CESKE VYSOKE UCENI TECHNICKE V PRAZE

Fakulta biomedicinského inzenyrstvi

Katedra zdravotnickych obort a ochrany obyvatelstva

Chemické vySetieni moci a vySeti‘eni mocového sedimentu — automatizace
procesu na mocové lince

Urine chemistry and urine sediment analysis provided on urinary automatic
analyzer

Bakalaiska prace

Studijni program: Specializace ve zdravotnictvi
Studijni obor: Zdravotni laborant

Vedouci prace: Mgr. Veronika Jizova

Anna Cerna

Kladno 2017



| Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta biomedicinského inzenyrstvi l

Katedra zdravotnickych obort a ochrany obyvatelstva Akademicky rok: 2016/2017

Zadani bakalarské prace

Student: Anna Cerna
Obor: Zdravotni laborant
Téma: Chemické vySetieni moci a vySetreni mocového sedimentu -
, automatizace procesu na mocove lince
Téma anglicky: Urine chemistry and urine sediment analysis provided on urinary automatic
analyzer

Zdsady pro vypracovani:

K zékladnim biochemickym vySetfenim patfi semikvantitativni analyza moc¢i. Zahrnuje chemicke
stanoveni pomoci diagnostickych prouzkt a morfologické vySetfeni. Obé metodiky se dopliuji a pri
spravném provedeni miiZou byt vyznamnou pomoci jak pii stanoveni diagnézy, tak i sledovani
prubéhu onemocnéni a vysledka 1é6¢by. Kompletni moCové analyza je v dnesni dobé pievazneé
- automatizovana. Manudlni mikroskopie pak slouzi k objasnéni ¢i potvrzeni nejasnych nélezl.
V préci budou shrnuty zdkladni stanovované analyty a Castice, jejich klinicky vyznam, principy
stanoveni, mozné interference a preanalytické vlivy; zhodnocen bude pfinos automatizace procesu
pro rutinni praxi. Praktickd ¢4st prdce bude zaméfena na porovnani rutinné provadénych
automatizovanych analyz na mocové lince s manudlnim mikroskopickym vySetfenim.

Seznam odborné literatury:

[11 RACEK, Jaroslav, Klinické biochemie, ed. 2. pfepr., Praha: Galén, ¢2006, 329 s., ISBN 80-7262-324-9

[2]1 DOLEZALOVA, Véra a kolektiv autorli, Principy biochemickych vysetfovacich metod I. a II., ed. Brno, Institut
pro daldi vzdélavani pracovnik ve zdravotnictvi v Brng, 1995, 231 a 234 s., ISBN 80-7013-206-X

[3] KLOUDA, Pavel, Moderni analytické metody, ed. 2. doplnéné vydani, Ostrava: Pavel Klouda, 2003, 132 s,,
ISBN 80-86369-07-2

[4] BRUNZEL, Nancy A, Fundamentals of Urine and Body Fluid Analysis, ed. 3rd Edition, Elsevier , 2013, 464
5., ISBN 978-1-4377-0989-6

Zadani platné do:  11.09.2018

Vedouci: Mgr. Veronika Jazova
Konzultant: Ing. Kamila BartoSova
{

k I\l\
AN
.................... SN
\v

vedouci katedry/ pracovisté

V Kladné dne 31.10.2016



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem bakaldiskou praci s ndzvem Chemické vySetfeni moci a vysetieni
mocového sedimentu — automatizace procesu na mocové lince vypracovala samostatné

pouze s pouzitim pramentl, které uvadim v seznamu bibliografickych odkazi.

Nemam zéavazny divod proti uziti tohoto Skolniho dila ve smyslu § 60 zikona
¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné

nékterych zakontl (autorsky zakon), ve znéni pozdéjsich predpisa.

V Kladné dne 17.05.2017

Anna Cerna



Podékovani

Na tomto misté¢ bych rada podekovala své vedouci bakalarské prace Mgr. Veronice
Jizové za odborny dohled, ochotu, trpélivost, cenné rady a kritické, ale konstruktivni
ptipominky. Déle dékuji Ing. Kamile BartoSové za vécné rady a ptipominky, konzultaci
a pomoc pii zpracovani bakalaiské prace. Také dekuji pracovnikim Oddé€leni klinické
biochemie v Ustiedni vojenské nemocnici — Vojenské fakultni nemocnici Praha a Institutu
Klinické a Experimentalni mediciny za umoznéni realizace praktické ¢asti a vytvofeni

ptijemného prostiedi.



Abstrakt

Chemické vysetfeni moce a mocového sedimentu patfi mezi zdkladni biochemicka

vySetteni. Je vyuzivano k posouzeni funkce ledvin a mocovych cest.

Cilem této prace bylo shrnout zakladni poznatky o stavbé mocovych cest, jejich funkci
avyznam vySetieni moce pii diagnostice onemocnéni. Dale byl popsan princip
semikvantitativniho vySetfeni moc¢e pomoci diagnostickych prouzkii a zhodnoceni nalezu
jednotlivych elementii v mocovém sedimentu na mocové lince IRIS, kterd je sloZzena ze
dvou spojenych moduléi — modul pro chemické vysetieni mo&i iChem VELOCITY ™,
modul pro zhodnoceni mocového sedimentu IRIS 1Q200%. Zaroveir bylo provedeno
porovnani nalezu mocového sedimentu na automatickém analyzatoru s manudlnim

zhodnocenim sedimentu mikroskopicky.

Béhem zpracovani vysledkli bylo prokazano, Ze manualni zhodnoceni sedimentu nebylo

srovnatelné se zhodnocenim naméfenych hodnot analyzatorem.
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Historie vySetfeni moc¢i, ledviny, mo¢, diagnostické prouzky, mo¢ovy sediment



Abstract

Urine chemistry and urine sediment analysis is one of the basic biochemical

examinations. It is used to assess kidney and urinary tract function.

The aim of this work was to summarize the basic knowledge about the structure of the
urinary tract, its function and the importance of urine examination in the diagnosis of the
disease. Furthermore, it was described the principle of semi-quantitative urine examination
using diagnostic strips and the individual elements presented in urinary sediment were
described too. These examinations were provided on the urinary line IRIS, which is
composed of two modules — urine chemistry module iChem VELOCITY™, evaluation of
urinary sediment on module IRIS 1Q200%. At the same time, it was made a comparison
between the urinary sediment measured on an automatic analyzer with a manual sediment

evaluation performed by microscopic techniques.

During the processing of the results, it was proved that the manual evaluation of the

sediment was not comparable to automatic analysis.
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1 UVOD

Fyzikdln¢ — chemické vySetfeni moce a mocového sedimentu patii mezi zékladni
biochemicka vysetfeni slouzici pro posouzeni stavu ledvin. Mo€ je nejsnaze dostupnym
materidlem, odbér vzorku je vétSinou neinvazivni a pii dodrzeni vSech podminek odbéru
ma laboratof k dispozici vzorek v dostatecné kvalité i odpovidajicim mnozstvi. Pro rutinni
analyzu moc¢i na automatické mocové lince obvykle staéi 3 ml vzorku. Vysledek
chemického vySetfeni moce pomoci diagnostickych prouzka dopliluje morfologické
vySetieni mocového sedimentu a poskytuje tak l€kati pomoc pii posouzeni stavu mocoveého

systému pacienta, sledovani pribéhu onemocnéni ptipadné komplikaci béhem 1é¢by.

I presto, Ze chemické vySetfeni mocCi a mocCového sedimentu je prevazné
automatizovano, maji manualni techniky vySetfeni mocového sedimentu mikroskopicky
stale nezastupitelnou roli. Mikroskopie totiz slouzi k objasnéni ¢i potvrzeni nejasnych
nalezli. Nebo je vyuzivdna tam, kde laboratof nemd dostatek materialu pro vySetfeni na

analyzatoru.

Cilem této prace bylo studium stavby a funkce mocového systému vcetné tvorby moci.
Déle zahrnovala osvojeni si metod chemického vySetfeni moce a mocového sedimentu
manudlnimi a automatizovanymi technikami na mocové lince, jejich porovndni a popis
vyhod a nevyhod obou technik. Nedilnou soucasti celého procesu bylo i seznameni se
S postupy preanalytické faze, nebot’ ty maji velky vyznam pii vySetieni vzorku a vyrazné

ovliviiuji vysledek vySetteni a jeho nasledné pouziti.



2 SOUCASNY STAV

2.1 Historie vySetieni moci

Moc¢ je nejsnaze dostupnym biologickym materidlem. Proto se lze domnivat, ze jeji
vySetieni je stejné staré jako medicina sama [1]. Jiz v antickém a arabském Iékafstvi se

vySetfenim moci zabyvali napt. Hippocrates, Galenos, Rhazes ¢i Avicenna [2].

Pozdé&ji, ve stiedovéku a renesanci doSlo k rozvoji urinoskopie, s jejiz pomoci se

diagndza urcovala pozorovanim vzhledu moce a jeji pény [1].

Za zakladatele modernich metod vySetfovani moci je povaZzovan francouzsky lékar
Pierre Royer (1793-1867), ktery pozoroval mo¢ po 24 hodinové sedimentaci pod
jednoduchym mikroskopem — odtud pojem mocovy sediment. V poslednich stech letech
doslo 1 k rozvoji chemického vySetfeni moci - od metod mokré chemie k metodam suché
chemie. Pfi pouzivani metod mokré chemie byla mo¢ pfidavana ke specifickym ¢inidltim,
reakce Casto probihaly za bodu varu a byly pozorovany barevné nebo zakalové reakce,
napt. vySetfeni proteinurie [3]. Pfi vyuziti metod suché chemie, jsou nyni ¢inidla
aplikovana na diagnostickém prouzku, ktery se namaci do vzorku moci. Vysledek barevné
reakce je po vyrobcem definovaném c¢asovém rozmezi (obvykle 30 — 120 s) odeéten
a porovnan s udaji na tub¢ [1]. Dfive vySetfeni probihalo v ordinaci Iékafe nebo u lazka
pacienta. Dnes jsou tyto metody soustiedény do laboratofi a jsou pln¢ automatizovany.
Vyjimkou jsou vySetieni oznacovana jako point-of-care testy (POCT) nebo téz vySetieni

u lhzka pacienta [3].

2.1.1 Analyza moce béhem staleti

Prvni raciondIni poznatky o analyze moc¢i pochdzi z 18. az 19. stoleti. Prikaz bilkoviny
vV moci sice jako prvni provedl Frederick Dekkers, a to povafenim vzorku moci ¢i pfidanim
kyseliny octové, nicméné objev prikkazu proteinurie je piisuzovan italskému I€kati
Domenicu Cotugnovi. Roku 1773 Roueller izoloval z mo¢i mocovinu a Karl Wilhelm
Scheeler v roce 1776 zjistil ptitomnost kyseliny mocové v mocovém kameni. Vyznamnym
zlomem v Iékaftstvi byl v roce 1847 objev tzv. Bence Jonesovy bilkoviny v mo¢i pacienta
s mnohocetnym myelomem. V tomto obdobi také zacaly vznikat prvni klinické laboratofe,

ve VSeobecné nemocnici v Praze bylo profesorem chemie PhMr. Lerchem zaloZeno
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pathologicko-chemické laboratorium v Praze a o nékolik let pozdé&ji profesor Horbaczewski

na lékarské fakulté uvedl prednasky na téma Analysa moce [2].

Na konci 19. stoleti Max Jaffe publikoval metodu stanoveni kreatininu v moc¢i pomoci
kyseliny pikrové v alkalickém prostiedi. Tato metoda byla uspésné¢ zavedena do praxe na
zacatku 20. stoleti a je s riznymi modifikacemi vyuzivana dodnes. Dalsi objev provedli
Miller a Winkler az v roce 1935, kdyz zjistili, ze kreatinin je vyluCovan nejen glomerularni
filtraci ale téZ i tubularni sekreci, a navrhli vyuZivat kreatinin endogenni. V roce 1939
provedl Longsworth elektroforézu bilkovin moce. Pfitomnost lehkych fetézcti byla ale
zjisténa az roku 1962. V té samé dob¢ se také zacaly vySetfovat elektrolyty, hormony
a enzymy. Na zacatku 80. let 20. stoleti byla Vibertim prokazana pfitomnost albuminu
V moci, coZ piispélo k vyznamu vySetfovani albuminurie jako markeru generalizované
cévni hyperpermeability. V 90. letech 20. stoleti se zacaly vyuzivat prvni analyzatory pro
odecet mocoveého sedimentu. Je ale dilezité si uvédomit, ze i1 pfes prudky rozvoj téchto
analyzatort jsou dodnes pro odecet mocCového sedimentu vyuzivany ,klasické*

mikroskopické metody [2].

Soucasna medicina pristupuje k vysetieni moc¢i ze dvou hledisek — mo¢ jako odpadni
produkt metabolismu, a mo¢ jako produkt mocovych cest. VySetiujeme — li moc jako
odpadni produkt metabolismu, provadime tzv. funk¢éni zkousky ledvin. Mezi tyto zkousky
fadime napf. vySetfeni glomerularni filtrace, tubuldrni resorpce a frakéni exkrece.
Vysettujeme — li mo¢ jako produkt mocovych cest, provadime vysSetifeni moci fyzikaln¢ —
chemickymi a mikroskopickymi metodami. Obé metodiky vySetieni mocCi poskytuji 1ékati

pomoc pii posouzeni stavu ledvin i vyvodnych cest mocovych [1].

2.2 Proc vySetfujeme mo¢?

Moc¢ je nejsnaze dostupnym biologickym materidlem, obvyklé v dostatecném mnozstvi
a odpovidajici kvalité. Vysledek vySetfeni moci zdkladnimi fyzikalné¢ — chemickymi

a mikroskopickymi technikami lze vyuzit pfi:
e diagnostice onemocnéni;

e sledovani pritbéhu onemocnéni véetné piipadnych komplikaci béhem 1écby;

e sledovani u¢innosti terapie [4].
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Abychom ziskali pfesny vysledek rozboru moci, je nutno dodat do laboratofe spravné
odebrany vzorek moci. Proto je nutnd dobra edukace pacienta (je - li vzorek odebran
vV doméacim prostiedi). Je — li vzorek odebran ptfi hospitalizaci pacienta, je téméf vzdy
zajistén odbér kvalitniho vzorku zdravotnickym personalem. Pokud je vzorek z jakéhokoli
divodu znehodnocen (Spatny odbér, nespravné skladovani vzorku), mize dojit k ovlivnéni

vysledku vySetieni a k nespravnému posouzeni stavu pacienta [4].

2.3 Stavba mocového systému

Ledviny reguluji rovnovahu tekutin a elektrolyti v organismu a podili se tak na
homeostaze. Také produkuji mnoho dulezitych hormonti — napf. renin, ktery se spolu
s aldosteronem podili na udrzeni stalého tlaku krve, Ci erytropoetin, ktery ovliviiuje

produkci ¢ervenych krvinek v kostni dfeni [5].

