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F7DIBIOC Biosystém cloveka

Navod na cviceni 2: Stanoveni kreatininu a chemické vySetfeni moci

VYSETRENI MOCOVE SOUSTAVY

Autor: Ing. Jana Stépanovska

CHEMICKE VYSETRENI MOCI

Pouziti moce pii pokusu je spojeno s rizikem pienosu virovych onemocnéni krvi. Pii manipulaci s moci
je povinné pouzivat rukavice a mechanické pipety.

NOSENIi LABORATORNIHO PLASTE A RUKAVIC JE POVINNE!!!

TEORETICKY UVOD

Vysetieni moci je cennou diagnostickou metodou, kterd umi relativné snadno a rychle odhalit velké
mnozstvi poruch a chorobnych stavii. Mo¢ jako takova nas informuje nejen o stavu a funkci mocovych
cest, ale i o lidském organismu jako celku.

FYZIKALNI, CHEMICKE A MORFOLOGICKE HLEDISKO A VLASTNOSTI

Zbarveni moce podminuje fada latek, které nejsou dostate¢n¢ identifikovany (urochromy, patii mezi né
bilirubin, urobilin, porfyriny a dal$i). Zbarveni moce zavisi na dieté, podavani exogennich latek a na
pfitomnosti nemoci.

Zdpach moce zpisobuje fada znamych (kofein, cesnek, aceton, amoniak) i dosud neidentifikovanych
latek.

pH moce je za normalnich okolnosti mezi 5.5 az 6,0 vzhledem k obsahu fosfati a sulfatt. Extrémné
muze dosahnout az 4,0. Vegetarianska strava hodnoty pH zvysuje. Hodnoty nad 7,0 jsou obvykle
spojené s kontaminaci moc¢e bakteriemi s uredzovou aktivitou.

Hustota moce se pohybuje mezi 1004 az 1030 kg/m?. Mezi hustotou a osmolalitou mode je statisticky
vztah, jehoz tésnost vSak neumoziiuje nahradit méfeni osmolality méfenim hustoty.

Osmolalita moce zavisi na pfijmu tekutin a koncentracnim usili ledvin. Méni se s vékem, je nizka u
nedonosSenych a novorozencti, maximalni hodnoty dosahuje v mladi, ve stafi se maximalni dosazitelna
osmolalita opét snizuje.

Chemické sloZeni mocCe je velmi pestré, zavisi na piijmu a produkci riznych latek, stavu organismu jako
celku a funkci mocového tstroji. Hlavni (z hlediska molalni koncentrace) anorganické slozky moce tvofi
kationy sodné, draselné, vapenaté, hotfeCnaté, aniony chloridové, hydrogenuhlic¢itanové, fosfatové,
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sulfatové. Dusikaté latky tvofi urea, kreatinin, kreatin, amoniak, urat, aminokyseliny. Proteiny se do
moce dostavaji pii vysoké nalozi patologickych proteinti na glomeruly (napf. pii paraproteinémiich), pti
poruchach glomeruldrni membrany, pifi onemocnénich ledvinovych tubuli a z vyvodnych cest
mocovych. Sacharidy se v moc¢i vyskytuji volné, dale jako glykoproteiny, mukopolysacharidy a
glykopeptidy. Z lipidi se mohou v moc¢i vyskytovat mastné kyseliny, malé mnozstvi triglyceridu,
fosfolipidl a cholesterolu, vylu¢ovani lipida stoupa u nefrotického syndromu.

Morfologické soucdsti moCe tvori bunécné elementy pochazejici z krve nebo tkani urogenitalniho
traktu, mikrobi, krystaly, vélce a dalsi soucasti.

