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CITOLAB 10
Тест-смужки для швидкого виявлення уробіліногену, глюкози, білірубіну, кетонів, питомої ваги, крові, pH, білку, нітритів та лейкоцитів у сечі
Введення
Дослідження зразків сечі є важливим інструментом діагностики багатьох захворювань. Виявлені відхилення від норми в аналізі можуть свідчити як про порушення роботи сечової системи, так і інших систем і органів. 

ЗАБІР ЗРАЗКУ
Зразок сечі повинен бути зібраним у чистий сухий контейнер, що не містить дезінфікуючих розчинів та засобів для чищення. Зразки можуть бути зібрані шляхом вільного сечовипускання, натискання на сечовий міхур, катетеризації або цистоцентезу (пункції сечового міхура).

Забір зразку сечі під час вільного сечовипускання є найбільш простим та найменш травмуючим методом. Однак, зібрана таким чином сеча може містити бактерії, епітеліальні клітини та лейкоцити. Слід збирати середню порцію сечі. Потрібно уникати випадків забору зразку сечі з підлоги, клітки або ящику для сміття, оскільки має місце забруднення зразків. 

Натискання на сечовий міхур є іншим методом забору зразку сечі. При його застосуванні на ділянку сечового міхуру обережно натискають до появи сечі. Даний метод забору зразку може призвести до травмування сечового міхура, результатом чого буде поява гематурії, та, в окремих випадках (уретральна обструкція), розриву сечового міхура. Даний метод теж супроводжується потраплянням в зразок клітинних елементів, як і описаний попередньо метод.

Катетеризація сечового міхура є маніпуляцією, при якій у просвіт сечовивідного каналу до рівня сечового міхура вводиться пола трубка невеликого діаметру. Сеча потім видаляється з сечового міхура за допомогою шприца. Зразки, отримані шляхом катетеризації, зазнають меншого забруднення  з дистального урогенітального тракту, проте, забруднення з уретри все ж таки може мати місце і, як правило, представлене епітеліальними клітинами або еритроцитами. Порушення техніки виконання катетеризації може призвести до травми або, рідше, інфікування сечовивідних шляхів.

Цистоцентез представляє собою процедуру забору сечі шляхом введення стерильної голки у порожнину сечового міхура через черевну стінку. Сеча виводиться із сечового міхура за допомогою шприца. Може бути застосований латеральний або вентральний доступ до сечового міхура, при цьому, як правило, не існує небезпеки важкого травмування будь-яких життєво важливих ділянок сечового міхура. Метод не потребує спеціальної обробки тіла та підготовки до маніпуляції. Сечовий міхур фіксують рукою та вводять голку через черевну стінку у порожнину міхура, потім виконують забір сечі. Важливо зупинити забір сечі до моменту виймання голки, оскільки це може призвести до потрапляння клітин крові та  епітелію зі стінок сечового міхура. Тварини, як правило, добре переносять процедуру цистоцентезу, тому існує потреба лише у незначній фіксації тварини. Контамінація зразку можлива також за рахунок ятрогенного потрапляння еритроцитів. Дуже рідко можливий прокол стінки кишечника в результаті чого зразок може містити бактерії, кишкові ворсинки та інші складові кишкового вмісту.

Використання зразків
Для отримання точних результатів тестування забір зразків сечі,  їх зберігання та використання повинні проводитись за умов дотримання чистоми і слідувати стандартній процедурі. Тестування слід проводити одразу після забору зразку (в ідеалі протягом 30 хвилин після забору), крім того, слід добре перемішати зразок перед тестуванням. Якщо з будь-яких причин тест не може бути проведений негайно, зразок можна зберігати у холодильнику, але слід привести його до кімнатної температури перед тестуванням. Тест-смужки повинні зберігатися в герметичному контейнері для підтримання реактивності реагентів.
Процедура тестування

Для отримання вірних результатів слід дотримуватися процедури тестування. 

1. Дістаньте смужку із контейнера і відразу закрийте його кришечкою. Огляньте смужку. Тест-смужка не придатна для використання, якщо тестова ділянка знебарвлена чи потемніла. 

2. Занурте тестову ділянку смужки в сечу не більш ніж на 2 секунди. 

