny ketolatky,
vytvoti se béhem 1-2 minut fialové zbarveni.

Stanoveni ketolatek diagnostickymi prouzky

Prouzek ponotime asi na 1 s do vySetfované moci tak, aby se reagen¢ni zoéna smocila. Poté
odstranime piebyte¢nou moc otfenim o okraj nadoby. Prouzek ponechame ve vodorovné poloze
na nasakavé podlozce (napf. na bunicité vaté nebo na papirovém rucniku). Po 60 sekundéach
srovname zbarveni reagencni zony prouzku s barevnou stupnici na obalu tuby. Pozitivni reakce
se projevi zménou barvy z krémové bilé do fialové. Srovnavaci stupnice je kalibrovana na
koncentraci kyseliny acetoctové.

Ukol:

Vyhodnot'te vysledky reakci. Interpretujte vysledky vySetfeni neznamého vzorku moci na
glukézu a ketolatky.

Uloha 5 - Stanoveni glykémie osobnim glukometrem

Stanoveni glykémie osobnim glukometrem bude provedeno dle instrukci vyucujiciho.
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