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1. Stanoveni glykemie a oGTT

Reagencie:
K analyze je pouzita komeréni souprava GLU 1000 BLT 00027 firmy Erba-Lachema.

1. pracovni roztok &

N

glukézaoxidaza
peroxidaza
3-metylfenol
4-aminoantipyrin

fosfore¢nanovy pufr, pH 8
standardni roztok glukézy
sérum 1 — vzorek odebran nalacno

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

Pracovni postup:

K dispozici jsou tii vzorky séra t€hoz pacienta odebirané v rdmci oralniho glukézového toleran¢niho
testu (0GTT) v Casech 0, 60 a 120 minut (ozna¢ené jako vzorek séra 1, 2 a 3).
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> 166,0 pkat - I'*

> 16,0 pkat - I
10,0 mmol - 11
1,0 mmol - 11
140,0 mmol - It
10,0 mmol - I

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

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

Obsah zkumavek promichejte a inkubujte 30 minut pfi laboratorni teplote v temnu.

Zméite absorbanci pti 500 nm proti slepému vzorku do 30 minut po skonceni inkubace.

Vypocitejte koncentraci glukozy v jednotlivych vzorcich séra podle vzorce

Ukol:

S-Gle =
“TA

Vyhodnotte oGTT.

szorek

standard

" Cstandard

(koncentrace standardu: 10 mmol - I)
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2. Stanoveni glykovanych proteini (fruktosaminu)

Reagencie:

1. Cinidlo s NTB &
uhli¢itanovy pufr, pH 10,3-10,4

Na,COs 75,0 mmol - I

NaHCO; 25,0 mmol - I1

nitrotetrazoliova modi (NTB) 0,48 mmol - I
standard glykovanych bilkovin 250,0 pmol - I

hovézi sérum

gluko6za 0,2 mmol - It v uhli¢itanovém pufru 100 mmol - I, pH 10,3-10,4
glykované sérum: 0,5 ml roztoku bilkovin se smisi s 1 ml roztoku glukozy

v uhli¢itanovém pufru (viz vyse), necha se stat alespoii 5 dni pfi pokojové teploté
Princip:

aRrwn

Porovname koncentraci glykovanych proteinti ve dvou vzorcich:

eV Cerstve piipravené smési séra s glukozou,
e Vv séru, které bylo nekolik dni glykované glukdzou — smés pfipravena stejné jako
v piedchozim ptipadé¢ byla n¢kolik dni inkubovana pii pokojové teploté.

Stanoveni koncentrace glykovanych proteinti je zaloZeno na jejich redukénich vlastnostech,
pomalu redukuji nitrotetrazoliovou modf (NTB) za vzniku barevného produktu (formazanu).
Biologicky vzorek nechdvame reagovat ve dvou fazich: nejprve se NTB redukuje rychle
reagujicimi redukujicimi latkami (napt. glukdzou, 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. Pfipravime smés séra S glukozou: smisime 50 pl hovéziho séra se 100 pl roztoku
glukozy.
2. Fotometrické kyvety ptedehiejeme na 37 °C. Piimo v kyvetach pak smisime

Odmeéfit v ml:
Kratka glykace | Dlouha glykace Standard

Cerstvé pripravena
smges séra s glukoézou 0,1 - -
(viz bod 1)

Sérum glykované
nékolik dni - 0,1 -
,,vzorek®)

Standard - — 0,1

Cinidlo s NTB 1,0 1,0 1,0

Promichame a inkubujeme 10 minut (ptesné) pii 37 °C. Zmetime absorbance
A pti 530 nm proti destilované vodé.
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Inkubujeme dalsich 10 minut (ptesng) pti 37 °C.
Zm¢etime absorbance A pii 530 nm proti destilované vode¢.

Koncentraci glykovanych proteind stanovime podle vzorce

A

A —
GI k rOt. — 2 vzorku 1vzorku .C
yK.p A

2standardu

standardu (koncentrace standardu: 250 pmol - ')

1standardu
3. Kvalitativni a semikvantitativni prukaz glukézy v moci

Reagencie:

1. Fehlingiv roztok I — pentahydrat siranu méd'natého 70 g - I+ & &
2. Fehlingtv roztok II — hydroxid sodny 250 g a tetrahydrat vinanu draselno-sodného 350 g v 1 |
destilované vody &
3. Kyselina sulfosalicylova dihydrat 200 g - I+ €
4. diagnostické prouzky glukoPHAN nebo néktery polyfunkéni diagnosticky prouzek
5. vzorky moci: moc¢ s glukézou
moc¢ s glukézou a kyselinou askorbovou
moc¢ s fruktdzou
fyziologicka moc¢
nezndmy vzorek moci

Fehlingova zkouska
Pracovni postup:

Moc¢ nesmi obsahovat bilkoviny, je proto vhodné nejprve provést zkousku kyselinou sulfosalicylovou.
V pozitivnim ptipad¢ odstranime bilkoviny srazenim a filtraci (asi ke 2 ml mo¢i pfidame pfiblizné

0,2 ml acetatového pufru o pH 4,7, promichame, povaiime asi 1 minutu a srazeninu odstranime
filtraci).