Pro spravnyv odbér prvni ranni moce je nutné:

e zajistit no¢ni klid pacienta, je doporu¢en minimalné osmihodinovy pobyt na lazku ¢i vleze

e minimalné jeden den pfed odbérem by nemélo dochazet k sexualnimu styku (kontaminace —
nariist poctu bun¢k a koncentrace proteini)

e neodebirat mo¢ diive, nez po minimalné 4 hodinach stani moci v moCovém méchyii, i kdyz byl
mocovy méchyt vyprazdiiovan diive béhem noci (takto ziskany vzorek moci obsahuje analyty,
Castice i elementy v optimalni koncentraci a umoznuje téz event. Casove optimalni bakterialni
rust v prostfedi moc¢ového méchyte)

e moc odebirat pied snidani a dal§imi aktivitami pacienta
pacient provede pted mikci hygienickou ocistu genital

Kvalitativni vySetfeni moce na pfitomnost bilkoviny, cukru, ketolatek, krevniho barviva, orientacni
zméteni pH moce a jeji specifické hmotnosti patii k zakladnim, avSak velmi cennym vysetfenim.

pH moce

Fyziologické rozmezi moce je mezi 4,5-7,0, zavisi na obsahu dihydrogenfosfore¢nanovych a
ammonnych iontdl a na obsahu bikarbonatu. pH moce za normalnich podminek vyznamné ovliviiuje
slozeni potravy (alkalické pH pfi rostlinné strave), ale také individualni metabolicka situace.

Hodnota pH moce se za riznych patologickych stavii méni, mtze byt ovlivnéna 1éky, pfitomnosti
mocové infekce apod. Mocova infekce uredazu $tépicimi bakteriemi (Proteus, Pseudomonas) vede ke
zvyseni pH moce (nad 7,0), naopak nizké pH moce (kolem 5,0) mtze provazet mykobakterialni infekci
v moci. Zmény pH moci hraji vyznamnou tlohu pfi tvorbé urolitidzy. Nizké pH moce nachazime u
pacientii s uratovou ¢i cystinovou litidzou (pH kolem 5,0), vysoké pH (kolem 7.,5) vede k tvorbé
magnezium-amonium fosfatovych konkrementd. Pfi rendlni tubularni acidoze nedosahuje pH moce
hodnot pod 6,0 a pfi acidifikacnim testu (viz kapitola ¢. 13) neklesne hodota pH moce pod 5,5.

Specifickd hmotnost moce

Normaélni hodnota se pohybuje mezi 1003 - 1030 kg/m?3, pfi normalnim pitném rezimu vykazuje obvykle
prvni ranni mo¢ specifickou hmotnost 1015 - 1025 kg/m?®. Nizkou specifickou hmotnost moée (< 1010
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kg/m3; hypostenurie) nalézame napf. pfi primarnim diabetes insipidus, pfi postizeni ledvinnych tubult
aj. Specificka hmotnost moc¢i nas informuje o stavu hydratace nemocného. Hypotonicka ¢i naopak ptilis
koncentrovand mo¢ muze vést k faleSné negativite, resp. pozitivit¢ nékterych vysetfeni (proteinurie).
Naopak specificka hmotnost mo¢e mize byt vyrazné zkreslena piitomnosti glukozy a bilkoviny, nebo
napt. RTG kontrastnich latek. Pfi urolitidze nebo dispozici k ni je specifickd hmotnost (osmolalita) v
hornim pasmu normy rizikovym faktorem pro vznik mocovych kament a je nutné zvysit pfijem tekutin.

Proteinurie

U zdravych osob neni bilkovina v moc¢i béznymi metodami (testovaci prouzky i zkouska s kys.
sulfosalicylovou) prokazatelna vzhledem k nizsi citlivosti téchto metod nez je hodnota fyziologické
proteinurie.

Glykosurie

Glukoza je v moc¢i pfitomna az po pfekroCeni tzv. rendlniho prahu pro glukézu (10 mmol/l)
Diferencialné diagnosticky je tfeba odliSit glykosurii extrarendlni od glykosurie renalni (snizeny
exkre¢ni prah ledviny, Fanconiho syndrom, toxické poSkozeni ledvin).

Ketonurie

Aceton tvoii asi 2 %, acetacetat 33 % a B-hydroxybutyrat 65 % (fyz. celkem < 1,5 mmol/l) ketont v
moci. Vyskytuje se pfi hladovéni, febrilnich stavech, v téhotenstvi, pti metabolickém rozvratu - napf.
dekompenzovany diabetes mellitus.