K moCovému systému patii ledviny, mocovody, moCovy méchyi a mocova trubice.
Radime sem i nadledviny, které ovSem pievazné plni endokrinni funkci, a proto jsou spise
fazeny jako soucast endokrinniho systému. Stavba mocového systému je znazornéna na

obrazku 1 [6].
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PREHLED ORGANU MOCOVEHO USTROJI
ledvina
ledvinové Kalichy
ledvinova panvicka
modovod
mocovy méchyf
mocovi trubice
okolnf utvary:
7 nadledvina

L P

Obrazek 1 Mocovy systém [6]

2.3.1 Ledviny

Ledviny (latinsky renes, fecky nefros) jsou parovym organem ulozenym
V retroperitonedlnim prostoru a jejich tvar pfipomina fazoli. Maji ¢ervenohnédou barvu
a jsou obaleny tenkym vazivovym pouzdrem a ulozeny v tukovém polStaii, ktery zajistuje
jejich upevnéni a ochranu ptfed mechanickym poskozenim. Ledviny dospélého ¢lovéka vazi
piiblizn€ 150 g, jsou dlouhé asi 12 cm, Siroké asi 6 cm a jejich tloustka je asi 3 cm [4].
Béhem intrauterinniho vyvoje miZe dojit k anomaliim ve smyslu velikosti, poctu, tvaru ¢i
polohy ledvin. Zménu polohy ledvin nazyvame ektopie. S ektopii se napf. mizeme setkat
u tzv. podkovovité ledviny (tj. stav, kdy béhem vyvoje nedojde k odd¢leni ledvin a ledviny

tak ziistavaji spojeny v jeden organ ve tvaru podkovy) [7].

Jednou z hlavnich funkci ledvin je odstraiiovani odpadnich latek ve formé moci ven
z organismu. Dalsi funkci ledvin je jejich role v regulaci homeostazy. Spolu s nadledvinami

jsou téZ soucasti endokrinniho systému. Stavba ledvin je zndzornéna na obrazku nize [8].
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ledvinna pyranmuda

M) zakladna pyranudy

_zakladna pyramidy i s
. sy (korova zona)
velky ledvinny kalich ¢, ta
ledvinny sloupec

dutina ledvinna

panvicka ledvinna

mocovod

maly ledvinny kalich

ledvinna kiira

Obrdzek 2 Rez ledvinou [9]

Pti pozorovani prifezu ledviny miizeme dobfie rozlisit tmavsi (Cervenéjsi), jemné zrnitou
vrstvu kiry a svétlejSi, radidln¢ zihanou dien. Kazdéd ledvina obsahuje asi 1,3 milionu

nefrond. Nefron je zdkladni funk¢éni a anatomickd jednotka ledvin [4].

Kura ledvin

Klra ledviny je svétlejsi, s hnédym nadechem. Makroskopicky je jemné zrnitd,
uspotadand podél zevniho obvodu ledviny. V kiie se nachdzi ledvinové télisko, proximalni

tubulus a distalni tubulus [6].

e Nefron se sklada z Malpighiho téliska, proximalniho tubulu, Henleovy kli¢ky,
distalniho tubulu a sbéraciho tubulu. Kazda oblast hraje dulezitou roli pfi tvorbé

a kone¢ném slozeni mo¢i [4].
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Proximalni tubulus
Vas afferens

Vas efferens

Glomerulus \L

Ledvinné télisko [B - - Distélni
owmandv vace fabiiliis

l‘ Sbérny kanalek

Henleova klicka

Obrdazek 3 Nefron [10]

Malpighiho télisko se sklada z dvoulistétho Bowmanova pouzdra, ve kterém je
ulozen glomerul (klubi¢ko ztrsu kapilarnich kli¢ek) [6]. Z prostoru mezi listy
pouzdra vystupuje proximalni tubulus. Z pfivodné tepénky (vas afferens) zacinaji
kapilarni klicky glomerulu. Krev po pritoku klubickem odtékd do odvodné tepénky
(vas efferens). V Malpighiho télisku je tvofena tzv. primarni mo¢ filtraci protékajici
krevni plazmy. Za jeden den se vytvoii asi 180 1 primarni moc¢i, kterd je odvadéna do
proximalniho tubulu [8].

Proximalni tubulus je tvofen ze stoceného useku, ktery probiha v tésné blizkosti
glomerulu. Z pfimého oddilu pfechazi proximalni kanalek do sestupného raménka
Henleovy klicky. VétSina primarni moci (filtratu) vytvoteného v glomerulu je zpétné
vstiebavana v proximalnim tubulu. Sodik je odtud transportovan do bun¢k tubulu

adale do krevnich kapilar. Sténou tubulu prostupuje i mocovina. Jsou zde
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vstiebavany aminokyseliny, glukéza a dal$i latky o malé molekule. Kreatinin
a n¢ktera barviva jsou naopak vylucovany do prusvitu tubulu [8].

e Distalni tubulus navazuje pfimym usekem na vzestupné raménko Henleovy klicky.
Stoc¢eny tsek distalniho tubulu usti do sbéracich tubuli. Dochazi zde ke zpétnému
vstiebavani vyznamného mnozstvi tekutiny. Probiha zde aktivni vstiebavani sodiku
a také vyména sodiku za vodik a draslik. V distalnim tubulu dochazi k zasadnimu

okyseleni moci [8].

Dren ledvin

Dften ledviny je tmavsi a s Zithanou kresbou. Misty zasahuje az do hilu ledviny. Vytvati
charakteristické celky tzv. ledvinové pyramidy, které maji kuzelovity tvar. Ledvina je
sloZzena z 15 — 20 pyramid. Zaobalené¢ vrcholy pyramid neboli ledvinové papily smétuji
K hilu ledviny [6]. Na vrcholcich papil drobnymi otvirky usti sbéraci tubuly. Ve dieni

najdeme Henleovu kli¢ku, sbéraci a odvodné tubuly [8].

e Ledvinné kalichy maji nalevkovity tvar a nasedaji na ledvinové papily bud’
jednotlive, nebo na dvé az tfi papily soucasné. Kalichy jsou pevné spojeny s vazivem
ledvin [6]. Kazda ledvina je sloZena asi z 12 menSich kalichii, které se spojuji
dohromady, aby vytvotily 2 az 3 hlavni kalichy. Kazdy kalich ptasobi jako trychtyt
pro piijem moci ze sbéracich tubuli a pfedava moc¢ do ledvinové panvicky. Kalichy
ledvin obemykaji vrcholy ledvin [4].

e Ledvinova panvi¢ka je rozsifeny trojuhelnikovity duty utvar v hilu ledviny [6].
Vznika spojenim kalichti. Panvicka pfechazi do trubicovitého mocovodu.
Fyziologicka kapacita panvicek se pohybuje mezi 6 — 8 ml moci [8].

e Henleova kli¢ka je tvofena tenkou (sestupnou) a tlustou (vzestupnou) casti [11].
Henleova klicka svym vztahem k okolnim cévam tvofi anatomicky zéklad tzv.
protiproudového systému ledviny. V tomto systému dochdzi ke zpcétnému
vstiebavani vody a sodiku [8].

e Na distalni tubulus plynule navazuje sbéraci tubulus. Na kazdy z nich se napojuje
5 — 10 nefronil [6]. Sbéraci tubuly vedou k vrcholim dfefiovych pyramid, kde usti do
dutiny ledvinového kalichu [4].

e Krev je do ledvin pfivadéna ledvinnou tepnou. Pied vstupem do ledviny se vétvi na
pravou ledvinnou tepnu, kterd prochazi za dolni dutou Zilou, a levou ledvinnou

tepnu, ktera vstupuje do hilu ledviny, kde se dale vétvi [5].
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Endokrinni funkce ledvin

Ledviny vedle své hlavni funkce (odstranovani odpadnich latek) plni i funkci
endokrinni. Produkuji fadu hormonti, které ovliviiuji pochody nejen v ledvinach
samotnych, ale téz v celém organizmu. Mimo jiné v nich dochazi k degradaci enzymu

(napt. inzulinu) [12].

e Erytropoetin reguluje tvorbu ¢ervenych krvinek (erytropoézu). Produkce v ledviné
se zvySuje pii hypoxii (snizeni parcialniho tlaku kysliku v krvi) [12].

e Kalcitriol (1,25-dihydroxycholekalciferol, derivat vitaminu D) stimuluje syntézu
bilkovin umoznujicich vsttebavani vapniku a fosfatu a zajist'uje tak jejich dostupnost
pro stavbu kosti [12].

e Renin je soucasti osy renin-angiotenzin-aldosteron, ktery pusobi zvySeni krevniho
tlaku. Renin $tépi angiotenzinogen za vzniku angiotensinu I. Ten je pomoci
angiotensin-konvertujiciho enzymu pfeménén na angiotensin II, ktery ma silny
vasokonstrikéni ¢inek. Renin také aktivuje sympatikus a stimuluje sekreci

aldosteronu [13].

2.3.2 Nadledviny

Nadledviny nasedaji na oba horni pély ledvin. Dle typu produkovanych hormont
rozliSujeme dfen a kuru nadledvin. Kira nadledvin produkuje mineralokortikoidy;,

glukokortikoidy a steroidni hormony. Dfen nadledvin produkuje katecholaminy [6].

Kira nadledvin

Kira nadledvin produkuje steroidni hormony — mineralokortikoidy, glukokortikoidy

a androgeny [8].

e Mineralokortikoidy tidi pfeménu mineralnich latek vody a podili se na zadrzovani
sodiku a vylucovani drasliku ledvinami, ¢imZ zajiStuji spravny pomér obou iontl
i optimalni mnozstvi vody v organismu — zachovava se tak stalost vnitiniho prostfedi
neboli homeostaza. Hlavnim zastupcem této skupiny hormont je aldosteron, ktery je
soucasti osy renin — angiotenzin — aldosteron [6].

e Glukokortikoidy ovliviuji pfedevsim metabolismus glukézy v jatrech. Podporuji

téz ziskavani energie Stépenim bilkovin a tukd a pomahaji tak prekonat stres
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zastupcem této skupiny hormont je kortizol, jehoz sekrece je fizena hypotalamo —
hypofyzarnim systémem [6].

e Androgeny maji pfedev§im anabolické ucinky (podporuji biosyntézu bilkovin)
a androgenni uc¢inky (vznik sekundarnich muzskych pohlavnich znakt). V nepatrném
mnozstvi jsou kiirou nadledvin produkovany i zenské pohlavni hormony — estrogeny
a gestageny. Hlavnimi zastupci skupiny androgenii jsou androsteron, etiocholanolon

a DHEA (dehydroepiandrosteron) [6].

Dren nadledvin

Dien nadledvin produkuje katecholaminy, jejichz tvorba je fizena nervovou cinnosti.
Tvoti se zde adrenalin a jeho prekurzor noradrenalin, jejichz struktura je odvozena od
aminokyseliny tyrosinu. Maji vliv pfedev§im na hladkou svalovinu, ale podili se téz na

metabolismu lipidti a sacharidi [6].

2.3.3 Vyvodné cesty mocové

Vyvodné cesty mocové tvoii mocovod, mocovy meéchyi a mocCova trubice. Stavba stény
kalicht, panvi¢ek a mocovodi ma shodné rysy. Sténa se sklada ze tii zdkladnich vrstev a to
ze sliznice, vrstvy hladké svaloviny a adventicie. Mala ¢ast mo¢ového méchyie je kryta

serdzou [5].

Sliznice je tvofena pfechodnym epitelem. VétSinu vyvodnych cest mocovych vystyla
vicevrstevny prechodny epitel [5]. V kalichach je epitel dvouvrstevny a v mocovodu je

pétivrstevny [8].

Bunky ptechodného epitelu jsou velmi tvarné. V prazdnych mocovych cestdch mohou
byt az kulovité, zatimco hloubé&ji ulozené buiiky jsou plossi. Pti naplnéni mocovych cest se
cela vrstva pfechodného epitelu oplosti. Pfechodny epitel plni 1 funkci bariéry proti

oboustrannému pronikani vody a soli mezi mocovymi cestami a okolnimi tkanémi [8].

Mocovody

Mocovody zacinaji pomérné ostrym zahybem na vnitinim okraji ledvinové panvicky

a kon¢i vytsténim do mocového méchyie [6].
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Mocovy méchyr

Mocovy méchyt je duty organ, ktery slouzi jako rezervoar pro mo¢ piivadénou stahy
mocovodi [6]. Prazdny méchyt ma miskovity tvar, pfi naplnéni ovalny az kulovity [8].
Fyziologicka kapacita mocového méchyie je 250 — 350 ml, ojedinéle je schopen pojmout

I vy$$i objem moci [6].

Hladka svalovina mocového méchyfe je uspofadana do tii vrstev — vnitini sitové,
sttedni cirkularni a zevni podélné. Cirkularni svalovina tvofi svéracovy systém, ktery je
tvofen dvéma svaly — vnitfnim svéraCem a zevnim svéraCem, ktery je tvofen pficné

pruhovanou svalovinou [8].

Mocova trubice

Mocova trubice slouzi pro odvod moc¢i z moového méchyie ven z téla [4]. U muzl

slouzi téZ jako vyvodna cesta pohlavni. Zeny maji mocovou trubici krat$i nez muzi [6].

2.4 Funkce mocového systému

Tvorba moci je vyznamny dé& celého organismu. Timto déjem je upravovana
acidobazicka rovnovaha a sloZeni plazmy. Dospély zdravy ¢lovék vylouc¢i 1,5 - 2 1 moéi za
den. Na procesu se podileji tfi hlavni mechanismy — glomerularni filtrace, tubularni

resorpce a tubularni sekrece [10].

2.4.1 Glomerularni filtrace

Glomerularni filtrace (GFR) je objem tekutiny, ktery se ocisti od dané latky za ¢asovou
jednotku. Fyziologickd hodnota je asi 120 ml/min/1,73m’ té&lesného povrchu — tedy
piiblizn€ 180 I primarni moci za den. Z tohoto filtratu je zhruba 99% resorbovano tubuly
zpét do téla, zbytek je odvadeén z téla jako definitivni moc¢. Glomerularni filtrace zavisi na
pratoku krve ledvinami, filtracnim tlaku, onkotickém tlaku plazmy a na velikosti filtra¢ni
plochy. Pohyb tekutiny ptes filtratni membranu je fizen hydrostatickym tlakem
v kapilarach, onkotickym tlakem bilkovin v plazmég, hydrostatickym tlakem intersticialni
tekutiny a onkotickym tlakem v této tekutiné. Tekutina je vyménovana mezi kapilarou
a tekutinou Bowmanova pouzdra. Filtracni bariera neumoZzniuje prostup bilkovin do filtratu

(primarni moc¢) [10].
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Rizeni glomerularni filtrace

Glomerularni filtrace je fizena hormony (napf. noradrenalin, angiotensin II,
prostaglandiny, adenosin), tubuloglomerularni zpétnou vazbou (v pfipadé snizeného
prutoku tubularni tekutiny je vyslan chemicky signal, ktery vyvolad vasodilataci piivodné
tepny, zvySeni hydrostatického tlaku a obnoveni normalni urovné GFR) a myogenni
autoregulaci (zajisténi pratoku krve ledvinami pii kolisani stfedniho arteridlniho krevniho
tlaku) [10].