3. Проведіть ребром смужки по краю ємкості для того, щоб видалити залишки сечі, при цьому тестова ділянка не повинна торкатися  краю ємкості. 

4. Тримаючи смужку в горизонтальному положенні, промокніть її адсорбуючим матеріалом для остаточного видалення залишків сечі. Надлишок сечі може привести до взаємодії реактивів сусідніх зон на тестовій ділянці і як результат до появи невірних результатів тестування.  

5. Облік результатів тестування проведіть через 60 секунд, а для визначення лейкоцитів – через 90-120 секунд, при відмінному освітленні шляхом порівняння результатів тестування зі шкалою кольорів на контейнері. Під час обліку результатів смужку слід тримати в горизонтальному положенні для того, щоб уникнути взаємодії реактивів сусідніх зон на тестовій ділянці у випадку надлишку сечі.
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Інтерпретація результатів

Слід проводити інтерпретацію результатів у встановлені терміни. 

Знебарвлення сечі може спричинити труднощі у візуальній інтерпретації результатів. Зміни кольору можуть бути замасковані або інтерпретовані як хибнопозитивні результати тестування. Якщо сеча помітно безбарвна, зразок можна центрифугувати і отриманий осад використати для аналізу. Загальними причинами зміни кольору сечі можуть бути наявність у ній гемоглобіну, міоглобіну, білірубіну та речовин (фосфоенолпірувату).

Реагентні зони

Уробіліноген

Уробіліноген є продуктом перетворення бактеріями кишечника кон’югованого білірубіну. Зазвичай уробіліноген екскретується з фекаліями, однак можлива незначна його реабсорбція та екскреція з сечею. Визначення цього показника не має важливого значення для тварин. Тест-смужка визначає уробіліноген шляхом взаємодії з 

р-діетиламінобензальдегидом у кислому середовищі. Позитивний результат тесту вказує на нормальну ентерогепатичну циркуляцію жовчних пігментів. Висока концентрація жовчних пігментів може бути при гемолітичному кризі, а також у випадку печінкової або кишкової дисфункцій.

Отримання хибнопозитивного результату тесту може статися у випадку підвищення температури реагентної смужки.
Отримання хибнонегативного результату тесту може статися у випадку залишку осаду формаліну у контейнері для забору сечі, або при використанні зразку, що тривало зберігається, оскільки уробіліноген є дуже нестійкою сполукою під дією світла та повітря.

Глюкоза

Глюкоза в нормі не визначається у сечі здорових собак та котів. У здорових тварин глюкоза вільно проходить через гломерулярний фільтр та резорбується проксимальними канальцями нирок. Якщо глюкозурія присутня, це пов'язано або з надмірною кількістю глюкози, що досягла трубочок, які не можуть резорбувати її, або, значно рідше, із зменшенням тубулярної резорбтивної функції.

Тест-смужка визначає рівень глюкози за допомогою оксидазного методу, що є ланцюгом послідовних ферментативних реакцій. Глюкоза реагує з глюкозооксидазою з утворенням перекису водню, який окислює хімічний індикатор та призводить до зміни кольору. Зміна кольору реагентної зони пов'язана з концентрацією глюкози у зразку сечі. Глюкозурія може бути постійною або транзиторною і може знадобитись більш поглиблене дослідження для диференціації цих станів. Причинами постійної глюкозурії є: цукровий діабет; введення рідин, що містять глюкозу; хронічні захворювання, що не пов'язані з патологією нирок, такі як гіперадренокортікоцизм, гіперпітуітаризм або акромегалія. Хвороби та стани, що можуть спричинити транзиторну глюкозурію: гіпертиреоз, гострий панкреатит, стрес (особливо у котів), після прийому їжі та деяких ліків. Дуже рідко, глюкозурію може спричиняти Фанконі-подібний синдром.

Отримання хибнопозитивних результатів може бути викликано забрудненням зразка окислювачами, такими як перекис водню, відбілювачі (гіпохлорид натрію), а іноді і підвищення рівня глюкози в сечі у випадку закрепу у котів.