Urobilinogen

Fyziologicky mén¢ nez 17 umol/l; ackoli vznika az po vylouceni bilirubinu zluéi do stieva, Cast
urobilinogenu (UBQG) se ze stfeva vraci enterohepatalnim obéhem do jater a velmi malé ¢ast se dostava
periferni cirkulaci do ledvin, kde je filtrovan; UBG je bezbarvy

Bilirubin

Pokud je v mo¢i pritomen (patologicky pii bilirubinémii nad 30 - 34 pmol/l), pak pouze ,.konjugovany
bilirubin®, tj. ve vodé rozpustny; tato forma bilirubinu se za fyziologickych podminek vylucuje pouze
zlu¢i; nekonjugovany bilirubin je ve vodé nerozpustny - je transportovan albuminem a v této formé do
mo¢i neprochazi; bilirubin je odpadnim produktem odbouravani hemu, ma zlutooranzové zbarveni

Hematurie, leukocyturie

Prikaz krve a leukocytli v moci testatnimi papirky je pouze orientacni. Pro validni vysledek je nutné
vySetfeni mo¢ového sedimentu.
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Priehled detekénich (reagenénich) zon na prouZcich HeptaPHAN

detekéni zona | fyziologicky | princip reagenéni zony poznamka
smesny acidobazicky indikator (pH =5 [ pH > 8 zpisobuji
pH 5-6 .
-9) bakterie
proteiny 0 indikator reaguje hlavne na albumin
olukoza 0 glukozaoxidaza / peroxidiza — vit. C nevadi
chromogen
ketolitky 0 citlivejsi na kys. acetoctovou nez na beta-OI—!-butyrélt
aceton nereaguje
urobilinogen |0 specif. na UBG a sterkobilinogen 1 vit. C — falesné |
bilirubin 0 azokopulace (totéz u UBG)
erytrocyt 0 peroxidazova aktivita Hb — ox. | silnd bakt. kontaminace
y y indikatoru -1
hemoglobin 0 (tvka se Hb z rozpadlych ery)
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VYBAVENI

e zkumavky

e stojan na zkumavky

e kadinky

e diagnostické prouzky HeptaPHAN
e vodni lazen

e sacek na odpadky

e stficka s destilovanou vodou

e bunicina

e filtracni papir

e parafilm

CHEMIKALIE

e roztok kyseliny sulfosalicylové

e roztoky Fehling I a 1l

e Lestradetovo Cinidlo (nitroprusid sodny v alkal. prosttedi)

e vzorek vlastni moce (cca. 50 ml) — Ize realizovat i pro dva vzorky riznych osob pro porovnani

POSTUP

1. Kuvalitativni vySetfeni moci pomoci diagnostickych prouzka Heptaphan

e Vzorek moce fadné promichat (uzavienou zkumavku parafilmem 2x oto¢it dnem vzhuru)

e 7z pouzdra vyjmout prouzek a ponofit do vzorku moce na 1 - 2 sec. tak, aby vSechny reagencni
zény byly smogeny ! POUZDRO NENECHAVAT OTEVRENE!

e prouzek po vyjmuti ze vzorku otfit hranou o okraj zkumavky, aby byla odstranéna piebyte¢na
mo¢

e prouzek polozit na buni¢inu na rovnou podlozku

e asipo 1 minuté hodnotit podle stupnice na krabicce zbarveni jednotlivych zén (zapsat pH moce,
ostatni zony hodnotit dle intenzity zbarveni hodnotami s jednotkami!)

2. Kuvalitativni vySetfeni moc¢i pomoci ¢inidel
a) Diukaz glukozy Fehlingovym ¢inidlem
e ve zkumavce smichat po 1 ml roztokt Fehling I a II
e pfidat 2 ml vzorku moce do zkumavky a promichat
e zahfivat obsah zkumavek v horké vodni lazni (80-99 °C) po dobu 2 az 5 minut

Hodnoceni: v pfitomnosti glukdzy se tvori oranzovohnéda az ¢ervena sraZzenina Cu20
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Pro Fehlingovu redoxni reakci je zapotiebi znat slozeni Fehlingova cinidla. To je sloZzeno z NaOH a
KOOC-COONa + CuS04 (modry), dohromady tedy tvofi komplex vinanu. Pfi reakci tohoto komplexu
s glukézou bude dochazet k redukci komplexu a vzniku rezavé srazeniny Cu20O. Timto se potvrdi
pozitivni Fehlingova reakce, ktera je typickd u vSech monosacharid. Timto zplisobem se v 1ékaftstvi
dokazuje cukrovka, pomoci jejiho vyskytu v moci.