Stanoveni glomerularni filtrace

Stanoveni glomerularni filtrace patfi mezi zakladni funkcni vySetfeni ledvin. Pro jeji
vypocet je nutno stanovit koncentraci latky, ktera je z téla vyluCovéna jen touto filtraci —
takovou latkou je napf. kreatinin, ve vyjimec¢nych piipadech lze pouzit inulin. Kreatinin je
produkovan kosternimi svaly a jeho koncentrace v krvi je konstantni, proto je stanoveni
GFR pomoci kreatininu i pies své nevyhody bézné v klinické praxi vyuzivano [13]. Inulin
neni pro organismus latkou pfirozenou, proto se pifi stanoveni GFR musi pacientovi dodat
injekéné. Z tohoto diivodu (ale také 1 z divodii ekonomickych) je stanoveni GFR pomoci

inulinu pouzivano spiSe pro vyzkumné ucely a klinické studie [1].

2.4.2 Tubularni resorpce a sekrece

Z celkového filtratu je zhruba 99 % zpét resorbovano tubuly do extracelularni tekutiny.
Krom¢ vody jsou vstiebavany i dalsi latky — ionty sodiku, drasliku, chloru, vapniku,
hot¢iku, bikarbonaty ¢i fosfaty, mocCovina, glukéza nebo aminokyseliny. Vstfebavani

probiha nezavisle na mnozstvi extracelularni tekutiny (ECT) v organismu [10].

Transport je uskutectiovan pasivni difizi ve sméru koncentraéniho nebo elektrického
gradientu, primarn¢ aktivnim transportem proti gradientu (pfima spotfeba makroergni
slouéeniny) nebo sekundarné aktivnim transportem (vyuziti koncentra¢niho gradientu

transportni bilkovinou). Voda je transportovana pasivnim transportem [10].
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Obrazek 4 Tubuldrni resorpce a sekrece [10]
Renalni prah

Aminokyseliny, glukéza a dalsi organické latky jsou fyziologickych podminek
resorbovany kompletné. Kapacita resorpce ma uritou maximalni hodnotu - je to tzv.
rendlni neboli tubularni préh. Pokud je tento prah z divodu vysoké hladiny dané latky
Vv krvi prekrocen, je vyloucena do moci [14]. Neresorbované molekuly jsou osmoticky
aktivni, strhavaji s sebou vodu a tim zvysSuji diurézu [10]. Nejzndmé€j$im rendlnim prahem

je tzv. rendlni préh pro glukézu, ktery je asi 10 mmol/l [14].

Proximalni tubulus

V prvni poloving€ proximalniho tubulu jsou resorbované sodné ionty transportovany

s ionty bikarbonatovymi, gluk6zou, aminokyselinami, laktatem, mocovinou a fosfaty [15].
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Henleova klicka

V Henleové kli¢ce je resorbovano asi 25% ionti a 15% vody. Vzestupné raménko
Henleovy klicky je nepropustné pro vodu. V sestupném raménku jsou vstiebavany ionty

sodné, draselné, hotecnaté, vapenaté a také chloridové [15].

Distalni tubulus a sbéraci kanalek

V distalnim a sbéracim tubulu je resorbovano asi 7% iontti (hlavné sodné a chloridové)
a priblizné 17% vody. Resorpce je prevazné ovlivnéna antidiuretickym hormonem (ADH).
Soucasné¢ dochazi k vylu¢ovani draselnych a vodikovych iontii. Distalni a sbéraci tubulus
jsou dulezitymi misty pro tvorbu definitivni mo¢i, udrzeni osmolarity ECT a udrzeni pH.
V prvni ¢asti distalniho tubulu dochazi K resorpci piedev§im sodnych a chloridovych iontl
[16]. Ve druhé casti tubulu a ve sbéracim kanalku dochazi k resorpci sodnych iontl

a udrzeni ABR [13].

Rizeni tubularni resorpce a sekrece

Tubularni resorpce a sekrece je fizena hormony (napi. ADH, aldosteron, angiotensin Il

atd.), Starlingovymi silami a glomerularni rovnovéahou [13].

2.4.3 Definitivni mo¢

Definitivni mo¢ je konecnym produktem vSech vySe popsanych procesu. Fyziologicka
hustota mo&i se pohybuje v rozmezi 1 003 — 1 038 kg/m*® a pH 5,0 — 7.0, diuréza je asi
1,5 az 2 l/den. Odchylky v diuréze délime dle mnozstvi vylou¢ené moci na polyurii
(diuréza vyssi nez 2 1/den), oligurii (diuréza nizsi nez 0,5 1/den) a anurii (diuréza nizsi nez

0,1 I/den [1].

2.5 Zdroje variability béhem analyzy vzorku

Pro ziskani co nejptesnéjSiho vysledku je dilezity spravny odbér vzorku. Vysledek mize
byt ovlivnén mnoha faktory béhem preanalytické faze vySetteni (napf. zplsob odbéru,
transport a skladovani vzorku), analytické faze (Spatna volba analytické metody, pouZziti

nevhodnych reagencii) a postanalytické fdze (chyby pfi tisku a pfenosu dat) [1].
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Preanalytické vlivy

Preanalytickd faze je soubor vSech postupti a operaci, kterymi projde vzorek
analyzovaného materidlu od okamziku, kdy je analyza pozadovéana, do okamziku, kdy je
vzorek vlozen do analytického méficiho systému [17]. Zdroje variability se vyskytuji pied
odbérem biologického materidlu, pfi odbéru biologického materidlu a mezi odbérem
biologického materialu, transportem tohoto materialu a jeho analyzou [18]. V preanalytické
fazi je diilezita i stabilita stanovovanych analytl. ,, Stabilita je doba, po kterou se pocatecni
obsah (koncentrace, aktivita aj.) analytu ve vzorku neméni pri skladovani za presné

definovanych podminek. * [Friedecky, 1997, s. 3.]

e Zdroje variability pfed odbérem vzorku lze rozlisit na ovlivnitelné a neovlivnitelné
faktory [18]. Mezi neovlivnitelné faktory fadime pohlavi, rasu a v€k pacienta,
cyklické zmény, graviditu, soucasn¢ probihajici jinou nemoc, biologicky polocas
stanovované latky a zplsob stanoveni referen¢nich hodnot [14]. Ovlivnitelnymi
faktory jsou fyzicka zatéz, vliv diety (strava, pitny rezim, konzumace alkoholu),
lI€ky, mechanické trauma ¢i operace, psychicky stres a kouteni [18].

e Zdroje variability pfi odbéru biologického materialu musi znat kazdy, kdo se na
odbéru vzorku podili (pacient, zdravotnicky personal). Laboratof musi zajistit, aby
na vSech odbérovych mistech byla k dispozici instrukce o spravném odbéru
jakéhokoli biologického materialu v pisemné podobé [18].

e Mezi zdroje preanalytické variability mezi odbérem vzorku mo¢i a vlastni analyzou
patii vliv konzervaénich latek (byla — li mo¢ konzervovana), vliv materialu pouzité
odbérové nadobky a transport [18].

e Pii transportu vzorku se uplatiuji vlivy teploty, doba piepravy do laboratofe a doba
vystaveni vzorku svétlu [1]. Vzorek je dulezité prepravovat v uzavienych odbérnych
nadobach [14]. Pfi nedodrZeni podminek transportu mize dojit k rozpadu zlu¢ovych

barviv, rozpadu elementl a valci nebo k pomnozeni bakterii [17].

Odbér moci

Mo¢ je obvykle nejsndze dostupnym biologickym materidlem a je témér vzdy
k dispozici v dostate¢ném mnozstvi a odpovidajici kvalité. Odbér je vétSinou neinvazivni
(u pacient na lizkach intenzivni péce byva odbér provadén cévkovanim) a pro vySetfeni

mo¢i chemicky a mocového sedimentu je nejvhodnéjsi tzv. stfedni proud moci.
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U neinvazivniho odbéru (spontdnni mikci) je vhodné pred vlastnim odbérem provést

hygienickou ocistu genitalii a mo¢ zachytit do Cisté nadobky. Zakladni vySetieni vzorku by

mélo byt provedeno nejlépe do jedné hodiny po odbéru. Pti del§im skladovani miize dojit

K rozpadu bungk, valci a namnozeni bakterii. Pro kvantitativni stanoveni je lepS§i mo¢

sbirana. Obvykla doba sbéru je 6 — 24 hodin. [1].

Pro semikvantitativni stanoveni je nejvhodné&j$i prvni ranni vzorek moci. Pacient
musi byt poucen o spravné technice odbéru. U Zen by vysetieni mélo byt provedeno
mimo obdobi menstruace. MoC je obvykle odebirana do zkumavek se zlutym
uzavérem. Miize ale byt pouzita i1 jina Cista a suchd odbérova nadobka, kterad
neobsahuje zbytky pivodniho obsahu. Zkumavku je nutno oznalit Stitkem se
jménem, piijmenim a rodnym ¢islem pacienta. Interval od odbéru do zpracovani
vzorku v laboratofi by mél byt idealn¢ dvé hodiny. Pii pozdéjsim dodani do
laboratofe mtize dojit k rozpadu elementti a namnozeni bakterii ve vzorku [19].

Pro kvantitativni stanoveni je nejvhodnéjSi moc sbirand, mo¢ neni nutno
konzervovat. N¢ktera vySetfeni (napf. stanoveni kyseliny vanilmandlové ¢i
hydroxyindoloctové) vSak konzervaci vyzaduji — jako konzervacni cinidlo je
nejcastéji pouzivana HCI [1].

Sbér moci je provadén za ucelem zjisténi vydeje nékterych latek moci za urcité
casové obdobi (nejcastéji 24 hodin). Mo¢ musi byt uchovavana v Cisté, umyté
a dobfe uzaviratelné nadob¢ (napft. plastové lahvi) na chladném a tmavém miste.
Kazda odbérova nadoba musi byt oznacena Stitkem s identifikaci pacienta. Béhem
sbéru je doporuceno zachovavat stejné stravovaci navyky i pitny rezim. Provadi — li
pacient sbér sam, musi byt o technice sbéru fadné poucen a dle potieby a je — li to
mozné mu je lékafem upravena medikace. Po ukonceni sbéru je nutné nejpozdéji do
dvou hodin dopravit cely sbér spolu se zadankou do laboratofe. Na zadance musi byt

uvedeno celé mnozstvi moce a doba sbéru [19].

Analytické vlivy

Pfi analyze je pracovni postup fizen zasadami spravné laboratorni prace [1].

Stabilita vzorku moci je pii laboratorni teploté dvé hodiny. Pokud neni moZné
provést vySetieni do dvouhodin po odbéru, je vhodné vzorek uchovavat v lednici

[18].
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Postanalytické vlivy

Vysledky vySetfeni musi byt pfed vydanim zkontrolovany a zhodnoceny opravnénym
pracovnikem. Pro piipady potieby by mély byt k dispozici vysledky z predchozich
vySetieni. Kritické nalezy by mély byt okomentovany. Vysledky jsou pievadény z LIS do
NIS a ptipadné nahlasovany oSetfujicimu 1ékati. Vysledky kazdého vysetieni musi byt

zdokumentovany a uchovany v archivu [20].
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3 CIL PRACE

Hlavnim cilem bakalatské prace je souhrnny popis zdkladnich analytii stanovovanych
vV chemickém a morfologickém vySetfeni moci, jejich klinicky vyznam a principy
stanoveni. Dale se prace zabyva porovnanim rutinné provadénych automatizovanych analyz

na mocové lince IRIS s manualnim mikroskopickym vysetienim.
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4 METODIKA

Moc¢ vysettujeme fyzikalné, chemicky, mikroskopicky. Proto vétSina této kapitoly bude

vénovana prave témto vySetfenim — princip, zptsob provedeni, vyhodnoceni vysledku.

4.1 Fyzikalni vySetfeni

Fyzikalni vySetfeni se zabyva posuzovanim vzhledu moc¢i. Je hodnocena barva, zakal,

peéna a zapach moci [1].

Barva mocdi je za fyziologickych podminek svétle zlutd az zlutd. Barva moc¢i mize byt
ovlivnéna dennim rezimem pacienta (stravovaci navyky, pitny rezim) a tedy 1 stavem
diurézy. Pti polyurii byva moc svétlejsi (je ,,nafedena‘), pti oligourii az anurii byva tmavsi
(je ,,zahusSténa*). Barva moci zavisi 1 na jejim slozeni a samoziejmé 1 stavu pacienta

(fyziologicky stav vs. onkologicka onemocnéni, onemocnéni GIT apod.) [1].

Ziakal moci je zpisoben mnoZzstvim leukocytli u zanét nebo pritomnosti amorfnich soli
v moc¢i. Kyselina moCova a dalsi uraty zplsobuji bélavy zdkal s Cervenym sedimentem
v kyselé moci. Bily zadkal kyselé nebo neutrdlni moci je zpusoben amorfnimi fosfaty.
Piiznakem masivni leukocyturie byva bélavy, carovity zakal. Cerveny zakal ¢asto indikuje

masivni hematurii [1].

Péna moc¢i nema prilis velky diagnosticky vyznam. Muze se vyskytovat napi. pfi
leukocyturiich, pii podavani nékterych 16kd, pifi vy$§im obsahu bilkovin apod. Zlutd

zbarvena péna byva u hyperbilirubinurie [1].

Mo¢ ma typicky zapach a dle jeho charakteru a intenzity miizeme usuzovat, jaké
onemocnéni pacient ma. Musime ale pamatovat na to, ze pfi dlouhém stani ¢i Spatném
odbéru vzorku moc¢i dochdzi k pomnozeni bakterii a tedy i ke wvzniku typického

amoniakalniho zdpachu moci i u zdravych lidi (bakterie §t€pi mocovinu na anorganicky

dusik) [1].

4.2 Chemické vySetieni moce

Zakladni chemické vySetfeni je V soucasnosti provadéno diagnostickymi prouzky.
Diagnosticky prouzek je vétSinou plastovy pasek S nalepenymi ploskami z porézniho
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materialu, na nichz jsou fixovany reagencie v suchém stavu. Po namoceni prouzku do mo¢i

je reagencie uvolnéna do hmoty prouzku a zpusobi barevnou reakci [1].

Chemické vySetfeni moce diagnostickym prouzkem Ize provést tfemi zplsoby:
manualné ¢i pomoci automatického nebo poloautomatického analyzatoru se zabudovanym

fotometrem [1].

