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Mocové analyzy

Uvod

Mocové analyzy patii mezi nejstarsi vySetfovaci postupy. V minulosti se jednalo bud’ o barevné nebo
srazeci reakce provadéné na tzv. ,,mokré cesté”, tj. ve zkumavkach, nebo o nativni pozorovani
korpuskularnich sou¢asti mo¢e mikroskopem. Analyzy moce, podobn¢ jako néktera dals$i biochemicka
a hematologicka vySetieni, provadéli diive oSetiujici 1ékafi ptimo ve své ordinaci nebo u lizka. Dnes
jsou tyto ¢innosti vesmés soustiedény do laboratofi a za¢inaji byt stale vice automatizovany. Vyjimku
tvori specificka skupina vySetfeni ozna¢ovanych jako ,,point-of-care testy* (POCT) nebo téz
»VySetfeni u pacienta®, ,,bed-side testy*, ,,off site testy apod., které se provadeji mimo laboratof, napf.
u luzka pacienta, v ordinaci 1ékate, v domacnosti, na sportovisti nebo ve vale¢ném poli.

Zakladni vySetieni moce

Zakladni vySetfeni moce se provadi jak cilené pfi podezieni na ur¢ité onemocnéni spojené

s patologickymi mo¢ovymi projevy, tak i necilené jako screening u bezptiznakovych osob, nebo jako
soucast panell béznych vstupnich vySetieni. Zakladni vySetfeni moce délime na fyzikalni, chemické a
morfologické vysetfeni. Morfologickym vySetfenim se rozumi mikroskopie moc¢ového sedimentu.
Mo¢ odebrana do Cisté nadoby se ma morfologicky vySettit do 1h po odbéru, aby se zabranilo rozpadu
elementd. Chemické vySetieni 1ze provést do 4h po odbéru. Nejvice vypovidaji hodnoty vySetfeni
prvniho ranniho vzorku moce. Mo¢ sbiranou po del§i ¢asovy usek (napi. 24 h) je nutno konzervovat.
Pted odlitim vzorku pro odeslani do laboratofe se musi sbirana mo¢ promichat a zmétit jeji celkovy
objem.

Fyzikalni vySeti‘eni

Fyzikalnim vySetfenim se rozumi senzorické hodnoceni barvy, zdkalu, pfipadn€ pény a zapachu.
Instrumentalng nebo indikatorovym papirkem se mé&i pH a hustota. Cerstva mo¢ je za fyziologickych
okolnosti ¢ird, svétle az syté zlutd a péna po protiepani rychle mizi. Pfi proteinurii mo¢ péni siln€ a
pena je trvalejsi. Rlizna zbarveni vyvolavaji vylu€ovand zluova barviva a jejich metabolity. Bilirubin
zpusobuje hnédocervené zbarveni, které se na vzduchu oxidaci méni na hnédozeleny biliverdin. Barvu
moce dale ovliviiuji nékteré pozité vitaminy, 1éky a jinad xenobiotika. Charakteristicky zapach cerstvé
moci se meéni stanim a pti nékterych chorobach. Ze staré moce a pti chorobach se stagnaci moce je
citit amoniak, pti ketoacidoze je citit aceton, pfi proteinurii a hematurii pachne moc¢ hnilobné coz je
zpusobeno uvoliiovanim sirovodiku z aminokyselin obsahujicich skupiny —SH. Pti dédi¢né
metabolické chorobé leucindze pachne moc po javorovém sirupu.

Od senzorického hodnoceni moce se dnes vétSinou upousti, protoze individualni manudlni vysetfeni je
nahrazovano velkosériovym automatizovanym procesem. Pozorovani neobvyklého zbarveni pak mtize
byt soucasti specifickych poznamek, které doprovazeji vysledek vySetieni.

Chemické vySetfeni moce

Chemické vysetfeni moce pomoci kapalnych reakei ve zkumavce je uz od 70. let minulého stoleti
postupné nahrazovano metodami na bazi suché chemie. K tomu slouzi komercni monovalentni nebo
polyvalentni testacni (indikatorové, reagencni) prouzky obsahujici zony impregnované Cinidly, ktera
poskytuji s pfislusnou soucasti moce barevnou reakci. Barevnou zménu je mozno hodnotit pouhym
okem (subjektivné) nebo je mozné ji objektivné métit. Vizudln€ se zbarveni srovnava s prilozenou
barevnou stupnici, kterd umoziuje semikvantitativni posouzeni.