HO _

He =0 ‘f’fjg

t—om H—oH

HO—CH HO —CH
2 -

Hé__OH + 2 Cu"+ 40H HC—on T Cuz0 +2H0
H(l——CIH HC——0OH

|
H,C— OH HC—OH

b) Dikaz ketolatek Lestradetovym ¢inidlem (nitroprusid sodny v alkalickém prostiedi)
Princip: V alkalickém prosttedi tvoii aceton s nitroprusidem sodnym barevny komplex.

e na jedno kolecko filtra¢niho papiru nasypat 1 (po¢et hormadek podle poétu vzorki
moce) malou hromadku (na $picku 1zicky, pozor drazdivé!) Lestradetova cinidla a
oznacit je Cisly vzorki moce

e na Cinidlo pfikdpnout 1 - 2 kapky vzorku moci

Hodnoceni: v piitomnosti ketolatek vznika fialové ¢ervené zbarveni

R CH,
'\\C/
Na,[Fe(CN)sNO] -+ ” N e R Nas[Fe(CN)sN=CH-C-R]

nitroprusid sodny o

fialovy komplex

3. Semikvantitativni vySetieni moci

Princip zkousky spoc¢iva v denaturaci bilkoviny kyselinou sulfosalicylovou, ktera se projevi vznikem
opalescence az zakalu.

Reakce je citliva, prokaze 0,1-0,2 g/l celkové proteinurie. Rozdily v detekci jednotlivych bilkovin
nejsou tak vyrazné jako u diagnostickych prouzkii. Kyselina sulfosalicylova srazi i globuliny.
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Falesné pozitivni vysledky dava tato zkouska pii vyluCovani n€kterych rentgen-kontrastnich latek,
penicilinu, sulfonamidd, kyseliny salicylové a antidiabetik.

Diikaz bilkovin Kys. sulfosalicylovou
e do zkumavek odlit asi 2 ml vzorku moce
e pridat asi 10 kapek kys. sulfosalicylové, promichat

Bilkoviny pfitomné v moci jsou kyselinou sulfosalicylovou vysrazeny. Hodnotime intenzitu
zékalu (ptipadné vznik srazeniny) proti tmavému pozadi.
K posouzeni vzniku zakalu je nutné porovnani s pivodnim vzorkem moce.

Pro hodnoceni se pouziva semikvantitativni stupnice:

Semikvantitativni hodnoceni zkousky s kyselinou sulfosalicylovou™

Priblizna koncentrace bilkoviny v

Nalez Hodnoceni

g/l
Opalescence stopy 0,05-0,1
Lehky zakal (prahledny, Ize Cist podlozeny + 0.1-0.2
text)
Mlécny zakal (neprahledny, bez vioek) ++ 0,5-1,0
MIécny zakal s tvorbou vio€ek +++ 2,0-5,0
Vlockovita srazenina ++++ 250
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STANOVENI KONCENTRACE KREATININU V MOCI

UKOL

Stanovte koncentraci kreatininu ve svém vlastnim vzorku mod¢i.

TEORETICKA CAST

Stanoveni koncentrace kreatininu se vyuziva pro diagnostiku poruch funkce ledvin. Pokud se
poskodi vice nez 50% nefronti (zékladni stavebni jednotka ledvin), zvySuje se koncentrace kreatininu v
krevnim séru a naopak snizuje koncentrace v moci. Stanovuje se pravidelné u pacientil s jiz
diagnostikovanou poruchou funkce ledvin, s cukrovkou nebo také pokud pacient uziva veétsi mnozstvi
1eka.

Pro stanoveni funkce ledvin je potieba nejen stanoveni sérové koncentrace ¢i koncentrace v
moci, ale vyuzivaji se predevsim vypoéty glomerularni filtrace (napi. clearance kreatininu). Clearance
je schopnost orgénu ocistovat krevni plazmu. Oc¢ist'ovaci schopnost je definovana jako objem plazmy

zbaveny dané latky v ur€itém Casovém intervalu.

Clearence kreatininu se pocita na podkladé méteni mocového kreatininu ve sledovaném obdobi

a hodnoté sérového kreatininu. Vypocet se provadi podle vzorce:

clearence kreatininu = kreatinin moc x diuréza(ml/s) / kreatinin sérum @
Cockroft a Gault navrhli vice osvédceny vzorec:

clearence kreatininu = (140 — vék) x télesna hmotnost / 49 x kreatinin v séru (2)

kreatininova clearence je v ml/s, vék v rocich, télesna hmotnost v kg. U Zen se takto vypocitana hodnota

nasobi faktorem 0,85 (maji mensi svalovou hmotu)

Kreatinin vznika cyklizaci kreatinu a kreatinfosfatu. Je to organicka latka a vyskytuje se v cyklu
obsahujici dusik. Ve svalech vznika rozpadem kreatinfosfatu (ten slouZzi jako energeticka rezerva pro
svalovy stah). Kreatin je syntetizovan v jatrech a ledvinach z glycinu, guanidinové skupiny argininu.
Krvi se dostane do svalu a zde se vyskytuje jako kreatinfosfat. Asi 1 — 2 % kreatinfosfatu se denné

cyklizuje na kreatinin, ktery je z téla vyloucen jako odpadni latka.

Mnozstvi kreatinu v krvi ovliviiuje tvorbu a vyluCovani kreatininu. Toto mnozstvi je

ovliviiovano dvojim zplsobem - exogenné ¢i endogenné. Exogenni ¢ast tvoii potrava, masita strava
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(pfima resorpce z potravy bez predchazejici enzymové hydrolyzy). Endogenni zavisi na mnozstvi
svalové hmoty a ¢innosti svald, tedy energetickém metabolismu svalové tkané (uvolnény kreatin se
neenzymovou hydrataci méni na kreatin). Zeny maji asi o 15% kreatinu méng, protoze maji mensi
svalovou hmotu. Mnozstvi vylu¢ovaného kreatininu se pfes den méni, pravé kvili vét§simu namahani

svalll a piijmu potravy pfes den, tento vykyv muze byt az 50%.

Regulace kreatininu je zajisténa glomerularni filtraci. Pii prichodu krevni plazmy ledvinami se
kreatinin do moci dostava z 90% glomerularni filtraci krve a 10% je sekretovano tubuldrnimi bunikami.

Zpétné uz se neresorbuje (nefron je pro kreatinin nepropustny).

Ke zvyseni hodnot v mo¢ dochazi u téhotnych Zen (zvySena glomerularni filtrace), u
podvyzivenych a dlouhodobé nemocnych s atrofii svall. Naopak snizeni znaci nejcastéji poskozeni

ledvin.

Endogenni Exogenni

gy S

> oS

Svaly

DP

ATP ¢—— ADP
7
Kreatinin I

V mozku slouzi
jako zdroj energie /

b Dile uz se
P, nevstiebavi
B S

Probihd mirna
sekrece tubuldmimi
bunkami

-
Filtruje se pouze zde /

)

Obrazek 1 - metabolismus kreatininu
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V tomto cviceni budeme vychazet z metody zalozené na Jaffého reakci. V alkalickém prostiedi
reaguje bezbarvy kreatinin s kyselinou pikrovou, z této reakce vznika produkt, ktery ma cerveno-
oranzovou barvu a jeho mnozstvi je pfimoumérné mnozstvi vychoziho kreatininu. Diky tomu, Ze je latka
barevna se mulze stanovit pomoci spektrofotometrie, jejiz princip je zalozen na interakci

elektromagnetického zafeni s analyzovanym roztokem.

Zateni je latkou pohlcovano a detektor pfijima zbylé a latkou neabsorbované zareni. Schopnost
latky pohlcovat zafeni se nazyva absorbance. Intenzita vystupniho zéfeni je po prichodu niz$i nez na

zacatku a ¢im vice je roztok koncentrovany, tim vice pohlti zafeni.

