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Uvod

1. UVOD
1.1. Rutinski pregled urina

Prva i osnovna pretraga za dijagnostiku bubreznih bolesti i bolesti mokra¢nog sustava jest
kvalitativna analiza urina.To je ujedno i najstarija pretraga u laboratoriju. Sastoji se iz triju

dijelova:
1. fizikalnog pregleda urina: izgled, boja, miris;

2. kemijskog pregleda urina kojim se ispituje prisutnost sastojaka kojih u urinu zdravih osoba
nema ili su prisutni u tragovima (proteini, relativna volumna masa, pH, krv, odnosno

hemoglobin, glukoza, ketoni, bilirubin, leukociti, nitriti);
3. mikroskopskog pregleda sedimenta urina;

Kvalitativna analiza urina skup je pretraga koje koriste metode suhe kemije pomocu urinske
test trake 1 svjetlosnu mikroskopiju. Prva preporuc¢ena metoda ocitanja urinske test trake je
automatizirana reflektometrija, a druga ocitanje golim okom. Rezultati se izrazavaju u
semikvantitativnom obliku: negativno ili pozitivno u stupnju 1 - 4. Sediment urina opisuje se
kao prisutnost organiziranih oblika i brojcana prisutnost stani¢nih elemenata uvidnom polju

pod velikim povecanjem svjetlosnim mikroskopom (1).

1.2. Uzorak urina

Nakon no¢nog sna, prvi jutarnji urin se odbacuje. Ucini se toaleta vanjskog spolovila, prije
dorucka i1 drugih aktivnosti uzima se uzorak urina. No¢ni uzorak urina ne bi trebalo
upotrebljavati za analizu jer produljeno stajanje stanica u mjehuru podlozno je degeneraciji
stanica djelovanjem proteolitickih enzima 1 citolizina. Zovemo ga drugi jutarnji urin.Uzorak
urina se daje tehnikom srednjeg Cistog mlaza. Analizu urina treba napraviti unutar dva sata

po uzorkovanju (2).

1.3. Hematurija

Hematurija je abnormalna prisutnost krvi ili eritrocita u urinu. Krv u urinu je simptom koji

zahtijeva pronalazenje uzroka krvarenju. Ako je krv u urinu vidljiva golim okom, rijec je o
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makrohematuriji. To znaci da je krv prisutna u vec¢oj kolicini, a boja je urina crvena. Crvena
obojenost urina nije sinonim za makrohematuriju jer crvenu boju urina mogu uzrokovati
hemoglobinurija i mioglobinurija (pozitivna reakcija na urinskoj test traci za hemoglobin,
negativan nalaz u sedimentu urina), konzumacija neke vrste hrane (npr. cikla, kupine) ili
lijekova (npr. ibuprofen, metronidazol, nitrofurantoin i dr.). Ukoliko je uzrok crvene
obojenosti urina konzumacija odredene hrane ili lijekova, nalazimo negativan nalaz test trake
i mikroskopskog sedimenta urina. Prisutnost krvi u urinu koja nije vidljiva golim okom

zovemo mikrohematurija, a nalazimo pozitivan nalaz urinske test trake i sedimenta(3).

1.3.1. Mikrohematurija

Mikrohematurija je jedan od najcesc¢ih simptoma s kojima se urolog susrece u svakodnevnoj
praksi. Moze biti znak bolesti bubrega i mokra¢nog sustava. Pravodobnom obradom
mikrohematurije postize se maksimalni terapijski ucinak uz izbjegavanje uporabe skupih i

invazivnih dijagnosti¢kih metoda.

Mikrohematuriju definiramo kao makroskopski nevidljivu hematuriju uz prisutnost dva ili
viSe eritrocita u vidnom polju svjetlosnog mikroskopa svjezeg centrifugiranog urina,

dokazanu u tri uzastopna uzorka(3, 4).
1.3.2. Etiologija mikrohematurije

Etiologija mikrohematurije varira od slucajnog nalaza, koji je samo prolazan simptom i nije
bolest (npr. veéa fizicka aktivnost oduobicajene), do stanja koje moze dovesti do ugrozavanja

Zivota.