K objektivnimu méteni slouzi riizné typy reflexnich fotometrti, jimiz se méfi intenzita svétla nékolika
vybranych vlnovych délek odrazeného od prislusné zony testaéniho prouzku. Nékteré z takovych
fotometrti jsou dnes automatizovany a spolu s automatizovanou mikroskopickou ¢asti tvofi linku pro
automatizovanou komplexni analyzu moce, tedy mocovy analyzator. Automaticky vyhodnocovaci
proces vylu¢uje mozné chyby, které vznikaji pti vizualnim hodnoceni testaénich prouzkd napt. vlivem
ruznych svételnych podminek na pracovnim mist¢, individualnimi schopnostmi pti rozliSovani barev a
postupujici inavou pracovnika. Omezuje chyby v dodrzeni reakéniho Casu pro prouzky a odstranuje
chyby vzniklé piepisem vysledki do dokumentace. Dnes se ve vyspélych zemich pii chemickém
vySetfovani moc¢i dava zcela jednoznaéné prednost tomuto objektivnimu hodnoceni.

Typicky testacni prouzek obsahuje zony pro stanoveni pH, hustoty, leukocyt(, nitritli, proteint,
glukdzy, ketolatek, krve (erytrocytt), bilirubinu a urobilinogenu.

1. Pro orienta¢ni stanoveni pH obsahuje pfislusna zona 3 indikatory: bromtymolovou modt,
fenolftalein a metylovou Cerven. Jejich poméry jsou upraveny tak, aby poskytovaly barevné piechody
od oranzové pti kyselém pH az po modrou pfi alkalickém pH.

2. Hustota (specifickda hmotnost) se semikvantitativné nejcastéji urcuje také pomoci smési
indikatord, podobné jako u pH. Hustota nas informuje predevsim o koncentraci iontd. lonty obsazené
v moci vytésnuji z barevného komplexu protony, a tim méni barvu indika¢ni zény od tmavomodré pii
nizké koncentraci az po zlutozelenou pti vysoké koncentraci. Hustota je orientacnim ukazatelem
prijmu tekutin, pfipadné poruch tubularnich funkci. Normalni hodnoty se béhem dne pohybuji mezi
1,016 - 1,022, u déti mezi 1,006 - 1,014. Falesné vyssi hodnoty zpusobuje proteinurie nad 1g/1 a
alkalické pH moce.

3. Dikaz leukocyti pouze doplnuje mikroskopické vySetieni. Detekce je zaloZena na
esterdzové reakci, ktera je pozitivni i v ptipadé rozpadu leukocytt. Urcuji se hlavné neutrofily. Jejich
nespecifickd esteraza Stépi ester indoxylu a uvolnény indoxyl potom reaguje s diazoniovou soli za
tvorby fialové zbarveného komplexu. Mez detekce je 10 az 25 leukocytd v 1 pl moce a za
patologickou leukocyturii se povazuje uz 20 leukocytti v 1 pl moce.

4. Nalez nitrita (dusitand) je pozitivni pii bakteriurii, pfedevS$im gramnegativnich bakterii.
Principem stanoveni je reakce nitritll v kyselém prostfedi se sulfanilamidem za vzniku diazoniové soli
a vzapéti azokopulace této soli s derivitem chinolinu, napf. 3-hydroxy-1,2,3,4-
tetrahydrobenzochinolinu, na rizové az fialové azobarvivo.

5. Polickem pro dukaz proteini je nejcitlivéji detegovan albumin (u glomerularni
proteinurie), mén¢ citlivé byvaji detegovany globuliny a zcela negativni vysledek je u Bence-Jonesovy
bilkoviny. Pfi reakci se vyuziva tzv. proteinové chyby indikatoru pH, ktery se pti hodnotach pH do 3,5
barvi jasné zluté, pti vyS§im pH prechazi ptes zelenou do modré, v ptitomnosti bilkoviny tato barevna
zména nastupuje jiz pti pH niz§im nez 3,5. Okyseleni moce pod pH 3.5 zajiStuje pufr obsazeny v
indikacni z6né prouzku. Mez detekce zony pro proteinurii se pohybuje mezi 0,15 az 0,2 g/l. Pfi
pozitivnim vysledku a pH 8,0 nebo vys$im se vySetieni ma opakovat s moci okyselenou ziedénou
kyselinou octovou na pH 5,0 az 6,0. Z 1€kt1 interferuje urogantrisin, chininové a cholinové ptipravky.
Stejné vadi zbytky dezinfek¢nich prostfedkli nebo saponatt.

6. Detekéni reakce pro glukézu je zaloZzena na enzymové oxidaci glukézaoxidazou a
vznikajici peroxid vodiku pak =za katalyzy peroxiddizou reaguje napt. s 3,3, 5, 5'-
tetrametylbenzidinem se vznikem barevného produktu. FaleSnou negativitu mtize zpisobit kyselina
askorbovéd (vitamin C) a jiné redukujici latky, napf. nékteré léky (salicylaty, gentisova kyselina,
DOPA) a bilirubin nad 60 mg/l. Mez detekce zony pro glykosurii je obvykle okolo 1 mmol/Il.

7. Ketolatky. Reakce indikuje zejména aceton a acetacetat (jen nepatrné 3-hydroxybutyrat),
vznikajici z riznych pficin pfi ketoacidozach (diabetes mellitus, zvraceni, hladovéni). Zakladem
tohoto testu je Legalova reakce. Indikacni zoéna obsahuje nitroprussid sodny v silné alkalickém
prostiedi. Na ptitomnost ketolatek reaguje indikator obsazeny v indika¢ni z6n€¢ zménou zbarveni z
krémového ptes rizovou do temné fialového.

8. Krev. Reakce je zaloZena na pseudoperoxidazovém ucinku hemoglobinu, ktery katalyzuje
oxidaci chromogenu organickym hydroperoxidem. Bil4 indikacni zéna obsahujici tyto komponenty se
barvi za pritomnosti erytrocytii nebo hemoglobinu (nebo myoglobinu) jasné modte. Prouzky vynikaji
vysokou citlivosti a umoznuji spolehlivou detekci 5 az 10 ery/pul moce, pfipadné ekvivalentniho
mnozstvi hemoglobinu. Pozitivitu reakce mohou zplsobit i peroxidazy leukocytti nebo nékterych



druhti bakterii a plisni, pokud se jich v moci vyskytuje velky pocet. FaleSnou pozitivitu mohou
zpusobit také zbytky oxidujicich Cisticich prosttedkll z nedokonale vymytych sbérnych nadob.

9. Bilirubin. Bilirubin jako produkt degradace hemu vznikd zejména v retikuloendotelovych
bunkach sleziny a jater. Jde o lipofilni latku oranzové barvy. V krvi normalné koluje bilirubin vazany
na albumin (nekonjugovany). V jaterni buiice se konjuguje s kyselinou glukuronovou na mono a
bisglukosiduronaty (konjugovany bilirubin). Ty se vyluduji do Zluéi a s ni do stieva. Cést z toho se ze
stfeva vstfebava do krevniho obéhu a prodélava tim enterohepatalni kolobéh. Konjugovany bilirubin je
ve vodé rozpustny, filtruje se proto v ledvinach a vylucuje se moci.

Za normalnich okolnosti se bilirubin v mo¢i prakticky nevyskytuje. Detekovatelné
koncentrace bilirubinu v moci zplisobené nadbytkem konjugovaného bilirubinu se objevuji u
obstruk¢nich 1 hepatocelularnich zloutenek (Zlu¢ové konkrementy, hepatitidy, toxicka poskozeni jater
a nadory jater).

Typické nalezy Hemolyticky ikterus | Hepatocelularni Obstrukeni ikterus
ikterus

Bilirubin v moci neg. + +

Urobilinogen v moci + + neg.

Konjugovany bilirubin reaguje azokopulacni reakci se stabilizovanou diazoniovou soli v
indika¢nim policku prouzku za vzniku ¢erveného az Cervenofialového zbarveni. Pozitivni reakce na
bilirubin v moci se objevuje pti zvyseni konjugovaného bilirubinu v krvi na 30 az 34 umol/l. Falesné
pozitivni reakce mohou byt zptisobeny vétsi koncentraci askorbové kyseliny v moc¢i. Vzorky moci
nesméji byt pred vySetfenim vystaveny pfimému sluneénimu svétlu, aby nedochéazelo k nezadouci
oxidaci bilirubinu. Pozitivni nalezy bilirubinu v moci je vhodné korelovat se stanovenim celkového a
pfimého bilirubinu v séru.

10. Urobilinogen (Ubg). Urobilinogen a sterkobilinogen piedstavuji kone¢né produkty
katabolismu hemoglobinu. K pfeméné bilirubinu na urobilinogen a sterkobilinogen dochazi z¢asti jiz
ve vyvodnych ZluCovych cestach, hlavné vSak v tlustém sttevé redukcni Cinnosti baktérii. Analyticka
diferenciace urobilinogenu a sterkobilinogenu je obtizna, nema diagnosticky vyznam, a proto se obé
latky stanovuji a vyjadiuji sumarné jako urobilinogen. Vétsina urobilinogenu se vymésuje stolici. Cést
urobilinogenu prodélava enterohepatalni kolobéh a malé mnozstvi je vylu€ovano ledvinami do moce.

Mnozstvi vytvoreného urobilinogenu je tmérné koncentraci bilirubinu vylu¢ovaného zlu¢i do
stteva. ZvySené vylucovani Ubg moci se nachazi pfi stavech spojenych se zvySenym rozpadem
hemoglobinu, pfi omezeni funkce jaterniho parenchymu (hepatitidy, cirhdza, nadory a toxické
poskozeni jater) a pii zvySené produkci a resorpci Ubg u infekei Zlucového traktu, enterokolitid a ilea.
Ke snizeni vylu¢ovani Ubg moc¢i (coz se bé&zné neprokazuje) dochazi pii uzavéru zluovych cest
(obstrukéni zloutenky), omezeni nebo zastave tvorby zluci, pfi vymizeni sttevni flory a pti celkovém
sniZeni resorpce v tlustém stfeve.

Reakce je zaloZena na ptimé reakci Ubg s diazoniovou soli. Bled4 barva indikacni zony se v
dlouhém stani moc¢i, nebo pti pouziti formalinu jako konzerva¢niho ¢inidla inhibujiciho reakci, byva
vysledek negativni. FaleSné€ pozitivni reakeci ptisobi léky, které barvi moc na cerveno. Silng zluté
zbarvena zona indikuje ptfitomnost vetSi koncentrace bilirubinu, které po delSi dobé mize ptejit do
zeleného zbarveni zptisobeného pfeménou na biliverdin. Oproti Ehrlichové aldehydové reakci jsou

vevr

indikan mocovy, PAS, sulfonamidy aj.
Morfologické vyseti‘eni moce

Morfologické vySetfeni l1ze provadét klasickou mikroskopii nebo pomoci mocového analyzatoru.
“Mikroskopickd cast” mocového analyzatoru je zaloZena bud’ na principu pritokové analyzy nebo
jako v nasledujicim prikladu na principu automatizované analyzy obrazu.

Manuélni mikroskopické vySetfeni se provadi v 10x koncentrovaném mocovém sedimentu, k vySetfeni
se pouziva tzv. stfedni proud Cerstvé prvni ranni moci. Vysledek je smérodatny, je-li vySetfeni
skon¢eno do 1 hodiny po odbéru mocée. Konzervovanou mo¢ na vySetieni mocového sedimentu je



nutné do laboratofe dorucit do 3 hodin po odbéru a béhem dalsi 1 hodiny se musi vzorek vySetfit.
Konzervace vsak nechrani bunééné elementy pied rozpadem vlivem neptiznivého pH, pfip.
osmotického tlaku pii nizké hustoté moce. Pfiprava sedimentu se provadi za téchto standardnich
podminek:
1. Mo¢ ve sbérné nadobé¢ se dikladné (bez pénéni!) promicha. Odebere se vzorek piesné
10 ml moce a centrifuguje se 5 minut pii 400 G, ¢ehoz se u béznych centrifug s vykyvnym
(swing-out) rotorem o poloméru 10 cm dosahne u 1500 ot./min.
2. Po ukonceni centrifugace se opatrné odsaje 9 ml supernatantu a ve zbylém 1 ml se
sediment dikladné promicha. Kapka rozmichaného sedimentu se umisti na specialni
hodnotici akrylatové sklicko (Fast Read 10 systém), které zajistuje tloustku vrstvy 100
um. Sediment se nejprve orienta¢né prohlizi mikroskopem v mirné zastinéném
prochazejicim svétle pifi zvétSeni 200x. Poté prohlizime sediment pii zvétSeni 400x
(450x).
V moc¢ovém sedimentu pozorujeme jak slozky anorganické, tak i bunééné elementy. Prohlizime vzdy
cely preparat meandrovitym zpusobem. Pfi jasn¢ pozitivnim ndlezu a rovnomérném rozlozeni
elementd sta¢i prohlédnout 10 poli v riznych mistech preparatu zvétSenim 400 az 450x. Priubézné
vysledky zaznamenavame do protokolu a jako kone¢ny vysledek uvadime prumérny pocet kazdého
nalezeného typu elementi na zorné pole.
Pfi zfetelné¢ negativnim nalezu a pfi nerovnomérném rozlozeni elementd je tfeba orientacné€ na
sedimentu prohlédnout celou plochu preparatu. Doporucuje se hodnotit téz sediment barveny napt.
podle Sternheimera-Malbina roztokem gencianové violeti (Crystal violet, Basic violet 3) a Safraninu
0. Jde vlastné o modifikované Gramovo barveni s pouzitim safraninu jako kontrastni barvy. Safranin
O je lipofilni kationické barvivo, které se pouziva také pro barveni glykosaminoglykani a
proteoglykant.

Hodnoceni nalezii v moc¢ovém sedimentu
Erytrocyturie je bud® znamkou poruSené permeability glomerularni membrany, nebo erytrocyty
pochazeji z vyvodnych mocovych cest. Leukocyturie se mtize objevit pfi infekcich mo¢ového ustroji
(v nalezu pfevazuji leukocyty) a pii glomerulonefritidach (pfevazuji erytrocyty a bilkoviny).
Epitelie mohou byt rizného tvaru a ptivodu. Renalni (tubularni) signalizuji patologicky proces zvlasté
jsou-li nalepeny na valcich. Ploché, dlazdicové epitelie pochazeji z vyvodnych mocovych cest.
Klinicky vyznamny je nalez valct, které vzdy pochdzeji z ledvin. Mohou mit riizny vzhled: rozliSuji se
valce hyalinni, granulované, leukocytarni, erytrocytarni, epitelidlni, voskové i jiné. Vdlce se Casto
hromadi u okrajti preparatti a protoZe jsou malo kontrastni, musi se peclivé hledat. Pii nalezu valct se
Casto chemickym vySetfenim prokazuje proteinurie.
Krystaly jsou charakterizované riznymi tvary, podle nichz se urci jejich slozeni (oxalaty, kyselina
mocova, cystin, tyrosin, leucin, aj.). V sedimentu je mozno dale nalézt bakterie, vlakna plisni,
kvasinky, trichomonady, spermie. Nekdy se nachazeji i cizorodé latky, jako partikule pudru, vlakna
vaty, textilni vlakna apod.
Fyziologické rozmezi poctu elementii v zorném poli

Erytrocyty 0 -4

Leukocyty -4

Vilce hyalinni

granulované
leukocytarni
Epitelie dlazdicovité

OO O oo

Videosekvence ,,Mocovy analyzator*

Pozadavky na analyzy moce jsou velmi ¢asté a pro laboratofe znamenaji velké pracovni zatizeni.
Automatizace téchto ¢innosti je proto vyznamnym krokem k urychleni prace a soucasn¢ predstavuje
nedocenitelny faktor zvySeni kvality vysledkt vySetfeni.

Chemickeé analyzatory moce, které zjednodusovaly, objektivizovaly a standardizovaly praci

S reagencnimi prouzky, se zacaly v laboratotich pouzivat od 80.let minulého stoleti. Kombinované
analyzatory pro chemickou a soucasn¢ i mikroskopickou analyzu se v nasich podminkach objevuji



priblizné od pielomu tisicileti. Tyto pfistroje mivaji dvé ¢asti: chemickou a morfologickou. Chemicka
cast stale vyuziva reagen¢ni prouzky a mikroskopicka je zaloZzena bud’ na principu pritokové
cytometrie nebo na principu analyzy obrazu.

Zobrazeny mocovy analyzator je plné automaticky pfistroj pro chemickou i mikroskopickou analyzu
moce a sklada se z modulu pro chemickou analyzu (Aution Max, vpravo), jenz je pomoci dopravniku
propojen s mikroskopickym modulem (IQ 200, vlevo).

Vzorky moc¢i ptijaté k analyze se v laboratofi oznacuji a udaje uvedené na zadance se registruji do
laboratorniho informacniho systému a soucasné do paméti analyzatoru. Zkumavky se potom ukladaji
do stojankti a v nich na pult dopravnikové ¢asti analyzatoru. Davkovaci jehla nassaje 1 ml nativniho
vzorku moci a aplikuje ho postupné na jednotliva pole reagenc¢niho prouzku. Do dvou zasobnikt
chemického modulu Ize ulozit az 400 testovacich prouzkd. Kazdy z nich nese deset reagencnich poli, a
to pro pH, hustotu, glukozu, proteiny, ketolatky, krev, bilirubin, urobilinogen, leukocyty a nitrity.
Nasleduje hodnoceni vzniklého zabarveni pomoci reflexni fotometrie. Piistroj miize zpracovat az 220
vzorkil za hodinu.

Hustota moce se v tomto piipadé méfi zvlast' na refraktometrickém principu a samostatné se také méfi
zakal moce turbidimetricky a barva moc¢e fotometricky. Vysledky lze vytisknout na termotiskarné
nebo zpracovat do spole¢ného nalezu s morfologickym vysetfenim.

Po ukonceni chemické analyzy se registrované a na pult umisténé vzorky nativnich moci ve stojancich
presunou k mikroskopickému modulu. Tam jsou opé&t postupné aspirovany a v planarni prutokové
kyveté zacne probihat jejich automatické mikroskopovani. Analyzator vyhodnoti vysledek
mikroskopie na principu tzv. analyzy obrazu. V databazi pfistroje jsou ulozeny typické obrazy
element(l, které mohou byt obsazeny v moci a konkrétni nalez je s nimi srovnavan, vyhodnocovan a
spocitan. Je mozno rozli§it 12 typa ¢astic a nelze-li nalezeny objekt automaticky zafadit, nabizi se
alternativa manudlniho vybéru. Zéakladni menu obsahuje erytrocyty, leukocyty, bakterie, epitelie
ploché a kulaté, valce hyalinni a granulované, spermie a krystaly. Vysledek je mozno zobrazit na
monitoru a stava se souéasti nalezu, ktery lze vytisknout a/nebo odeslat. Pfistroj umozituje u daného
vzorku vzdy provadét chemické i morfologické vySetfeni nebo jen jedno z nich, nebo provadét
morfologické vySetieni pouze pii patologickém nalezu chemické analyzy.
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http://www.medista.cz/grsc.jsp?rid=426 (Atlas ¢astic mo¢ového sedimentu)

http://www.agora.crosemont.qc.ca/urinesediments

http://library.med.utah.edu/webpath/tutorial/urine



http://portal.lf1.cuni.cz/clanek-772
http://sekk.cz/atlas
http://portal.med.muni.cz/clanek-10-automaticka-analyza-moce.html
http://www.medista.cz/grsc.jsp?rid=426
http://www.agora.crosemont.qc.ca/urinesediments
http://library.med.utah.edu/webpath/tutorial/urine

Poznamky Kk videosekvenci Mocové analyzy

Zrychlit (zkratit) zabéry se zvyraznénym zelenym rameckem

Zrychlit (zkratit) zabéry nasavani vzorku na pultu analyzatoru

Zpomalit (zmrazit) pohled na zddanku

Zabéry na obrazovku s vysledky umistit nakonec

Zabéry na reagen¢ni prouzky a foto jejich barevné skaly pfesunout az za 1. zabér se zelenym ramkem

Zatadit nékolik zabéru (fotografii) na vysledky mikroskopické ananlyzy — jako v ppt
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