Chemicka analyza moce

semikvantitativni analyza

diagnostické prouzky

mala pracoviste rucne,

velke klinicke laboratore na automatech
prouzky pouzivané v CR - Hepta(Okta)Phan
(Pliva-Lachema Diagnostika), Combur (Roche
Diagnostic), Aution Sticks (Arkray)

10 z6n (+ kompenzace)
odcCitani po 60 -90 s



Principy jednotlivych
stanoveni:

Specificka hustota (hmotnost):
-pomoci koncentrace iontt v mogi
-koreluje dobre s refraktometrickym stanovenim
-v pfitomnosti kationtl jsou protony uvolnény komplexotvornym
Cinidlem
-vrln?pl' barevu bromthymolové modre od modré pres modrozelenou ke
Zluté
-pfi pH =7 a vice pripocCist hodnotu 5 kg/m3
-bilkoviny v koncentraci 1 - 5 g/l nebo ketoacidéza hustotu zvysuji

pH:
-méfeno pomoci acidobazickych indikatord methylova Cerven,
fenolftalein a bromthymolova modf

-kombinace indikatoru umoznuje zménu barvy testacni zony od
oranzoveé pres zelenou na modrou v zavislosti na pH moce.



Nitrity:
vznik dusitanu redukci dusi¢nanu vlivem patogennich mikrobu

na principu Griessovy reakce - dusitanovy anion s aromatickym
aminem v kyselém prostredi tvori diazo-slouCeninu

ta kopuluje s vhodnou latkou na Cervené azobarvivo.
jiz slabé ruzové zbarveni indikuje znaCnou bakteriurii
faleSné negativni vysledky mohou byt zpusobeny Iéky
(Antibiotika vysadit tfi dny pred testem)

Bilkovina:
pritomnost proteint - zména barvy acidobazického indikatoru
test je citlivy na albumin, podstatné nizsi citlivost vykazuje vudi
globulinum, mukoproteinUm a Bence-Jonesové bilkoviné.

faleSna pozitivita - Iéky, dezinfekCni prostfedky obsahujici kvartérni
amoniove soli



Glukosa:
na principu enzymove reakce glukosooxidaza/peroxidaza
glukosa je enzymaticky oxidovana na glukonolakton

v pfitomnosti peroxidazy peroxid vodiku oxiduje indikator za vzniku
zelené barvy

test je specificky pro stanoveni D-glukézy, ostatni cukry nedavaji
pozitivni reakci.

pri koncentraci glukozy 5,5 mmol/l a vyssi, neovliviuje vysledky
stanoveni ani vysSi koncentrace kyseliny askorbove.

test je specificky pro glukosu, ostatni cukry nereaguiji

Ketony:
test je zalozen na Legaloveé reakci

ketolatky reaguji s nitroprusidem sodnym v silné alkalickém
prostredi do fialova

reakce je citlivejSi na kyselinu acetoctovou nez na aceton



Bilirubin:
test je zalozen na kopulaci bilirubinu s
diazoniovou soli

vznik ruZzového zbarveni testacni zony

Urobilinogen:

reaguje se stabilni diazoniovou soli v kyselem
prostredi

vznik cerveného azobarviva

vzorky moce chranit pred primym slunecnim
svetlem

jinak nizSi nebo falesne negativni vysledky



Leukocyty:
na zakladé pfitomnosti esteraz granulocytu

tyto enzymy stépi ester indoxylu na indoxyl, ktery dava s
diazoniovou soli barevny fialovy produkt

test neni ovlivnén pritomnosti bakterii, trichomonad a erytrocyta v
zeslabeni reakce - bilkovina v koncentraci nad 5 g/l a

glukéza nad 111 mmol/l

léky (gentamycin)

Erytrocyty:
erytrocyty jsou hemolyzovany na hemoglobin

ten spolu s myoglobinem katalyzuje oxidaci indikatoru (organicky
hydroperoxid) — v pritomnosti pseudoperoxidasy

ze zluté na zelenomodrou
|lze detekovat mikrohematurii
kyselina askorbova neinterferuji

DalsSi zény — kompenzace, turbidita



Historie:

» fyzikalni vlastnosti moce (barva, zapach)

e klasické chemické reakce ve zkumavce —

- stanoveni bilirubinu s alkoholickym roztokem
jodu- vznik zeleneho prstence biliverdinu

-reakce s Ehrlichovym cCinidlem — azokopulacni
reakce diazoniove soli — vznik Cerveneho
zbarveni s urobilinogenem a porfyriny



