Chemicka
a morfologicka
analyza moce




Historie

« 1500 pf.n.l. — Egyptané zjistili, Ze néktefi pacienti maji zvySeny objem
moce, ktera pfitahuje mravence

« V6.stol. — Indoveé zjistili, Ze sladka moc€ je spojena s nemoci

 Vr.1674 — anglicky lékaf Thomas Willis zafadil ochutnavani moce do rutinni
praxe a zavedl pojem Diabetes mellitus
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Analyza moce

 Chemicka analyza moce

« Automaticka morfologicka analyza moce




Chemicka analyza moce

e Automatizace od 80. let minulého stoleti

* P¥istroje vyuzivaji stanoveni parametrd pomoci
diagnostickych prouzku (sucha chemie)

e Semikvantitativni stanoveni bilirubinu, urobilinogenu,
bilkoviny, ketonu, hemoglobinu, leukocytu, dusitanu, pH,




Diagnostické prouzky
* Matrice pro suchd Cinidla - Impregnovana
viakna

* Analyzovany vzorek (moc€) je aplikovan na
povrch pevné fdze

,sucha’
cinidla

?@

o

 Difunduje do jeji matrice a rozpousti suché
Cinidlo, které je v matrici dispergovdano




Celuldézova impregnovana viakna

e Celuldézovda matrice (firma Bayer — Siemens) porézni
Ci polopropustnd

e Reagencie v suché formé distribuovany
- do matrice
- na povrchu matrice




Reflexni fotometrie

zdroj svétla detektor
vzorek

odecitani z aplikacni strany

o
o
sucha Cinidla \

odecitani z opacné strany

zdroj svétla detektor




Chemicka analyza moce

Reflexni fotometrie:

« zdroj svétla - svétlo emitujici diody

« emituji svétlo o ruznych presné definovanych vinovych
délkach — svétlo pak dopada v ruznych uhlech na
reagencni zony diagnostickeho prouzku

« sveétlo je odrazeno na fotodiodu , ktera slouzi jako




Chemicka analyza moce

semikvantitativni analyza

diagnostické prouzky

mala pracoviste rucne,

velke klinicke laboratore na automatech
prouzky pouzivané v CR - Hepta(Okta)Phan




Principy jednotlivych
stanoveni:

Specificka hustota (hmotnost):
-na automatech se zona nevyuziva (provadi se refraktometricky)
-pomoci koncentrace iontd v modi
-koreluje dobre s refraktometrickym stanovenim
-v pfitomnosti kationtu jsou protony uvolnény komplexotvornym
Cinidlem
-vrln(;epl' barevu bromthymolové modie od modré pfes modrozelenou ke
Zluté




Nitrity:
« vznik dusitanu redukci dusi¢nanu vlivem patogennich mikrobu

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

» ta kopuluje s vhodnou latkou na Cervené azobarvivo.

« jiz slabé ruzové zbarveni indikuje znac¢nou bakteriurii

« faleSné negativni vysledky mohou byt zpusobeny |éky
(Antibiotika vysadit tfi dny pred testem)

Bilkovina:
pfitomnost proteinll - zména barvy acidobazického indikatoru




Glukosa:
na principu enzymové 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-glukozy, ostatni cukry nedavaji
pozitivni reakci.

pfi 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:




Bilirubin:
- test je zalozen na kopulaci bilirubinu s
diazoniovou soli

* vznik ruzového zbarveni testacni zény

Urobilinogen:

* reaguje se stabilni diazoniovou soli v kyselém
prostredi




Leukocyty:
na zakladé pritomnosti esteraz granulocytu

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

test neni ovlivnén pfitomnosti bakterii, trichomonad a erytrocytu 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




Historie

+ fyzikalni vlastnosti mocCe (barva, zapach)

 klasické chemické reakce ve zkumavce —

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

AV . A V4




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/1) 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

(pmol/T)




Referencni interval: hustota 1.010 — 1.025g/ml
* posouzeni zredovaci a koncentracni schopnosti ledvin

LIV 4

e presnejsi je vysetreni osmolality mocCe

Referencni interval: pH 50-6,5
 vliv potrava (rostlinna alkalizuje, zivoCisna naopak
acidifikuje)

« vliv chronickeé poruchy acidobazické rovnovahy, léCiva.
 alkalické pH patologicke
Priciny:




Referené€ni interval: nitrity negativni

» prukaz svédc¢i pro uroinfekci (vétSina bakterii zplsobujicich mocové infekce redukuje
nitraty na nitrity).

