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1. Uvod

1. UvOD

Urinarni sustav dijelimo u tri regije: bubrezi, gornji urotrakt (kaliksi, pelvisi, ureteri) i
donji urotrakt (mokra¢ni mjehur i uretra). Veci je dio urinarnog trakta prekriven prijelaznim
epitelom (urotelom) koji je specijaliziran za ovo podrucje, a karakteriziran je sposobnoscu
ekspanzije i kontrakcije i ¢ini barijeru prema toksi¢nom urinu. Plocasti se epitel moze naci u
urinu budu¢i da je cijela Zenska uretra i dio muske uretre oblozen ploCastim epitelom te se
normalno moze naéi u trigonumu 10 % muskaraca i 50 % zena. Osim epitelnih stanica u urinu
nalazimo leukocite, histocite, makrofage, eritrocite i kristale. Ne-celularne elemente u urinu
¢ine cilindri, sluz te kontaminacije (1).

Citologija urina je jedina neinvazivna metoda za otkrivanje karcinoma prijelaznog
epitela (urotela), visoko ucinkovita za detekciju urotelnih tumora visokog stupnja, ali
insuficijentna u prepoznavanju prisutnosti urotelnih tumora niskog stupnja (2 — 7). Citoloska
pretraga urina i interpretacija rezultata zahtjeva veliko iskustvo. Citolog proucava morfologiju
stanica, prvenstveno njezinu jezgu, N/C omjer (omjer jezgra/citoplazma), prisutnost i izgled
nukleola te prisutnost patoloskih mitoza (8).

Najcesce indikacije za citoloski pregled urina su: dizurija, algurija nepoznatog uzroka,
mikrohematurija, makrohematurija, preoperativno predvidanje stupnja diferencijacije
urotelnih tumora, postoperativno pracenje urotelnih tumora, suspektna vezikoentralna fistula,
invazija ne-uroloskih tumora (1).

Tehnicka se obrada uzoraka urina u razliitim laboratorijima vrs$i na razli¢ite nacine
ovisno o tehnickoj opremljenosti laboratorija i edukaciji laboratorijskog osoblja te lijecnika
specijalista. U nekim se laboratorijima uzorak obraduje samo u citocentrifugi, dok se u
nekima obraduje i u citocentrifugi i u centrifugi. Takoder, celularnost uzorka urina jako je
ovisna o tome uzima li se uzorak s vrha, sredine ili dna posude za uzorkovanje te je li i koliko
isti stajao i sedimentirao se prirodnim putem prije njegove tehnicke obrade. U nekim je
laboratorijima uobicajno ostaviti uzorke urina da sedimentiraju pod utjecajem gravitacije i po
nekoliko sati, no obzirom da je urin agresivan medij postavlja se pitanje ucinka istog na

morfologiju stanica.
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1.1. Citologija urina

Citologija urina vazan je dopunski test u uroloskoj dijagnostici. Korisnost citologije
ovisi o nekoliko ¢imbenika, ukljucuju¢i adekvatnost prikupljanja uzorka te posebno vjestinu
citologa (9). Adekvatan je citoloski uzorak jedan od glavnih ¢imbenika za uspjeS$nu citolosku
analizu (10). Upravo radi toga priprema uzorka za citolosku pretragu treba biti obavljena na
primjeren i propisan nacin. Priprema uzorka urina za citolosku pretragu je skup metoda za
optimiziranje i standardizaciju prikupljanja, pripreme i analize uzoraka na nacine koji poti¢u
otkrivanje stanica od interesa i precizno tumacenje nuklearne morfologije. Priprema uzorka
uklju¢uje analizu svakog koraka, metode prikupljanja uzoraka te morfolosku analizu

mikroskopom (9).

1.2. Nadini prikupljanja uzoraka za citolosku pretragu

Citoloski pregled urina obuhvaca analizu urina koji moZe biti spontano izmokren ili
urin dobiven instrumentacijom (11). Za citologa je vrlo vazno znati nacin na koji je uzorak
dobiven jer su dijagnosticke pogreske specificne za pojedine uzorke. Spomenute kategorije
urina morfoloski se razlikuju po celularnosti jer su stanice u spontano izmokrenom urinu
dobivene spontanom deskvamacijom te je celularnost takvih uzoraka slaba, osim u slu¢aju

kada je ista pojacana zbog postojanja bolesti (1).

1.2.1. Spontano izmokreni urin

Urin je agresivan medij koji ne pogoduje ocuvanju morfoloskih karakteristika stanica
pa dugotrajno stajanje stanica u urinu tijekom no¢i dovodi do degenerativnih promjena koje
otezavaju analizu. Stoga se za citoloSku analizu kostisti drugi urin izmokren nakon ustajanja,
(tzv. jutarnji) urin, za razliku od noénog kojeg pacijent izmokri prvog nakon ustajanja.
Ukoliko nije moguce uzorkovati prvi jutarnji urin preporuka je uzeti bilo koji urin tijekom
dana. Ujutro nakon ustajanja potrebno je popiti pola litre tekuéine, mokriti, obaviti temeljnu i
detaljnu higijenu spolovila te do¢i u ustanovu gdje se pretraga vrsi. Pozeljno je da se urin da
na odjelu za citologiju te se ne donosi od kuce. U iznimnim situacijama (slabo pokretni

pacijenti) moze se prihvatiti urin uzet kod kuce, ali uz uvjete da se vrijeme od uzimanja
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1. Uvod

uzorka urina do donoSenja istog na citologiju skrati na najmanju moguéi mjeru (optimalno do
pola sata) (1).