Hodnoceni chemické analyzy moce

¢.m analyt arbitrarni jednotky
et.
0 +- 1 2 3 4
144 | leukocyty (elem/ul) neg 25 75 250 500
118 | nitrity (dusitany) neg +1 +2
122 | bilkovina (g/l) neg 0,15 0,3 1,0 3,0 10,0
123 | glukéza (mmol/l) norm 3 6 12 30 60
124 | ketony (mmol/l) neg 1,5 4 8 15
125 | urobilinogen norm 35 68 150 >150
(umol/1)

126 | bilirubin (umol/l) neg 8,5 35 100 >100
127 | krev-ery (mg/l) neg 0,6 2 10

absolutni hodnoty
147 | hustota (g/ml) 1,000 1,005 1,010 1,015 1,020 1,025 1,030
121 | pH 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0




Referencni interval: hustota 1.010 — 1.025g/ml

posouzeni zredovaci a koncentracni schopnosti ledvin

LI Au |

Referencni interval: pH 50-6,5

vliv potrava (rostlinna alkalizuje, zivoCisSna naopak
acidifikuje)

vliv chronické poruchy acidobazicke rovnovahy, IéCiva.
alkalické pH patologicke

Priciny:

bakterialni infekce ledvin a mocCovych cest (pozor na

arteficialni pomnozeni bakterii pri delsim skladovani
mocCi v teplém prostredil),

renalni tubularni acidoza



Referenéni interval: nitrity negativni

prukaz svédci pro uroinfekci (vétSina bakterii zpusobujicich mocové infekce redukuje
nitraty na nitrity).

vySetieni lze pouzit ke kontrole uc€inku léCby

Referenéni interval: bilkovina negativni
prerenalni proteinurie

vysoka konc. bilkoviny o malé molekule - projde glomerulem: hemoglobin,
myoglobin, Bence-Jonesova bilkovina

zdravé ledviny
renalni proteinurii
pfi onemocnéni ledvin: glomerularni

- selektivni — poskozeni mirné, ztrata negativniho naboje glomerularni membrany
vazbou kyseliny sealové (albumin a bilkoviny o molekulové hmotnosti do 100 tisic)

- neselektivni — posSkozeni vétsi (prochazi i bilkoviny o nejvétsi molekule)
tubularni

- nedostateéné vstiebavani proteinu, které prosly glomerulem (mikroproteiny - a1 a 32-
mikroglobulin).

pfi intoxikaci — slou€eniny Cd, Hg

smisena
subrenalni proteinurie (bilkovina pochazi z moCovych cest) — pfi zanétech
doprovazi ji leukocyturie.



Referencni interval: glukoza normalni
reabsorbovana tubularnimi burikami ledvin

renalni prah (9 — 10 mmol/l) - glykosurie

PricCiny :

hyperglykémie (diabetes mellitus)

snizeny renalni prah pro glukézu

téhotenstvi (zvySeni glomerularni filtrace + snizeni renalniho prahu)

Referencni interval: ketony negativni
vznik pri ziskavani energie z mastnych kyselin
Priciny:

hladovéni (nedostatek sacharidu, rychle u déti),

diabetes mellitus

pri tkanoveé hypoxii ( Sok) - faleSné negativni

rovnovaha mezi kyselinou acetooctovou a - hydroxymaselnou je
posunuta na stranu kyseliny B- hydroxymaselné — ta nereaguje



Referencni interval: urobilinogen normalni
Priciny:
funk€ni nedostateCnost jater — hepatalni ikterus

prekrocCeni funkcni kapacity jater — prehepatalni ikterus
(hemolytické anémie, krvaceni do GIT, ...)

Referencni interval: bilirubin negativni
bilirubin v mocCi pozitivni pri zvyseni primeho
(konjugovaného) bilirubinu v plazme

u obstrukCnich a hepatalnich ikteru



Referencni interval: leukocyty negativni
Priciny :
bakterialni zanét moCovych cest nebo ledvin

Referencni interval: krev - erytrocyty negativni
Hematurie - makroskopicka
mikroskopicka (okem ji nevidime).
Priciny :
Renalni (glomerulonefritida, nador ledvin)

Prerenalni (hemoglobinurie a myoglobinurie — hemolyza, svalova
traumata, popaleniny)

Subrenalni (krvaceni do mocCovych cest — zanéet, kamen, nador;
hemoragicka diatéza)