Pfi manualnim vySetfeni je prouzek kratce namocen do zkumavky s moci a po vytahnuti
je piebytek moci kratce otien o buni¢inu. Vysledek vySetieni je po vyrobcem definovaném
Casovém rozmezi (obvykle 30 — 60 sekund) odecten proti barevné stupnici na obalu tuby
[1]. Pii poloautomatickém vySetieni moci je prouzek manualné namocen do zkumavky,
poté je otfen buniCinou a vlozen do analyzatoru, ktery provede odecet [16]. Pii zcela
automatickém chemickém vySetfeni moci provede namoceni prouzku a vlastni odecet
analyzator. Namoceni prouzku je provedeno pipetorem. Vyhodou plné¢ automatizovaného
procesu je presné¢ definovany objem vzorku, odeCet je proveden ve spravné definovaném

rozmezi, analyza je rychlejsi a presnéjsi [1].

4.2.1 Automatizovana analyza vzorku

Automatizované semikvantativni vySetfeni vzorku moci diagnostickym prouzkem je
provadéno na mocové lince IRIS. Tato linka je sloZzena ze dvou moduld - modul pro
chemické stanoveni moé¢i iChem VELOCITY a modul pro vyhodnoceni mo&ového
sedimentu IRIS 1Q200®. Oba moduly jsou spojeny podavatem vzorku v jeden celek.
Nekteré typy automatickych analyzatori maji moduly pro chemické vySetfeni moci
a zhodnoceni mocového sedimentu sestaveny jako jeden modul spole¢ny pro ob¢ vysetieni.
Linka IRIS vyuziva technologie refrak¢niho vyhodnoceni reakci na reagenénich prouzeich,
refraktometrie pro stanoveni specifické hmotnosti a digitdlntho vyhodnoceni
mikroskopického obrazu castic mocového sedimentu. Analyza nevyzaduje pfedem
upravené¢ vzorky, mo¢ lze hodnotit piimo v definovanych primérnich plastovych
zkumavkach bez ptedchozi centrifugace a barveni. Potfebny objem vzorku pro oba moduly
jw minimalné 3 ml nativni moc¢i vytemperované na laboratorni teplotu. Primarni data jsou

ukladana na PC a uchovana elektronicky dle platnych predpisi [21].

Modul pro chemicky rozbor moci pracuje na bazi reflektancni fotometrie LEDs — za

pouziti suché chemie na stripech — stanovuje se pH, bilirubin, urobilinogen, ketolatky,
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kyselina askorbova, glukdza, bilkovina, krev, leukocyty, dusitany. Specifickd hmotnost
mo¢i je méfena refraktometricky bez pouziti testovacich stripti. Méfeni barvy a zakalu moci
je provadéno v prutokové cele. Vzorek je pii pruchodu celou osvétlen bilym svétlem v thlu
90° a barevny snima¢ méfi amplitudu svétla rozptyleného v cele, z niz urCuje zékal. Ke
zjisténi barevného odstinu a tonu vzorku je pouzivan snimaé sestaveny z fady fotodiod,
vysledné barvy jsou vydavany jako kody reprezentujici uzivatelsky definované nazvy barev
[22]. Pro méfeni dal$ich analytt je vzorek 1 ml nativni mo¢e po promichani aspirovan

jehlou a nanesen na jednotliva reagenéni pole testovaciho stripu [23].

T WhemVELDEITY

Obrazek 5 Modul na chemické vysetieni moci IR1S iChem VELOCITY™

Reflexni fotometrie

Principem reflexni fotometrie je sledovani zafeni odrazeného od homogenné zabarvené
podlozky. Matrice pro sucha Ccinidla v systémech tzv. suché chemie mohou byt
impregnovand vlakna nebo vicevrstvy film. Jako zdroj svétla jsou vyuZzivany diody, které
emituji svétlo. Z divodu malého svételného vytézku odrazeného svétla je vyuzivan bily
kulovy reflektor, ktery usmérnuje odrazené svétlo z reagenéni zony na fotonku. Zdrojem
svétla pro vicevrstevny film je Zarovka s halogenovou atmosférou. Svétlo dopadne na film,
projde absorpcni vrstvou, odrazi se od reflexni podlozky, opét projde absorpcni vrstvou
a dopadne na citlivy fotonasobi¢. Reflexni fotometry jsou vyuZivany pro vyhodnoceni
reakci, které probihaji na pevné fazi se suchymi €inidly po jejich aktivaci vodou obsaZenou

Vv mefeném roztoku [24].
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Refraktometrie

Pti dopadu paprsku na fazové rozhrani mohou nastat dva jevy - odraz (reflexe) nebo lom
(refrakce). Principem refraktometrie je métfeni indexu lomu, ktery vyjadiuje pomér mezi
rychlostmi svétla v obou fazich. Index lomu je zavisly na vinové délce zafeni a teploté. Pro
porovnavani indexu lomu latky je voleno shodné prostfedi, ze kterého paprsek dopada.
Takovym prostiedim je napt. vakuum, ale pro praktické ucely je vhodnéjsi vzduch. Méteni
indexu lomu je provadéno pomoci refraktometru, jehoz podstata je zaloZzena na urCovani
mezniho (kritického) uhlu Bmax. Mezni thel je maximalni moZzny thel lomu, jestliZze se Ghel
dopadu limitné ptiblizi 90°. Pti dopadu svétla napf. z horniho levého kvadrantu do mista
priniku kolmice s fazovym rozhranim, dopada jen do c¢asti pravého dolniho kvadrantu
vymezeného kolmici a maximalnim thlem lomu. Rozhrani mezi osvétlenou a neosvétlenou
¢asti je sledovano v dalekohledu refraktometru — po nastaveni zorného pole presné na stied
lze na stupnici odecist index lomu. Modul pro zhodnoceni mocového sedimentu na mocové
lince IRIS pracuje na principu Abbeho refraktometru, ktery je nejcastéji pouzivanym typem
refraktometru [25].

dopadajicl paprsek kolmice

\ odraZeny paprsek

tazové féze 1
rozhrani faze 2
lomeny paprsek

Obrdzek 6 Princip refraktometrie [25]
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4.2.2 Principy stanoveni jednotlivych analytu

Specificka hmotnost

Specifickd hmotnost je pomér hmotnosti objemu moci k hmotnosti stejného objemu
destilované vody pfi konstantni teploté. Je ukazatelem koncentrace rozpusténych latek
v moci a je zavisla na poctu Castic a jejich hmotnosti ve vzorku [16]. Je téZ zavisla na
objemu prtijatych tekutin, tzn., pokud specifickd hmotnost stoupd, je piijem tekutin nizsi
a naopak pfi vys$sim piijmu tekutin specifickd hmotnost klesa. Hypostenurie je termin pro
mo¢ s trvale nizkou specifickou hmotnosti. Hyperstenurie je termin pro mo¢ s neobvykle
vysokou specifickou hmotnosti — tento stav miize byt napf. zptisoben nedostateCnym
piijmem tekutin. Izosternuriii oznacujeme stav, kdy ma moc¢ stejnou relativni hustotu jako

plazma [4].

e Stanoveni specifické hmotnosti

Specifickd hmotnost moc¢i je na automatickém analyzéatoru odecitana refraktometricky

bez pouziti testovacich stripi [16].

Glukoza

Koncentrace glukozy v primarni moci je ptiblizné stejna jako koncentrace glukozy
Vv plazmé. Protoze je ale v ledvinnych tubulech aktivné resorbovana, naléza se v definitivni
moci jen stopové mnozstvi této latky, a proto je diagnostickym prouzkem nedetekovatelné
[14]. Pro glukézu byl stanoven tzv. renalnich prah, protoze pfi nékterych onemocnénich
dochazi ke zvySenému vyluCovani glukézy do moci [1]. Pfitomnost glukdézy v moci je
oznatovana terminem glykosurie. Jeji pfi¢inou miZe byt napf. hyperglykemie pii
normalnim rendlnim prahu pro glukézu (napft. u diabetu mellitu typu Il) a snizeny rendlni

prah pro glukézu. Fyziologicky se glykosurie vyskytuje béhem t€hotenstvi [14].

e Stanoveni glukozy

Stanoveni glukézy probihd dvoukrokovou enzymatickou reakci vyuZivajici

gluk6zaoxidazu, peroxidazu a chromogen [26].
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GO

glukoza + O2 d-glukonolakton + H202

PxD

H202 + chromogen H20 + barvivo

Obrazek 7 Princip enzymového prikazu glukozy [14]

Glukézaoxidaza (GO) katalyzuje tvorbu glukonolaktonu a peroxidu vodiku pomoci
oxidace glukézy [26]. Peroxid vodiku je pak $tépen na vodu a kyslik [14]. Peroxidaza
(PxD) nasledné katalyzuje reakci peroxidu vodiku s chromogenem, kdy kyslik oxiduje

chromogenu do barev v rozmezi od zelené do Sedomodré [26].

Protoze malé mnozstvi glukdézy mtize byt ptitomno v normalni moci, je detekcni limit
prouzku upraven tak, aby se vyloucilo nepatrné mnozstvi glukdzy. Reakéni zona nereaguje
s jinymi redukujicimi cukry jako je fruktoza a galaktoza [26]. ZvySena koncentrace kyselin
askorbové a gentisové reakci zpomaluji, az zastavuji a zplsobuji tak faleSné negativni
vysledek [14]. Cistici prostfedky na bazi chlornanu &i peroxidu mohou zptisobit k fale$né

pozitivni vysledek [26].

Proteiny

Je — li bilkovina v moci vySetfovana diagnostickym prouzkem, dostaneme udaje
vyhradné o piitomnosti albuminu, nebot’ ma malou molekularni hmotnost a prochazi
glomerulem. Je — li pozadovano semikvantitativni ¢i kvantitativni stanoveni celkové

bilkoviny v mo¢i, pak musi byt provedeno stanoveni i metodou mokré chemie [1].

Vylucovani bilkovin do moc¢i oznacCujeme terminem proteinurie. Za fyziologickych
podminek zdravy ¢lovék denné vymoci asi 0,15g bilkovin. N&které stavy napt. horecka,
emociondlni stres, pobyt v chladu nebo ndro¢né fyzické cviceni mohou vést ke zvySenému
vylucovani bilkovin mo¢i [16]. Po ukonceni téchto stavii proteinurie pominou Ortostaticka

proteinurie je u zdravych lidi zptisobena stanim [1].

e Stanoveni proteinu

Semikvantitativni stanoveni proteini v moci diagnostickym prouzkem je zaloZeno na

tzv. proteinové chybé acidobazického indikatoru (0,2% tetrabromfenolovd modi). Po
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namoceni prouzku do vzorku moce dochazi ke vzniku vazby bilkovin na acidobazicky
indikator. Diky ionizaci indikatoru dojde ke zméné barvy reakéni zony ze zluté do zelené az
tmaveé Sedé. Vazba bilkovin na indikator zplsobi jeho alkalizaci i pfes ptitomnost pufru
v reagencnim policku, ktery udrzuje stalé pH roztoku, proto hovofime o proteinové chybé

indikatoru [14].

Protoze je diagnosticky prouzek citlivy pouze na albumin, negativni vysledek
nevyluCuje pritomnost jinych proteinti (napt. Bence-Jonesovy bilkoviny, globulinu
a mukoproteinu) [26]. Proto je vySetfeni diagnostickym prouzkem nékdy dopliovano
dalsim semikvantitativnim stanovenim proteini v mo¢i a to reakci s Kyselinou
sulfosalicylovou. Toto stanoveni je zaloZeno na precipitaci bilkovin roztokem kyseliny
sulfosalicylové za vzniku mlééného zakalu. Intenzita zdkalu je zavisla na mnozstvi proteint
v moc¢i. Vyhoda tohoto stanoveni oproti stanoveni diagnostickym prouzkem je, Ze reakce
s kyselinou sulfosalicylovou je specifickd 1 pro globuliny, mukoproteiny a Bence-Jonesovu
bilkovinu [16]. Nevyhodou obou semikvantitativnich stanoveni je nemoznost jejich pouziti

pro stanoveni mikroalbuminurie — ta je stanovovana kvantitativnimi metodami [4].

Neékteré potraviny (napt. Cervend fepa) a terapeutické pigmenty (napf. methylenova
modi) mohou zkreslovat zbarveni reak¢ni zony. Fale$né pozitivni vysledky mohou byt
zpusobeny nékterymi 1é¢ivy nebo kontrastnimi latkami, protoze jsou tyto latky vylucovany
do moci [16]. Falesné pozitivni vysledek mize byt 1 u siln¢ alkalickych moc¢i. Fale$n¢
negativni vysledek mutze byt zpiisoben pfitomnosti desinfekénich prostfedka (napf.

zneCisténd odbeérova nadobka) [14].

Bilirubin a urobilinogen

Bilirubin je tvofen pii degradaci hemoglobinu v jatrech. Fyziologicky se bilirubin
vV moc¢i nevyskytuje, protoze je ve sttevech plisobenim bakterii redukovan na urobilinogen,
ktery je v malém mnoZstvi vyluovan ledvinami do moce. Vyjimkou jsou stavy spojené
somezenou tvorbou Zludovych kyselin. Zludova barviva jsou pak misto do stfev
vyluovana ve zvySené mife ledvinami do moci (vysledkem je svétla az acholické stolice
a tmava moc) [16]. ZvySend koncentrace bilirubinu a urobilinogenu mize byt téz zndmkou

cholestazy [1].
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e Bilirubin

Test na detekci bilirubinu je zaloZen na azokopulaéni reakci bilirubinu s diazoniovou soli
V kyselém prostfedi. Intenzita cerveného zbarveni reakéni zony je pfimo umérna
koncentraci bilirubinu ve vzorku. Falesn¢ pozitivni vysledek mize byt zpisoben
pritomnosti potravinaiskych barviv ¢i terapeutickych pigmentd, které mohou reakéni zoénu
zbarvovat nazloutle nebo nacervenale. Falesné negativni vysledek mutze byt zplsoben
zvySenou koncentraci kyseliny askorbové a nitriti. Protoze je bilirubin citlivy na svétlo,
muze prodlouzena expozice vzorku svétlu vést ke snizenému nebo falesSné negativnimu

vysledku [26].
e Urobilinogen

Test na pfitomnost urobilinogenu je zalozen na azokopulacni reakci se stabilni
diazoniovou soli v pufru. Intenzita Cerven¢ho zbarveni reakéni zony je pfimo Umérna
koncentraci ve vzorku. Falesné¢ negativni vysledek mize byt zplsoben zvySenou
koncentraci formaldehydu ve vzorku. Falesné pozitivni vysledek mutze byt zplisoben
pritomnosti potravinaiskych barviv ¢i 1ékli. Protoze je také urobilinogen citlivy na svétlo,
muze prodlouzena expozice vzorku na svétlu vést ke snizenému nebo faleSné negativnimu

vysledku [26].

pH (acidita)

pH moce se u zdravych lidi pohybuje v rozmezi 5 — 7 [1]. Je ovSem zavislé na slozeni
stravy daného jedince -zivoCi$na strava mo¢ acidifikuje, rostlinna naopak alkalizuje. pH
moce je téz dano zdravotnim stavem pacienta, nebot’ ledviny se podili na kompenza¢nim

mechanismu u poruch acidobazické rovnovahy [14].