Koncentraci analyzované latky je zjiStovana tim, ze se sestavi kalibracni kiivka, tedy grafické
znazornéni zavislosti absorbance roztoku na koncentraci v ném piitomné stanovované latky. Sestavi se
tak, Ze se zméfi absorbance roztokd o znamych koncentracich a zapocita se také slepy vzorek. Slepy
vzorek obsahuje vSechny cinidla az na zkoumanou latku, jeho zmétena hodnota se musi nasledné od
ostatnich hodnot odecist, tim je ziskana pouze hodnota analyzované latky. Poté se spusti kolmice v

bodg, kde hodnota absorbance odpovida bodu na kiivce a zjisti se hledana koncentrace latky ve vzorku.

Technika sbéru moci - 24hodinovy sbér moci:

Mnozstvi vylou¢eného kreatininu se v prubéhu 24 hodin méni. Nejniz§i mnozstvi namétime
rano a nejvyssi naopak vecer (rozdil mize byt skoro 50%). Pro spravné stanoveni kreatininu v moci je
nutny celodenni sbér moci, aby se zapocitalo celé mnozstvi vyloucené latky. 24 hodinovy sbér moci se
provadi takto:

e je vhodné vynechat naro¢néjsi té€lesnou aktivitu a masitou stravu ve vét§im mnozstvi

e v den zahgjeni sbéru se rano ¢lovék nejprve vymoci do toalety a az dal$i moc sbira do Cisté
nadoby dalSich 24 hodin (pokud nadobu naplni, pouZzije dalsi)

e sbira se veskera moc i pred stolici

e posledni odbér moci se provede druhy den rano

e Dbéhem sbéru ¢lovek ji i pije jako obvykle

e cely objem moci se poté smicha, aby byl vzorek reprezentativni
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Navod na cviceni 2: Stanoveni kreatininu a chemické vySetfeni moci

POMUCKY

o spektrofotometr

o kyvety

e automatické pipety + Spicky
e stojan a zkumavky

e odmérné banky (100 ml)

e Kkadinka

e buniCina

e popisovac

e parafilm

CHEMIKALIE
e nasyceny roztok kyseliny pikrové
e 1M NaOH

e vzorek vlastni moce (nejlépe ranni, spravné by mél byt vzorek z 24hodinového sbéru)
e destilovana voda

e 15 mmol/l zasobni roztok kreatininu

PRACOVNI POSTUP

1. Nejprve si pripravime kalibracni fadu standardnich roztokd kreatininu a to tak, abychom ziskali
koncentrace roztokli: 0 (tzv. slepy vzorek), dalsi standardni roztoky vytvofime v rozmezi od 5
mmol/l do 15 mmol/l (krok zvolime 2 mmol/l). Roztoky pfipravime ze zakladniho 15 mmol/l
roztoku, vzdy 0,5 ml kone¢ného roztoku. KREATININ NEODEBIiRAME PRIMO ZE
ZASOBNIi LAHVE

2. Do oznafenych zkumavek napipetujeme vzdy 0,5 ml daného roztoku, do kazdé piidame 0,5 ml
destilované vody, 0,5 ml kyseliny pikrové a 0,5 ml hydroxidu, nasledné promichame.

3. V. modi je vysoka koncentrace kreatininu, proto je potieba ji nafedit destilovanou vodou v poméru
1:99 (do 100mililitrové odmérné banky napipetujeme 1ml moci a doplnime po rysku). Vysledna

koncentrace bude vSak prepocitana na mo¢ ptivodni, nefedénou. Do tii zkumavek napipetujeme 0,5
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Navod na cviceni 2: Stanoveni kreatininu a chemické vySetfeni moci

ml zfedéné moci, 0,5 ml destilované vody a opét do kazdé pridame 0,5 ml kyseliny pikrové a 0,5
ml hydroxidu. Promichame.

4. Roztoky ponechame pfiblizn¢ 20 minut stat.
Vzorky pielijeme do kyvet a dle Postupu pro praci se spektrometrem prométime jejich absorbanci.
Vykazuji-li vzorky hodnotu absorpce vyssi nez 2,5, je nutné vzorky natedit a poté spocitat novou

koncentraci kreatininu ve vzorku.

Postup pri praci se spektrometrem

Kontrola pouzitych kyvet

Pozor: Povrch kyvet musi byt vzdy udrZzovéan v naprosté Cistoté! Otiete jej me€kkym hadiikem a dbejte

na to, abyste povrch neposkrabali pipetami (plastova jehla!).