« vySetreni lze pouzit ke kontrole ucinku IéCby

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 — poskozeni vétSi (prochazi i bilkoviny o nejvétsSi molekule




Referencni interval: glukoza normalni
* reabsorbovana tubularnimi bunkami ledvin
« renalni prah (9 — 10 mmol/l) - glykosurie
Priciny :
* hyperglykémie (diabetes mellitus)
* snizeny renalni prah pro glukozu
» téhotenstvi (zvySeni glomerularni filtrace + snizeni renalniho prahu)

Referencni interval: ketony negativni
» vznik pfi ziskavani energie z mastnych kyselin
PricCiny:




Referencni interval: urobilinogen normalni
Priciny:
« funkCni nedostatecCnost jater — hepatalni ikterus

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

Referencni interval: bilirubin negativni




Referencni interval: leukocyty negativni
Priciny :
» Dbakterialni zanét mocCovych cest nebo ledvin

Referencni interval: krev - erytrocyty negativni
 Hematurie - makroskopicka
mikroskopicka (okem ji nevidime).

PricCiny :




Mocovy sediment,
mikroskopickeé vysetreni

Specifikace vzorku :
prvni nebo ¢astéji druha ranni moce

* Vv noci zakoncentrovani - patologické hodnoty
nejvyraznéjsi
mocove proteiny a uraty menée rozpustne - hodnoceni
zejmeéna valcu a krystalu kyseliny mocCoveé zatizeno
mensi chybou




Priprava pacienta :

bézny prijem tekutin

omyti genitalii vodou — ne desinfekci

stfedniho proud moce (mimo obdobi menstruace)

Priprava analytického vzorku — manualni provedeni:
sediment z 4 ml nativni moci




Mikroskopické vysSetreni:

* 10x zakoncentrovana mocC

* 400 nasobném zvetseni

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

Erytrocyty, leukocyty, valce a epitelie - na 1 ul
Bakterie, kvasinky, hlen a krystaly - pfitomny, Cetné, zaplava..
e do jedné hodiny

Supravitalni barveni dle Sternheimera:
 Doc. Timo Kouri - standardizace barvici procedury




Hamburgeruv sediment:

kvantitativni stanoveni poc¢tu erytrocytu, leukocytu a
valcu v moci shirané 3 hodiny

vysledek je prepocten - diureza - na rychlost
vylucovanych elementu za casovou jednotku

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

vysetreni ze sedimentu ziskaneho odstredenim sbirane
moce — pri manualnim provedeni




Hodnoceni mocového sedimentu:

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

Dlazdicové (ploché nebo-li skvamozni) — pochazi z uretry a vaginy
nepravidelny tvar, velké, dobfe viditelné jadro
minimalni klinicky vyznam — kontaminace
Casty nalez

Burniky prechodného epitelu — jedna se o bunky epit. vystelky
urinalniho traktu — moCovy méchyr, proximalni cast




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

Ovalna tukova téliska :

4 v 4 r r V 4 A4 r




Valce:

precipitaci proteinu v tubulech ledvin

 zaklad tvofi Tamm — Horsfalluv glykoprotein, ktery

» Je sekretovan z renalnich tubularnich bunek

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

« definovana vngjsi linie, paralelni strany, zakulacené

konce, tvar tubulu




RBC

Hyaline

RBC intact ,-/ L .
Crenated L : ;
\ R (showing various types
b T and inclusions)
: : g%

Archetypal cast (showing various types and inclu-
sions). (From Linne JJ, Ringsrud KM: Basic techniques 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

I 4 r




Leukocytarni — nejcastéji z neutrofill pfi zanétech a infekcich
Z renalnich tubularnich epitelii —

* po otraveé Hg nebo etylenglykolem, hepatitide, kdy dochazi
k poskozeni tubult

Nelze-li urCit Castice - valec bunécny

Preména valcu:
« po vytvofeni nezlstavaji ve stejném stavu
e postupné se vyviji.
« Cim déle v ledviné (tlak), tim pozdéjsi stadium valcu




Granulovaneé valce:

» granule vznikaji po rozbiti bunecné membrany
ve valci Ci tubulech

* maly pocCet po intenzivni fyzicke aktivite (velky
poCet u otuzilcu)

 vetsi pocet je silné patologicky.