Хибнонегативні результати тестування можуть бути отримані через високу концентрацію аскорбінової кислоти (вітамін С) у сечі. Помірно високі концентрації кетонів також можуть призвести до хибнонегативних результатів випробувань, якщо кількість глюкози підвищена лише незначним чином. Тест на глюкозу також стає менш реактивним за умов підвищення питомої ваги сечі або при зниженні температури. Холодна сеча (охолоджені зразки) або тест-смужки з простроченим терміном використання можуть також призвести до отримання хибнонегативних результатів.

Білірубін

Білірубін утворюється при розпаді гемоглобіну, транспортується у печінку зв'язаним з альбуміном, і зв’язується з вуглеводами у гепатоцитах. У сечі знаходиться лише кон'югований білірубін. Підвищення кількості білірубіну може статися у випадку руйнування еритроцитів або при захворюваннях печінки з обструкцією жовчних протоків. Кон'югований білірубін виявляється у сечі при підвищенні ниркового порогу. Ниркової поріг у собак, особливо у кобелів, нижче, ніж у інших видів тварин. Тест-смужки вимірюють рівень білірубіну методом діазотизації. Це відбувається шляхом зв'язування білірубіну з діазотованим діхлораніліном у кислому середовищі. Білірубін дуже нестійкий при контакті з повітрям кімнати та світлом. Таким чином, слід виконувати тестування зразків одразу після забору. Позитивні результати тестування можуть спостерігатися при дослідженні концентрованої сечі здорових собак. У собак нирковий поріг для білірубіну є низьким і ниркові канальці здатні руйнувати гем та виробляти деяку кількість ниркового білірубіну, тому, незначна білірубінурія може бути нормальним явищем у собак зі зразками концентрованої сечі. Однак, білірубінурія завжди є паталогічним явищем для котів. Білірубінурія може вказувати на захворювання печінки, обструкцію жовчних протоків, голодування, гемоліз, або гіпертермію. Білірубінурія у випадку обструкції жовчних протоків часто є більш серйозним станом, ніж гепатоцелюлярні порушення. Можливе отримання хибнопозитивних результатів тесту при прийомі високих доз хлорпромазину, який знижує рН сечі. Метаболіт етодолаку (лодін) також призводить до появи хибнопозитивних результатів.
Можливе отримання хибнонегативних результатів тесту у випадку присутності у зразку високої концентрації  аскорбінової кислоти або нітритів.

Кетони

До кетонів належать ацетон, ацетооцтова кислота та бетагідроксибутиратова кислота. Клубочки нирок вільно фільтрують кетони, після чого вони повністю резорбуються системою трубочок. Якщо резорбтивна здатність трубочок перевантажена, то кетони всмоктуються не у повному об’ємі і виникає кетонурія. Подібний стан досить швидко розвивається у молодих тварин і його більш легко виявити, ніж кетонемію. Кетонурія свідчить не про захворювання нирок, а про надмірну кількість ліпідів або порушення вуглеводного обміну.

Тест-смужки визначають напівкількісним методом наявність лише ацетону та ацетооцтової кислоти, оскільки реагентна зона смужки містить нітропрусид, що не вступає в реакцію з бетагідроксибутиратовою кислотою.

Кетонурія може бути у випадку голодування, інсуліноми, діабетичного кетоацидозу, тривалої гіпоглікемії, дотримання дієти з високим вмістом жирів та низьким вмістом вуглеводів та глікогенової хвороби.
Можливе отримання хибнопозитивних результатів тесту у випадку, якщо сеча містить пігменти або містить високу концентрацію метаболітів леводопи.
Можливе отримання хибнонегативних результатів тесту у випадку тестування сечі, що зберігалася тривалий час. Кетони є дуже нестабільними сполуками і можуть швидко випаровуватись.

Питома вага

Питома вага сечі визначається як співвідношення ваги сечі до ваги еквівалентного об’єму чистої води. Цей тест використовується для оцінки роботи тубулярної функції нирок. Тест-смужка визначає питому вагу шляхом вимірювання зміни рКа поліелектролітів по відношенню до іонної концентрації. Не дивлячись на те, що тест-смужки застосовують метод визначення приблизних значень питомої ваги, найкраще виконувати обчислення за допомогою рефрактометра.

Питома вага сечі може бути визначена з отриманням хибного завищеного результату у випадку високої концентрації білка у зразку. Отримання заниженого показника можливе у випадку залужнення сечі. Високий вміст ліпідів у сечі може також вплинути на результати і призвести як до підвищення, так і зниження показників питомої ваги.

Кров

Тест надає позитивний результат у випадку присутності у сечі еритроцитів, вільного гемоглобіну або вільного міоглобіну. Зазвичай гемоглобін є зв’язаним та досить великою сполукою для проходження через гломерулярний фільтр. Проте, якщо нирковий поріг підвищений, гемоглобін може потрапляти у сечу. З іншого боку, міоглобін є незв’язаним та вільно проходить через гломерулярний фільтр. Міоглобін може бути виявлений у сечі до появи видимих змін кольору плазми. Наявність вільних еритроцитів надає позитивний результат тесту, коли клітини зазнали лізису та вивільнився гемоглобін. У здорових тварин тест на кров повинен бути негативним.
Даний тест базується на псевдопероксидазній реакції, що є більш чутливою до гемоглобіну і міоглобіну, ніж до інтактних еритроцитів. Цей тест також є більш чутливим до гемоглобіну, ніж тест на білок сечі.

Позитивний тест на приховану кров вказує на наявність гематурії, гемоглобінурії або міоглобінурії. У випадку отримання позитивного результату тесту потрібно провести подальше дослідження осаду сечі. Найчастіше причиною позитивного результату тесту є гематурія, тоді як міоглобінурія  - досить рідко.
Гематурія може бути викликана травмами, інфекцією, запаленням, інфарктом, травматизацією стінок сечовивідних шляхів каменями (сечокам’яна хвороба), неоплазією або коагулопатією. При гематурії сеча забарвлюється у червоний колір і стає каламутною, проте, стає прозорою після центрифугування, а при мікроскопічному аналізі осаду сечі виявляються еритроцити.

Гемоглобінурія, з іншого боку, забарвлює сечу у червонувато-коричневий колір, зразок після центрифугування прозорості не набуває, при мікроскопічному аналізі осаду сечі еритроцити не виявляються. При внутрішньосудинному гемолізі плазма буде мати червонуватий відтінок через гемоглобінемію, що може бути виявлена до появи гемоглобінурії. Пацієнт, зазвичай, буде мати клінічні ознаки анемії.

Хибнопозитивний результат тесту можна отримати у випадку забруднення сечі відбілювачем, або при великому вмісті у зразку йоду або брому. Також хибнопозитивний результат можна отримати при заборі зразку у суки методом вільного сечовипускання в умовах підвищеної температури навколишнього середовища. У цьому випадку метод цистоцентезу є кращим для проведення тестування. Мікробна пероксидаза, що присутня в організмі при деяких інфекціях сечовивідних шляхів, також може призвести до отримання хибнопозитивних результатів.
Можливе отримання хибнопозитивних результатів тесту у випадку, якщо зразок сечі не був достатньо перемішаний перед проведенням тестування, що пов'язано з тим, що еритроцити часто досить швидко випадають у осад.

рН
показник рН сечі може змінюватися в залежності від дієти, а також від стану кислотно-основного обміну. Наприклад, тварини, які в основному їдять м'ясо з високим вмістом білка будуть мати кислу реакцію сечі. З іншого боку, тварини, які їдять більше їжі рослинного походження будуть мати лужну сечу.

Тест-смужки визначають рН за допомогою метилового червоного, бромтимолового синього або фенолфталеїнового барвників. Вказані барвники реагують швидко і призводять до зміни кольору реагентної зони. рН може бути виміряний приблизно з точністю до 0,5 одиниць. Зразок сечі повинен бути свіжим, оскільки сеча стає більш лужною при зберіганні шляхом перетворення сечовини в аміак бактеріями (якщо є) і втрати СО2.

Причинами кислої реакції сечі можуть бути: м'ясна дієта, системний ацидоз, гіпохлоремія, прийом окислюючих засобів, таких як D, L-метіоніну або NH4Cl. Сеча з високою концентрацією глюкози може мати більш низький показник рН, що пов'язано з бактеріальним метаболізмом глюкози та продукцією аміаку, який знижує рН. 
Причинами лужної реакції сечі можуть бути: овочева дієта, інфекція, викликана бактеріями, що продукують уреазу, системний алкалоз, вплив на зразок сечі повітря в приміщенні протягом тривалого часу (втрата CO2), прийом лужних лікарських засобів, таких як цитрат або NaHCO3. рН сечі також може надати попередню інформацію про морфологію кристалів і каменів, оскільки певні їх види формуються в кислому або лужному середовищі. Так, кристали сечової кислоти, цистину та оксалату кальцію, як правило, знаходяться у кислій сечі. З іншого боку, струвітні камені, камені карбонату та фосфату кальцію, біурати амонію та кристали аморфного фосфату знаходяться в лужній сечі.
Для більш точної оцінки рН сечі, може бути використана рН-метрія. Проте, для більшості рутинних ветеринарних аналізів визначення рН тест-смужками достатньо.

Білок

Зазвичай у котів та собак лише невелика кількість білку проходить через клубочковий фільтр, однак більшість з них резорбується нирковими канальцями. Нефрони екскретують невелику кількість білка Тамма-Хорсфалла. Таким чином, тільки дуже невелика кількість білка, як правило, виводиться з сечею, яка зазвичай не виявляється клінічно.

Визначення білку даними тест-смужками базується на індикаторному методі рН барвника з використанням бромфенолу синього. У зв'язку з негативним зарядом альбуміну, якщо білок (альбумін) присутній у сечі, показник рН збільшується і з’являється позитивний результат тесту. Цей тест є, перш за все, чутливим до альбуміну та відносно нечутливим до виявлення глобулінів та білку Бенс-Джонса. Отримані позитивні результати на білок повинні бути оцінені по відношенню до даних анамнезу пацієнта, фізикального обстеження, методу забору сечі, питомої ваги сечі та мікроскопічного дослідження осаду. Протеїнурія може бути пов'язана з кровотечею, інфекцією, внутрішньосудинним гемолізом, хворобою нирок. Кровотечу підтверджує позитивна реакція на приховану кров на тест-смужці та наявність еритроцитів в осаді. Інфекція сечовивідних шляхів або цистит можуть бути підтверджені шляхом виявлення бактерій та лейкоцитів при мікроскопії осаду. Випадки внутрішньосудинного гемолізу супроводжуються гемоглобінурією та призводять до позитивних результатів на приховану кров.

Протеїнурія при захворюванні нирок може бути пов'язана з ураженням клубочкового та/або трубчастого їх апарату. Якщо протеїнурія пов'язана із захворюваннями нирок, тест на приховану кров буде негативним, а осад може як демонструвати відхилення, так і ні. Визначення співвідношення кількості білка у сечі до креатиніну сечі використовується для підтвердження протеїнурії ниркового генезу.
Отримані результати на білок сечі слід аналізувати разом з показником питомої ваги сечі. Сліди білку можуть сигналізувати про значну втрату білка за умов низької питомої ваги, але ніяк не високої. 
Хибнопозитивний результат тесту можна отримати у випадку  лужної реакції сечі або залишку дезінфікуючого засобу у сечі (наприклад, у випадку очищення контейнера для забору сечі неналежним чином). Зразки сечі, що містять бактерії, які продукують уреазу, можуть мати підвищений рН, що призводить до отримання хибнопозитивного результату тесту.

Хибнонегативні результати тестування можуть виникнути при використанні розведених чи зразків сечі з кислою реакцією.
Якщо результат тест-смужки на білок є позитивним, зразки повинні бути додатково проаналізовані кількісним методом у лабораторії.

Нітрити

Визначення нітритів за допомогою тест-смужок у ветеринарній медицині має обмежену цінність. Це пов'язано з великою кількістю хибнонегативних результатів випробувань у невеликих тварин. Нітрити з’являються у сечі внаслідок бактеріальних інфекцій. Для досягнення точного позитивного результату тесту сеча повинна знаходитись у сечовому міхурі не менше 4 годин. Тому, найкраще збирати (першу) ранкову порцію сечі або забезпечити умови, за яких би пацієнт не мочився, принаймні 4 години.