Pti metabolické acidoze dochdzi k produkei kyselin (napt. laktatu u respiracnich poruch,
formiatu u otrav metanolem apod.) a tim tedy ke snizeni koncentrace bazi (HCO3). Pfi
kompenzaci této poruchy reaguji jatra produkci glutaminu, co vede k produkci NH4" iont

ledvinami a mo¢ ma kyselé pH [16].

Pii metabolické alkalézee dochazi k vzestupu koncentrace HCO3 ™ ¢i Na* iontii. Ledviny

tuto poruchu kompenzuji zvySenym vylu€ovanim CI* ionth ¢i proteind. V piipadé
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hypernatremické alkalozy dochazi i ke ztratdm K do mo¢i, coz vede k prohlubovani jiz

vzniklé alkalézy a mo¢ ma zasadité pH [16].

Pii rendlnim tubuldrnim selhani je i pfes metabolickou acidozu pH moce pacientt

neutralni [1].

e Stanoveni pH

Reakéni zoéna diagnostického stripu obsahuje smés indikatort (5,8% bromthymolova
modf, 1,6% kresolova Cerven, 1,5% methylCerven), které zajiSt'uji vyraznou zménu barvy
vrozmezi pH 5,0 az 9,0. Barvy se pohybuji od oranzové, pies Zlutou a zelenou az po

tyrkysovou [26].

Krev

Nalez krve v mo¢i oznacujeme jako hematurii. RozliSujeme hematurii makroskopickou
(krev rozlisSime pouhym okem) a hematurii mikroskopickou (mald ptimés krve pouhym
okem nerozpoznatelnd) — ta je prokazatelnd semikvantitativnim testem pomoci

diagnostického prouzku a vyhodnocenim mocového sedimentu [14].

Hematurie je hodnocena jako nalez neporusenych erytrocytti — pii vySetfeni Cerstvého
vzorku moci byva ndlez chemického vySetfeni negativni, nadlez v mocovém sedimentu
pozitivni. Je li prouzek pozitivni a sediment negativni, lze se domnivat, Zze se jedna
0 hemoglobinurii tj. nalez volného hemoglobinu v moc¢i. Stejny vysledek se ovSem
vyskytuje 1 u myoglobinurie, tj. ndlez volného myoglobinu v moc¢i. Myoglobinurie se napf.
vyskytuje u polytraumat, rozsahlém poskozeni svalt, pii renalnim selhdni ¢i pti rozsdhlém
infarktu myokardu. Ndalez myoglobinu v moc¢i se téZ miZe objevit i po dlouhodobém

fyzicky narocném cviceni, nebot’ imituje poSkozeni svall [16].

Zietelnd hematurie se mize vyskytnout po dlouhodobém piisobeni chladu ¢i pfi zvySené
fyzické namaze. V téchto ptipadech hematurie vymizi do nésledujiciho dne. Hematurie se
téz mize vyskytnout pii krvaceni do mocovych cest, nddorovych onemocnéni C¢i
fyziologicky u Zen béhem menstruace - z tohoto diivodu je nevhodné provadet vysetieni

mo¢i chemicky a sedimentu béhem menstruace [1].
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e Stanoveni krve

Tento pseudo-enzymaticky test obsahuje organicky peroxid a chromogen. Plsobeni
peroxiddzy na hemoglobin a myoglobin, ktery ma podobnou strukturu jako hemoglobin,
zpusobuje zménu barvy reakéni zony z bezbarvé na zelenou. Ve fyziologické moci neni
zadnd pifimés hemoglobinu nebo neporusenych cervenych krvinek. Fale$né negativni
vysledek muze byt zplsoben pifitomnosti redukénich ¢inidel (napf. kyselina askorbova,
kyselina mocova, glutation, kyselina gentisova). Konzervanty ¢i Cistici prosttedky na bazi
chlornanu mohou naopak zptisobit falesné pozitivni vysledky. Vysoka koncentrace nitritii
mize reakci zpomalovat [26]. S testovacim stripem reaguje i myoglobin — na jeho
pritomnost lze usuzovat pii nepfitomnosti erytrocytli v mocovém sedimentu. Odlisit

hemoglobinurii od myoglobinurie Ize kvantitativnim stanovenim [16].

Ketony

V moc¢i zdravych lidi je prikaz ketolatek (napt. kyselina acetoctova, kyselina B —
hydroxymaselna, aceton apod.) negativni. Pozitivni nalez ketolatek je charakteristickym
ukazatelem poruchy metabolismu sacharidi, béhem niz dochazi k zvySenému Sté€peni
lipidi. Béhem tohoto Stépeni je uvolnovana energie ve form¢ ATP a taktéz ketolatky, které
jsou filtrovany do mo¢i. Je-li piekroCen renalni prah pro resorpci ketolatek, pak jsou
ketolatky vylucovany do moci. Dojde-li k piekroceni kapacity ledvin pro vylu¢ovani, pak
jsou ketolatky hromadény v krvi. Ke ketonurii tedy dochazi diive nez ke zvySeni hladiny
ketolatek v krvi [16]. S ketonurii se setkavame u diabetik u zvracejicich ¢i hladovéjicich

pacientt, pii prajmech, hore¢natych stavech apod. [1].

e Stanoveni ketonu

Test je zalozen na principu Legalovy reakce tj. reakce nitroprusidu sodného a glycinu
v alkalickém prostfedi s kyselinou acetoctovou a acetonem. Intenzita vzniklého fialového
zbarveni je pfimo umeérnd koncentraci ketonl. Protoze je ale mnoZzstvi acetonu v moci
v poméru ke kyseliné acetoctové minimalni, stanovujeme pouze kyselinu acetoctovou.
S kyselinou B-hydroxymaselnou diagnosticky prouzek nereaguje. ZvySena koncentrace
kyseliny fenylpyrohroznové muze reakci ovliviiovat a zpusobit rizné zbarveni reakéni
zony. Zvysené mnozstvi 1€k obsahujicich sulthydrylové skupiny mohou produkovat

atypické barevné reakce [26].
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CH3COCH2COO0H + NADH + H ———— CH3:CHOHCH:COOH + NAD~
kyselina acetoctova kyselina beta-hydroxymaselna

-CO2

CH3 CO CHzs
aceton

Obrazek 8 Preména ketoldtek [14]

V organismu dochdzi k vzajemnym preménam ketolatek. Schéma pfemén znazornuje

obrazek 9. ,Aceton vznika nevratnou neenzymovou dekarboxylaci kyseliny acetoctové.
Mezi  kyselinami acetoctovou a p-hydroxymaselnou existuje rovnoviha; reakce je

katalyzovina enzymem B-hydroxybutyrdtdehydrogendsou.” [Racek, 2006, s. 62] Pokud
jsou tkéné dobie zasobeny kyslikem, probiha reakce zprava doleva. Pti hypoxii probiha
naopak. Protoze s Cinidlem na prikkaz ketoldtek nereaguje kyselina PB-hydroxymadselna,

miiZze napf. U pacienta v Soku prukaz ketolatek zptisobit faleSné negativni vysledek [14].

Nitrity

Nitrity v mo¢i vznikaji pasobenim bakterii, které redukuji dusi¢nany (nitraty) na
dusitany (nitrity). Prikaz nitriti zna¢i o zanétu mocovych cest [14]. Negativni nalez nitritti
Vv mo¢i neznamena neptitomnost bakterii — nékteré bakterie netvoii nitrity. Pro prikaz

bakterii v moc¢i je nutno provést kultivacni vySetfeni moce [16].
e Stanoveni nitriti

Reakce je zaloZena na modifikaci Griessovy reakce, ve které nitrity v moci reaguji
s amidem za vzniku diazoniové slouceniny. V pfitomnosti dusitand se projevuje rizovym
zbarvenim. Vysledky mohou zéaviset na schopnosti bakterii redukovat dusi¢nany na
dusitany. Potravinaiska barviva a terapeutické pigmenty mohou zpusobovat falesné
pozitivni reakce. Negativni reakce v pfitomnosti bakterii mohou byt zpisobeny sniZenou

schopnosti bakterii tvofit nitrity, infekce zpiisobené jinymi agens, antibiotiky atd. [26].
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Leukocyty

Ve fyziologické moci pritomnost leukocyti neprokdzeme. Pfi¢inou pfitomnosti
leukocyti v moc¢i byva bakterialni zanét ledvin nebo mocovych cest [14]. Pfed vyvojem
stripovych testii pro detekci leukocytd v moci, byla pritomnost bilych krvinek stanovovana

pouze mikroskopicky v moc¢ovém sedimentu [4].
e Stanoveni leukocyti

Prikaz je zaloZen na stanoveni esteraz v neutrofilnich granulocytech [14]. Granulocyty
reaguji s reakéni zonou obsahujici indoxyl a diazoniovou stl za vzniku fialového zbarveni.
Falesné pozitivni vysledek mize byt zplisoben ptitomnosti konzervantl (napt. formaldehyd
a formalin) [26]. Falesné negativni vysledek muize byt zptisoben Iécbou antibiotiky.
Negativni nalez je mozny 1 za pritomnosti leukocytli v sedimentu, kdy se jedna o leukocyty
bez granul (monocyty, lymfocyty). V piipadé pozitivniho nalezu za nepfitomnosti
leukocytl v sedimentu Ize nalez hodnotit jako rozpad leukocytli, coz mize byt zplisobeno

dlouhodobym stanim vzorku moci [4].

Kyselina askorbova

Kyselina askorbova je znamd pod nazvem vitamin C a je rozpustna ve vod¢. Je Casto
uzivana v prevenci proti nachlazeni bud’ formou potravinovych doplikt ¢i z pfirodnich

zdroju. Nadbytek kyseliny askorbové je vylu¢ovan moci [4].
e Stanoveni kyseliny askorbové

Ptitomnost kyseliny askorbové je prokazovana Tillmanovou reakci, pfi niZ je vyuzivano
silnych redukénich vlastnosti této kyseliny [26]. Test je zaloZzen na redukci kyseliny
fosfomolybdenové na molybdenovou modi [4]. Pfitomnost kyseliny askorbové vede
Kk odbarveni reakéni zony z Sedomodré na oranzovou barvu. Vysoka koncentrace kyseliny
askorbové (nad 20 mg/dl) miize zplsobovat silné interference (faleSn€ negativni vysledek)
pii stanoveni glukozy, krve a nitriti [26]. Oxidovand forma (kyselina dehydroxyaskorbova)

s diagnostickym prouzkem nereaguje [4].

38



4.3 Morfologické vySetfeni moci

Zhodnoceni poctu jednotlivych elementi v mo¢ovém sedimentu patii spolu se zékladni
chemickou analyzou nativni mo¢i mezi zakladni biochemicka vysetfeni. Umoziiuje potvrdit
a objasnit nalezy ziskané diagnostickymi prouzky, a také napomaha k detekci nalezd, které

diagnostické prouzky nejsou schopné zachytit (napt. krystaly, valce a buiiky epitelii) [27].

4.3.1 Automatizované zhodnoceni sedimentu

Automatizované zhodnoceni mocového sedimentu je provadéno pomoci mocové linky
IRIS na modulu pro mikroskopickou analyzu mocového sedimentu, ktery pracuje na
principu digitdlniho snimani castic v planarni kyveté. Vyhodnoceni je provadéno
automaticky softwarem automatického rozpoznavani castic, ktery vyuzZiva k rozliSeni
velikost, kontrast, vzhled, tvar a strukturu jednotlivych ¢astic, které rozfazuje do

definovanych kategorii a ptfifazuje Ciselné vyjadieni jejich koncentrace ve vzorku (pocet na
ul) [28].

Vzorek 1 ml nativni moce je po promichani aspirovan jehlou do planarni pritokoveé
kyvety. Zde je vzorek umistén mezi vrstvy specialni kapaliny, ktera polohuje Castice ve
vzorku do ohniska systému mikroskop — CCD kamera a navic se orientuje prostorové tak,
ze asymetrické Castice jsou vzdy polohovany nejvétsi plochou smérem k objektivu. Pro
kazdy vzorek moce je sejmuto 500 snimku, které jsou digitalizovany a analyzovany
procesorem. Jednotlivé cCastice sedimentu jsou izolovany do ,ramecki a rozdéleny
softwarem (porovnani Castic podle fady kritérii s ulozenou databazi) do 12 hlavnich
kategorii jako jsou erytrocyty, leukocyty, shluky leukocytl, hyalinni valce, ostatni valce,
bunky dlazdicového epitelu, jiné epitelové bunky, a do dalSich podskupin jako jsou
bakterie, kvasinky, krystaly, spermie a hlen. Softwarem vyhodnoceny nalez je vzdy
nasledné Kontrolovan a editovan obsluhou a odeslan do LIS. Nékteré nalezy mohou byt
tézko rozpoznatelné jen pomoci digitadlni analyzy obrazu, a proto je nutné také zhodnoceni
preparatu pomoci svételné mikroskopie, kterd je povazovéana za ,.zlaty standard mocového
sedimentu“. Pro vyhodnoceni sedimentu pomoci mikroskopie se pouziva barveny C¢i
nebarveny preparat. Vyhodou barveného preparatu je snadnéjsi rozliSeni napt. erytrocytii

od kvasinek (kvasinky jsou nazelenalé, erytrocyty ruzové) [29].

39



AT LAl T A

Obrizek 9 Modul pro mikroskopické vysetieni moci IRIS 1Q200®

4.3.2 Mikroskopické zhodnoceni sedimentu

Mikroskopické vySetfeni by mélo byt provadéno v mistnosti, kde lze okna zastinit
zaluziemi nebo roletou. Pracovni deska by méla byt snadno omyvatelna. Stolni centrifugu
vyuzivanou k centrifugaci moc¢i je tfeba pevné umistit na podlozku, aby jeji provoz
nezpuisoboval vibrace okolni pracovni plochy. Centrifuga musi byt umisténa na jiné

pracovni plose, nez je mikroskop [30].

Priprava mikroskopického preparatu

K vysetieni mocového sedimentu je potieba 10x koncentrovana mo¢ (obvykle je vzorek
piipraven z 5 ml pavodniho vzorku). Vzorek je centrifugovan pii 1000 rpm po dobu péti
minut, po odstfedéni se slije supernatant a usazenina je jemné rozmichana
(resuspendovana) [27]. Z resuspendovaného vzorku je do poéitaci komirky FastRead 102
napipetovano 20 pl vzorku moci. Siln¢ zakalené¢ vzorky moci ¢i vzorky se zietelnou

hematurii je vhodné&js$i hodnotit necentrifugované [30].

Pro uleh¢eni identifikace a charakterizace elementii 1ze provést barveni mocového
sedimentu [31]. Vyuziva se barvici metoda dle Sternheimera, pfi niz je pouzita
dvouslozkova barva (Alcianovd modi a Cerven pyronin-B v pomérul:1). Alcidnova modf
ma silnou afinitu k mukopolysacharidovym sloZzkdm bunéénych i jadernych membran,
k mocovému hlenu a k Tammovu - Horsfallovu mukoproteinu, ktery tvoii zaklad valcu.
Alcianova modi ma tendenci polymerizovat a vytvafet makromolekularni komplexy, coz

miliZze v nékterych piipadech ovlivnit vzhled mocového sedimentu (napt. zesitovani hlenu,
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znehybnéni trichomonad). Cervenn Pyronin B slouzi pro obarveni ostatnich slozek

mocového sedimentu, zejména cytoplazmy bunék, matrix voskovych valct atd. [32].