« obsahuji agregovaneé plasmatické proteiny,




Voskoveé valce - nejzavaznejsi

* pri chronickem onemocneéni ledvin - valce renalniho
selhani

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

* nejSirsi, nepravidelné zlomene konce

« vypovidaji o poskozeni tubulu, obsahuiji Castecky ledvin

Tukoveé valce — pri silné renalni dysfunkci, nefrotickem
syndromu

* v.moci s pénou, silné zvysenou CB a Alb, u diabetiku,




Krystaly a drt’.

* neprilis vyznamny nalez
» oxalaty, kyselina mocCova, fosfaty a tripelfosfaty

A4 4




Barveny sediment

* Erytrocyty — ruzova
V kyselé moci svétle ruzoveé, se
vzrustajicim pH az Cervenofialova

* Leukocyty — modreé az modrofialove jadro

Leu s neposkozenou cvytoplasmatickou




Barveny sediment

Epitelie

* Dlazdicové epitelie — ruzova

* Prechodné - fialovo-ruzové, nékdy jadro tmaveée
fialove

« Renalni tubularni — fialovo-ruzove, nekdy jadro
tmave fialove




Barveny sediment

» Krystaly — nebarvi se

* Drt — nebarvi se, vyjimecne nafialovela
» Bakterie — vetsinou modra

« Kvasinky — svetlé




Urinalysis and Body Fluids

K.M. Ringsrud, J.J. Linné




Dysmorphic red cells (arrows), with many other red
Red cells, 5 intact, 1 crenated. Unstained, x400. cells and three white cells, Sedi-Stain, x400.




Many white cells showing varied staining. Many Eosinophils (at arrows) and neutrophils. Cytospin,
bacteria also present. Sedi-Stain, x400. Hansel’s stain, x1000.




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

Macrophage, and many bacteria. Sedi-Stain, <400. A, Brightfield. B, Phase contrast.




Squamous epithelial cells, with one beginning to
appear as a clue cell. Sedi-Stain, <400.




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

! sual binucleated transitional epithelial cells with changes caused by virus or
rugs. Sedi-stain, <400. A, Brightfield. B, Same field as A with phase contrast.




Cuboidal or polyhedral renal tubular epithelial cells

Renal epithelial cell (arrow). Sedi-Stain, x400. probably from the small collecting ducts; very difficult

to differentiate from transitional epithelial cells. Sedi-
Stain, x400.
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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 bacte
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, x<400.




Cellular cast (probably red cell origin). Sedi-Stain, White blood cell cast, basically hyaline. Sedi-Stain,
x400. x450.




Stained granular cast like the cast in Fig. 6-139. Also,
mucus, and renal epithelial cell. Sedi-Stain, <400.




Broad waxy cast with central fissure and granular end. Sedi-Stain. A, Low-power,
x160. B, Higher magnification of same cast as in A, showing granular end and fat
inclusions, xX400.




Uric acid, large, barrel-shaped, X100 Uric acid, large, lemon-shaped, <400,




&

B
Caicium oxalate, typical and oval forms appearing like red blood cells, exhibiting
strong birefringence with polarized and compensated polarized light, x400.
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, x<640.

Trichomonas, rounded with flagella (arrow). Phase
contrast, X400,




Ukazky z atlasu barvenych
preparatu dle Doc. Kouriho

* Obrazek A — zorné pole v bézném
mikroskopu
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Specialni nalezy
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FAKULTNI
NEMOCNICE
BRNO

Mikroskopické vysetreni moc¢e
Autofi: Miroslava Benovska, Ondrej Wiewiorka, Jana Timova
Oddéleni klinické biochemie FN Brno, Katedra laboratornich metod LF MU
- Mikroskopické nalezy barveného sedimentu
- Mikroskopické nalezy nativniho sedimentu

- Nalezy z automatického analyzatoru FUS-2000 a iQ 200

Elportal, MU Brno:
http://elportal.cz/publikace/vysetreni-moce
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