Позитивний результат тесту вказує на наявність бактеріальної інфекції. Грамнегативні палички, більш імовірно, призводять до отримання позитивного результату тесту.
Негативний результат тесту не виключає інфекції, оскільки інфекції сечових шляхів можуть бути викликані організмами, які не продукують нітрити, або сеча, можливо, не знаходилась у сечовому міхурі більше 4 годин.

Лейкоцити

Тест-смужка визначає наявність лейкоцитів або їх частин у сечі. У собак, цей тест свідчить про піурію, але досить часто зустрічаються хибнонегативні результати.  
Лейкоцити вимірюються за допомогою реакції естераз у лейкоцитах, яка каталізує реакції амінопіролової кислоти естераз з  вивільненням 3-гідрокси-5-фенолпіролу.
Хибнопозитивні результати часто зустрічаються у котів, і цей тест є клінічно ненадійними, також отримання подібних результатів можливе у разі фекальних забруднень зразку.

Можливе отримання хибнонегативного результату у випадку лікування пацієнта високими дозами тетрацикліну або інших антибіотиків. Глюкозурія та підвищена питома вага сечі також можуть стати причиною отримання таких результатів. Крім того, отримання хибнонегативного результату можливе у випадку забору зразку методом вільного сечовипускання та наявності у тварини піометри або простатиту.
Контроль якості
Тест-смужки необхідно зберігати та використовувати відповідно до вимог, вказаних в інструкції. Можливі помилки при тестуванні зазначені в розділі «Застереження». Кожній лабораторії слід встановити свої власні стандарти виконання. 

Зберігання

Після того, як Ви дістали необхідну кількість смужок, контейнер необхідно відразу закрити, щільно закрутивши кришечку, і зберігати контейнер лише щільно закритим. 

· Зберігати в сухому прохолодному місці при температурі від 2 до 30°С. Не зберігати в холодильнику. Не заморожувати.

· Уникати вологи та прямих сонячних променів.

· При зберіганні в контейнері смужки стабільні до закінчення терміну придатності, вказаного на упаковці. 

· Не використовувати після закінчення терміну придатності.   
· Термін придатності 24 місяці.
Застереження

· Лише для in vitro діагностики.

· Тест-смужки призначені лише для дослідження сечі і не повинні використовуватися для аналізу інших біологічних рідин організму.

· Як і у всіх випадках діагностики, заключний діагноз чи терапевтичне рішення не повинно базуватися лише на результаті одного тестування. 

· Вплив ліків чи метаболітів на результат тестування в деяких випадках заздалегідь невідомий. Тому, у сумнівних випадках рекомендується повторити тестування після відміни медикаментів, які могли потенційно вплинути на результати тестування.  

· Не виймати осушувач із контейнеру зі смужками.

· Не торкатися до тестової ділянки на смужці. 

· Відкривати контейнер і діставати смужки потрібно безпосередньо перед тестуванням.

· Місце роботи повинно бути чистим і без слідів детергентів чи інших хімікатів.

· Зберігати в недоступному для дітей місці. 

· Кожна тест-смужка лише для одноразового використання. 

· Дотримання часу обліку результатів, який вказаний на етикетці контейнеру, важливе для отримання вірних результатів. При порушенні часу обліку результатів останній вважається недійсним. 

· Зміни кольору лише по краям тестової ділянки не слід приймати. Для уникнення цього явища слід обережно видалити залишки сечі на смужці. 
· При роботі із зразками сечі слід притримуватися мір безпеки як і при роботи із потенційно інфікованими біоматеріалами. 
· Під час тестування слід використовувати засоби індивідуального захисту ( одноразові рукавички та інш.) 
ПОСТАЧАЛЬНИК: 

DFI Co., Ltd, Корея
ДИСТРИБУТОР: 

ТОВ „Фармаско”. ЛАБОРАТОРІЯ В КИШЕНІ.

Україна, Київ, 01133, вул. Щорса, 31

тел. (044) 537-08-04
www.pharmasco.com, e-mail:contact@pharmasco.com 









_1074164913.doc
[image: image1.png]