Ponamahova — fyzicka namaha, chlad



Mocovy sediment,
mikroskopickeé vysetreni

Specifikace vzorku :

prvni nebo €éastéji druha ranni moc¢e

v noci zakoncentrovani - patologicke hodnoty
nejvyraznéjsi

mocove proteiny a uraty meéne rozpustné - hodnoceni
zejména valcu a krystalu kyseliny mocové zatizeno
mensi chybou

béhem dne prijmem potravy moc alkalizuje
vliv diuretik

druha ranni moc - elementy nelezi dlouho v mocovem
méchyfri, nedochazi k jejich rozpadu



Priprava pacienta :

bezny prijem tekutin

omyti genitalii vodou — ne desinfekci

stfedniho proud moce (mimo obdobi menstruace)

Priprava analytického vzorku — manualni provedeni:
sediment z 4 ml nativnhi mocCi

odstredenim pri 2000 rpm, 5 minut, pokojova teplota
specialni zkumavky k tomuto ucelu

supernatant odlit - zbyva 0,4 ml zahusteneé moce



Mikroskopické vysetreni:

* 10x zakoncentrovana moc

* 400 nasobném zvétseni.

» preparat na mikroskopickém sklicku - pocet ¢astic na zorné pole
v komurce Fast Read - pocet Castic na 1 pl nativhi moce

Erytrocyty, leukocyty, valce a epitelie - na 1 ul
Bakterie, kvasinky, hlen a krystaly - pritomny, Cetné, zaplava..
* do jedne hodiny

Supravitalni barveni dle Sternheimera:

 Doc. Timo Kouri - standardizace barvici procedury

« dvojslozkovou barvu - modr a Cerven.

» lepSi rozeznatelnost epitelii a valcu

« potize pfi vétSim poctu erytrocytu (rdzova) a leukocytu (modra)

* rychly rozvoj automatizace v mocove analyze (flow cytometrie a
automatizované mikroskopickeé vySetreni)

« barveni se v CR v masovém méfitku neprosadilo



Hamburgeruv sediment:

kvantitativni stanoveni poctu erytrocytu, leukocytu a
valcu v mocCi sbirané 3 hodiny

vysledek je prepocCten - diuréza - na rychlost
vyluCovanych elementu za ¢asovou jednotku

umoznuje hodnotit a srovnavat exkreci uvedenych
elementu a upresnuje v indikovanych pripadech zakladni
vysetreni moce.

vysetreni ze sedimentu ziskaného odstredenim sbirané
mocCe — pri manualnim provedeni

masivni hematurie, leukocyturie, krystalurie - z nativni
sbirané moce

zpracovat do 1 hodiny

ztrata vyznamu



Hodnoceni mocového sedimentu:

« Leukocyty (shluky) a erytrocyty — viz chemické hodnoceni moce
« Epitelie :

Dlazdicové (skvamozni) — pochazi z uretry a vaginy
nepravidelny tvar, velké, dobre viditelné jadro
minimalni klinicky vyznam — kontaminace
Casty nalez

Bunky prechodného epitelu — jedna se o bunky epit. vystelky
urinalniho traktu — mocCovy mechyr, proximalni cast
uretry u muzu
z hlubsich vrstev - hustsi a kulatgjsi
kontakt s moci, absorbce vody - balény s vodou
mensi nez dlazdicove epitelie
moznost dvou jader
menSi poCet muze byt normalni
velké mnozstvi - infekce, léky



- Epitelie :
Renalni tubularni — vyznamny nalez, velmi zridka
 pfi renalni tubularni nekréze nebo virove infekci
* malé, asi dvakrat vetsi nez neutrofily
* polyedrické, maji Casto excentrické ohraniCené jadro

Ovalna tukova téeliska :
renalni tubularni epitelie nebo makrofagy naplnené tukem

« pri velké permeabilite glomerulu - snizeny albumin,
zvysSena syntéza proteinu a lipoproteinu



Valce:

precipitaci proteinu v tubulech ledvin
zaklad tvofi Tamm — Horsfallv glykoprotein, ktery
je sekretovan z renalnich tubularnich bunék

tvorbu valcu podporuje - kyselejsi pH, pfitomnost vétsi
koncentrace plasmovych bilkovin, dehydrataci
organismu, narocna fyzickeé aktivité

definovana vnegjsi linie, paralelni strany, zakulacené
konce, tvar tubulu

ulomky valcu

bez barveni pod mikroskopem spatne viditelné
fazova kontrastni mikroskopie

hyalinni, bunécnée, granulované, tukové, voskove a
smésne



Waxy

WBC Epithelial  Granular Fatty
a3

Mg 8 CAST
\ : [ (showing various types
T : and inclusions)

Archetypal cast (showing various types and inclu-
sions). (From Linne JJ, Ringsrud KM: Basic fechniques in
clinical laboratory science, ed 3, St. Louis, 1992, Mosby.)