Ovéite, zda vSechny kyvety uvadéji stejné hodnoty absorpce pro kontrolni roztok.

1. Vyberte vhodné kyvety.

2. Do kyvet pfeneseme pfiblizn¢ 1 ml destilované vody.

3. Spustime spektrometr: Applications (stisknéte 1) -> single Wavelenght (stistknéte 1).
4. Zvolte pozadovanou vinovou délku a potvrd’te zelenym tlacitkem.

5. Vlozte prvni vzorek a naméite jej jako referenci (stisknutim modrého tlacitka OA/100%T). Dalsi
vzorky naméfte stisknutim zeleného tlacitka. Hodnoty absorpce jednotlivych vzorkl by se nemély lisit.

Pokud bude v nékteré z nich vyrazna odchylka, je potieba kyvetu vyménit.

Naméreni spektra

1. Do kyvet pieneste piiblizné 1 ml roztoku z kalibra¢ni fady s nulovou koncentraci a s nejvyssi

koncentraci

2. Vlozte kyvetu se slepym vzorkem do spektrofotometru.

3. Zvolte Wavescan (stisknéte 3), nastavte rozmezi 400 az 700 nm a potvrd’te zelenym
tlacitkem

4. Stisknéte modré tlacitko OA/100% pro nacteni reference.

5. Vyménte vzorky a stisknéte zelené tlacitko.
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6. Odectéte z grafu vhodnou vinovou délku pro méfeni absorbance vzorki.

Méteni absorpce

1. Pomoci mechanické pipety do kyvet napipetujeme cca 1 ml roztoku jednotlivych vzorki (vSechny

vzorky kalibra¢ni fady i se slepym vzorkem a tfi vzorky moci)

2. Kyvetu umistime do spektrofotometru a spustime jej: Applications -> Single Wavelength

3. Zvolte vhodnou vinovou délku

4. Prvni vzorek (slepy vzorek) naméite jako referenci stisknutim modrého tlac¢itka OA/100%T.

5. Postupné proméite ostatni vzorky. Po umisténi kyvety do spektrofotometru vzdy stisknéte zelené

tlac¢itko.

Pozn.: Je-li absorbance vzorku vyssi jak 2,5, vzorek nafed’te (potom nezapomeiite piepocitat absorbanci

na pivodni koncentraci)

6. Vysledky zaneseme do tabulky.

ANALYZA VYSLEDKU

e Sestrojte kalibracni kiivku zavislosti absorbance na koncentraci a odectéte z ni koncentrace
kreatininu ve vzorku moci.

e Vysledky shriite do tabulky a porovnejte s fyziologickou hodnotou.

e Z vaseho vysledku vypocitejte ,dle vzorce 1) clearanci kreatininu pokud vite, Ze koncentrace

kreatininu v krvi je 50 pmol/l.
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Navod na cviceni 2: Stanoveni kreatininu a chemické vySetfeni moci

KONTROLNI OTAZKY

e K ¢emu se v klinické praxi pouziva stanoveni kreatininu v mo¢i?
e Kde se v tele syntetizuje kreatin?

e Co znaci snizovani koncentrace v moci?

« Kde se kreatinin filtruje? Cim je specificky oproti jinym latkam?

e Jak se lisi koncentrace kreatininu vV ranni moci oproti 24hodinovému sbéru?

PRIKLAD

V nemocnicni laboratofi m¢li pacienta s dennim vydejem moci 4,5 litru. Provedli mu rozbory a
zjistili, ze jeho koncentrace mocoviny v plazmé je 8 mmol/l a v moci 320 mmol/l. Dalsi testy se
zamétovaly na koncentrace kreatininu, jeho koncentrace v plazmé je 6mmol/l a v mo¢i 90 mmol/l. Z
téchto udaji vypocitejte clearance a glomerularni filtraci a dale stanovte frakéni vylu¢ovani mocoviny
pacienta. V moci byly pfitomny i latky: vapenaté ionty, hemoglobin, 1umol/l acetat. Urcete, zda jde 0

fyziologicky stav, popf. patologii.

Pouzity zdroj
Sacharidy - Mendelu. (n.d.). https://web2.mendelu.cz/af_291_projekty2/vseo/
files/145/9995.pdf
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