Barveny preparat je pfipraven tak, ze na podlozni sklicko je nejprve naneseno barVivo
dle Sternheimera, do néjz je prenesena kapka ptipraveného mocového sedimentu tak, aby
se ob¢ kapky spojily a promichaly (pomér obou kapek by mél byt 1:10 ve prospéch
vzorku). Idealni je kapku promichat pipetou ¢i rohem kryciho sklicka. Kapka obarvené
moc¢i je prekryta krycim sklickem a tim je preparat pfipraven k prohlédnuti pod

mikroskopem [32].

Hodnoceni mikroskopického preparatu

Pii pozorovani preparatu v pocitaci komirce FastRead 102® je vhodné nejprve pouzit
zvétSeni 100x pro kontrolu homogenniho rozloZeni element. Jednotlivé elementy jsou pak

pocitany pii zvétseni 400x ve svétlém poli (je mozno pouzit i fazovy kontrast) [33].

Pocitaci komiirka fastRead 102% je destitka vyrobena z metylakrylatu chranéna opticky
pruhlednou f6lii. Desticka je sloZena z deseti samostatnych komurek o standardnim objemu
7 ul. Naneseny vzorek je diky kapildrnimu mechanismu rovnomérné rozprostien po celém
objemu komurky. Kazdd z komurek je dale rozdélen na Sestnact menSich cCtverci
(segmentil). Pocet jednotlivych elementii je dan souftem bunck v kazdém segmentu,
vysledek je pifimo pocet bunék/1 pl vzorku. Pti pocitani je doporuceno pravidlo pocitani
bunék uvniti kazdého ctvereCku a pii zvoleni dvou stran Ctverecku (napf. horni a prava
strana), pii nichz buiniky téz zapocitdvame. Ostatni strany jsou vynechany, aby buiiky nebyly

zapocitany dvakrat [33].
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Obrizek 10 Pocitani bunék s destickou Fastread0102® [33]

V mocovém sedimentu je hodnocena pfitomnost a pocet erytrocytl, leukocyti, epiteli
a valci prip. je slovné ohodnocena piitomnost dal§ich elementl (hlen, krystaly, bakterie,
kvasinky, spermie) — negativni, ojedin¢le, pfitomny, zaplava apod. Za jasné patologické je
povazovan nalez vice nez 5 erytrocytli a 10 leukocytl na jedno zorné pole. Nalez vyssiho

poctu dlazdicového epitelu svéd¢i o nedodrzeni ptipravy pacienta na odbér vzorku [30].

Vyhoda hodnoceni barveného preparatu oproti automatizovanému hodnoceni ¢i
hodnoceni v pocitaci komlirce spoc¢iva v lepSim rozliSeni a tedy i zhodnoceni jednotlivych
elementt. To se tyka pfedevsim odliSeni erytrocytii od kvasinek (erytrocyty se barvi typicky
ruzoveé, kvasinky jsou lehce nazelenal¢). Dale lze rozliSit granulocyty od agranulocytl
a zhodnoceni valcu ¢i epitelii je také presnéj$i. Hyalinni valce se obvykle barvi modie
(mohou ale byt svétle fialové) a diky své struktufe jsou haife viditelné. Ostatni valce se

barvi dle toho, o jaky typ valce se jedna.

4.3.3 Charakteristika jednotlivych elementi v moc¢ovém sedimentu
Erytrocyty

Zvysené mnozstvi se Vvyskytuje v mocovém sedimentu pouze za

erytrocytli
patologickych stavl a pii dodrzeni spravnosti odbéru. [30]. Erytrocyty pronikaji do moce
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bud’ glomerularni membranou, kde dochazi k jejich charakteristickému poskozeni
(vsedimentu je nalézame jako tzv. dysmorfni erytrocyty), nebo pronikaji poskozenou
sliznici vyvodnych cest mocovych (v sedimentu je nalézame jako tzv. isoformni
erytrocyty). Nalez erytrocyti v mocovém sedimentu byva spojen s pozitivnim nalezem

v chemickém vysetieni moci [32].

Erytrocyty jsou bezjaderné elementy s jemné zrnitou cytoplazmou. Tvofi ostie
ohrani¢ené diskovité utvary, ale jejich koneCny tvar je zavisly i na pH moci [31].
V kyselych a silné koncentrovanych mocich tvofi utvary nazyvané akantocyty (erytrocyty
s méchyrkovitymi vybézky), v zasaditych a ,zfedénych® mocich tvofi kulovité Utvary
zvané kodocyty ¢i utvary zvané ,erytrocytové stiny. Nalez poskozenych erytrocyttu je
hodnocen jako dysmorfni erytrocyty (napi. pii poSkozeni glomerulti maji srpkovity tvar).
Erytrocyty deformované prestupem vody zbunék (tzv. echinocyty, jezkovité C¢i

vroubkované erytrocyty) nejsou hodnoceny jako erytrocyty dysmortni [31], [34].
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Obrazek 11 Normalni erytrocyty [34] a dysmorfni erytrocyty [35]

Leukocyty

Leukocyty pronikaji do moce z tubuli a vyvodnych cest mocovych v misté zanétu.
Nélez leukocytli byva casto spojen s bakteridlni infekci mocovych cest a ledvin (zde je
nalez leukocytii spojen i s nalezem proteinti v moc¢i). Nalez leukocytli v sedimentu byva
spojen s pozitivni reakci na diagnostickém prouzku — reakce je ale prikazna pouze

u granulocytu [32].
V mocovém sedimentu jsou nejvice zastoupeny neutrofilni granulocyty, coz jsou kulaté

bunky se segmentovanym jadrem. V barveném preparatu se jadro neposkozenych leukocyti

nebarvi, u poskozenych leukocytl je zbarveno modie a u rozpadlych granulocytu je jadro
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bezbarvé. Nalez zvyseného poctu lymfocytt v sedimentu muze svédcit pro rejekci ledviny
po transplantaci a ojedinély vyskyt monocytii ¢i makrofaglh mize svéd¢it o imunitni reakci

(makrofagy jsou aktivované monocyty) [32].

Za ptitomnosti leukocytti bude mo¢ kalna a bude se tvofit sedlina. Nepruhledna, Spinavé
bila ¢i zlutobild usazenina se vytvoifi v kyselé, neutrdlni nebo slabé alkalické moci.
Leukocyty maji razné tvary v zavislosti na pH moci. V kyselé, neutralni nebo slabé
alkalické moci vytvari kulaté nebo polygonalni bezbarvé tvary a maji jedno nebo vice jader.
V alkalické moci leukocyty dosahuji témét velikosti ledvinného epitelu. V silné alkalické
mo¢i dochazi k rozruseni leukocytt. Pfi del$im stani moci se leukocyty za¢nou rozpadat

a vytvori se amorfni sediment [31].

Obrazek 12 Leukocyty nebarvené [34] a barvené [32]

Buiiky dlazdicového epitelu

Bunky dlazdicového epitelu jsou nejbéZznéjsi a nejvetsi z epitelidlnich bun€k v moci. Do
moci se dostavaji z distalni ¢asti mocové trubice a z vaginy [4]. Nalez tohoto druhu epitelii
vV menSim mnoZzstvi nemé dignosticky vyznam (vyssi pocet epitelii svédci pro nespravné

provedeny odbér) [32].

V mocovém sedimentu jsou buitkami nejvétSimi. Maji nepravidelny tvar, bohaté zrnitou
cytoplazmu a centralng umisténé jadro. Casto byvaji rizné poskladané &i pielozené pies

sebe nebo stocené do valcii [16].
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Obrazek 13 Buniky dlazdicového epitelu

Buiiky renalniho tubularniho epitelu

Rendlni tubularni bunky jsou nejmensi ze vSech epitelii, jsou ale dvakrat vétsi nez
granulocyty. Jsou to polyedrické (pyramidové) buiiky s nesegmentovanym excentrickym
jddrem a jsou puvodem z rendlniho tubulu. Epitelie pochazejici z proximalniho tubulu
a mohou mit slabou granulaci. Fragmenty epitelii v uskupenich svédc¢i pro silné poSkozeni
tubulti. Nalez renalnich tubularnich epitelii v sedimentu hodnotime vzdy jako patologicky,
nebot’ ve fyziologickych mocich se nevyskytuji. Pozitivni ndlez mize byt ukazatelem
akutni tubularni nekrézy, virové infekce ¢i l€kové toxicity (i toxicity zpisobené tézkymi
kovy) [32].

Obrdzek 14 Burika rendlniho tubuldrniho epitelu [35]

Buiiky prechodného epitelu

Bunky pfechodného epitelu maji dle ptivodu v mocovych cestach riiznych tvar i velikost.
V hlubsich vrstvach epitelu a v ledvinné panvicce jsou spiSe mensi a kulovité, ve

vyvodnych cestach mocovych jsou spise vétsi a nepravidelné. Jadro je centralné ulozeno,
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n¢kdy byva zdvojené. V sedimentu lez nalézt i1 tzv. ocasaté buiky. Jsou to buiky
ptechodného epitelu, které pochdzi z mocového méchyte. Nizsi pocet bunék pirechodného
epitelu v sedimentu je fyziologicky, avsak vétsi pocet dvojjadernych ¢i nepravidelnych

bunék miize byt znamkou uroteliarniho karcinomu [32].

Obrazek 15 Buiika prechodného epitelu [35]

Valce

Vélce jsou cylindrické utvary vznikajici v distalnich tubulech precipitaci Tammova —
Horsfallova mukoproteinu, ktery je sekretovan z renalnich tubularnich bunék. Jejich tvorba
je podpofena kyselejsSim pH moci, zvySenou plazmatickou koncentraci bilkovin,
dehydrataci organismu, zpomalenim proudu moce ¢i narocnou fyzickou aktivitou. Dle
délky setrvani valce v tubulech mulze vélec prochazet postupnym vyvojem: bunécny
valec > granulovany valec > voskovy vélec. Nalez vélcii v sedimentu je vzdy hodnocen
jako patologicky - hyalinni valce v menSim mnozstvi se mohou vyskytnout i zcela

fyziologicky [34].

Hyalinni valce

Hyalinni valce jsou homogenni, bezbarvé nebo bled€¢ zluté, v sedimentu obtizné
viditelné. Casto se na né nalepuji krystalické i amorfni slozky sedimentu nebo zrnité
produkty rozpadu bilkovin. Na hyalinnich valcich s ,,usazeninami* zlistdvaji prazdnd mista
se zfeteln€ jemnou hyalinni strukturou (tak se daji rozliSit od granulovanych valcii). Po
del§im stani pfi laboratorni teploté dochazi k rozruseni valct [31]. V barveném preparatu se

zvyrazni jejich jemna, vlaknité struktura a jsou pak lépe rozeznatelné [32].

46



Obrazek 16 Hyalinni valec

Granulované valce

Granulované valce jsou druhym nejcastéji se vyskytujicim typem valci v mocovém
sedimentu. Jejich pfitomnost je jasnym patologickym nalezem. Protoze vznikaji
Z bunéénych valct, jejich morfologie je riznd a mohou z nich postupnym zjeminiovanim

granulace vznikat valce voskové [32].

Obrdazek 17 Granulovany valec [32]

Voskové valce

wev

Voskové valce jsou siln€jSi neZ ostatni typy valcl. Jejich vzhled je matny voskovy
a struktura homogenni. Jsou svétlolomné a mivaji typické zafezy [31]. Nalez tohoto typu
véalell je charakteristicky pro chronické onemocnéni ledvin, €asto jsou nazyvany valci

renalniho selhani — vypovidaji o poskozeni tubulti [34].
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Obrazek 18 Voskovy valec [36]

Bunééné valce

Bunééné valce jsou tvofeny bunkami, které se mohou vyskytovat v rendlnich tubulech.
Dle typu bunék rozeznavame erytrocytarni, leukocytarni a renalni tubularni valce. Neni — li

mozné urCit bunky ve valci, oznacujeme tyto typu valct pouze jako bunééné [34].

e Erytrocytarni valce

Nalez tohoto typu valcii je velmi vzacny, jsou totiz velmi kiehké a rychle se rozpadaji.
Aby je bylo moZzno pozorovat, je lepsi mikroskopovat Gplné Cerstvy sediment. Pfi vyskytu
téchto valci v sedimentu je tfeba pomyslet na probihajici glomerulonefritidu, proto by

nem¢ly byt piehlizeny [32].

e Leukocytarni valce

I u téchto valct plati, Ze jejich ndlez je pomérné vzacny. Teprve pii tézké bakteridlni
infekci, kdy dosud neni pfili§ poSkozena koncentraéni schopnost ledvin, je nalez
leukocytarnich valci mozny. ProtoZze ale diky pfitomnosti bakterii dochazi k pomérné
rychlému rozpadu valct, byvaji Casto leukocytarni vélce identifikovany jako bunécné.
Dulezitym znakem pro rozpoznani téchto valct je pfitomnost bun¢k se segmentovanym

jédrem [32].

e Renalni tubularni valce

Nalez vélcl z renalnich vélel je také dosti vzacny. Z morfologického hlediska se jedna

0 hyalinni valce srendlnimi epiteliemi v matrix vélce. Rendlni epitelidlni valce jsou
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ptiznakem toxického ¢i ischemického poskozeni ledvin, a proto nesmi byt v sedimentu

ptehlizeny [32].

P 4

Obrazek 19 Erytrocytarni valec [34] Obrdzek 20 Leukocytdarni vilec [34]

Obrdazek 21 Vilec s rendlnimi burikami [34]
Bakterialni valce
Bakteridlni vélce jsou tvofeny proteinovou matrici a bakteriemi. Jejich nalez byva
doprovazen i piritomnosti leukocytarnich valct. ProtoZe jsou ale velmi kiehké, je jejich

nalez v sedimentu spiSe vzacny. Mohou se vyskytnout napt. pii pyelonefritidé ¢&i

intersticialni bakterialni nefritide [32].
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Obrazek 22 Bakterialni vilec [34]

Tukové valce

Pti poskozeni glomerulani membrany se do moce dostavaji lipoproteinové Castice, které
jsou zpétné reabsorbovany tubularnimi bunkami. Stanou — li se tukové kapénky soucasti
valeu, vznikaji valce tukové. Vyskytuji se v sedimentu ¢asto u nefrotického syndromu,

u diabetik ¢i po intoxikaci rtuti [32].