Hyalinni valce - barvi se svétle ruzové nebo svétle modre
* nalez, ktery neni patologicky

« objevuji se v koncentrované kyselé moci

* ve velkem pocCtu - zanety

« uzké v dusledku otoku tubulu

Bunécné valce — erytrocytarni, leukocytarni
(granulocytarni), z renalnich tubularnich epitelii,
bakterialni

« patologicky nalez

Erytrocytarni —pfi glomerularni nefritidé, nejkrehci,
nalezeny vyjimecné



Leukocytarni — nejCastéji z neutrofilu pfi zanétech a infekcich

Z renalnich tubularnich epitelii —
po otrave Hg nebo etylenglykolem, hepatitide, kdy dochazi
k poskozeni tubulu

Nelze-li urCit Castice - valec bunécny

Preména valcu:

po vytvoreni nezustavaji ve stejném stavu
postupné se vyviji.

Cim déle v ledviné (tlak), tim pozdéjsi stadium valcu
bunky v bunécnych valcich postupné degeneruji
zborceni, ztrate bunécné membrany

tvorba granuli

granule podléhaji dalSi degeneraci, ztrate struktury, valcova hmota
zhoustne, zkfehne a zvoskovati



Granulovanéeé valce:

» granule vznikaji po rozbiti bunecné membrany
ve valci Ci tubulech

* maly pocCet po intenzivni fyzicke aktivite (velky
pocet u otuZilcu)

 vetsi pocet je silne patologicky.

* obsahuji agregovane plasmaticke proteiny,
fibrinogen, globuliny

* nelze urcit puvod bunek

* nekolik granuli - valce hyalinni



Voskoveé valce - nejzavaznejsi

* pri chronickém onemocneni ledvin - valce renalniho
selhani

* homogenni struktura, mohou prechazet ve valec jiného
typu — napr. granulovany

LI N’

« vypovidaji o poskozeni tubulu, obsahuji ¢astecky ledvin

Tukoveé valce — pri silné renalni dysfunkci, nefrotickem
syndromu

« v moci s pénou, silné zvySenou CB a Alb, u diabetiku,
po intoxikaci Hg

* obsahuji ovalna tukova teliska
e specialnim barvenim lze rozliSit prevahu Chol Ci TG

Pseudovalce — napf. vlakna hlenu, viakna z plinek



Krystaly a amorfni drt’.

* neprilis vyznamny nalez

« oxalaty, kyselina mocCova, fosfaty a tripelfosfaty

* vyjimecne lekove, bilirubinové, cystinove a
myoglobulinové



Urinalysis and Body Fluids

K.M. Ringsrud, J.J. Linné



o Dysmorphic red cells (arrow th many other red
' cells and three white cells, Sedi-Stain, x400.

Red cells, 5 intact, 1 crenated. Unstained, x400.




Many white cells showing varied staining. Many
bacteria also present. Sedi-Stain, x400.

Eosinophils (at arrows) and neutrophils. Cytospin,
Hansel’s stain, »x 1000,



Mononuclear cells, possibly lymphocytes. Cytospin,
Wright's stain, »x1000.

Macrophage, and many bacteria. Sedi-Stain, x400. A, Brightfield. B, Phase contrast.



Squamous epithelial cells, with one beginning to
appear as a clue cell. Sedi-Stain, >x400.



Two transitional epithelial cells, one folded squamous
epithelial cell. Cytospin, Wright's stain, <400,

al binucleated transitional epithelial cells with changes caused by virus or
Sedi-stain, x400. A, Brightfield. B, Same field as A with phase contrast.




Renal epithelial cell (arrow). Sedi-Stain, x400. Cuboidal or polyhedral renal tubular epithelial cells
probably from the small collecting ducts; very difficult
to differentiate from transitional epithelial cells. Sedi-
Stain, x400.



Free fat and oval fat bodies. Unstained, <400.



Sperm, many in counting chamber. Phase contrast,
x400,



Bacteria (Staphylococci) seen as large cocci in clusters and tetrads appearing like
small crystals with phase contrast. White cells also present. A, Brightfield, <450.

B, Same field as A with phase contrast, showing how these cocci might be mistaken
for small crystals, <400.



White cells and purple-staining gram-negative bact

ria (rods) on cytocentrifuged preparation of urine
sediment stained with Wright’s stain, »1000.



Many slightly stained yeast, white cells (4), and red
cell (arrow). Sedi-Stain, x400.