Cerstvy pracovni roztok Fehlingova ¢inidla p¥ipravime smichanim Fehlingova roztoku I a II v poméru
ptiblizné 1:1. Pro kazdy zkouSeny vzorek budeme potfebovat asi 1 ml ¢inidla, navic budeme
potiebovat asi 1 ml ¢inidla pro negativni zkousku.

Nejprve provedeme negativni zkousku: Do zkumavky odlijeme pfiblizn€ 1 ml Cinidla a zahtejeme jej
ve vrouci vodni lazni. Cinidlo nesmi zménit barvu.

Vlastni zkouSku provedeme tak, Ze do zkumavky odlijeme asi 1 ml zkoumaného vzorku, pfidame

k nému asi 1 ml Fehlingova ¢inidla a ohfejeme ve vrouci vodni lazni. V pfitomnosti redukujicich
latek, napt. glukozy, vznikne zelenoZzluta, zluta az cihlové Cervena srazenina. Barva sraZeniny zavisi
na koncentraci redukujiciho cukru v mogi (zelena srazenina — cca 25 mmol - I glukozy,
hnédocervena srazenina — cca 100 mmol- I* glukozy, Gervena srazenina — nad cca 150 mmol - I

glukozy).
Ukol:
Provedte Fehlingovu reakci s

moci s glukdzou,

moci s glukdzou a kyselinou askorbovou,
moci s fruktézou,

fyziologickou moci,

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

Stanoveni glukoézy diagnostickymi prouzky
Pracovni postup:

Prouzek ponoiime asi na 1 s do vySetfované moci tak, aby se reagen¢ni zéna smocila. Poté odstranime
piebyte¢nou moc¢ otienim 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
reagen¢ni zony prouzku s barevnou stupnici na obalu tuby. V pfitomnosti glukézy se méni barva ze
zluté na zelenomodrou. V piitomnosti vysokych koncentraci kyseliny askorbové je vyvin zbarveni
pomalejsi.

Ukol:
Proved’te zkousku na glukézu diagnostickym prouzkem s

e moci s glukoézou,
e moci s glukozou a kyselinou askorbovou,
e modi s fruktdzou,

o fyziologickou modi,

e neznamym vzorkem moci

Sledujte nejen, které reakce jsou pozitivni, ale také, jak rychle probihaji. Vysledky porovnejte
s vysledky Fehlingovy zkousky. Rozdily vysvétlete.

4. Kbvalitativni a semikvantitativni prikaz ketolatek v moci

Reagencie:

1. roztok nitroprusidu sodného (pfed pouzitim rozpustime asi 10 mg — na $picku noze nitroprusidu
Vv asi 3 ml destilované vody)

2. hydroxid sodny 100 g/l &

kyselina octova koncentrovana &

4. Lestradetovo cCinidlo — siran amonny 20 g, uhli¢itan sodny bezvody 20 g, dihydrat nitroprusidu

sodného 0,2-1,09 02

ketoPHAN nebo néktery z polyfunkénich diagnostickych prouzkt

6. vzorky moci

w

o

Legalova zkouska
Pracovni postup:

Asi ke 2 ml moc¢i ptidame 2—3 kapky nitroprusidu sodného a zalkalizujeme 3 kapkami NaOH. Zbarveni
roztoku se miize zménit na Zluté, oranzové az Cervené reakci kreatininu (fyziologické soucasti moci).
Nyni roztok rozdélime do dvou zkumavek a do jedné ptidame né€kolik kapek koncentrované kyseliny
octové. Pokud jsou ptitomné ketolatky, zbarveni se prohloubi do ¢ervena az Cerveno-fialova; pokud
ketolatky pfitomné nejsou, roztok se naopak odbarvi.
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Lestradetova zkouSka
Pracovni postup:

Polozime filtra¢ni papir na hodinové sklo, navlhé¢ime jej Cistou vodou a prebytek vody slijeme. Ve stiedu
filtracniho papiru vytvoiime hromadku Lestradetova ¢inidla o priméru asi 0,5 cm. Pak na Lestradetovo
¢inidlo kdpneme 1-2 kapky vySetiované moci. Jsou-li pfitomny ketolatky, vytvoti se béhem 1-2 minut
fialové zbarveni.

Stanoveni ketolatek diagnostickymi prouzky
Pracovni postup:

Prouzek ponoiime asi na 1 s do vySetiované moci tak, aby se reagenéni zona smoéila. Poté odstranime
prebyteénou moc otfenim o okraj nddoby. Prouzek ponechame ve vodorovné poloze na nasakavé
podloZce (napf. na bunicité vaté nebo na papirovém rucniku). Po 60 sekundéach srovname zbarveni
reagen¢ni zony prouzku s barevnou stupnici na obalu tuby. Pozitivni reakce se projevi zménou barvy
z krémove¢ bilé do fialové. Srovnévaci stupnice je kalibrovana na koncentraci kyseliny acetoctové.

Ukol:
Proved’te Legalovu zkousku, Lestradetovu zkousku a zkousku diagnostickym prouzkem na ketolatky

e v moCci s ketolatkami,
o ve fyziologické moc¢i,
e VvV neznamém vzorku modi.

Vysledky vyhodnot'te.

Interpretujte vysledky vySetfeni neznamého vzorku moci na glukézu a ketolatky.

5. Stanoveni glykémie osobnim glukometrem
Stanoveni glykémie osobnim glukometrem bude provedeno dle instrukci vyucujiciho.