Obrdzek 23 Tukovy valec [34]

Bakterie

Bakterie jsou malé mikroorganismy majici kokovity ¢i ty¢kovity tvar [32]. Mohou byt
uspotadany jednotlivé ¢i v fetizcich nebo tvofit vlakna. Nejcastéji jsou v sedimentu
nalézany gramnegativni tycky, které jsou riizové zbarvené [4]. V barveném preparatu jsou
nepohyblivé, v nativnim pohyblivé [32]. Nalez mensiho poctu bakterii ve fyziologickych

moci zcela bézny, pii infekcich pocet stoupad [34]. Protoze béhem stani vzorku dochazi
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k exponencialnimu pomnozeni bakterii, neni mozné takovy nalez hodnotit a je vhodné pro

prikaz bakteridlni infekce mocovych cest provést kultivacéni vySetteni [32].

Obrazek 24 Bakterie [32]

Kvasinky a hyfy

Kvasinky jsou jednobunééné mikroorganismy, nejéastéji druhu Candida albicans. Bézné

cvvr

JSOu V niz§im poctu nalézany v sedimentu Zen, ale mohou se vyskytnout i u muzi. Ve
vy$§im poctu je nalez kvasinek hodnocen jako patologicky [32]. Vyskytuji se diabetika
(glukéza v moci podporuje jejich rust) ¢i u pacientd s imunodeficienci ¢i lécenych

imunosupresivy [34].

Kvasinky maji typicky ovalny tvar, mnozi se pucenim a n&kdy tvoii fetizky C¢i
pseudomycelia. Svym tvarem i velikosti pfipominaji erytrocyty, proto jsou v nebarveném
preparatu oba typy téchto bun€k obtiZné rozpoznatelné. V barveném preparatu lze kvasinky

od erytrocytll snadno rozpoznatelné — kvasinky jsou nazelenalé, erytrocyty narizovelé [31].

V mocovém sedimentu lze nalézt i plisn¢. Tento nalez je ale velmi vzacny, vyskytuje se

u pacientll na IiZkach intenzivni pé€e — jsou vyplavovany z katetrt do mo¢i.
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Obrazek 25 Kvasinka s erytrocytem a hyfy kvasinek [34]

Hlen

Vladkna hlenu jsou dlouhé, tenké, zvinéné ploché struktury, které mohou mit slabé
podélné pruhovani [16]. Vldkna hlenu mohou vytvaret formace podobné hyalinnim valcim
[30]. Nalez hlenu nema velky diagnosticky vyznam, v malém mnozstvi se v sedimentu
vyskytuji zcela fyziologicky [34]. Pii zanétech, poSkozenich mocového systému ¢i Spatné
provedené technice odbéru se miize vyskytovat vy$si mnozstvi hlenu. Casto se na hlenové

vlakna nalepuji erytrocyty, leukocyty, epitelie nebo bakterie [30].

Obrdzek 26 Hlenova vidkna [37]

Spermie

Za fyziologickych podminek byvaji spermie pfitomny ve vzorcich mo¢i muZe zcela

bézné. U Zen neni nalez spermii vyznamny, nejedna — li se o nezletilé divky [4].
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Krystaly

Nalez krystali v mo¢ovém sedimentu miize byt klinicky vyznamny z hlediska mozného
vzniku konkrementti. Krystaly mohou mit rizné struktury a formy. Mezi nejcastéji se
vyskytujici krystaly patfi kyselina mocova a oxalaty (kyseld moc) nebo triplfosfaty
(alkalickd moc¢). Méné casto se vyskytuji krystaly bilirubinu, cholesterolu, fosfore¢nanu
a uhli¢itanu vapenatého, krystaly aminokyselin ¢i lékové krystaly. Uraty a triplfosfaty

mohou téz tvoftit krystalickou drt’, ktera ztézuje hodnoceni sedimentu [34].

¢ Kyselina mocova

Nalez krystali kyseliny mocové v kyselych mocich (pH pod 5,5) je velmi Casty.
Krystaly maji pestrou skalu tvarii (soudecky, snopce, Sestiboké tabulky, ovaly, sloupecky
apod.) [32].

Masivni vyskyt krystald mize byt rizikovym faktorem vznikajici urolitidzy. Déale miize
byt ve zvySeném mnozstvi vylucovana pii poruSe metabolismu purinti, ale tento nalez neni
pro toto onemocnéni signifikantni (je vhodnéjsi stanovit kyselinu mocCovou v séru, pfip.

vySetiit synovialni tekutinu) [4].
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Obrazek 27 Krystaly kyseliny mocové [34]

e Oxalaty

Oxalaty jsou tvofeny obtiZzn€ rozpustnym Stavelanem véapenatym. Krystaly oxalatl se
vyskytuji ve dvou formach: jako dihydrat Stavelanu vapenatého ve formé ,,obalek* ¢i jako

méné Casty monohydrat v ovoidni forme (tuto formu lze snadno v nebarveném preparatu
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zaménit za erytrocyty, v barveném preparatu jsou od sebe jasné rozpoznatelné). Vyskytuji
se V kyselych, neutralnich i alkalickych mocich ¢asto ve spolecnosti urath ¢i triplfosfatt
[31].

Vyskyt oxalatli v moci je spojen s dietou jedince (konzumace citrusovych plodi, listové
zeleniny apod.), vétsi diagnosticky vyznam maji v§ak pti otravé ethylenglykolem, pti které

dochazi k toxickému poskozeni ledvin [4].

Obrazek 28 Krystaly oxaldtu — dihydrat stavelanu vapenatého [34 ]

o Triplfosfaty (fosforecnan amonnohoiec¢naty)

Triplfosfaty patii k nejvétSim krystalim, které lze v moCovém sedimentu nalézt. Maji
svij typicky tvar ,,vika od rakve* a vyskytuji se hlavné v alkalické moc¢i (pH nad 7) [32].
Mohou se vyskytovat i ve formé fosfore¢nanu vapenatého, ktery ma tvar tenkych jehlicek,
nékdy uspofddanych do rozet (takovéto formy fosforeCnanti se mohou vyskytnout

I V neutralni a kyselé moci) [16].

Vyskyt triplfosfatii mize byt rizikovym faktorem vzniku struvitovych konkrementd, ale
jsou nalézany i u pacientli s chronickou cystitidou a pii stavech spojenych s retenci moce
[16].

54


https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/lf/js15/mikroskop/web/pics/krystaly/oxalaty/oxalat03.jpg

Obrazek 29 Krystaly triplfosfati

e Ostatni krystaly

V mocovém sedimentu se mohou vyskytovat dal$i typy méné Casto se vyskytujicich
krystali. Klinicky vyznamnéj$i je ovSem cystinurie, coz je autozomalné recesivni porucha
reasorbce aminokyselin cystinu, argininu, ornitinu a lysinu. Tyto aminokyseliny jsou za
fyziologickych podminek filtrovany glomerulem a reabsorbovany v proximalnim tubulu
ledvin, v moc¢i jich nalezneme jen stopové mnozstvi. Jedna se napi. o cholesterol, jehoz
krystaly ve tvaru tenkych plochych desticek s jednim zlomenym rohem se vyskytuji pfi
lipidurii ¢i nefrotickém syndromu. Bilirubin, jehoZ typicky jezaté zluté zbarvené krystaly se
mohou vyskytnout u pacient s jaternim onemocnénim. Krystaly aminokyselin (cystin,
leucin, tyrosin), mohou poukazovat na poruchu metabolismu aminokyselin ¢i 1ékové
krystaly, kter¢é mohou vzniknout pii uzivani vysokych davek 1¢kli (napf. antibiotika,

antirevmatika) [32].

Obrdzek 30 Krystal cholesterolu, krystal bilirubinu a krystaly cystinit [32]
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5 VYSLEDKY

V praktické Casti bakalarské prace byly hodnoceny jednotlivé analyty stanovované

V nativni moc¢i a mo¢ovém sedimentu. Vzorky byly méfeny automatickym analyzatorem.

Vysledky zméfené na automatickém analyzatoru byly porovnavany s vysledky manualniho

zhodnoceni mocového sedimentu u stejnych vzorkl. Cilem bylo zjistit, zda vySetieni

vzorku analyzatorem odpovidd manudlnimu vysetieni mocového sedimentu. U manualniho

prohlizeni preparatu pod mikroskopem je dulezité rozpoznani a spocitani vSech elementd,

které se ve vzorku nachazi.

Pro lepsi piehled byly vytvofeny nasledujici tabulky.

Tabulka 1 Vysledkova tabulka

vzorek 1054 1146/7/3 1161 1172 1177 1186/7/3
AZ | MZ |AZ | MZ|AZ | MZ|AZ | MZ| AZ | MZ | AZ | MZ
analvt
erytrocyty [pocet / ul] ) ) 65 | 19 9 ) ) ) 6 1 1 6
leukocyty [pocet / pl] 3| - 3 - 2] a2 - [uo]3s |2
dlazdicové epitelie [pocet / pl] - - - - 2 - 6 - 3 - 47 | 37
kulaté epitelie [pocet / pl] - - - - - - - - 2 - 6 4
valce hyalinni [pocet / pl] - - - - - - - - - - - -
valce granulirni [pocet / pl] - - - - - - - - - - - -
bakterie [arbitrani jednotka] - - - - - - - - - - 1 2
kvasinky [arbitrani jednotka] - - - - - - - - - - - -
krystaly [arbitrani jednotka] / typ | 4/qr¢ | 2/urat | - - R R - - - - - -
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Tabulka 2 Vysledkova tabulka

vzorek 1191 1205 1220 1629 1061 1104
AZ | MZ | AZ | MZ|AZ | MZ| AZ | MZ | AZ | MZ | AZ | MZ
analvt
erytrocyty [pofet / pl] 1] - |si2f2e6 | 1| a4 | 3| - |407] 314|359 ] 27
leukocyty [pocet / pl] s |4 Jus| 67 |5 | s |178] 46 |425| 63 [ 117 | 127
dlazdicové epitelie [pocet / pl] 31 27 1 4 - - 73 37 3 - - -
kulaté epitelie [pocet / pl] - - - - - - 9 26 1 - - -
valce hyalinni [pocet / pl] 13 - - - - - 3 - 1 - - -
valce granularni [pocet / pl] - - - - - - - - - - - -
bakterie [arbitrani jednotka] - - - 2 - - - - - - -
kvasinky [arbitrani jednotka] - - - - - - - - - - 2 -
krystaly [arbitrani jednotka] / typ | _ - R R R R - - - - - -
Tabulka 3 Vysledkova tabulka
vzorek 1106 1124 1137 1146/8/3 1154 1186/8/3
AZ | MZ|AZ | MZ| AZ | MZ | AZ | MZ | AZ | MZ | AZ | MZ
analvt
erytrocyty [pocet / pl] 6 |24 | 4|17 a | 1 |a5] 39|13 130f107] 12
leukocyty [pocet / pl] 2 s o] - |2salm2]|z|o|s2|s|[31]e
dlazdicové epitelie [pocet / pl] - - 69 | 30 | 22 13 - - 1 - - -
kulaté epitelie [pocet / pl] - - - - 7 - - - - - - -
valce hyalinni [pocet / pl] - - - - - - - - - - - -
valce granulirni [pocet / pl] - - - - - - - - - - - -
bakterie [arbitrani jednotka] - - - - 1 2 - - - 1 - 2
kvasinky [arbitrani jednotka] - - - - - - - - - - - -
krystaly [arbitrani jednotka] / typ | _ - - - R R - - - - - -
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Tabulka 4 Vysledkova tabulka

vzorek 1225 1247 1084 1103 1131 1147
AZ | MZ | AZ | MZ| AZ | MZ| AZ | MZ | AZ | MZ | AZ | MZ

analvt

erytrocyty [pocet / pl] s |16 |les| 2] s | -|6]| -14]a]|7]6s
leukocyty [poZet / ul] 22 | 16 | 572|193 | 229 | 41 [164 | 124 | 4 | - |29 ] 30
dlazdicové epitelie [pocet / pl] 33 | 23 2 - - - - - - - 4 -
kulaté epitelie [pocet / pl] - - - - - - - - - - - -
valce hyalinni [pocet / pl] - - - - - - - - - - - -
valce granularni [pocet / pl] - - - - - - - - - - - -
bakterie [arbitrani jednotka] - - - 4 2 4 2 3 - - - -
kvasinky [arbitrani jednotka] - - - - - - - - - - - -
krystaly [arbitrani jednotka] / typ | . - R R R R - - - - - -

Tabulka 5 Vysledkova tabulka
vzorek 1168 1182 1184 1209 1232 1617
AZ | MZ | AZ | MZ AZ MZ | AZ | MZ | AZ | MZ | AZ | MZ

analvt

erytrocyty [pocet / pl] 5 | 4 |eto|mas| s 6|73 s |s]2]1
leukocyty [pocet / pl] 81 | 177 16 | - |496shiuky [303 | 4 | 7 | 4| 2 | 4| 2
dlazdicové epitelie [pocet / pl] - - - - - - 32 1 59 139 29 - -
kulaté epitelie [pocet / pl] - - - - - - - - - - - -
valce hyalinni [pocet / pl] - - - - - - - - - - - -
valce granulirni [pocet / pl] - - - - - - - - - - - -
bakterie [arbitrani jednotka] - 2 1 4 - - 3 4 1 2 - -
kvasinky [arbitrani jednotka] - - - - - - - - - - - -
krystaly [arbitrani jednotka] / typ | _ - - - R R - - - - - -
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6 DISKUZE

S rozvojem diagnostickych prouzkl zacaly vznikat 1 automatické nebo poloautomatické
analyzatory odecitajici tyto prouzky [38]. Mikroskopické vySetieni je také automatizovano

a standardizovano, coz zvySuje piesnost a precisnost vySetieni [4].

Od manuélniho vySetfeni mocového sedimentu po centrifugaci pomoci podlozniho
a kryciho skla se jiz upustilo znékolika divodi. Mezi tyto divody patii nedodrzeni
standardniho postupu, moznost poSkozeni elementd pii centrifugaci, zavislost
opakovatelnosti analyzy na ploSe a sile kryciho skla, nevhodnost vyjadfovani poctu

elementi na jedno zorné pole. Velikost zorného pole totiz zavisi na typu mikroskopu [38].

Pokud laboratof vysetfuje mocovy sediment manualnimi metodami, pak k odectu poétu
elementl vyuzivaji komirku o definovaném objemu. Vysledky jsou uvadény ve formé
pocet/ul nativni moc¢i. Timto zplisobem je zaruCeno optimalni hodnoceni, které je

standardni a srovnatelné mezi ostatnimi laboratornimi pracovisti [38].

Pro objektivni odecCet diagnostickych prouzkli i morfologického vySetfeni existuje
nekolik systémi. Pro vyhodnoceni chemického vySetieni jsou to napi. reflexni fotometry

S riznym stupném automatizace, véetné¢ dokonalych automatt napojenych na LIS [38].

Prakticka c¢ast bakalaiské prace byla zaméfena na principy chemického stanoveni
analytii v moCi pomoci diagnostickych prouzkii a na vySetfeni mocCového sedimentu.
Vzorky byly méfeny automatickym analyzatorem a zaroven bylo provadéno manudlni
vySetieni mocového sedimentu. Cilem bylo zjistit, zda vySetfeni vzorku analyzatorem
odpovidd manualnimu vysetieni. U manualniho prohliZeni preparatu pod mikroskopem je

dualezité rozpoznani a spocitani vSech elementi, které se ve vzorku nachazi.

