DOLOCANJE KONCENTRACIJE GLUKOZE V SERUMU
SPAP METODO

Princip:

Glukoza se pod vplivom encima glukoza-oksidaza (G{Lkisika iz zraka oksidira. Pri tem
nastaja tudi vodikov peroksid, ki s po#im encima peroksidaza (POD) povéro
kondenzacijo fenola s 4-aminoantipirinom. Pri temstaja obarvan kinonimin katerega
koli¢ino merimo.

Reakcije:
GOD
glukoza+ @+ H) OO O O 0O OO - glukonska kislina+ HO2

POD
2H202 + fenol + 4-aminoantipiriid O O O — kinonimin + 4 HHO

Postopek:
V 10mL epruvete pipetiramo v mL.:
S St Vz K
demineral. voda 0,01 O O O
standardna razt. glukoze O 0,01 O O
vzorec (serum) O O 0,01 O
kontrolni vzorec U U U 0,01
delovni reagent 1,00 1,00 1,00 1,00
PremeSamo in merimo absorbanco pri 500 nm (492+8%@med 20 - 30min (20-28).
Racun:
Gz = (Avz - As)) / (AstAs|) X Cst
Referentne vrednosti: S,P: 3,9-5,8 mmol/L
Kapilarna kri: 2,8 - 5,6 mmol/L
CSF: 2,8 - 3,9 mmol/L
Reagenti:

Delovni reagent je raztopina 4-aminoantipirina, G®D in fenola v fosfatnem pufru s pH
7,4.

Opozorila:

Postopek ni specifen. V povisanih koncentracijah lahko motijo<cisa kislina, kreatinin,
askorbinska kislina, glutation, antikoagulanti ihrbbin.

Koncentracija glukoze je v vzorcu seruma ali plaztabilna 8 ur pri sobni temp. in 3 dni v
hladilniku.

Vzorcu polne krvi dodamo K- 0z Na-fluorid ali Ligoacetat, ki inhibirajo glikolizo.



Rezultati prakti¢nega dela

1. Opis vzorcev, materiala in opreme

2. Meritve:

a) pogoji merjenja:

b)_rezultati meritev:

kontrolni vzorec:
standardni vzorec:

ostalo:

c) podane vrednosti:
kontrolni vzorec:

ostalo:

3. lzracuni:

4. Rezultati:

Stevilka vzorca:

preiskovani vzorec:

slepi vzorec:

standardni vzorec:



DOLOCANJE GLIKIRANEGA HEMOGL OBINA HbAic
SKROMATOGRAFSKO METODO

Princip:

Pri pripravi hemolizata najprej odstranimo labifnakcijo Hb, preostale vrste Hb paiimo s
pomaijo kationske izmenjevalne smole. Najprej spererkolgne frakcijo HbAa«pnato pa
kon¢no Se HbA.. Koncentracijo HbA. dolatimo tako, da v zadnjem eluatu direktno
izmerimo absorbanco pri 415nm in jo primerjamo gabanco hemolizata pri 415nm.

Postopek:
1. Priprava hemolizata in odstranjevanje labilne fijgkc
K 50 pL polne venske krvi dodamo 2@ reagenta 1, dobro premeSamo in pustimo
10 - 15 min na sobni temperaturi.
2. Priprava kolone
Najprej odstranimo gornji, nato pa Se spodnji pukel kolone. S stekleno @&l
potisnemo disk na smolo (vendar ne pegvim pustimo, da odte odveéni pufer.
3.Locevanje in merjenje HbA
Na kolono pipetiramo:

hemolizat vzorca 50L
reagent 2 200L

pustimo, da tek®na sté&e cez kolono ter na kolono pipetiramo Se:
reagent 2 2,0 mL

pustimo, da tekéina odt€e. Podstavimo novo epruveto infmamo z eluiranjem
HbA;. tako, da na kolono dodamo:
reagent 3 4.0 mL
Po kortanem eluiranju vsebino epruvete dobro premesSanamarimo absorbanco
pri 415nm (Aaic)-
4. Merjenje celokupnega hemoglobina v hemolizatu
V 16 mL epruvete pipetiramo:
reagent 3 6,0 mL
hemolizat 2%
Dobro premeSamo, prelijemo v 10 ml epruveto in idme absorbanco pri 415nm
proti destilirani vodi (Ae).

Racun: %HbDALC = (Aiparc/ 3 X Ace) X 100
Refentne vrednosti: polna venska kri: 4,2 - 6,2%
Reagenti:

Reagent 1: kalijev biftalat 50 mmol/L, detergerti=»,0

Reagent 2: fosfatni pufer 48 mmol/L, pH=6,5, Nadaly/L

Reagent 3: fosfatni pufer 72 mmol/L, pH=6,4, Nadalg/L

Mikrokolone vsebujejo dotk@eno koltino izmenjevalca v fosfatnem pufru.



Rezultati prakti¢nega dela

Stevilka vzorca:

1. Opis materiala, opreme in vzorcev:

2. Meritve

a) pogoji merjenja:

b) rezultati meritev:

celokupni Hb

glikirani Hb

3.1 zracuni:

4. Rezultati:



Komentar rezultatov

Komentirajte rezultate dotanja glukoze in glikiranega HBKUPAJ

Pregledal-a: Datum:

Pripombe:



