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SOUHRN

Tato bakalaiska prace je zamétfena na chemické stanoveni moce indikatorovymi
papirky a vySetieni mocového sedimentu mikroskopicky. Na zacatku prace popisuji tvorbu
moce, reabsorpci a sekreci metabolitt a iont V ledving. V dalsi ¢asti prace se zabyvam
detekci pH, bilkoviny, glukézy, bilirubinu, ketolatek a erytrocytl pomoci indikatorovych
papirkli. Déle navazuje stanoveni mocového sedimentu mikroskopicky a metodou prito-
kové cytometrie. Pomoci dostupné literatury a vlastni praxe v laboratofi jsem chtéla nasti-

nit dulezitost tohoto vySetfeni.

Kli¢ova slova: mo¢, diagnostické prouzky, pH mo¢i, mocovy sediment, ledviny



SUMMARY

This bachelor thesis is aimed at chemical determinatiom of urine using indicator
strips and urinary sediment microscopically. In the first part, there is a urine production,
reabsorption and secretion of ions and metabolites in the kidney. The next section deals
with detection of pH, glukose, bilirubin, ketones and erythocytes using indicators pers.
Then follows the determination of urinary sediment microscopically and by flow cytome-
try. 1 wanted to outline the importance of this examination using the available literature

and my own experience in the lab.

Keywords: urine test strips, pH urine, urinary sediment, kidneys
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1 UVOD

Tématem moji bakalatské prace je vysetieni moce chemicky a vysetieni moco-
vého sedimentu. V soucasné medicin€ je nedilnou soucasti 1écebného procesu labora-
torni diagnostika, ktera plni dulezitou ulohu pfedevSim v ramci mezioborové l1ékarské
péce o pacienta. Rozbor moce je jednou z pomocnych vysetiovacich metod pro urceni
diagnozy a sledovani stavu predevsim urologickych onemocnéni, ale také metabolic-
kych poruch jakou je diabetes mellitus.

V teoretické cCasti se zabyvam fyziologickymi dé&ji probihajicimi v ledvinach,
tvorbou a slozenim moce. Objasiiuji principy jednotlivych metod a vénuji se problema-
tice onemocnéni, ktera mohou s jednotlivymi parametry souviset.

Dnes mohu porovnat, po letech odpracovanych v laboratofi, jak technicky po-
krok pfinesl do laboratofi velké usnadnéni laborantské prace. Diky lepSimu pfistrojo-
vému vybaveni se V laboratofich lidska mo¢ zpracovava na analyzatorech metodou pri-
tokové cytometrie. Neni ovSem vyjimkou, ze i v dnes$ni dobé& existuji laboratote, kde se
mocovy sediment odecitd stdle mikroskopicky. Vysledny odecet mize byt ovlivnén

zkusenostmi kazdé laborantky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Tvorba mo¢i

2.1.1 Funkce ledvin a tvorba mo¢i

Mo¢ se tvoii v ledvinach. Ledviny jsou parovym organem, ktery udrzuje ho-
meostazu organismu, dale zabezpecuji a reguluji slozeni a objem krve. Fyzicka zatéz
vede ke zvysené produkci odpadnich latek. Do vyluCovani nevyuzitelnych metabolitii se

zapojuji 1 jiné orgdnové systémy, ale ledviny zde maji nejvétsi roli (Dylevsky 2009)

K funkcim ledvin patfi:

1) Regulace vodni, elektrolytové a acidobazické rovnovahy, také dlouhodo-

ba regulace krevniho tlaku.

2) Odstranovani metabolickych produktt, toxind a té€lu cizich latek

Z cirkulace do moci.

3) Produkce hormonii spojenych s erytropoézou a kalciovym metabolis-

mem.

Ledviny maji také vyznamné postaveni v glukoneogenezi (Tesat, Schiick 2006).

Tvorba moc¢i, jeji mnozZstvi a sloZeni je vysledkem vSech tfi funkci ledvin.

Zékladni funk¢ni jednotkou ledvin je nefron, viz Obrazek 1. V kazdé ledving
jich nalézdme vice jak milion. Jejich pocet je definitivni jiZ pfi narozeni. Nefron se
sklada z glomerulu, proximalniho tubulu, Henleho klicky, distalniho tubulu a ze sbérné-

ho kanalku, do kterého usti nékolik nefronti (Homolka 1984).
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Obrazek 1: Stavba nefronu. Prrevzato z (Merkunovd, 2008, str. 167).

Glomerulus je tvotfen klubic¢kem krevnich kapilér s pfivodni (aferentni) a mensi
odvodni (eferentni) arteriolou. Je obklopen Bowmanovym pouzdrem, tvofenym rozsiie-
nym zakoncenim proximalniho tubulu. Uvnitf Bowmanova pouzdra je prostor, kde
vznikd ultrafiltrat krevni plazmy (primarni mo¢) mechanismem oznacovanym jako glo-
merularni filtrace.

Proximalni tubulus navazuje na glomerulus a pfechazi do Henleho kli¢ky. Je vy-
stlan bunikami s fadou specializovanych funkei. V proximalnim tubulu probiha zpétna
resorpce vody a NaCl, téméf uplné zpétna resorpce glukozy, vétSinova zpétna resorpce
aminokyselin, drasliku, mo¢oviny, uratu, fosfatu a magnesia, hydrogenuhli¢itanu, kal-
cia.

Henleho kli¢ka jako soucést nefronu navazuje na proximalni tubulus. Ma se-
stupné a vzestupné raménko. Sestupné raménko je vysoce propustné pro vodu, vzestup-
né raménko je naopak pro vodu malo propustné, ale aktivné se zde reabsorbuji ionty
sodiku, chloru a vapniku.

Distalni tubulus navazuje na Henleho klicku. Probihd zde reabsorpce malého
mnozstvi iontl sodiku, chloru, vody a hydrogenuhli¢itanu. Dochazi zde k reabsorpci
vapniku. V distalnim tubulu se mize reabsorbovat 1 secernovat draslik. Reaguje také na

antidiureticky hormon (ADH).
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Sbéraci kanalek navazuje na spojovaci segment, ktery s kortikdlnim sbérnym
kanalkem tvofi funkéni jednotku, ve které probihd reabsorpce vody pod vlivem ADH
(Jabor 2008).

ADH je peptidovy hormon, ktery se tvoti v hypotalamu, ale do krve se vylucuje
v zadnim laloku hypofyzy (neurohypofyza). Ridi hospodafeni s vodou, zvysuje jeji
zpétné vstiebavani v ledviné. Pti jeho nedostatku nebo nedostate¢ném pusobeni vznika

onemocnéni diabetes insipidus.

DISTALNI TUBULUS

GLOMERULUS K

1
|
|
Kreatinin, antibiotika, |
diuretika a kyselina mocova |
|
I
1
|
1

Urea

PROXIMALNI TUBULUS

NaCl 25

SBERACI KANALEK

HENLEOVA KLIEKA

Obrazek 2: Fyziologické déje v nefronu, oranzové: hormony, modre: procenta, zelené: sekrecni pochody,
Cervené: resorpcni pochody. Prevzato a upraveno dle (www.wikiskripta.eu/index.php/Diuretika).

Epitel proximalniho tubulu mé dvé funkce: resorp¢ni a sekre¢ni. Diky transport-
nim proteinim sodikové ionty primarni moci snadno pronikaji do bunék, kde se jejich
koncentrace udrzuje nizka. Se sodnymi ionty je spojen i pohyb vody a chloridi. Zde se
vstiebava asi 60 % vody. Resorpce sodnych iontil je zobrazena na Obrazku 3.

| ostatni fyziologicky dulezité kationty — draslik, vapnik a hoi¢ik - se zde
Z nejvetsi ¢asti zpétné resorbuji. Glukdza, aminokyseliny a nizkomolekularni latky, kte-
ré jsou pro organismus velmi dulezité, se zpétné resorbuji specifickymi transportnimi
mechanismy. Peptidy a proteiny se v sinech mezi mikroklky koncentruji pfi transmem-
branovém piestupu tekutiny. Do bunék vstupuji endocytézou. V buinikdch se pomoci
lysozomu enzymaticky rozkladaji na zakladni stavebni kameny — aminokyseliny (Liill-
mann a kol. 2004).

12


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Diuretika

primarni moé ) intersticium
kanackovy -

lem

—bazalni
labyrint

Nat—-< )—= Na" Na*t

trans-
portni
protein

Na®/K'-ATPaza
(iontovd pumpa)

= zonula
occludens

Obrazek 3 : Zpétnd resorpce Na* v proximalnim tubulu. Na* se do epitelialni buiiky i z ni ven transportu-
Je aktivne, chloridy a voda je pasivné sleduji. Prevzato z (Liillmann 2004, str. 247).

Na Obrazku 4 je dobte viditelny karboanhydrazovy mechanismus, kde se zpé&tné
resorbuji hydrogenuhli¢itanové ionty (HCOj3). Tento mechanismus je velmi dualezity

pro vznik a disociaci kyseliny uhli¢ité.

pramarni moé

Obrazek 4 : Zpétna resorpce HCO5 V proximdlnim tubulu (karboanhydrdzovy mechanismus). CO, Vzni-
kajici karboanhydrazovou reakci snadno difunduje do bunky, a tam se zase miize preménit na
H,COj; a potom na HCO5 a H*. Proton H*, ktery se p#i intraceluldrni reakci uvolituje, se vyuzije
ke zpétné resorpci Na*. Prevzato z (Liillmann 2004, str. 247).

Exkrecni funkce se predevsim tyka organickych kyselin, napt. kyseliny mocove,
ktera se v distalnim tGseku proximalniho tubulu aktivné secernuje. Takto se mohou ak-
tivne secernovat 1 kyseliny télu cizi napt. peniciliny, acidicka nesteroidni antiflogistika
charakteru kyselin (Liillmann a kol. 2004).
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2.1.2 SloZeni moce

Mo¢ je nejdostupnéjsi biologickou tekutinou. Vytvaii se v ledvinach glomeru-
larni filtraci, tubulérni resorpci a tubularni sekreci. Mnozstvi latek, které se do moci
vylucuji, je rizny podle toho, jaké jsou potieby organismu. Pii onemocnéni vyvodnych
cest mocovych se v mo¢i muzou objevit i latky, které za normalnich okolnosti v moci
nenajdeme (Homolka 1984).

Stény glomerularnich kapilar jsou v podstaté valcovitym filtrem s velmi malymi
pory. Témi neprojdou krvinky, ani bézné plazmatické bilkoviny. Prochazeji pouze bil-
koviny s malou molekulovou hmotnosti, jako jsou napf. myoglobin, amylaza nebo he-
moglobin. Primarni mo¢ je ultrafiltrat, ktery obsahuje vSechny filtrované slozky
Vv poméru, v jakém se nachdzeji v plazmé. Teprve v tubulech se upravuje mnozstvi mo-
e a také zde dochazi k upravé jejiho latkového slozeni. Za sekundu se prefiltruje okolo
2 ml ultrafiltratu, coz je za den 180 litri. Definitivni mo¢ obsahuje konecné produkty
latkové premény, které organismus jiz dale nevyuzije (mocCovina, kreatinin), latky, které
organismus piijal v nadbytku (napft. vodu, ionty sodiku, drasliku, chlorida), latky, které
pronikly tubuldrni resorpci (amylédza, aminokyseliny) a latky, které ledviny vytvoii
Vv ramci své regulacni ¢innosti (napf. dihydrogenfosfore¢nany, amonné ionty) (Homolka

1984).

2.1.3 Historie

Nejstar$i zachovaly soubor nazorti na ptivod riiznych nemoci nalezneme u Albi-
ka na pfelomu 14. a 15. stoleti.

Z diagnostickych metod typickych pro sledované obdobi je tieba jmenovat pie-
devsim uroskopii, tj. zkoumani projevii nemoci podle moci. | v domécich ikonografic-
kych pramenech je baiika s riizné zbarvenou moci jednim z atributi doktora mediciny.
Odborn¢ o uroskopii pojednal jiz jeden z prvnich prazskych profesorti mediciny, M.
Havel ze Strahova ve spisu Tractatus urinarum.

Jinou diagnostickou metodou byla hematoskopie, zkoumani krve. Na rtuzné ne-
moci se usuzovalo z jeji barvy, konzistence, chuti (to plati i pro zkoumani mo¢i), pachu,
teploty, zpénénosti, srazlivosti, pfitomnosti zlutého barviva nebo pevnych télisek. N¢&-
které vlastnosti se zkoumaly ihned po zachyceni v tekutém stavu, jiné po jejim vysraze-
ni. V Ceskych zemich byla znama jiz pojednani salernské Skoly, vrcholnym dilem jsou
v tomto ohledu pasaze ve spisu Krétana z Prachatic (13667 - 1439) De sanquinis minu-
cione (O pousténi krve) zachovalém v osmi opisech z 15. stoleti (Svobodny 2004).
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Je mozno konstatovat, ze jiz od dob Hippokratovych az prakticky do konce 18.
stoleti je znamo asi 200 specialnich spisti o analyze moci. Je pochopitelné, ze se tyto
prace zabyvaly predev§im popisem mnozstvi, barvou a dal§imi vlastnostmi moci. Na
druhé stran¢ vSak znacnd cast téchto knih byla vénovéna i mocovému konkrementu,
kterému se pripisoval velky prognosticky vyznam (Michalec 1988).

Zaklady modernich chemickych analyz moci se kladou do 17. az 19. stoleti, kdy
doslo k rozvoji chemie a ostatnich pfirodnich véd. Prohloubili se znalosti o funkci led-
vin a doslo k rozvoji vySetfovani moce diagnostickymi prouzky, které dodnes umozuji

vykonavat vySetieni u lizka nemocného (Homolka 1984).

2.1.4 Odbér moci

Odbér moci je velmi dilezity. Pii odbéru velmi zélezi na Cistoté zevniho Usti
mocove trubice, mélo by byt peclivé omyté mydlem a vodou. Zpiisob odbéru moce také
zavisi na zdravotnim stavu pacienta, u déti a starych lidi je vhodnéa spoluprace druhé
osoby. Nejlepsi je zpracovavat sttedni proud mo¢i, tim se zabrani vydani patologického
vysledku u zdravych jedinct. Pokud neni mozné spontanni mo¢ odebrat nebo vychazeji

sporné vysledky, je vhodné mo¢ odebrat cévkovanim nebo punkci mocového méchyie.

Mo¢ se ziskava:

1) Spontannim mocenim (napt. ranni moc¢, k analyze se pouzije vzorek

Z celého mnozstvi)
2) Spontannim mocenim (k vySetieni se pouzije pouze vzorek stfedni porce)
3) Sterilnim cévkovanim moc¢ového méchyie
4) Perkutanni, suprapubickou punkci moc¢ového méchyte

Je velmi diilezité, aby odbérové nadoby byly naprosto ¢isté, nejlépe sterilni. Ste-
rilni nadobu si pacient mlize vyzvednout u lékate nebo pfimo v laboratofi. Vymyti né-
doby teplou vodou vétSinou neni dostacujici. Mo¢ je dulezité zpracovat co nejdiive,
nejlépe do dvou hodin od odebrani. Jestlize se mo¢ necha stat delsi dobu pii laboratorni
teploté na piimém svétle, dochazi k rychlému rozpadu organickych soucasti. Jestlize
neni mozné okamzité zpracovani vzorku, je nejlepsi mo¢ uchovavat v chladni¢ce pii
4°C (tak je mozné mo¢ uchovat nejdéle 24 hodin bez podstatnych zmén) (Michalec
1988).
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U zen by se nemél odbér provadét v obdobi menstruace z divodu kontaminace
menstruacni krvi. Nedodrzenim preanalytické faze a transport vzorku za nevhodnych
podminek miize zhorsit vypovédni hodnotu vysetfeni moce (rozpadlé elementy, pomno-

zeni bakterii, kvasinek atd.). Mtize tak dojit nevédomky k poskozeni pacienta.

2.1.5 Mo¢ a jeji vlastnosti

Dospély zdravy ¢lovek produkuje denné 500-2000 ml moce tvotené z 95 % vo-
dou (Koolman, R6hm 2009). Mnozstvi moce piirozené kolisa podle toho, kolik vypije-
me tekutiny a kolik ji ztratime extrarenalné - to znamena potem, stolici, dychanim, sli-
nami nebo zvracenim. Charakteristickou barvou moce je zlatozluta a odstin kolisa podle
toho, jakou ma mo¢ hustotu. Pfes den je moc¢ svétlejSi nez moc ranni, ktera je koncen-
trovangjsi. Jestlize stoji mo¢ delsi dobu na vzduchu a svétle, vétsinou ztmavne. Cerstvé
vylouéena moc¢ je Cira, po chvilce se v ni tvofi oblackovité zkaleni, které vznika z malé
pfimési hlenu z vyvodnych cest, z odloupanych epitelii a leukocytl. Po vychladnuti
vypadavaji ¢asto z moc¢i rozpusténé soli, které tvori bélavy az nacervenaly sediment.
Cerstvé vylouéena mo¢ ma specificky, lehce aromaticky zapach, ktery se po del$im sta-
ni na vzduchu méni v ¢pavkovy, to ma na svédomi amoniak vytvofeny pii amoniakal-
nim kvaseni mo¢i z mo¢oviny (Hoftejsi a spol. 1957).

V moci je rozpustény velky pocet latek, a proto je hustota moci vétsi nez hustota
vody. Hustota moci kolisa podle toho, jak velké mnozstvi pevnych latek se moci vylu-

Cuje a kolik tekutiny je v organismu pro tvorbu moci k dispozici (Hotejsi a spol. 1957).

2.1.6 Onemocnéni ledvin a moc¢ovych cest

Nemoci ledvin jsou casto klinicky bez ptiznakli a diagndéza Casto zavisi na po-
mocnych vySetfovacich metodach. Podle profesora Zimy se onemocnéni ledvin da roz-
délit do né€kolika zékladnich skupin:

e (Cévni onemocnéni ledvin — zde je mocovy nélez maly, obvykle je
jen mirnd proteinurie, k vySetfeni se pouZzivaji zobrazovaci meto-
dy

e Nemoci glomerull — hlavnim projevem je patologicky nalez
V moci — proteinurie nebo hematurie, vysetfuje se mocovy sedi-

ment, proteinurie, clearence kreatininu, aj.
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e Nemoci tubulli — projevuji se specifickou poruchou slozeni vniti-
niho prostfedi (napf. metabolicka acidoza s vysokym pH moci),
nebo nalez nékterych analytl, které se v moci nevyskytuji (napf.
glykosurii nebo aminoacidurii), vysetfuji se odpady iontl, fosfa-
ta, uratt, glukozy, aminokyselin, aj.

e Nemoci rendlniho intersticia — projevuji se obvykle pomalym a
relativné asymptomatickym vyvojem renalni insuficience, v moci
je minimalni mocovy nalez, mize prevazovat leukocyturie, vyset-
fuje se mocovy sediment, kultivace moci, aj.

e Obstrukéni nefropatie — mtze dojit k oboustranné obstrukcei, ktera
se projevi akutnim selhanim ledvin. Urolitidza mize mit metabo-
lickou pfi¢inu, mlize souviset napf. s chronickou dehydrataci,
nizkym pH mo¢i, hyperkalciurii, hyperoxalurii aj., vySetfeni ul-
trasonografii, CT, vySetfeni moci a sérového kreatininu.

e Akutni selhani ledvin — mize byt zpusobeno onemocnénim led-
vin nebo obstrukci mocovych cest, poruchou perfuze ledvin pfi
dehydrataci, snizenim srde¢niho vydeje nebo pti podavani neste-
roidnich antirevmatik, vySetfeni mo¢i, vySetieni sérového kreati-
ninu a biochemie, ultrasonografie ledvin aj.

e Chronické selhani ledvin — vyviji se béhem nékolika let, labora-
torni zmény jsou podobné jako u akutniho selhdni ledvin, vySet-
feni ledvin, sérového kreatininu a glomerularni filtrace, ultraso-

nografie ledvin aj (Zima T. 2007).

2.1.7 Infekce mocovych cest

Mocové cesty jsou z fyziologického hlediska zcela sterilni, po¢inaje ledvinami
az po distalni usek mocové trubice. Zde se objevuje mikroflora pohlavnich cest, mikrof-
lora koZni a pfi nedostatecné hygiené€ 1 mikroflora rektdlni. Bakterialni flora mocové
trubice se za normalnich podminek neustdle s moci vyplavuje. Bakterie nejcastéji pro-
nikaji do mocového ustroji vzestupnou cestou z konec¢né ¢asti tlustého stfeva. Infekce
zacina kolonizaci poSevniho vchodu, dale bakterie pronikaji pfes mocovou trubici do
mocového méchyie, kde dochazi k jejich usidleni (Mad’ar a kol. 2006).

Infekce dolnich mocovych cest rozdélujeme na zanét mocové trubice, mocového

meéchyte a prostaty. Infekce hornich mocovych cest rozliSujeme na bakteridlni zanét
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ledvinné tkan€ — pyelonefritidu, intrarendlni a perirendlni absces. Daéle jesté infekce
jev infekce mocovych cest. Je to stav, kdy jsou bakterie usidleny a rozmnozuji se
v mocovém traktu. Je velice diilezité rozeznat kontaminaci od skutecné infekce. Proto
se za bakteriurii povaZuje p¥itomnost vice nez 10° bakterii/ml ve dvou po sob& nasledu-
jicich vzorcich stiedniho proudu moci (Tesat, Schiick a kol. 2006).

Pivodcem mocové infekce mize byt endogenni mikroflora neboli vlastni mikroflo-
ra. Ta je vétSinou pavodem z gastrointestinalniho traktu. Nebo to muize byt exogenni
mikrofldra, tzn. od jiného pacienta nebo zdravotnického personalu. Vyznamnym zdro-

jem infekce jsou pacienti bez ptiznakd (Madar a kol. 2006).
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3 CIL PRACE

Hlavnim cilem mé prace je seznameni se zédkladnimi principy metod chemického
vySetieni moci. Zaméfuji se zejména na chemicky rozbor lidské moc¢i pomoci diagnos-

tickych prouzkii a déale se vénuji mocovému sedimentu.

19



4 CHEMICKE VYSETRENI MOCI DIAGNOSTICKYMI
PROUZKY

Nez byly do praxe zavedeny diagnostické prouzky, moce se chemicky stanovo-
valy ve zkumavkach. Denaturace bilkovin se provadéla kyselinou sulfosalicylovou, u
glukézy se vyuzivaly jeji redukéni vlastnosti (Fehlingova zkouska-redukce Cu®*), keto-
latky se prokazovaly reakei s nitroprusidem sodnym v alkalickém prostfedi za vzniku
fialového komplexu (Legalova zkouska). Hemoglobin se prokazoval Heitz-Boyerovou
zkouskou vyuzivajici pseudoperoxidazovou aktivitu hemového Zeleza, které katalyzo-
valo oxidaci vhodnych chromogent na barevné produkty H,O,. Bilirubin oxidoval na
zeleny biliverdin pfi Rosinové zkousce s jodem nebo Ehrlichova zkouska, kde reagoval
urobilinogen s 4-dimethylaminobenzaldehydem v kyselém prostiedi za vzniku barevné-
ho kondenza¢niho produktu. Tyto metody byly urité cenové nenaro¢né, ale uvazime-li,
ze kazda moc¢ pottebovala k chemickému stanoveni 6 dalSich zkumavek, tak zde byla
spi$ naro¢nost na zpracovani.

Pied rokem jsem pracovala v mensi biochemické laboratofi, kde se jesté pfi
sporném zbarveni diagnostického prouzku ke stanoveni bilkoviny pouzivala kyselina
sulfosalicylova, k prikazu bilirubinu jod a na urobilinogen Ehrlichovo ¢inidlo. U téchto
zkumavkovych metod byla reakce opravdu nepiehlédnutelna.

Dnes pracuji ve velké laboratofi, kde denné pfichazi vic jak stovka moci a tak
vySetieni diagnostickymi papirky je zde neocenitelnd pomoc. V laboratofi je pfistroj
Sysmex UX 2000, ktery vyhodnocuje jak chemické tak mikroskopické stanoveni moce

a je popsan na konci mé prace.
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Obrazek 5: Diagnostické prouzky Hexaphan firmy Lachema Brno pouzivané v nasi laboratori.

Dilezitym pfedpokladem ke spravnému vySetfeni moce je také jeji spravny od-
bér. Pro vysetieni je nejvhodnéjsi ranni moc, ktera je koncentrovanéjsi a kyselejsi. Moc,
ktera je odebrana pozd¢ji je ovlivnéna jiz pfijmem tekutin (snizeni osmolarity, ktera
vede k poskozeni formovanych elementi). Nékdy dochézi i k ovlivnéni 1éky nebo stra-
vy. Mo¢ ma byt co nejdiive po odbéru transportovana ve sterilnich zkumavkach pfti za-
chovani preanalytické faze do laboratofe a pokud je to mozné, ma byt ihned zpracovana

(Dvotacek a kol. 1998).

411 Stanoveni pH moci

Bez ohledu na vek je u zdravého ¢lovéka pH moci nizsi nez 6. Predpokladem
spravného vyhodnoceni pH moci je to, ze pacient netrpi infekci mocovych cest (Jabor
2008).

Koncentrace vodikovych iontli v mo¢i (vyjadiend jako pH) zavisi nejen na cha-
rakteru pfijimané potravy, ale téz na individualni metabolické situaci. Jestlize v potravé
prevazuji zivoc¢isné proteiny, které vazou organicky siru a fosfor, vylucuje se kyselad
mo¢ (pH pod 5). Opakem je vylucovani alkalické moci (pH nad 7), kterou zpiisobuje
laktovegatabilni dieta. Ledvinové tubuly se vyznamnou meérou podileji na udrZzovani
acidobazické rovnovéhy tim, Ze reabsorbuji Z primérni moce hydrogenuhli¢itan, vylucu-
ji vodikové ionty pfeménou dihydrogenfosfatli na monohydrogenfosfaty nebo tvorbou

amonnych iontli. Vylu¢ovani vodikovych iontd predstavuje pro ledvinu zna¢nou ,,che-
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mickou préaci® uvazime-li, ze ledvina je v tomto ptipad¢ nucena pracovat proti tisicina-
sobnému koncentracnimu gradientu (pH plazmy filtrované v glomerulech je 7,4, kdezto
pH kone¢né moci mize byt az 4,5) (Masopust 1982).

Jestlize pH moce zlstava trvale pod 5,5, mluvime o acidurii. Tu miize zapfiCinit
masité strava (v moci je vice sulfat a fosfati), soucasné¢ muze stoupat kyselina mocova,
ktera zpusobuje onemocnéni kloubti - dnu. K vylucovani kyselé moc¢i muize vést meta-
bolickd nebo respiracni acidoza, jako renadlni kompenzace téchto poruch acidobazické
rovnovahy. Jestlize dojde ke stanoveni soucasn¢ acidurie a ketonurie, vysledky vétSinou
sveédci o hladovéni nebo jde o nedostatecny piijem sacharidi.

Alkaliurie znamena trvale vyssi pH nez 6,5. Jestlize se vylouci laktovegatabilni
dieta nebo podavani alkalizujicich latek, vysledek se mlZe spojit s mocovou infekci
bakteriemi, které hydrolyzuji mocovinu. Odstépeny amoniak alkalizuje mo¢. Pti dlou-
hém stani kontaminované moce dochazi k ,,amoniakalnimu kvaseni* a pH moc¢i miize
byt vyssi i nad 8,5. Respiracni i metabolicka alkal6za vedou z pocatku k alkaliurii. Kdyz
se v8ak vyvine deplece drasliku nebo vznikne hyperaldosteronismus, je mo¢ kysela.

Stanoveni pH moci je dalezité pro vysetfeni mocového sedimentu. Ma nejvetsi
klinicky vyznam ve spojitosti s dal§imi informacemi o zdravotnim stavu pacienta. Ve
spojeni s dal§imi symptomy a laboratornimi nalezy se stava dilezitym ukazatelem pfi

stanoveni diagnozy (Masopust 1982).

Obrazek 6: Diagnosticky prouzek nahore, hodnoceni zprava: pH 5, bilkovina negativni, cukr negativni,
ketoldtky negativni, urobilinogen negativni, krev negativni. Diagnosticky prouzek dole, hodno-
ceni zprava: pH 8,5, bilkovina pozitivni, cukr negativni, ketoldatky negativni, urobilinogen pozi-
tivni, krev negativni.
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Princip metody

Indikacéni zéna obsahuje smésny acidobazicky indikator (vétSinou se vyuziva

metylova Cerven a bromthymolova modi) S barevnym pfechodem z oranzové

pies zZlutou a zelenou do modré v rozmezi 5 - 9. Hodnotu pH zjiSténou testem

1ze odecist s presnosti 0,5 jednotky pH. Test mtize byt ruSen ptitomnosti cizoro-

dych latek kyselé nebo alkalické povahy, které se mohou v moci vyskytovat

(www.wikiskripta.eu/index.php/VySetfeni moci/chemické).

4.1.2 Bilkovina v mo¢i

Do primarni moc¢i zdravym glomerulem prochazi jen malé mnoZzstvi albuminu a

malo mikroproteinti. Tubularni buniky pak vétSinu albuminu a mikroproteinii vychytaji,

takze u zdravého jedince se V moci neobjevi vic nez 0,15 g proteinli za den, prevazné je

to albumin.

Patologické proteinurie mizeme rozdélit do nékolika skupin:

1)

2)

Renalni proteinurie — pfi¢inou je onemocnéni ledvin. Do primarni moci
pronika vétsi mnozstvi proteini, protoze je poskozen glomeruldrni filtr.
Jestlize je poSkozeni glomerulli malé, nachdzime v moc¢i hlavné albu-
min a bilkoviny o molekulové hmotnosti do 100000 (napf. transferin).
Pfi¢inou je ztrata negativniho ndboje glomerularni membrany. Albu-
min, ktery ma vysoky negativni nadboj, neni membranou odpuzovan a
volné prochazi. Tento typ proteinurie se jmenuje glomerularné selek-
tivni. Je-li poskozeni membrany vétsi a v moc€i nachazime jesté bilko-
viny o vétsi molekule (napf. imunoglobuliny), mluvime o proteinurii
glomerularné neselektivni. Lécba je vétSinou malo UspéSna. Pfi one-
mocnéni tubularnich bunék mluvime o tubularni proteinurii. V moci
nachazime bilkoviny o mensi molekule nez je albumin. Patii k nim

hlavné B,-mikroglobulin, az-mikroglobulin nebo lysozym.

Prerendlni proteinurie — pfi¢inou neni onemocnéni ledvin. Vysoké kon-
centrace bilkoviny v Krvi s malou molekulovou hmotnosti zptisobi to,
ze bilkoviny projdou zdravym glomerulem. Jedna se o myoglobin pii
zhmozdéni svalll nebo lehké fetézce Bence-Jonesovy bilkoviny u ne-

mocnych s mnohoc¢etnym myelomem.
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3) Subrenalni proteinurie — bilkovina v mo¢i pochdzi z mocovych cest pfti

skyt leukocytti v mo¢i) nebo hematurie (vyskyt erytrocyti v moci).

4) Ptechodna proteinurie — muze se objevit po velké fyzické namaze, pii
prehfati nebo podchlazeni organismu, po vazokonstrikénich lécich,
V horecce. VétSinou proteinurie zmizi po odeznéni vyvolavajicich pfi-
¢in. Patii sem jest¢ ortostatickd (juvenilni) proteinurie, ktera se objevuje
u rychle rostoucich déti. Nastava pii pohybu nebo vstoje, v noci vymizi.

V dospélosti se tento typ proteinurie uplné ztrati.

5) Arteficialni proteinurie — je zpisobena imysIné pacientem, ktery si do
moce pridava bilkovinu. VétSinou jde o vajecny bilek. BéZnymi testy se

neda rozpoznat od pravé proteinurie (Racek 1999)

Princip metody

Test je zalozen na principu tzv. ,,proteinové chyby indikatoru® napft. tetrabrom-
fenolové modfi. Indika¢ni zéna obsahuje kysely pufr a specialni indikator, ktery
Vv pfitomnosti bilkovin méni zbarveni ze Zluté pies zelenou do modré. Test je vysoce
citlivy na albumin a indikuje jeho pfitomnost v moci jiz od 0,1- 0,5 g/l. Podstatné nizsi
citlivost vykazuje vuéi globulinim, mukoproteinim, hemoglobinu a Bence-Jonesové
bilkoving. Dtikaz bilkovin v mo¢i neni ovliviiovan hodnotou pH moce ve fyziologickém
rozmezi. U silné alkalickych mo¢i muze test davat falesné pozitivni reakci (Masopust
1982).

Pro priikaz bilkovin v moc¢i je také mozné pouzit zkumavkovou metodu a to kva-
litativni priikaz bilkovin kyselinou sulfosalicylovou. Je to nejlevnéjsi a nejcitlivejsi me-
toda, ktera neni ovlivnéna pH moci. Principem je denaturace bilkovin, pfi které vznikne

zakal, ktery je pfimoumérny obsahu bilkovin.
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Obrazek 7: Diagnosticky prouzek nahore negativni. Diagnosticky prouzek dole, hodnoceni zprava: pH 5,
bilkovina pozitivni, cukr pozitivni, ketolatky negativni, urobilinogen negativni, krev negativni.

4.1.3 Glukéza v moci

Koncentrace glukdézy v moc€i zavisi na hodnoté glykémie a zejména na funkci
ledvin. Ledviny maji dalezitou ulohu pfi regulaci hladiny glukézy v plazmé. Koncentra-
ce glukdzy v plazmé je udrzovana v rozmezi 4-5 mmol/I.

Glukoéza je kompletné filtrovana glomerulem a za fyziologickych podminek je
reabsorbovana az v proximdlnim tubulu aktivnim transportem. Dokud koncentrace
Vv ultrafiltratu ztstane pod tubularnim transportnim maximem, veskera filtrovana gluko-
za je reabsorbovana. Pii diabetu je vyznamné piekroCena plazmaticka koncentrace
glukézy (tedy 1 koncentrace ultrafiltratu) a mtze byt piekroceno transportni maximum.
V tomto piipadé dojde ke glykosurii (Jabor 2008).

Stanoveni koncentrace se provadi hlavné ve sbirané moci, nejcastéji enzymatic-
ky. Casté je i semikvantitativni stanoveni diagnostickym prouzkem. Klinicky vyznam
zjistovani ztrat glukozy je dulezity u diabetiki.

V téhotenstvi je u nékterych Zen pfitomnost glukézy v moci fyziologicka a neni
pfiznakem Z4dného onemocnéni. U jinych miZze naopak gluk6éza v moci svédcit pro

mozny vznik téhotenského diabetu.

V souvislosti s metabolismem glukézy je z klinického hlediska nejdtlezitéjsim
pojmem renalni glykosurie, tedy pfitomnost glukdzy v moc¢i pii normalnich plazmatic-

kych koncentracich glukozy.
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Glukoza v moci se mlize objevovat také pti prudkém zanétu slinivky btisni nebo
pfi vyrazném stresu, znamy jsou i piipady glukozy v moci vyskytujici se pfi tzv. Fanco-
niho syndromu, coz je onemocnéni postihujici ledviny, pii kterém je porusené zpétné
vstiebavani nékterych latek, vCetné glukozy zpét do krve atyto latky se poté objevuji
V moci.

Kazdy den je ledvinami zplazmy piefiltrovano 160-180 g D-glukézy.
V proximalnich tubulech ledvin se prostfednictvim transportéru SGLT2 (selektivni
glukézovy transportér 2) S vysokou kapacitou a nizkou afinitou 90 % glukozy obvykle
vstieba zpét do krve. Zbylych 10 % glukozy se vstiebava pomoci transportéru SGLT1
(selektivni glukozovy transportér 1) S nizkou kapacitou a vysokou afinitou. Oba trans-
portéry — SGLT1 a SGLT2 pracuji na principu kotransportu sodiku a gluk6ézy z moci do
bunky, na ktery navazuje glukézovy transportér typu GLUT-2, ktery zabezpecuje navrat
glukézy do krevniho ob&hu. Sodik prefiltrovany do bun€k spolecné s glukézou je odva-
dén pomoci Na'/K* pumpy zavislé na ATP. Rozdil mezi SGLT1 a SGLT2 mimo roz-
dilné kapacity a afinity k substratu je 1 v lokalizaci a specifité vici glukoze. Transportér
SGLT2 se nachdzi pouze v ledvinach a transportuje jenom glukozu, transportéry
SGLTI1 se vyskytuji také v oblasti stieva a umoziuji transportovat kromé glukozy i ga-
laktozu (http://www.remedia.cz/3959.magarticleprintversion.ashx).

Mechanismus reabsorpce glukozy je dobie patrny viz Obrazek 8.

Bazolaterélni membréna

\ GLUT/2
SGLT1/2 « - L e /
Na~ ‘. e =¥,
b ~ //_—_> O x——_\
@ l
Gluccse
<
s Glucose
Kartacovy lem \’ Na®
.. Nag
Na® ° N\ :
Tight —— K*
junction N Na'/K*
= > pump

Boéni intraceluldrni prostor
Obrazek 8: Vstirebavani glukdzy z glomeruldrniho filtratu pomoct tubuldrniho epitelu do krve. Prevzato

a upraveno dle (http://www.nature.com/ki/journal/v79/n120s/fig_tab/ki2010509f4.html#figure-
title).
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Pii vySetfeni je nutné zabranit bakteridlni kontaminaci vzorkd moc¢i rychlym
provedenim analyzy, kratkou mimo laboratorni dobou odezvy, ptipadné skladovanim
vzorku pii 4°C. Oxidanty (peroxidové latky, chlornany) ptisobi faleSnou pozitivitu reak-

ci, reduktanty (zejména pak kyselina askorbova) faleSnou negativitu.

Princip stanoveni

Detekce glukdzy je zaloZena na oxidaci glukozy za vzniku D-glukonolaktonu a
peroxidu vodiku, pribéh reakce je zndzornén viz Obrazek 9. Substrat (D-glukoza) je
oxidovan vzdusnym kyslikem a katalyzovan enzymem glukézaoxiddzou na D-
glukonolakton a peroxid vodiku, ktery v nasledné reakci oxiduje za pfitomnosti enzymu
peroxiddzy chromogenni systém na vyrazn€ barevné produkty. Test zachyti vznikem
zietelné oranzového zbarveni ptitomnost zvyseného mnozstvi glukdézy od 2 mmol/l. Za
horni limit fyziologické glykosurie v prvni ranni moci je povazovana koncentrace cca
1,7 mmol/l. Test je specificky pro D- glukézu, ostatni cukry nedavaji pozitivni reakci.
Enzymové stanoveni glukozy je tady mnohem spolehlivéjsi a presnéjsi nez diive pouzi-
vané metody zalozené na redukénich vlastnostech cukri. Glukozaoxidazova reakce se
pouziva pravé v rychlém testu pro detekci glukdzy v moci. Test neni ovliviiovan pfi-
tomnosti ketolatek v moc¢i a niz§imi koncentracemi redukujicich latek (napt. kyseliny

askorbové) (Masopust 1982).

elukdcaoxiddza

+ 02 D’ * HzDz

OH OH
P-D-glukdza D-glukono-1,5-lakton

Obrazek 9. Glukozaoxiddazova reakce. Prrevzato z (www.wikiskripta.eu/index.php/Glykemie/stanovent).
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4.1.4 Ketolatky

Ketolatky slouzi jako alternativni energeticky zdroj v mozku a ve svalech. Tvofi
se z mastnych kyselin uvolnénych pti hladovéni, patii mezi n¢ aceton, kyselina acetoc-
tova a kyselina B-hydroxymaselna (Muntau 2009).

Pti dlouhodobém hladovéni a u nékterych nemoci jsou ketolatky vyznamny
energeticky substrat pro mimojaterni tkdn€, na prvnim misté pro mozek. Schopnost ner-
vovych bunék vyuzivat ketolatky jako energeticky substrat predstavuje vyznamny me-
chanizmus umoznujici mozku vyuZzivat zasob energie v tukové tkéni, prestoZze mastné
kyseliny neprochazeji hematoencefalickou bariérou. ZvySena tvorba a utilizace ketola-
tek snizuje naroky na glukoneogenezi. Ketolatky ziejmé inhibuji proteolyzu ve svalech
a jejich zvySend hladina je vyznamnou soucasti mechanizmil, které zpomaluji rychlost
proteokatabolickych reakci pti hladovéni (Hole¢ek 2006).

Detekce ketolatek v moci je velmi dilezita zejména pro v€asné rozpoznani me-
patii hyperglykémie, vyvoland absolutnim nebo relativnim nedostatkem inzulinu. Sni-
zena utilizace glukdzy jako zdroje energie je substituovana zvysenou lipolyzou triacyl-
glycerolii v tukovych tkanich. Mastné kyseliny jsou nadale odbourdvany B-oxidaci za
vzniku acetylkoenzymu A, ktery je normalné oxidovan v citratovém cyklu. Zvyseny
metabolismus tukil u diabetu vede k nahromadéni acetylkoenzymu A, ktery kondenzuje
na kyselinu acetoctovou. VEtsi ¢ast takto vytvorené kyseliny acetoctové je redukovana
Vv jatrech na kyselinu B-hydroxymaselnou, mensi ¢ast je spontanné dekarboxylovana na
aceton. Pfi vystupfiované ektogenezi, kdy ketolyza v tkénich nestaci ketolatky odboura-
vat, dochazi k jejich kumulaci v krvi a ptestupu do moce (ketonurie). Termin ,ketolat-
ky“ zahrnuje predevsim kyselinu acetoctovou, aceton a kyselinu B-hydroxymaselnou
viz Obrazek 10.

Kyselina acetoctova CH3 - CO - CH; — COOH

Kyselina B-hydroxymaselna CH:— CH— CH>»— COOH

I
OH

Aceton CH3; - CO —CHjs

Obrazek 10: Vzorce ketolatek.
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Princip metody

Test je zaloZzen na znamém principu Legalovy reakce. Kyselina acetoctova rea-
guje s nitroprusidem sodnym a glycinem v alkalickém prostiedi za vzniku fialového
zbarveni Viz Obrazek 11, jehoz koncentrace je umérna mnozstvi ketolatek ve vySetio-

vané mo¢i (Teplan a kol. 2009).

R CH,

~ .
Na,[Fe(CN)sNO]  + <|3

| sl 0 B ['5[Fe(CN)sN=CH-C-R]
nitroprusid sodny )

fialovy komplex

Obrazek 11: Reakce nitroprusidu s ketonem. Legalova reakce. Prevzato z
(www.wikiskripta.eu/index.php/Ketolatky v_moci).

Test je velmi citlivy na kyselinu acetoctovou a zachyti jeji ptitomnost v mo¢i jiz
od koncentrace 0,5-1,0 mmol/l. Nitroprusid vubec nereaguje s kyselinou f-
hydroxymaselnou a v malém procentu reaguje s acetonem. Reakce neni rusena zadnou
Z ptirozenych soucasti moce, ale je citliva na vzdusnou vlhkost. Tento princip prukazu

ketolatek je celosvétoveé pouzivany (Teplan a kol. 2009).

4.1.5 Bilirubin

Bilirubin je produktem metabolismu hemu. Do plazmy se dostava jako nekonju-
govany a nerozpustny ve vod¢. Aby se mohl transportovat ve vodném prostiedi, je va-
zany na albumin. Z plazmy je bilirubin vychytavan jaternimi bunkami jako odpadni
latka, ktera musi byt z organismu vylouéena. V jaterni butice se bilirubin uvolni z vazby
na albumin a je konjugovan s kyselinou glukuronovou. Odtud je transportovan do zlu-
¢ovodu a do duodena. Bilirubin se za fyziologickych podminek v moci nevyskytuje
(Cermékova, Stépanova 2003).

Zpusobuje tmavé zbarveni moce, a to by mélo byt odliSeno od jinych tmavych
zbarveni moce. Nekonjugovany bilirubin v moc¢i nemiizeme prokazat, protoze neni roz-
pustny ve vod¢ (Ehrman, Hilek a kol 2014).

Plazmaticka koncentrace bilirubinu v normé je 17 pmol/l, jestlize je koncentrace
vetsi nez 30 pmol/l, mizeme mluvit o hyperbilirubinémii. KizZe a skléry se zanou
zbarvovat zluté, protoze dochazi k vazbé bilirubinu ve tkanich (Silbernagl, Lang 2010).

Rozlisuji se tii formy ikteru: prehepatalni, hepatalni a posthepatalni. U prehepa-

talniho ikteru je v plazmé zvySen nekonjugovany bilirubin, Vv mo¢i mizeme nachazet
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urobilinogen. Vzniké hlavné u novorozencti nadmérnym rozpadem erytrocytd. U hepa-
talniho ikteru dochazi k poruse jaterni bunky. Nejprve je zvyseny nekonjugovany bili-
rubin, ten se v jaterni bunice depolarizuje a jako konjugovany se vraci zpét do krve. Tim,
ze je zvyseny v plazmé, piechazi i do moce. U posthepatalniho ikteru dochazi k uzavéru
zlucovych cest (nejcastéji kamenem). Zvysuje se konjugovany bilirubin, ktery byl uz
jednou vylouceny z jaterni buiiky. Prokazeme ho i v mo¢i (Cermakova, Stépanova
2003).

Princip metody

Reakce bilirubinu je zalozena na azokopulacni reakci se stabilni diazonovou soli.
Vznika rizové az rizovocervené zbarveni. Jestlize je v mo¢i vysoka koncentrace urobi-
linogenu, barva se méni az do oranzova. Proto je vhodné reakéni zénu vyhodnocovat az
po 2 minutach. Fale$né negativni vysledky mohou byt pii vysoké koncentraci kyseliny
askorbové v moci. Vzorky moci by neméli byt na pfimém slune¢nim svétle, protoze tim

se vyvolava oxidace bilirubinu a dochazi tak k falesné negativnimu nalezu (Masopust

1982).

4.1.6 Urobilinogen a urobilin

Urobilinogen a sterkobilinogen pfedstavuji kone¢né produkty katabolismu he-
moglobinu uvolnéného po rozpadu erytrocytd. Urobilinogen je bezbarva sloucenina,
kterd se rozpousti ve vode¢. Je obsazen normalné v moci zdravych jedinci. K preméné
bilirubinu na urobilinogen dochazi z malé ¢asti ve vyvodnych ¢astech Zlucovych cest,
prevazné vsak ve stievech v disledku redukéni Cinnosti stievnich bakterii. Analyticka
diferenciace urobilinogenu je velmi obtiZzna a nemé diagnosticky vyznam. Urobilinogen
je normalnim katabolickym produktem, ktery za fyziologickych podminek vznika
Vv ur¢itém konstantnim mnozstvi a je také v malém mnozZstvi vyluovan jak moci tak i
stolici. ZvySené vylucovani urobilinogenu nastava pii pretizeni funkéni kapacity jater-
niho parenchymu v disledku zvySeného hemoglobinového katabolismu (Masopust
1982).
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Princip metody

1) Detekce urobilinogenu je zaloZena na principu azokopulaéni reakce sta-
bilizované diazoniové soli s urobilinogenem v kyselém prostiedi. Indika¢ni zéna méni
V pfitomnosti urobilinogenu své zbarveni do rizového az ¢erveného odstinu. Mo¢ urce-
na  kvySetteni na  urobilinogen musi byt chrdnénd pied svétlem

(www.wikiskripta.eu/index.php/VySetfeni moci/chemické)!

4.1.7 Hematurie, hemoglobinurie

Hematurie mize byt projevem celkového onemocnéni, projevem onemocnéni
vyvodnych cest mocovych nebo postizeni glomerulu. RozliSujeme hematurii makrosko-
pickou (moc¢ je zbarvena do Cervena) nebo mikroskopickou (pfimés krve neni makro-
skopicky patrna), podle ptivodu erytrocytll na hematurii prerendlni, rendlni a postrenalni
(Navratil a kol., 2008).

Z hlediska laboratorni diagnostiky je nutno vénovat vétsi pozornost zachytu mi-
krohematurie, u makrohematurie je zase nutné vyloucit ptipadné pticiny zbarveni moce
(napt. porfyrie, uzivani derivat pyrazolonu atd.). Nejcetnéjs$i hematurie je renalni, ktera
je vétsinou doprovazena proteinurii. Pfi¢ina muze byt v samotné ledving, kdy jeji glo-
meruly jsou poSkozeny natolik, Ze propoustéji krevni bunééné elementy. Ledvina miize
byt také poSkozena sekundarné pii poruchach ob&hovych, napt. pfi trombodze ledvino-
vych zil, pfi venostaze vlivem srde¢ni nedostateCnosti nebo po traumatu, pii urolitidze
nebo u nadorovych onemocnéni ledvin a mocovych cest. U chronickych a akutnich
glomerulonefritid se vyskytuje hematurie az u 90 % ptipadl. U pyelonefritid se rovnéz
zhruba ve 30 % piipadech vyskytuje patologicka hematurie, navic je zde leukocyturie
(Masopust 1982).

Princip metody

Hemoglobin katalyzuje, podobné¢ jako peroxidaza, oxidaci né€kterych substrat
peroxidem vodiku viz Obrazek 12. Reagenéni zona prouzku obsahuje chromogen (napf.
tetrametylbenzidin) se stabilizovanym peroxidem vodiku. Jestlize je v moci pfitomen
volny hemoglobin, dojde k reakci a indikacni zona se zbarvi modre. Jestlize jsou v moci

pfitomny erytrocyty, vytvoii se zelenomodré tecky az skvrny.
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kat.

H,C CH,4 H4C CHy

tetrametylbenzidin benzidinova modf

(bezbarvy)

Obrazek 12: Reakce hemoglobinu na diagnostickém prouzku. Prevzato z (www.wikiskripta.eu/index.php/
Vysetreni_moci/chemické).

Test umoznuje citlivy chemicky dikaz hemoglobinu, protoze zachyti i slabé po-
zitivni reakci jeho piitomnost v moci (koncentraci odpovidajici zhruba 3-5 erytrocytt
v 1 ul moce). Kazda pozitivni reakce testu by méla byt mikroskopicky ovéfena. Vuci
leukocytlim je test podstatné méné citlivy a reaguje slabé pozitivni reakci na jejich pfi-
tomnost v mo¢i teprve od mnozstvi nad 50-100 leukocytt/pul. Fale$né pozitivni reakci
testu mohou vyvolat i peroxidazy bakterialniho ptivodu (v mocich silné kontaminova-
nych nékterymi bakteriemi nebo plisnémi), myoglobin, ktery se mize do moc¢i vyluco-
vat pii rozpadu kosterniho svalstva nebo kontaminace nadoby silnymi oxida¢nimi ¢ini-

dly (Masopust 1982).

4.2 Mocovy sediment

Soucasti chemického vySetfeni moce je vzdy 1 vySetieni sedimentu, diive mikro-
skopicky, dnes ve velkych laboratofich na analyzatorech principem pritokové cytome-
trie. Pfi mikroskopickém stanoveni moce, ale i pfi stanoveni na analyzatorech, se musi
vzit v Givahu, Ze vyluCovani elementli mizZe kolisat v prubéhu 24 hodin. Méni se také
v zavislosti na fyzické aktivite, t€lesné poloze, piijmu potravy atd. Za fyziologickych

7o~

podminek se v moc¢i nevyskytuji zadné patologické elementy.

Erytrocyty — jsou mensi nez leukocyty, tvoifi kulaté diskovité tutvary, ostie
ohranicené, zlutozelen¢ zbarvené. Nemaji jadro a zrnitou cytoplazmu jako leukocyty,
jejich barva 1 tvar se méni v zavislosti na koncentraci a pH moce. Pfi mikroskopickém
odecitani moce se mohou erytrocyty snadno zameénit za nékteré jiné slozky mocového
sedimentu, predevsim za kvasinky, krystaly mocanu amonného a tukové kapénky (Mi-

chalec 1988).
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Leukocyty — v kyselé, neutralni nebo slab¢ alkalické mo¢i maji kulaty nebo po-
lygonalni tvar, obsahuji jedno nebo vice jader. V alkalické moci se leukocyty zvétsuji a
dosahuji téméf velikosti ledvinného epitelu. V siln¢ alkalické moc¢i dochazi k deformaci
leukocyta.

Epitelie — jsou rizného organového puvodu. Vzhledem k jejich velkému poly-
morfismu je velmi obtizné spolehlivé identifikovat misto jejich ptivodni lokalizace. Za
fyziologickych podminek se vyskytuji ojedinéle buniky plochého epitelu mocového me-
chyfe a u zen vaginalniho epitelu. Pii patologickych procesech se vytvareji vhodné
podminky pro velmi bohaté uvoliiovani bun¢k epitelu a mnozstvi bunéénych elementti
se zvysuje.

Mocové valce — vznikaji v mocovych kandlcich a jsou slozeny z bilkovinné
sloZzky a nékterych dalSich soucasti moci. Valce se vyskytuji pfedev§im v moci, ktera
obsahuje bilkoviny, ale dosud nebyla zjisténa pfima zavislost mezi koncentraci bilkovin
a mnozstvim valct. Valce tvofi valcovité utvary razné délky a Sitky s ostie ohranice-
nymi obrysy a zaoblenymi nebo zalomenymi konci. Rozméry byvaji rizné.

Patogenni bakterie — Gonokoky, Stafylokoky a Streptokoky — ¢asto charakteri-
zuji smiSenou infekci mocovych cest. Kvasinky se vyskytuji pii del$im stani mo¢i, vel-
mi rychle se rozmnozuji, tvoii hladké, lesklé a svétlo lamajici ovalné nebo kulaté utvary

ulozené ve skupinach nebo fetizkovitych ttvarech.

Necistoty mocového sedimentu — pii sbéru moce je nutné dbat na Cistotu odbé-
rové nadoby. Do materialu se mohou velmi snadno dostat nejriznéjsi znecisténiny roz-
manitého ptivodu. Nejcastéji neCistoty ze Spatné vymytych sbérnych nadob, dale

z ovzdusi, zbytky potravy, toaletniho papiru, chlupy, vlakna atd (Michalec 1988).

4.2.1 Mocové konkrementy

Konkrementy jsou pevné utvary, které vznikaji v orgdnovych vyvodech v misté
jejich rozsiteni (napf. Zluc¢nik, panvicka ledvinna, mocovy méchyi). V organismu se
muzou vyskytovat v rizném poctu, bud’ jednotlivé, nebo mnohocetné. I jejich velikost
muzZe byt riznd, od zrnka pisku aZ k pfedmétu nckolikacentimetrové velikosti
(www.wikiskripta.eu/index.php/Konkrement, 2014).

Jejich tvorba je podminéna krystalizaci kamenotvornych latek, néaslednou ag-
regaci krystalti a pokracujici apozici, na jejich vznik ma velky vliv pH a slozeni moci.
Konkrementy vzhledem Kk jejich slozeni mtizeme rozdé€lit na kalciové, struvitové, cysti-

nové, uratové, vzacné i jiné (Navratil a kol. 2008).
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Kyselina mocova

Kyselina mocova je konecnym metabolickym produktem purini. Pii pH moce
5,0 se v moci vyskytuje jako méné rozpustna latka nez v séru, proto ji v moci nachézi-
me ve formé& krystalt. Pf1i pH moce kolem 7,0 se tato latka v moc¢i nachazi ve formé
sodnych soli, a proto je vice rozpustnd. Porucha metabolismu kyseliny mocové
Z nefrologického pohledu zptisobuje onemocnéni urolitidzu, akutni tubulointersticidlni
nefropatii a chronickou tubulointersticialni nefropatii uratového pivodu (Teplan a kol.
2006).

Kyselina mocova se Vv mocovém sedimentu mize nachazet v riznych formach
krystal viz Obrazek 13. Nejcastéji se vyskytuji Sestiboké hranoly, ale i formy vietén-
kovitych, brouskovitych nebo soudkovitych krystalt. Formy krystalil jsou zavislé na pH

moci a jsou charakteristicky zbarvené mo¢ovymi barvivy (Michalec 1988).

Obrazek 13: Kyselina mocova mikroskopicky. PouZito z (sekk.cz/atlas/).

Fosforeénan amonnohoiecnaty (tripelfosfat)

Nejtypictejsi tvary tripelfostatii jsou trojboké, ctyfboké a Sestiboké hranoly, kte-
ré maji na konci zkosené nebo zaoblené hrany, pfipominaji svou formou vika od rakve

viz Obrazek 14 (Michalec 1988).

34



e

¢ '._..-‘-" 3 ‘ - S o P
A\ % ) R 2 ;
U o P o e = |
a = .4' i S 2 :. - AAL_.“ »

Obrazek 14: Fosforecnan amonnohorecnaty mikroskopicky. PouZito z (Sekk.cz/atlas/).

Stavelan vapenaty (oxalit vipenaty)

Vyskytuje se v kyselé, neutralni i slabé alkalické moci. Klinickou dilezitost ma
Stavelan v sedimentu pouze bezprostfedné po vylouceni do moci. Fyziologicky se vy-
skytuje v mo¢i po poziti stravy bohaté na kyselinu §tavelovou (napf. jablka, pomerance,
hroznové vino, rajcata aj.) a po vyskytu velkého mnozstvi vitaminu C ve stravé.
V mocovém sedimentu se vyskytuje nejéastéji ve forme bezbarvych, siln¢ svétlo lama-
jicich pravidelnych osmisténd (maji tzv. dopisnicovy tvar) viz Obrazek 15. Jejich veli-

kost je rizna (Michalec 1988).
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Obriazek 15: Stavelan vapenaty mikroskopicky. Pouzito z (sekk.cz/atlas/).