Mezi zajimavé nalezy pozorované pii manudlnim hodnoceni pod mikroskopem pattily
nalezy kulatych epitelii a hyalinnich vélc, nebo: na druhou stranu mezi nejCastéji
hodnocené elementy patfily erytrocyty a leukocyty. Pti velkém poctu leukocytl dochéazi
k tvorbé utvarl, které nazyvame leukoshluky. Shluky jsou rozeznatelné analyzatorem
i manualn¢ pod mikroskopem, a proto pfi manualnim hodnoceni poétu leukocytd
Vv sedimentu nelze pfesné urcit pocet bunck. V takovém piipadé€ je k vysledku pfipojena

dopliujici informace o ptitomnosti leukoshluki a jejich Cetnosti.
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Pti vyskytu vyssiho poctu bakterii je nutno pohlizet na vysledek chemického vySetfeni
moce (nitraty, bilkovina, leukocyty) a i na ndlez leukocytli v sedimentu, nebot' nalez
bakterii byva Casto spojen s leukocyturii ¢i proteinurii. Dale je nutno pohlizet na stafi
vzorku, nebot’ pti dels$im stani vzorku moc¢i dochazi k exponencidlnimu pomnozeni bakterii.
Vyhodou manualniho zhodnoceni sedimentu na rozdil od automatického zhodnoceni
analyzatorem je odliSeni kokovitych a tyCkovitych bakterii. Pifi zaplavé bakterii je

mikroskopicky néalez obtizné hodnotitelny az nehodnotitelny.

Vzorky byly rozdéleny do nasledujicich skupin dle vysledkli z automatického
analyzatoru Iris a vysledkli manudlniho vySetfeni. Béhem zpracovani vysledkti bylo
prokazano, ze manudlni zhodnoceni sedimentu nebylo srovnatelné se zhodnocenim na
analyzatoru. Pokud by manudlni hodnoceni bylo provadéno velmi zkuSenou laborantkou,
vysledky manualniho zhodnoceni sedimentu by se zhodnocenim na analyzatoru byly

srovnatelné.

Negativni vzorky

U negativnich vzorkidl byly ojedin€le nalezeny erytrocyty nebo leukocyty. Negativita
byla potvrzena manudlnim vySetfenim. Mezi negativni vzorky byly zafazeny vzorky 1054,

1172, 1220 a 1617.

Pozitivni vzorky

U pozitivnich vzorkidi byly automatickym 1 manualnim zhodnocenim nalezeny
zéanétem glomerulu, poskozenim sliznice vyvodnych cest mocovych, renalnim selhanim,
urazem, poruchami krvaceni nebo i nékterymi léky. Pfechodna hematurie mohla nastat pti
dlouhodobém plsobeni chladu, zvySenou fyzickou namahou nebo u zeny pfi
gynekologickych potizich. Mezi nejcastéjsi pfiiny leukocyturie patfi poskozeni tubuli
a vyvodnych cest mocovych pfi zdnctu. Zanétem mocovych cest miize byt zplsobena
i bakterurie. U takovych vzorkl je lepsi nalez bakterii v sedimentu hodnotit pii kultivaci,
z divodu mozZné infekce mocovych cest. Mezi pozitivni vzorky byly zafazeny vzorky

1186/7/3, 1106, 1146/8/3, 1154, 1225, 1103, 1131, 1147, 1168, 1182, a 1184.
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Sporné vysledky

U spornych vysledkii byl rozdil mezi AZ a MZ. Nedoslo k potvrzeni erytrocyturie nebo
leukocyturie. Rozdil vysledk mezi vysledky z analyzatoru a manualnim méfenim mohl byt
zpusoben S$patnou pfipravou sedimentu. Erytrocyty nemusely byt rozliSeny, mohly byt
rozbity pfi centrifugovani nebo vzorek nebyl dostatecné promichan. Pti velkém poctu
leukocytti se mohly vytvofit shluky nebo leukocyty mohly byt nalepeny na hlenova vldkna,
coz mohlo zptsobit nespravné spocitani jednotlivych bunék. Mezi sporné vzorky byly

zatazeny vzorky 1146/7/3, 1161, 1177, 1205, 1061, 1104, 1137, 1186/8/3 a 1084.

U vzorku 1061 bylo manualnim vySetfenim napocCitdno malé mnoZstvi leukocytl
anebyly prokdzany ani chemicky diagnostickym prouzkem. Pii mikroskopickém
hodnoceni analyzatorem leukocyty nalezeny byly. Mohlo se jednat o agranulocyty, které
nejsou detekovatelné diagnostickymi prouzky. Mohly byt vytvoteny shluky, které nebyly

pi1 manualnim vySetteni spravné propocitany.

Ve vzorku 1104 byly ptitomny kvasinky, které by od erytrocytii Iépe rozlisil barveny

preparat. Manualné bylo nalezeno mén¢ erytrocytii a leukocyti.

Spatny odbér

U vzort nebyla pravdépodobné dodrzena preanalyticka faze vySetfeni. Byl nalezen
zvyseny pocet dlazdicovych epitelii, namnozené bakterie (napi. stanim vzorku, nedodrzeni
doby pfepravy do laboratofe) nebo lehkd pfimés erytrocytli (u zen mohla byt zptisobena
gynekologickymi obtizemi). Je nutné vySetiovat Cerstvy a spravné odebrany vzorek. Mezi

vzorky se Spatnym odbérem byly zafazeny vzorky 1191, 1629, 1124, 1209 a 1232.

U vzorku 1629 bylo pfi manualnim zhodnoceni napocitano vétsi mnozstvi kulatych
epitelii. Ve skuteCnosti se o kulaté epitelie jednat nemuselo. Pro lep$i rozliSeni by byl

vhodny barveny preparat. Hyalinni valce nebyly pfi manudlni mikroskopii nalezeny viibec.
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7 ZAVER

Ptedkladana prace se zabyvala srovnanim automatickych a manualnich technik vysetieni

mocového sedimentu a shrnutim poznatkd o zakladnim vySetfeni moce.

Vzorky moci byly analyzovany na mocové lince IRIS slozené ze dvou spojenych
moduld — modul pro chemické vySetfeni mo¢i iChem VELOCITY™ a modul pro
zhodnoceni mo&ového sedimentu IRIS 1Q200°. Nalezy mocového sedimentu byly
porovnany manualnim zhodnocenim v mikroskopu. U negativnich vzorkd byly ojedinéle
nalezeny erytrocyty nebo leukocyty a u pozitivnich vzorkd byla prokdzdna ptitomnost
erytrocytl, leukocytli a bakterii. Mezi zajimavé nalezy pozorované pii manualnim
hodnoceni pod mikroskopem patfily nalezy kulatych epitelii, hyalinnich valci a kvasinek.
Béhem zpracovani vysledkll bylo prokdzano, Ze manudlni zhodnoceni sedimentu nebylo

srovnatelné se zhodnocenim na analyzétoru.

Pro rutinni praxi je vhodné vyuziti automatickych analyzatort, diky kterym se prace

Vv laboratofi usnadnila a urychlila.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ul

ABR

ADH

ATP

AZ

Cr

DHEA

ECT

GFR

GIT

GO

HCI

HCO3

LIS

MZ

Na*

NH4"

mikrolitr (jednotka objemu)

acidobazicka rovnovaha

antidiureticky hormon

adenosintrifosfat

automatické zhodnoceni

chloridovy anion

dehyfroepiandrosteron

extracelularni tekutina

glomerularni filtrace

gastrointestinalni trakt

gluk6zaoxidaza

kyselina chlorovodikova

hydrogenuhli¢itanovy ion

draselny ion

laboratorni informacni systém

manualni zhodnoceni

sodikovy ion

amonny ion
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NIS

PC

POCT

PxD

rm

nemocni¢ni informacéni systém

pocitac

point-of care testing

peroxidaza

otacky za minutu
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12 SEZNAM PRILOH

Priloha 1 Preanalyticka priprava vybranych analytii pro zakladni chemické vysetieni moce

Analyt Jednotky Odbérovy systém | Stabilita pfi +20 | Poznamka
az +25°C

Bakterie Arbitralni Plastova 2 hodiny Stanoveni v ramci

semikvantitativné koncentrace [arb.j.] zkumavka mofrologického
vySetfeni v nativni
moci

Bilirubin Arbitralni Plastova 2 hodiny Stanoveni v nativni

semikvantitativné koncentrace [arb.j.] zkumavka moci

Erytrocyty Arbitralni Plastova 2 hodiny Stanoveni v ramci

semikvantitativné koncentrace [arb.j.] zkumavka mofrologického
vySetfeni v nativni
moci

Glukosa Arbitralni Plastova 2 hodiny Stanoveni v nativni

semikvantitativné koncentrace [arb.j.] zkumavka moci

Hemoglobin Arbitralni Plastova 2 hodiny Stanoveni v nativni

semikvantitativné koncentrace [arb.j.] zkumavka moci

Ketony Latkova koncentrace | Plastova 2 hodiny Stanoveni v nativni

[mmol/1] zkumavka moci

Leukocyty Arbitralni Plastova 2 hodiny Stanoveni Y

semikvantitativné koncentrace [arb.j.] zkumavka ramcimofrologického
vySetfeni nativni moci

Nitrity Arbitralni Plastova 2 hodiny Stanoveni za ucelem

semikvantitativné koncentrace [arb.j.] zkumavka posouzeni bakterurie

pH pH [-] Plastova 2 hodiny Stanoveni v nativni

semikvantitativné zkumavka moci

Protein Arbitralni Plastova 2 hodiny Stanoveni v nativni

semikvantitativné koncentrace [arb.j.] zkumavka moci

Urobilinogen Arbitralni Plastova 2 hodiny Stanoveni v nativni

koncentrace [arb.j.] zkumavka moci

Valce Arbitralni Plastova 2 hodiny Stanoveni v ramci

semikvantitativné koncentrace [arb.j.] zkumavka mofrologického
vySetieni v nativni
moci
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Priloha 2 Priklad vysledkového listu z analyzatoru IRIS

Zprava o vyietieni moci Page 1 of 1
Zprava o vySetieni moéi
LW Praha
Tdentifikacs vaara: ENSHTIHC (Obshaha- moc
Ormadeni fasu aalizy: 0170307 08-11:16 Bedini: 11
Cislo stojimln- 6 Porice stojank: 6
r Chemické vySetfendi: (V04033)
Eod Sarze prowzkn: 7241424
Test Vysledek Eeference
Glukoza: ] <1
Proteiny- 0 21
Bilinsbin a =1
Urobilinoeen: 0 =1
pH: 50
EREV: ] <0 H
Estony: 0 21
Mitrity: 0 =1
Lenkocyty: i <1 H
Cirost:
Husto: 1010
Bamva: Light-Vellow
Eyselina askorbova: a e |
r Mikroskopicke vySetfeni: (9040)
Test Vysledek Eeference
Eryirocyty: 3L =10 Al
Lenkocyty: 178 /ul <15 falL H
Bakteria: a =1
Enasinky: 0 =1
Plochs epitelie: 73 fal =15 ful H
Hienove vlakno: 1 <1 H
Spermie: 1] =1
Kulate epitelie: B /. <4 il H
Jine valce: a0 <1l
Hyalinni valce: 1/LFF = /LFF H
Grammbowans valce: a =1 /LFF
Erystaly: 0 =1
r Revizni zaznam:
moc @ 2017-03-07 (9:38:37 —Zméndey nacladujic] wi=ladiy-
+ Upravens od Z4DNT do 12 A,
+ Upmaveno Ery od 17 /ul do 3l
» Upraveno Shhiky len od 5 4l do ZADNT.
» Upmaveno Bakterie od J do .
« Upmaveno Enystaty od I do 0L
moc (i 2017-03-07 09:13:39
Ins Diagnostics 2017-03-07T09:38:38
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Priloha 3 Manudal pro pacienty pro odbér vzorkit moci
Cc-81 Odbér vzorku ranni moce

Nejcastéji slouzi k chemickému a morfologickému vySetfeni mocde. K vySetfeni se

obvykle pouziva vzorek prvni ranni moce, pacient musi byt o spravném odbéru poucen.

Priprava pacienta

Piijem tekutin nema byt béhem noci nadmérny. K vySetfeni se pouzije prvni ranni
vzorek moci. Pacient ma byt poufen o nutnosti omyti genitalii pifed vlastnim odbérem
(zejména pro moZnou faleSnou pozitivitu bakteriurie). U Zen je nutné vySetieni provést
mimo obdobi menstruace. PouZije se vzorek ze stiedniho proudu moce, minimaln¢ 10 ml
moce odebrané do plastové zkumavky na mo¢ se zlutym uzavérem. Jako ndhrada muze
slouzit Cistd a sucha nadobka, ve které nebudou zbytky plvodniho obsahu (léky,
chemikalie). K bakteriologickému vySetfeni moce je potieba pouzit sterilni zkumavku, resp.
specialni odbérovou nadobku, vysetteni z nahradnich nddobek nelze provést. Na zkumavku
nebo nahradni nadobku je potfeba nalepit Stitek se jménem, pfijmenim a rodnym cislem
pacienta. Mo¢ je tieba co nejrychleji dorucit ke zpracovani do laboratotfe, maximalné do 1-2
hodin od odbéru. Neni vhodné vysetfovat vzorek ranni mo¢e dodany do laboratoie pozdéji,

muze dojit ke zkresleni vysledkti chemického 1 morfologického vySetieni.

Cc-8.2 Sbér moce za 24 hodin

Nejcastéji slouzi k vySetteni kreatininové clearance a odpadu iontd moci. Moc se

uchovava v Cisté¢ vymytych plastovych lahvich.

Priprava pacienta

Sbér moce probiha 24 hodin od 6.00 hodin rana. Tehdy se pacient naposledy vymoc¢i do

zachodu (nikoliv do lahve!) a teprve od této doby bude veskerou mo¢ sbirat do prvni lahve.
Po naplnéni této lahve pokracuje ve sbéru moce do dalsi lahve. Po 24 hodinéch, tj. dalsi den
rano opét v 6.00 hodin, se do lahve vymoci naposledy.
Bé&hem vysetieni je doporuceno jist stejnou stravu jako obvykle a vypit za 24 hodin asi
2 litry tekutin. UZivani 1ékti po dobu sbéru moce se fidi pokyny lékafte.
Lahve s mo¢i je nutno uchovavat béhem sbéru na chladném a tmavém misté.

Po ukonceni sbéru je nejpozdéji do 2 hodin do laboratote dorucen spolu se Zadankou
vzorek 10 ml moce, odebrany ze sbérnych lahvi po dikladném promichani a zméreni
celého objemu s presnosti na desitky mililitri. Na Zaddance musi byt uvedeno piesné celé

mnozstvi moc¢e a doba sbéru.
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