CVICENI zZ KLINICKE BIOCHEMIE

Uloha &.1:
CHEMICKA ANALYZA MOCI

A) KVALITATIVNI A SEMIKVALITATIVNI REAKCE

Analyza moc¢i ma znacny vyznam zejména pro posuzovani funkce ledvin, ale i jinych organu
(jater, pankreatu atd.). Proved'te urCeni téchto parametri ve vzorcich pomoci specialnich
papirkd, piipadné tablet firem Lachema, Boehringer, Ames - viz piislu§né navody, chemismus
a nekteré interpretace najdete v brozurce "Kleine Teststriefen-Fibel". Podle navodu provedte
se vzorky dale né&které zkumavkové reakce, které slouzi ke kvalitativnimu posouzeni
uvedenych parametra.

Hlavni sledované parametry:
1. pH

Fyziologické pH moci zdravych osob se pohybuje v rozmezi 5-6, v maximalnim rozpéti 4.5-8.
Hodnota zavisi na slozeni pfijimané potravy, prevazné masita strava vede k acidurii (< 5.5),
laktovegetabilni strava ma alkalizujici vliv (alkalurie > 6.5). Pfi horeckach se stava kyselejsi,
onemocnéni mocovych cest je doprovazeno alkalizaci moce.

pH moci hraje mj. vyznamnou ulohu pfi utvafeni mocovy kamend nebo krystali. Mocové
konkrementy tvofené kyselinou mocovou precipituji v kyselém prostiedi a jsou vice rozpustné
v alkalickém pH. Naopak alkalickd mo¢ precipituje vapenaté Ci fosfatové slouceniny, zatimco
kysela mo¢ ma tendenci je rozpoustét.

2. Bilkoviny v mo¢i

Zdrava osoba denné€ moci vylouci asi 100 mg bilkoviny (vétSinu bilkovin moce tvoii plasmovy
albumin, pfitomny mohou byt i nizkomolekularni latky jako globuliny). Proteinurie signalizuje
onemocnéni ledvin a mocovych cest, bilkovinu v moc¢i nalézame ve vetSim mnozstvi pfi
otravach rtuti, olovem, pfi diabetu, ikteru, velké télesné namaze.

Princip: Kys. sulfosalicylova ireversibilné srazi bilkoviny. Nizké koncentrace bilkovin (jesté ne
pathologické) davaji opalescenci, vyssi koncentrace zakal az srazeninu. Zdrava mo¢ obsahuje
méné nez 75 mg/ml bilkovin, zakal neni patrny.

Provedeni: k cca 2 ml vzorku ptfidame nekolik kapek 20% kys. sulfosalicylové. Hodnoti se
podle starého zptsobu "na kiizky", podle nového "arbitrarni stupnici".

3. Glukosa

Na rozdil od koncentrace glukosy v krevni plasmé je glukosa v moci velmi Spatnym
ukazatelem v diagnostice diabetes mellitus. Vylu€ovaci limit pro glukosu v ledvinach je 1800
mg/ml, tzn. Ze hladina glukosy v krvi musi vzrust nad tuto hodnotu, aby se objevila v moci.

4. Acetonové latky v moci - "test na diabetes"

Ketonové latky (aceton, acetoctova kys., b-hydroxymaselna kys.) jsou v moci detegovatelné
pfi diabetu a dale pii hladovéni, zvraceni, gastrointestinalnich onemocnénich ¢i po narkoze.

Princip: Zkouska s Lestradetovym cinidlem je zalozena na podobném principu jako klasicka
zkouska Legalova, je vSak citlivéjsi. Nitroprusid sodny se barvi v alk. prostiedi v pfitomnosti
acetonu a podobnych latek fialové Cervené.

1/Chyba! Neznamy argument piepinace.



CVICENI zZ KLINICKE BIOCHEMIE

Reagencie: Lestradetovo Cinidlo (siran amonny 200 dila, uhli¢itan sodny 200 dild, nitroprusid
sodny 1 dil se rozetfou na jemny prasek).

Provedeni:Na dno zkumavky se da na Spicku noze cinidla a prevrstvi se vzorkem.
V ptitomnosti acetonu vznika fialové zbarveni. Hodnoti se arbitrarni stupnici, po staru na
ktizky.

S. Bilirubin v mo¢i - "test funkce jater"

1. Gmelinova reakce (test s kys. dusi¢nou)

Na dno zkumavky dame asi 1 ml konc. HNO; a opatrné pievrstvime vzorkem moci.
V pfitomnosti bilirubinu se vytvofi prstenec zelené barvy (oxidacni produkt bilirubinu-
biliverdin).

ii. Rosinova zkouska (jodovou tinkturou):

Moc¢ prevrstvime roztokem jodové tinktury (I, v ethanolu). Je-li pfitomen bilirubin, vznik4 na
rozhrani zeleny prstenec biliverdinu.

Moc¢ zdravych lidi bilirubin neobsahuje. Fale$n€ negativni vysledky mohou byt zptisobeny
dlouhym stanim moce, protoze mocovy bilirubin mize hydrolyzovat nebo vystaven svétlu
oxidovat.

6. Urobilinogen v moci

Urobilinogen a sterkobilinogen jsou produkty odbourani bilirubinu, které vznikaji v zazivacim
traktu &innosti bakterii. Castené se ve stievé opét vstiebavaji. Nornalni mo¢ obsahuje mala
mnozstvi urobilinogenu. SniZzené hladiny nalézame u déti, u pacientil pozivajicich antibiotika,
ktera potlacuji stfevni floru, a u pacienti s obstrukénim poskozenim jater. ZvySené hladiny
doprovazi hemolytickou anémii (zvySena tvorba bilirubinu) ¢i jaterni dysfunkci.

Princip: Tyto latky dévaji s tzv. Ehrlichovym ¢inidlem cervené zbarveni. Reakce je malo
specificka, podobné reaguji i indol, skatol, rizna barviva a 1éky.

Provedeni: K nékolika ml vzorku pfidame né€kolik kapek Ehrlichova ¢inidla (2g dimethyl-
p-aminobenzaldehydu ve 100 ml 20% HCI).

7. Nitrity

Dusitany se vyluCuji moci pii infekci moCovych cest a vznikaji bakterialné¢ z dusi¢nant.
Stanoveni dusitanu v moci se pouziva k detekci bakteriurie.

Diagnostické prouzky jsou zaloZeny na enzymoveé redukci NO;” na NO, né€kterymi bakteriemi
pfitomnymi v moc¢i. V kyselém pH nitrit reaguje s p-arsanilovou kyselinou za vzniku
diazoniové slouCeniny a nasledné kopuluje s N-1-naftylethylendiaminem za tvorby rtizového
zbarveni.

8. Leukocyty

Pritomnost leukocytd v moci indikuje zanét. Reagencni papirky deteguji jak lyzované tak
intaktni leukocyty a jsou zalozeny na pfitomnosti intracelularnich esteras.
Falesné positivni vysledky mohou byt pozorovany v piitomnosti nékterych trichomonad ¢i

oxidacnich Cinidel, faleSn€ negativni naopak v pfitomnosti vysokych koncentraci bilkovin nebo
kys. askorbové.
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B/ KVANTITATIVNI STANOVENI BILKOVIN V MOCI (biuretovym &inidlem)
Proved’te se vzorkem, kde jste kvalitativnimi zkouskami nalezli zvySeny obsah bilkovin.
Princip: Bilkoviny se vysrazeji kys. chloristou, pak se provede stanoveni biuretovym ¢inidlem.
Reagencie: 0.66 M vychlazena kys. chlorista, biuretové Cinidlo, standard.

Provedeni: 1 ml vzorku, blank (fysiol. roztok) a standardu (sérum natedéné fysiol.
roztokem, aby konc. bilkovin byla 2 g/l) smichame s 1 ml kys. chloristé. Promichame, nechame
stat 10 min., odstfedime. Supernatanty se odliji a ke srazenindm se pfida po 2 ml biuretového
¢inidla, promichd se a nechd se stat 30 min. Pak se méfi absorbance pii 546 nm vzorku a
standardu proti blanku.

Vypocet: A(vz) / A(st) . 2= [bilk] (g/l)
Patologické hodnoty jsou nad 0.25 g/l.
C/ MOCOVE KONKREMENTY

Za urcitych patologickych podminek dochazi v ledvinach a mocovych cestach k vylu¢ovani
pevné faze, tzv. moCovych konkrementi. Mohou byt jemné ("ledvinovy pisek") nebo hrubsi
("ledvinové a mocové kameny"). Podle chemické povahy jsou bud’ jednoduché nebo slozené (z
vice krystalickych latek), organické nebo anorganické. Hlavni slozky jsou: oxalaty, uraty,
fosfaty a karbonaty, pfip. cystin, xanthin aj.

Spravna analyza slozeni konkrementt je hlavnim predpokladem vysvétleni jejich vzniku a volby
terapeutického zasahu. K orientanimu stanoveni slozeni konkrementu lze pouzit chem.
analyzu - jeji vyhodou je rychlost, jednoduchost a nenaro¢nost na pfistrojové vybaveni.

Proved’te jednoduchou analyzu zakladnich slozek konkrementi "na suché cesté" i "na mokré
ceste"!

I. Cast rozmelnéného kamene zahtivejte ve zkumavce nebo porcelanovém kelimku za sucha (v
digestofi!). Je-li organické povahy, zCerna a posléze shofi. Jeslize zanecha znacny zbytek, je
pfevazné anorganicky.

II. Analyza organickych slozek:

Cast prasku rozpust'te v n&kolika kapkach 10% HNO; v porc. kelimku a odpaite. Ke zbytku
pridejte po vychladnuti 25% hydroxid amonny. Utvofi-li se purpurové zbarveni, Slo o kamen
mocanovy (murexidova reakce - srov. zakl. praktikum). Cystin a xantin zbarveni netvorfi, jejich
rozliSeni se da provést zjisténim pfitomnosti siry.

III. Analyza anorganickych slozek (vCetné oxalatl):

Cast prasku zahiivejte s 12% HCI. V té se rozpusti anorg. ¢ast kamene. Roztok zfiltrujte,
filtrat alkalizujte amoniakem. Vznikne-li nyni srazenina, jde o fosfat nebo oxalat. O kterou
latku jde, rozhodneme tim, ze srazeninu odcentrifugujeme a pfidame k ni ledovou kys.

octovou. Jde-li o fosfaty, srazenina se rozpusti, oxalaty nikoliv (zda se nejedna o smésny typ s
fosfatem je mozno rozhodnout reakci s fosfomolybdenanem). Uhli¢itany po ptidani HCI Sumi.
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