Cellular cast (probably red cell origin). Sedi-Stain, White blood cell cast, basically hyaline. Sedi-Stain,
= 400. *x450.



Stained granular cast like the cast in Fig. 6-139. Also,
mucus, and renal epithelial cell. Sedi-Stain, x400.



Broad waxy cast with central fissure and granular end. Sedi-Stain. A, Low-power,
%160. B, Higher magnification of same cast as in A, showing granular end and fat
inclusions, <400,



Uric acid, large, barrel-shaped, x100 Uric acid, large, lemon-shaped, x400.



Caicium oxalate, typical and oval forms appearing like red bloed cells, exhibiting
strong birefringence with polarized and compensated polarized light, >400.
A, Brightfield. B, Polarized light. €, Compensated polarized light.

Figure 6-201

Calcium oxalate, rare large ovoid form of a type associated with ethylene glycol
poisoning, x400. A, Brightfield. B, Compensated polarized light.



Calcium phosphate, slender prisms arranged in a rosette, X400, A, Brightfield.
B, Compensated polarized light showing weak birefringence.



Cystine, thin colorless hexagons with laminations,
x640.



Trichomonas, pear shaped (arrows). Unstained, x400. Trichomonas, rounded with very hard to see flagella
(arrow). Unstained, <640.

Trichomonas, rounded with flagella (arrow). Phase
contrast, xX400.



Ukazky z atlasu barvenych
preparatu dle Doc. Kouriho

* Obrazek A — zorné pole v beznem
mikroskopu

* Obrazek B — zorné pole s fazove
kontrastni optikou



2a 2b

« Granulocytv (Sipka a) s vicelaloCnatymi (segmentovanymi) jadry

Hyalinni valce a bakterie (Sipka b) Rozdil ve viditelnosti bakterii
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Lymfocyt (Sipka) - temer cela bunka je
vyplnéna jadrem Erytrocyty



4a S 4b

Makrofag, Ery
V jadre je Casto videt nepravidelny chromatin.



ba

MocCové akantocyty (Sipka) - dysmorfni erytrocyty -
puchyrky pucici z bunécneho povrchu. Podil 5%
akantocytu i vétSi - renalni puvod krvaceni.

6b



f @ ¢ J
g p . g ot L g
- o ok SRR Al R t L gl
{\ S o b, e SR
L : s i Pt ./-{{
Tl . ] X 2 T X Lk
bk SOV ; 3 ’ Sy
i - 7 e g % ' w G
& e o Bl T N 5 T
s | vk . et i > ' A
P it i y SR ~ T o e PO RS
@ < (s b X ! Wy W -
& A A ek Bv,,mﬂ‘
~ 6 : G PR g & KY
O & @ & A%
+ R ™ &
5 ar
r j Voo U
J o 2

Ta 7b

Bunka dlazdicoveho epitelu a dve tubularni bunky
(Sipka) ukazuji rozdil ve velikosti.



8a 8b

Rozdil mezi burikou tubularniho epitelu (Sipka a) ( granul. cytoplazma uvnitf hyal.

valce), burikami pfechodného epitelu (Sipka b) (jemné granulované, jasné jadro) a
velkou bunkou dlazdicoveého epitelu (svétla cytoplazma, degenerované jadro)



11a ' 11b

Karcinom bunek prechodného epitelu s
atypickymi epitelovymi bunkami



Bunky tubularniho epitelu uvnitr hyalinniho valce
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23a

Valec Ery, granulocyty - erytrocyty, granulocyty (Sipka)
(segmentovana jadra)
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" 24a : b

Valec s erytrocyty - renalni hematurie

Rozdilnosti ve velikosti a tvaru mezi erytrocyty, dysmorfie



25a 25b

Valec z renalnich tubularnich bunek
Nékolik Cervenych krvinek (Sipka) vné valce
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26a 26b

Bakterialni valce - bakterie infikovaly ledviny. Pozor na
zaménu s granulovanym valcem. Jasné tyCky (Sipka) na
jednom konci valce.



Granulovany valec - degenerace bunék— granularni srazeni nebunécného

organického materialu v renalnim tubulu. Tubularni burika jiz nema plazmat.
membranu.



Voskovy valec s ulomenym koncem



Kousek toaletniho papiru
Ostré hrany a zalomené konce



Bakterie a buniky kvasinek (Sipka)



Tukovy valec - kapénky tuku - ve fazovém kontrastu jako svétlé
skvrny - lipidurie (obvykle naznacujici glomerularni chorobu)