Preporuka je da se treba uzeti srednji mlaz urina, no autori The Paris System for Reporting
Urinary Cytology navode kako je pozeljno uzeti prvi mlaz jer je on celularniji (1, 9). Potrebno
je izmokriti viSe od 30 ml urina u neprekinutom mlazu u ¢istu posudicu te ¢vrsto zatvoriti
posudicu poklopcem ne doti¢uéi ga prstima s unutrasnje strane. Kod muskaraca je potrebno
obrisati vrh spolovila ¢istom papirnatom maramicom, ispustiti prvi mlaz urina u zahod te
ponoviti postupak i prikupiti urin u ¢istu posudicu (9, 12). Tako prikupljen uzorak nece biti
kontaminiran stanicama iz drugih sustava i bit ¢e adekvatan uzorak za citoloSku pretragu (1).
Uzorci se uzimaju na odjelu za citologiju kroz tri dana. Neki autori preporucuju uzeti 1 gram
C-vitamina no¢ prije pregleda urina jer je niski pH bolji za oCuvanje stanica (13). Uzorak
treba dostaviti u laboratoriju u roku od pola sata, ukoliko to nije moguce uzorak treba
pohraniti na + 4 °C i dostaviti u laboratorij najkasnije unutar 24 sata od uzimanja uzorka (12).
U nekim laboratorijima pacijent dobije posudicu u kojoj se nalazi fiksativ te mokri u nju i
takav se uzorak moze naknadno dostaviti u laboratorij jer je fiksiran, ali se takvi uzorci ne

mogu bojati po May-Grunwald-Giemsi (MGG bojanje).

1.2.2. Uzorci dobiveni instrumentacijom

Uzorak dobiven instrumentacijom ukljuCuje Kkateterizirani urin (kateterizacija
mokra¢nog mjehura), ispirke mokraénog mjehura, desnog i lijevog uretera te uzorke uretera,
uretre ili mokraénog mjehura dobivene Cetkanjem. Ispirak moZze biti uzet iz bilo kojeg dijela
urinarnog trakta, u praksi je to naj¢esée iz mokra¢nog mjehura. U Supljinu interesa injicira se
celularnosti jer se ne radi o spontanoj deskvamaciji nego o deskvamaciji uzrokovanoj
potiskom tekucine. Osobito zahtjevni za analizu su ispirci gornjeg urinarnog trakta jer sadrze
stanice renalnih sabirnih duktusa, pelvisa i uretera (1).

Nedostatak uzimanja ispirka invazivnost je metode i moguce reaktivne promjene
stanica koje mogu izgledati poput displasticnih ili tumorskih stanica, a posljedica su
instrumentalne manipulacije (14). Nedostatci tehnike ¢etkanjem su bol, potreba za upotrebom

anestezije i artefakti (14, 1).
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2. CILJ RADA

Cilj je ove presjecne studije:

1. Procijeniti celularnost uzorka urina ovisno o duzini trajanja prirodne sedimentacije —
15 minuta nakon uzorkovanja te 2 i 4 sata nakon uzorkovanja.

2. Procijeniti izrazenost degenerativnih promjena na stanicama prijelaznog epitela 15
minuta nakon uzorkovanja te 2 i 4 sata nakon uzorkovanja.

3. Utvrditi optimalno trajanje prirodne sedimentacije uzorka urina s obzirom na

celularnost i izrazenost degenerativnih promjena.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj studije

Ovo je presje¢na studija (15) u kojoj su se prikupljali uzorci urina na Klinickom

zavodu za klini¢ku citologiju Klinickog bolni¢kog centra Osijek.

3.2. Ispitanici

Presje¢nom studijom obuhvaceno je 84 ispitanika (52 muskaraca i 32 Zene) upucenih
na Klini¢ki zavod za klini¢ku citologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek tijekom cetiri
tjedna radi citodijagnostike sedimenta urina s ciljem utvrdivanja maligniteta, izrazenosti
degenerativnih promjena te utvrdivanje optimalnog trajanja prirodne sedimentacije uzoraka
urina s obzirom na celularnost i izrazenost degenerativnih promjena. Uveden je sustav
Sifriranja prema kojem nije moguce utvrditi identitet osobe €iji su podatci koristeni u daljnjem

tijeku istrazivanja.

3.3. Metode

Po preuzimanju uzorka urin je izmijeSan i ostavljen da se stanice prirodno
sedimentiraju. Nakon 15 minuta, 2 i 4 sata pipetom su pipetirane dvije kapljice urina s dna
CaSice za uzorkovanje te je uzorak centrifugiran u citocentrifugi na 1500 okretaja kroz tri
minute. Nakon sedimentacije u citocentrifugi uzorci su fiksirani na zraku ili u 95 %-tnom

alkoholu i bojani metodom po May-Grinwald Giemsi i Papanicolaou.
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3.3.1 Citocentrifuga

Citocentrifuga je uredaj koji vrti stanice u tekucoj suspenziji koje se zatim taloze na
staklenu podlogu (16). U laboratoriju KBC Osijek uzorak se prikuplja svjez bez dodatka
alkohola te se zatim uzorci centrifugiraju u uredaju Cytospin 4, 3 minute na 1500 okretanja
(Slika 1.). Nakon centrifugiranja uzorci se fiksiraju te bojaju metodom po Papanicolaou i
May-Grunwald Giemsi (MGG bojanje).

Slika 1. Uredaj za citocentrifugu

(iz fundusa Klinickog zavoda za Klinicku citologiju KBC-a Osijek)
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3.3.2 Bojanje metodom po Papanicolaou

Bojanje po Papanicolau se sastoji od nekoliko glavnih koraka koji ukljucuju:
fiksiranje, bojanje jezgre, bojanje citoplazme i ¢is¢enje. Prednosti su bojanja po Papanicolaou
jasni nuklearni detalji, ocuvana transparentnost citoplazme (i pri prisutnom preklapanju
stanica), moguénost razlikovanja stupnja stani¢ne diferencijacije plocastog epitela te

stabilnost bojanja nakon duzeg vremenskog razdoblja (17).

Nakon uzimanja uzroka potrebno ih je fiksirati. Fiksacija uzorka je vrlo bitna jer ona
cuva stanice od isuSivanja te omogucuje bojanje i diferencijaciju stanica. Ukoliko se uzorak
prekasno fiksira, na uzorku se mogu pronaéi artefakti, koji ujedno i otezavaju postavljanje
dijagnoze. Upravo radi toga dobra je fiksacija preduvjet za postavljanje to¢ne dijagnoze. Za
bojanje uzoraka metodom po Papanicolaou fiksaciju je moguée izvrsiti na tri nacina. Mokra
fiksacija oznacava uranjanje uzorka u 95 %-tni alkohol i to odmah nakon centrifugiranja
uzorka. Drugi nacin je takoder mokra fiksacija, ali naknadnim susenjem na zraku. Uzorak se
odmah nakon sedimentiranja uroni u 95 %-tni alkohol, a zatim se izvadi i ostavi da se osusi na
zraku. Tako fiksirani uzorak pogodan je za, ukoliko postoji potreba, slanje u drugi laboratorij
gdje se prije bojanja fiksacija mora dovrsiti ponovnim uranjanjem u 95 %-tni alkohol (Slika
2).

Slika 2. Uranjanje uzoraka u 95 %-tni alkohol pri mokroj fiksaciji

(iz fundusa Klinickog zavoda za Klinicku citologiju KBC-a Osijek)



3. Ispitanici i metode

Za fiksaciju se mogu koristiti i razli¢iti komercijalni spray fiksativi. To su vodeno-
alkoholne otopine koje sadrze polietilni-glikol. Nakon uzimanje uzorka potrebno je na uzorak
nanijeti spray fiksativ prema uputama proizvodaca. Tako je fiksirane uzorke u laboratorijima,
prije bojanja, potrebno uroniti u 95 %-tni alkohol. U nedostatku fiksativa kao sredstvo

fiksacije moze posluziti i lak za kosu (18, 19).

Idu¢i korak u pripremi uzorka jest bojanje jezgre. Za to se koristi prirodna boja
hematoksilin, a naj¢esce se koristi Harris hematoksilin. Ova boja dobro prikazuje strukturu
kromatina normalne ili abnormalne stanice. Ona se veze na sulfatne skupine DNA molekule.
Boja se ispire destiliranom vodom i izbjeljuje 0,025 %-tnom otopinom HCI koja se takoder
ispire (18, 19).

Bojanje citoplazme odvija se u dvama koracima. Prvo se koristi monokromatska
Orange boja koja boja keratin u narancasto. Na trziStu se jo§ mogu nac¢i Orange G koja boja
keratin u zuckasto-narancasto te Orange Il koja boja keratin u crvenkasto-narancasto. Ovom
se bojom dobro prikazuje prisutnost prekeratoze, hiperkeratoze i keratiniziranih malignih
stanica. Drugi je korak bojanje citoplazme polikromatskom EA (eosin azure) bojom. Boja se
sastoji od eozina, svijetlo zelene i Bismarck smede boje. Eozin boja citoplazmu zrelih
ploc¢astih stanica, nukleole i cilije boji u ljubicasto. Svijetlo zelena boja boji citoplazmu
metabolicki aktivnih stanica u plavo. Bismarck smeda ne daje karakteristi¢cnu boju citoplazmi.
Nakon toga slijedi uranjanje u apsolutni alkohol koji uzrokuje kompletnu dehidraciju koja

sluzi kao priprema za ¢iS¢enje uzorka (Slika 3.) (18, 19).
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Slika 3. Aparat za bojanje uzoraka metodom po Papanicolau

(iz fundusa Klinickog zavoda za Klinicku citologiju KBC-a Osijek)

Zavrsni je korak ciS¢enje uzorka za koje se koristi ksilol. Ksilol je bezbojan, kemijski
nereaktivan i ima gotovo isti indeks loma kao staklo, §to je vrlo vazno zbog transparentnosti
uzorka tijekom mikroskopiranja. Idu¢i korak je uklapanje. Za uklapanje se koristi ljepilo koje
povezuje staklo i pokrovnicu, Cuva preparat od skvréavanja i isuSivanja te sprjecava

oksidaciju i blijedenje uzorka (Slika 4.) (18, 19).
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80% alkohol 70% alkohol 50% alkohol Destilirana voda Haris 1a
10 sek 10 sek 10 sek 10 sek 7 min

i
70% alkohol +
Tekuéa voda HCl + tekuca voda Tekucéa voda 50% alkohol amonijak
—— (14 ml HCI-1000 —— — — (15 ml amonijaka -
10 sek mi vode) 2 sek 10 sek 10 sek 1000 ml alkohola)
| 10 sek
|

80%alkohol = 96% alkohol ’ ~ 96% alkohol ) ~ 96% alkohol

10 sek '{ 10 sek 10 sek N 10 sek

96% alkohol Polychrom EA 31 96% alkohol 96% alkohol 96% alkohol
10 sek 8min 10 sek 10 sek 10 sek

Apsolutni Apsolutni Xylol + apsolutni
alkohol alkohol alkohol 1:1

10 sek 10 sek 10 sek

Slika 4. Shematski prikaz bojanja razmaza po Papanicolau

(iz fundusa Klinickog zavoda za Klinicku citologiju KBC-a Osijek)

3.3.3 Bojanje po May-Griunwald Giemsi (MGG bojanje)

Bojanje po May-Grinwald Giemsi je bojanje za koje je potrebno fiksirati uzorak
susenjem na zraku. May-Grinwald Giemsa je bojanje koje nam omogucuje detekciju jezgre,
citoplazme i bakterija. Prilikom bojanja ovom metodom jezgre i bakterije se bojaju plavo, dok
se citoplazma ocituje crvenkastim obojenjem. Otopine May-Grinwald Giemsa reagensa
komercijalno su dostupne od nekoliko razli¢itih proizvodaca. Vrlo je bitno pratiti upute
proizvodaca prilikom pripreme samog uzorka, kako bi rezultati bili zadovoljavajuéi i to¢ni
(16).

Uzorke je potrebno susiti najmanje 2 sata, no ukoliko se radi o hitnom slu¢aju, ovisno
o0 debljini sedimenta, uzorci se mogu osusiti i za pola sata. Uzorci se nakon fiksacije susenjem
na zraku slazu na stalak i zatim se preliju s otopinom May-Griinwalda i tako se ostave 3
minute. Nakon 3 minute uzorci se ispiru destiliranom vodom, potom se dodaje razrijedena
otopina Giemse i tako se uzorci ostave 15 minuta. Giemsa se razrijeduje u omjeru 7 ml

10



3. Ispitanici i metode

Giemse i 100 ml destilirane vode. Nakon 15 minuta uzorci se ponovno ispiru destiliranom
vodom, a suhom se krpom obrise visak vode i uzorci se tako ostavljaju da se do kraja osuse.
Kada su se uzorci osusili slijedi Sifriranje uzorka i potom su uzorci spremni za

mikroskopiranje (Slika 5.).

AEESEEEETERUN

Slika 5. Bojanje po May-Griinwald Giemsi (MGG bojanje)

(iz fundusa Klinickog zavoda za Klinicku citologiju MBC-a Osijek)

3.4 Statisticke metode

Kategorijski su podatci predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama.
Numericki su podatci opisani medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike
kategorijskih varijabli testirane su Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost raspodjele
numerickih varijabli bit ¢e testirana Shapiro-Wilk testom. Razlike u celularnosti i
degenerativnim promjenama u uzorku nakon 15 minuta, 2 sata i 4 sata testirane su McNemar-
Bowkerovim testom (20, 21). Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti je
postavljena na Alpha = 0,05.

11
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Za statisticku analizu koristio se statisticki program MedCalc Statistical Software
version 14.12.0 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org; 2014)
(22).

12



4. Rezultati

4. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na 85 ispitanika, od kojih je 53 (62 %) muskaraca i 32
(38 %) zena. SrediSnja vrijednost (medijan) dobi ispitanika je 60 godina (interkvartilnog
raspona od 50 do 72 godine) u rasponu od 9 do 83 godine. Nema znacajnih razlika u

celularnosti i broju degenerativnih stanica s obzirom na duZinu trajanja prirodne sedimentacije
(Tablical.i2.).

Tablica 1. Celularnost u uzorku nakon dva i Cetiri sata prema celularnosti nakon 15 minuta

broj (%) ispitanika prema

celularnosti nakon 15 minuta p*
1 2 3 ukupno
1 17 (65) 4 (17) 0 21 (25)
celularnost 8(31) 14 (61) 8 (22) 30(35) 0,39
nakon 2
sata 3 1(4) 5(22) 28 (78) 34 (40)
Ukupno 26 (100)  23(100) 36 (100) 85 (100)
1 20 (77) 2 (9) 0 22 (26)
celularnost 3(12) 17 (74) 9 (25) 20 (34) 0,16
nakon 4
sata 3 3(12) 4 (17) 27 (75) 34 (40)
Ukupno 26 (100)  23(100) 36 (100) 85 (100)

*McNemar-Bowkerov test
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4. Rezultati

Tablica 2. Izrazenost degenerativnih promjena u uzorku nakon dva i cetiri sata prema
izrazenosti degenerativnih promjena nakon 15 minuta u uzorcima urina ¢uvanim na sobnoj

temperaturi

broj (%) ispitanika prema izrazenosti degenerativnih

promjena na stanicama nakon 15 minuta p*
1 2 3 ukupno

1 56 (95) 0 0 56 (66)
degenerativne 9 3(5) 22 (100) 1 (25) 26 31) (14
stanice nakon

3 0 0 3(75) 335
2 sata

ukupno 59 (100) 22 (100) 4 (100) 85 (100)

1 55 (93) 2(9) 0 57 (67)
degenerativne 9 4(7) 20 (91) 0 24 (28) a1
stanice nakon

3 0 0 4 (100) 4(4,7)

4 sata
ukupno 59 (100) 22 (100) 4 (100) 85 (100)

*McNemar-Bowkerov test

Zene imaju znacajno viSe plocastih stanica 2 1 3 u odnosu na muskarce (Fisherov

egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 3.).

Tablica 3. Raspodjela broja plocastih stanica prema spolu

broj (%) ispitanika prema broju plocastih stanica

P*
1 2 3 Ukupno
Muskarci 42 (84) 11 (41) 0 53 (62)
< 0,001
Zene 8 (16) 16 (59) 8/8 32 (38)
Ukupno 50 (100) 27 (100) 8/8 85 (100)

*Fisherov egzaktni test

14



4. Rezultati

Hematurija je prisutna kod 24 (28 %) ispitanika. Celularnost u uzorku nakon 15
minuta ne razlikuje se znacajno kod ispitanika s obzirom na hematuriju, dok je nakon 2 sata
znacajno vise ispitanika s hematurijom imalo celularnost 3 (Fisherov egzaktni test, P = 0,03),
kao i u uzorku nakon 4 sata znacajno viSe ispitanika s hematurijom imaju vise vrijednosti

celularnosti (Fisherov egzaktni test, P = 0,009) (Tablica 4.).

Tablica 4. Raspodjela ceularnosti prema prisutnosti hematurije

broj (%) ispitanika prema hematuriji

p*
ne da ukupno

celularnost nakon 15 minuta

1 22 (36) 4 (17) 26 (31)

5 17 (28) 6 (25) 237) 912

3 22 (36) 14 (58) 36 (42)

celularnost nakon 2 sata

1 19 (31) 2 (8) 21 (25)

5 22 (36) 8 (33) 3035 g3

3 20 (33) 14 (58) 34 (40)

celularnost nakon 4 sata

1 21 (34) 1(4) 22 (26)

2 19 (31) 10 (42) 29(34) 0009

3 21 (34) 13 (54) 34 (40)

UKkupno 61 (100) 24 (100) 85 (100)

*Fisherov egzaktni test
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4. Rezultati

Ispitanici s hematurijom nemaju znacajno razli¢ite degenerativne promjene u uzorku

nakon 15 minuta, tako i nakon 2 i 4 sata (Tablica 5.).

Tablica 5. Raspodjela degenerativnih promjena prema prisutnosti hematurije u uzorcima

urina cuvanim na sobnoj temperaturi

broj (%) ispitanika prema hematuriji

p*
ne da ukupno

degenerativne promjene nakon 15 minuta

1 45 (74) 14 (58) 59 (69)

2 15 (25) 7 (29) 22 (26) 0,09

3 1(2) 3(13) 4 (5)

degenerativne promjene nakon 2 sata

1 43 (70) 13 (54) 56 (66)

2 17 (28) 9 (38) 26 (31) 0,14

3 1(2) 2 (8) 3(4)

degenerativne promjene nakon 4 sata

1 43 (70) 14 (58) 57 (67)

2 17 (28) 7 (29) 24 (28) 0,12

3 1(2) 3(13) 4 (5)

Ukupno 61 (100) 24 (100) 85 (100)

*Fisherov egzaktni test
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4. Rezultati

Upalu ima 18 (21 %) ispitanika koji imaju i znacajno vecéu celularnost u uzorku nakon

15 minuta, i nakon 2 i 4 sata (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 6.).

Tablica 6. Raspodjela celularnosti prema prisutnosti upale

broj (%) ispitanika prema upali

p*
ne da ukupno

celularnost nakon 15 minuta

1 26 (39) 0 26 (31)

2 21 (31) 2 (11) 23 (27) <0,001

3 20 (30) 16 (89) 36 (42)

celularnost nakon 2 sata

1 21 (31) 0 21 (25)

2 27 (40) 3 (17) 30 (35) < 0,001

3 19 (28) 15 (83) 34 (40)

celularnost nakon 4 sata

1 22 (33) 0 22 (26)

2 26 (39) 3 (17) 29 (34) < 0,001

3 19 (28) 15 (83) 34 (40)

Ukupno 67 (100) 18 (100) 85 (100)

*Fisherov egzaktni test
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4. Rezultati

Oni ispitanici koji imaju upalu, znacajno imaju vise degenerativnih promjena u uzorku
nakon 15 minuta (Fisherov egzaktni test, P = 0,002), nakon dva sata (Fisherov egzaktni test,
P =0,002) te nakon Cetiri sata (Fisherov egzaktni test, P = 0,005) (Tablica 7.).

Tablica 7. Raspodjela degenerativnih promjena prema prisutnosti upale u uzorcima urina

cuvanim na sobnoj temperaturi

broj (%) ispitanika prema upali

ne da ukupno "
degenerativne promjene nakon 15 minuta
1 52 (78) 7 (39) 59 (69)
2 14 (21) 8 (44) 22 (26) 0,002
3 1(2) 3(17) 4 (5)
degenerativne promjene nakon 2 sata
1 50 (75) 6 (33) 56 (66)
2 16 (24) 10 (56) 26 (31) 0,002
3 1(2) 2(11) 3(4)
degenerativne promjene nakon 4 sata
1 50 (75) 7 (39) 57 (67)
2 16 (24) 8 (44) 24 (28) 0,005
3 1(2) 3(17) 4 (5)
Ukupno 67 (100) 18 (100) 85 (100)

*Fisherov egzaktni test
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5. RASPRAVA

Ve¢ povrsan pregled znanstvene literature upucuje da opceprihvacena metoda
skupljanja i citoloSke obrade uzoraka urina ne postoji. Razli¢iti navodi vode suprotnim
zakljuccima o prednostima i1 nedostacima spontano izmokrenog urina u odnosu na
kateterizirani urin, odnosno ispirke mjehura; broj uzoraka urina; treba li se isti obraditi svjez
ili odmah fiksirati; treba li ga drzati na sobnoj temperaturi ili u hladnjaku; koliko sati; koliko
je uzoraka potrebno za prihvatljivu osjetljivost; koja je metoda obrade najbolja i koliki se broj

stanica u uzorku moze prihvatiti kao adekvatan.

U naSoj se drzavi nacin obrade, analize i izvjeStavanja nalaza urina razlikuje od
laboratorija do laboratorija, $to u konacnici rezultira nerazumijevanjem citoloSkog nalaza od
strane kliniCara, $to je osobito izrazeno pri odlasku pacijenata s citoloskim nalazom iz jedne
sredine u drugu, obi¢no iz manjeg grada u Zagreb. No, i u Zagrebu se razliciti laboratoriji
oslanjaju na razlicite Skole 1 tradicije te se i njihova obrada uzoraka i nacin izvjeStavanja

nalaza urina uvelike razlikuju, ¢ak Stovise, u svom znacenju mogu biti totalno suprotni.

Kad novi laboratorijski djelatnik dode raditi u neki laboratorij, bude poduc¢en nacinu
obrade uzorka kako se ona vrs$i u tom laboratoriju, $to ponajviSe ovisi o dostupnoj aparaturi i
Skoli koju slijede citolozi tog laboratorija. Neki laboratoriji posjeduju i centrifugu i
citocentrifugu te uzorke prvo centrifugiraju u centrifugi, a zatim u citocentrifugi te time
dobivaju vecu celularnost uzorka. Ta Se metoda moze unaprijediti tako $to se nakon
odlijevanja supernatanta ostatak uzorka resuspendira s nekoliko mililitara balansirane otopine
elektrolita. U nekim se laboratorijima za bolje oCuvanje i vidljivost kromatina dodaje i 0,25
ml 2 %-tnog carbowaxa (Carbowax PEG 1450) (9, 23). Laboratoriji koji nemaju centrifugu
sedimentiraju uzorke samo u citocentrifugi $to vodi jo§ vecim razli¢itostima u celularnosti
urina. Za citocentrifugu potrebno je odpipetirati samo dvije kapi urina od ukupnog volumena
(optimalno oko 30 ml). Logi¢no je za zakljuciti da postoje znacajne razlike u celularnosti
uzorka urina ukoliko se te dvije kapi uzimaju s vrha, sredine ili dna posude za uzorkovanje ili
ukoliko se uzorak prije uzimanja dviju kapi dobro izmijesa. Posljedica je to Cinjenice da se svi
zaprimljeni uzorci ne mogu obraditi neposredno nakon zaprimanja uzorka pa oni neko
vrijeme stoje te zbog vece gustoce stanica u odnosu na teku¢inu prirodno sedimentiraju Sto za
posljedicu ima nejednak broj stanica na vrhu, u sredini i na dnu uzorka. Budu¢i da su sve te

premise proizasle iskustveno i na osnovu logi¢nog zakljucivanja, zeljeli smo isto ispitati u
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5. Rasprava

kontroliranim uvjetima. Osim toga, kada citolozi daju uputu pacijentu o ispravnom nacinu
davanja uzorka, jedan od glavnih naglasaka bit ¢e na bitnosti dobivanja svjezeg urina za
citoloSku obradu. U laboratoriju Klinickog zavoda za Klini¢ku citologiju inzistira se da urin
ne bude stariji od pola sata kad se donosi s drugog odjela ili eventualno od kuce kod
nepokretnih bolesnika. Postavlja se pitanje koje je krajnje vrijeme za obradu uzorka da
degenerativne promjene na stanicama ne utjeu na osjetljivost metode u detekciji malignih

stanica.

U ovom istrazivanju celularnost je analizirana nakon 15 minuta nakon davanja uzorka,
2 i 4 sata, pri ¢emu je uo¢eno da nema znacajnih razlika u celularnosti s obzirom na duzinu
trajanja prirodne sedimentacije. Moze se pretpostaviti da je 15 minuta stajanja uzorka
dostatno da se stanice prirodno sedimentiraju te daljnja odgoda obrade uzorka ne pridonosi
boljoj celularnosti uzorka. Takoder, rezultati ukazuju da nema znacajnih razlika u izraZzenosti
degenerativnih promjena na stanicama prijelaznog epitela ukoliko se uzorak obradi u
vremenskom intervalu do cetiri sata nakon uzorkovanja. To eventualno moZe znaciti da
citolozi ne moraju biti toliko strogi u inzistiranju da rodbina donese uzorak nepokretnog
pacijenta od kuée za najduze pola sata. Vremenski interval od uzimanja do obrade uzorka
urina prije o$tecenja stanica ovisi o pH, sadrzaju proteina, enzimskoj aktivnosti (degeneracija
stanica autolitickim enzimima) i prisutnosti bakterija (24). Izrazenost degenerativnih
promjena istrazivali su Hussain i suradnici na nacin da su prikupljeni uzorak urina podijelili u
tri dijela, jedan su fiksirali odmah po uzorkovanju, drugi nakon dva sata, a tre¢i nakon cCetiri
sata te bojali metodom po Papanicolaou. Zakljucili su da odgoda fiksacije znacajno utjece na
ocuvanost stanica i kvalitetu bojenja, dok sterilnost posude za prikupljanje uzorka, osobito
ako je uzorak odmah fiksiran, ne utjeCe na izraZenost degenerativnih promjena i kvalitetu
bojenja (24). Veljkovi¢ i suradnici (25) analizirali su vrijednosti leukocitne esteraze, pH,
specificne tezine, hemoglobina, proteina, nitrata, glukoze i ketona te leukocite, eritrocite,
epitelne stanice 1 bakterije u urinima nakon dva sata te nakon cetiri sata od uzimanja uzorka
urina. Zakljucili su da se urin moze drzati na sobnoj temperaturi do Cetiri sata bez znacajnih

promjena na rezultate analize.

U istrazivanju su dodatno istraZzeni kontaminacija stanicama ploCastog epitela te
utjecaj hematurije i upale na celularnost i degenerativne promjene stanica u uzorcima urina

ovisno o vremenu proteklom od uzorkovanja.
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Pri analizi uzoraka urina Zena citolozima kontaminacija plocastim epitelom iz
genitalnog trakta zena Cesto predstavlja problem. Ono §to iskustveno citolozi znaju potvrdili
su 1 nasi rezultati — Zene u uzorcima imaju znacajno vise stanica plocastog epitela u odnosu na

muskarce.

Hematurija je u ovoj studiji bila prisutna u 28 % ispitanika. Citolozi iskustveno
o¢ekuju da uzorci s ve¢om koli¢inom krvi imaju i vecu celularnost §to se nije potvrdilo ovim
istrazivanjem. No, zanimljivo je §to se celularnost uzoraka s izrazenom hematurijom znacajno
povecela nakon dva, odnosno cetiri sata. Pretpostavka je da u studiji nije obraden dostatan
broj uzoraka koji bi potvrdili povecanje celularnosti uzoraka pri prisutnoj hematuriji odmah
nakon uzimanja uzorka ili eventualno proces prirodne sedimentacije u krvavim uzorcima duze

traje, Sto bi trebalo ispitati nekom narednom studijom.

Produzeno vrijeme do obrade uzoraka urina koji sadrze viSe krvi ne utjeCe na
izrazenost degenerativnih promjena u uzorku urina obradenom petnaest minuta nakon
uzorkovanja, nakon dva, odnosno Cetiri sata u odnosu na uzorke urina koji nemaju izrazenu

hematuriju. Isto je takoder u suprotnosti s iskustvenim stajaliStem citologa.

Promjene celularnosti i izrazenosti degenerativnih promjena u uzorcima urina s
prisutnom upalom u skladu je s opazanjima citologa u svakodnevnom radu. Uzorci s upalom
imaju znacano vecu celularnost u sva tri vremenska razdoblja promatranja, a isto vrijedi 1 za

izrazenost degenerativnih promjena.

21



6.Zakljucak

6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

Duzina trajanja prirodne sedimentacije ne dovodi do znacajnih razlika u celularnosti i
broju degenerativnih stanica u uzorcima urina analiziranim 15 minuta nakon uzorkovanja
te dva i Cetiri sata nakon uzorkovanja.

Kod Zena je potvrden znacajno veci broj plocastih stanica u odnosu na muskarce.
Hematurija znatno utjeCe na celularnost u uzorcima nakon 2 sata pri ¢emu je viSe
ispitanika imalo celularnost 3 te u uzorcima nakon 4 sata kada su ispitanici s hematurijom
imali znacajno vece vrijednosti celularnosti uzoraka.

Hematurija nije znatno utjecala na izrazenost degenerativnih promjena u uzorku nakon 15
minuta, 2 i 4 sata.

Prisutnost upale znacajno utjeCe na povecanje celularnosti u uzorcima nakon 15 minuta, 2
i 4 sata u odnosu na uzorke bez izrazene upale.

Upala je znacajno povezana s jafe izrazenim degenerativnim promjenama u uzorcima

nakon 15 minuta, nakon 2 sata te nakon 4 sata.
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7. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA. Procijeniti celularnost uzorka urina i izrazenost degenerativnih
promjena na stanicama urotela ovisno o duzini trajanja prirodne sedimentacije — 15
minuta, 2 i 4 sata nakon uzorkovanja. Utvrditi optimalno vrijeme prirodne sedimentacije

urina s obzirom na celularnost i izrazenost degenerativnih promjena.

USTROJ STUDIJE. Presje¢na studija.

ISPITANICI | METODE. Presje¢nom studijom obuhvacéeno je 84 ispitanika upuéenih na
Klini¢ki zavod za klini¢ku citologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek tijekom cetiri tjedna

radi citodijagnostike sedimenta urina s ciljem dijagnostike prisutnosti malignih stanica.

REZULTATI. Nema znacajnih razlika u celularnosti i izrazenosti degenerativnih promjena
obzirom na duZinu trajanja prirodne sedimentacije. Zene imaju znacajno veéi broj plo¢astih
stanica u uzorcima u odnosu na muskarce. Hematurija je pristuna kod 28 % ispitanika, kod
kojih je celularnost uzorka znacajno veca u uzorcima nakon 2 sata te nakon 4 sata prirodne
sedimentacije. Ispitanici s hematurijom nemaju znacajno izrazenije degenerativne promjene u
uzorcima nakon 15 minuta i nakon 2 i 4 sata. Izrazenu upalu ima 21 % ispitanika koji imaju i
znacajno vecu celularnost u uzorcima nakon 15 minuta te nakon 2 i 4 sata prirodne
sedimentacije. Ispitanici s upalnim promjenama imaju i znacajno jace izrazene degenerativne

promjene u uzorku nakon 15 minuta, nakon dva sata te nakon cetiri sata.

ZAKLJUCAK. Prirodna sedimentacija uzoraka urina radi povecavanja celularnosti uzorka
za citolosku pretragu ne treba trajati duze od petnaest minuta, buduci da se celularnost uzorka
protrahiranim stajanjem uzorka ne povecava. Odgadanje obrade uzoraka urina moZzZe se
produziti na Cetiri sata obzirom da se izrazenost degenerativnih promjena u tom vremenskom

intervalu znacajno ne mijenja.

KLJUCNE RIJECI. celularnost; degenerativne promjene; sedimentacija; urin.
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8. SUMMARY

THE DEPENDENCE OF URINE SAMPLE CELLULARITY AND THE
PREVALENCE OF DEGENERATIVE CHANGES INUROTHELIAL CELLS ON
THE MANNER OF SAMPLE PREPARATION FOR CYTOLOGICAL
EXAMINATION

OBJECTIVES. To estimate cellularity of the urine sample depending on the duration of
natural sedimentation - 15 minutes after sampling and 2 and 4 hours after sampling. To
estimate the prevalence ofdegenerative changes in urothelial cells 15 minutes after sampling
and 2 and 4 hours after sampling. To determine the optimal time of natural sedimentation of

the urine sample with regard to cellularity and the prevalence of degenerative changes.

STUDY DESIGN. A cross-sectional study.

PARTICIPANTS AND METHODS. A cross-sectional study included 84 respondents (52
men and 32 women) who were referred to the Department of Clinical Cytology, University
Hospital Center Osijek, for cytodiagnostic urine sedimentation testing within four weeks
todetect the presence of malignant cells.

RESULTS. There are no significant differences in cellularity and the prevalence of
degenerative changes regarding the duration of natural sedimentation. Women havea
significantly higher number of plate cells in samples than men. Hematuria occurs in 28% of
respondents, whose cellularity is significantly higher in samples after 2 hours and after 4
hours of natural sedimentation. Patients with hematuria do not exhibit significantly more
pronounced degenerative changes in samples after 15 minutes and after 2 and 4 hours.
Pronounced infection occurs in 21% of respondents who also have a significantly higher
cellularity in samples after 15 minutes and after 2 and 4 hours of natural sedimentation.
Respondents who have changes associated with infections also have significantly more
pronounced degenerative changes in the sample after 15 minutes, after 2 hours and after 4

hours.
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8. Summary

CONCLUSION. Natural sedimentation of urine samples with the aim of increasing the
cellularity of the sample for cytological examination should not last longer than fifteen
minutes, since the cellularity of the sample does not increase during its prolonged storage.
The delay in the processing of urine samples can be extended to four hours, as the prevalence

of degenerative changes does not significantly change in that time interval.

KEYWORDS. cellularity; urine; degenerative changes; sedimentation.
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