4.2.2 VySetieni mo¢ového sedimentu priitokovymi cytometry

Pritokova cytometrie je laboratorni metodou, ktera umoZziuje pomoci analyzato-
ri — prutokovych cytometrii sou¢asné meéteni fady parametrti u velkého mnozstvi Castic.
Jeji uplatnéni je i pii vySetieni mocového sedimentu. Pi pritokové cytometrii viz Obra-
zek 16 jsou castice oznaCovany ruznymi fluorofory a poté bunééna suspenze proudi
uzkou kapilarou. Pti prichodu kapilarou se castice setkdvaji s paprskem svétla, obvykle
z laseru, ktery vybudi fluorescenci fluoroforti. Svétlo laseru je bunkou rozptylovano.
Nejcastéji méfenymi parametry jsou rozptyl svétla pod malym thlem, ktery je pfimo
umérny velikosti bun¢k — tzv. forward scatter. Rozptyl svétla do velkého uhlu — tzv.
side scatter, poskytuje naopak informaci o vnitini struktufe ¢astic. Fluorescence ¢astic
ma ruzné vinové délky. Pritokovy analyzator je plné automatizovany piistroj pro analy-

zu a identifikaci bunék a dalSich elementi nativnich mocovych vzorki.
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Tekutina bunécné suspenze

Plastova tekutina Plastova tekutina

1yl

- i i Rozptylené svétio]  Analyza Displey
Laserové }fé/\'é —_— e
svétlo vl Fluorescenéni svétio

Rozptylogram

Obrazek 16: Metoda priitokové cytometrie. Upraveno z firemniho manudlu pro pristroj UX-2000.

Postup analvzy:

Pti vySetfeni mocového sedimentu pritokovou cytometrii je mo¢ po promichani

nasata (0,8 ml), nafedéna a je zméefena vodivost.

Nésleduje automatické obarveni mocovych elementi dvéma odliSnymi flu-
orescenénimi barvivy. Fenanthridinové barvivo barvi nukleové Kkyseli-
ny (oranzova fluorescence). Druhé pouzivané barvivo — karbocyanin je urcen
k nabarveni negativné nabitych bunéénych membran, jadernych membran a mi-

tochondrii (zelena fluorescence).

Obarvené Castice prochazeji kapilarou a jsou ozafeny laserovym paprskem, ktery
je bunkou jednak rozptylen a jednak je vybuzena fluorescence fluoroford. Sou-
casné se méti elektrickd vodivost ¢astic v kapilafe. Identifikace a pocitani ele-
mentil je umoZnéno hodnocenim fluorescence obou barviv spoleéné s méfenim

rozptylu zateni emitovanym laserem a namétenou vodivosti.

Pomoci pritokového cytometru Ize diagnostikovat vSechny bunééné elementy —

erytrocyty, leukocyty, bakterie a epitelové buitkky. Kromé toho je schopen diferencovat

nékteré klinicky vyznamné modifikace jako jsou izomorfni a dysmorfni erytrocyty. Po-

skytuje informaci o piitomnosti patologickych valct, které je vSak zapotiebi dale mi-

kroskopicky vysetfit. Prokazuje rovnéz krystalické struktury, ale nerozlisi jednotlivé

typy krystald, 1 v tomto pfipad€ je zapotfebi mikroskopické uptesnéni. Pritokovy cyto-
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metr neni schopen diferencovat trichomonady. Pocet erytrocyti, leukocytli, bakterii,
plochych epitelii a valct je udavam v poctu elementti / pl. Pro zvySeni spravnosti analy-
zy mocového sedimentu je mozno automaticky porovnat vysledky chemické analyzy
pomoci diagnostickych prouzki, ktera je vyhodnocovana reflexnim fotometrem, a ana-
lyzy pratokové cytometrie , tzv. cross-check. Shoda prutokové cytometrie s mikroskopii
se pohybuje v rozmezi 80 — 90 %, shoda s diagnostickymi prouzky v 72 — 96 %. Pruto-
kova cytometrie vyrazné snizuje nutnost mikroskopickych analyz, zlepSuje pfesnost
méfeni a usnadniuje standardizaci vysledki
(wikiskripta.eu/index.php/VySetieni mocovéhosedimentu).

Na nasem odd¢leni se pouziva automaticky mocovy analyzator od firmy Sysmex
viz Obrazek 17. Chemické stanoveni moce probiha pomoci testovacich stripi, coz jsou
vlastné diagnostické prouzky s polstarky, které funguji na stejném principu jako jiz vyse

popsané¢ HEXAPHANy. Mocovy sediment je vyhodnocovan pritokovou cytometrii.

Obrazek 17: Automaticky mocovy analyzator UX-2000

Chtéla bych zde ale pro zajimavost uvést jesté jeden analyzator, se kterym jsem se
béhem své praxe setkala. Jde o analyzator iRICELL 2000plus, ktery distribuuje firma
Beckman Coulter. Chemické stanoveni moce se provadi také testovacimi stripy, ale

mocovy sediment se vyhodnocuje pomoci fotografii. Principem méfeni je snimani lami-
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narni vrstvy moc¢i pomoci CCD (Charge-coupled device — v ptekladu zatfizeni s vaza-
nymi naboji) digitalni kamerou, ktera zpracuje pét set snimka kazdého vzorku. Vysled-
né snimky jsou digitalizovany a odeslany do pocitace na analytické zpracovani. Od jed-
notlivych zornych poli se odecte jiz diive ulozeny snimek prazdného pozadi, ¢imz se
zvyrazni morfologie zachycenych castic. V kazdém snimku jsou separovany obrazy
jednotlivych castic. Program pro automatické rozpoznavani castic zatradi kazdy obraz
podle velikosti, tvaru, kontrastu a textury do jedné z 12 kategorii: RBC (erytrocyty),
WBC (leukocyty), shluky WBC, hyalinni valce, neklasifikované valce, buiiky dlazdico-
vého epitelu, buiiky jiného nez dlazdicového epitelu, bakterie, kvasinky, krystaly, hlen a
spermie. V piipadech vyzadujicich vizualni pfezkoumani jsou vSechny obrazy Castic
utfidény a zobrazeny v automaticky klasifikovanych kategoriich, coz proces piezkou-
mani urychli. I kdyz klasifikace ¢astic probiha za podpory pocitace, stdle se zde musi

uplatiiovat lidsky tsudek.
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5 ZAVER

Ve své praci jsem se zamétila hlavné na principy chemického stanoveni moce. Nez
se do laboratoti zavedly diagnostické prouzky, chemicky se mo¢ stanovovala ve zku-
mavkach. Toto zpracovani moci bylo naro¢né jak na cCas, tak i na spotebu materiélu.

Diky diagnostickym prouzkiim se prace v laboratoii velmi urychlila a usnadnila.
Laborantky uz nemusi pracovat s chemikaliemi a do 60 vtefin od namoceni prouzku do
moce mohou odecitat vysledky. Dulezité je i to, ze dnes v kazdé ordinaci praktického i
détského 1ékare maji diagnostické prouzky a tak je mozné moc¢ orientacné vysetfit na
miste.

Dalsim velkym usnadnénim prace v laboratofi jsou automatické analyzatory. Ty
vyhodnoti mo¢ chemicky i mocovy sediment do 90 vtefin, ale stale zde zlstava dilezity
lidsky faktor. Laborantka musi vysledky kazdé moce ziskané prostiednictvim analyza-
toru ptekontrolovat a pti jakychkoliv pochybnostech musi moc¢ovy sediment vyhodnotit
mikroskopicky. A to je dikazem toho, Ze ani dnes v technické dobé nemuze byt labo-
rantské ¢innost opomijena.

Vysledky z laboratofe mohou nabidnout 1ékaifim cenné informace k potvrzeni dia-
gno6zy chorob mocového ustroji. Domnivam se, ze vysetfeni moce chemicky a vySetieni
mocového sedimentu by mélo byt nedilnou soucasti diagnostiky urologickych onemoc-

néni.
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