Mikrohematuriju dijelimo na tri tipa:

1. mikrohematuriju s klinickim simptomima
2. asimptomatskumikrohematuriju

3. asimptomatskuhematuriju s proteinurijom

Etiologiju mikrohematurije mozemo podijeliti na glomerularnu, neglomerularnu, povezanu s
poremecajima koagulacije, mikrohematuriju zbog vaskularnih poremecaja te mikrohematurije

u tubulonefritisima. Posebnu skupinu ¢ine nasljedne mikrohematurije.



Uvod

1.4.Eritrociti u urinu

Nalaz eritrocita u urinu odreduje se analizom sedimenta centrifugiranog urina, a izdaje se kao
broj stanica u vidnom polju pod velikim pove¢anjem. Opisuje se i izgled eritrocita kao svjezi

(glatki), blijedi, dismorficni.
1.4.1. Glatki 1 dismorfi¢ni eritrociti

Glatki eritrociti imaju intaktnu membranu i znak su krvarenja iz donjeg dijela mokra¢nog
trakta. Nazivaju se jo§ i neglomerularni eritrociti, te su glatkih kontura, okrugli i pravilni.
Dismorfi¢ni eritrociti su eritrociti promijenjene morfologije i oblika. Nastaju kao posljedica
prolaska eritrocita kroz pore oStecenih glomerula, te ih se jo§ naziva glomerularni eritrociti.

Njihova prisutnost upucuje na krvarenje iz gornjeg dijela mokra¢nog trakta (4, 5).
1.4.2. Dijagnostika dismorfi¢nih eritrocita

Nalaz dismorfi¢nih eritrocita odredujemo svjetlosnom mikroskopijom s ili bez faznog
kontrasta. Najnovije tehnike jesu tehnike opticke protocne citometrije. Faznokontrastni
mikroskop jest svjetlosni mikroskop koji ima dodatak tamnog pozadinskog polja koje
omogucuje prelamanje zraka svjetlosti Sto povecava ostrinu slike. Mikroskopska analiza

zahtijeva dobro educirano 1 vjesto osoblje (6, 7).
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2. HIPOTEZA

Metoda odredivanja dismorfi¢nih eritrocita faznokontrastnom mikroskopijom kao

preporucena metoda jest osjetljivija u odnosu na standardnu svjetlosnu mikroskopiju.
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3. CILJ RADA

Cilj rada je ispitatii usporediti vrijednosti udjela dismorfi¢nih eritrocita u uzorcima slucajnih

urina dobivenih analizom svjetlosnom i faznokontrastnom mikroskopijom.
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4. ISPITANICI Il METODE
4.1. Ustroj istrazivanja

Uzorci urina obraduju se rutinskim pregledom. Dva promatraca gledaju sediment na

svjetlosnom 1 faznokontrastnom mikroskopu.
4.2. Ispitanici
53 ispitanika: 21 ispitanik muskog spola u dobi od 8 do 65 god.
32 ispitanika Zenskog spola u dobi od 8 do 65 godina
4.3. Metode

Rutinski pregled urina obraduje se reflektometrijskim ocitanjem urinske test trake na
instrumentu, IRIS ICHEM Velocity,BeckmanCoulter, North America.Sediment urina se
pripravlja centrifugiranjem 10 mL urina, 5 minuta na 1500 okretaja, te bojanjem sedimenta

komercijalnom bojom koja sadrzi safranin.

Udio dismorfi¢nih eritrocita se odreduje brojanjem ukupno 100 eritrocita od kojih se
izdvajaju dismorfi¢ni eritrociti. Udio odreduju dva promatraca pomocu svjetlosnog

mikroskopa s i bez faznog kontrasta.
4.4. Statisticke metode

Statistickim programom MedCalc (11.1.0.0, MedCalc Software bvba, Ostend, Belgija)
obraduju sedobiveni rezultati.Za prikaz raspodjele rabi se deskriptivna statistika. Normalnost
raspodjele je ispitana D'Agostino-Pearsonovim testom. Razlika medu grupama je testirana
Mann-Whitney testom. Povezanost varijabli je ispitana Spearmanovim koeficijentom
korelacije. Za obradu i prikaz podataka rabi se Passing-Bablok regresijska analiza i Bland i

Altmanovprikaz podataka. P < 0,05 je predstavljala razinu znacajnosti (8, 9).
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S.REZULTATI

IzvrSena su odredivanja % dismorfi¢nih eritrocita u 53 uzorka urina (Tablical).

SM- tehnicar 1

FM- tehnicar 1

SM- tehnicar 2

FM- tehnicar 2

Redni broj % dismorfi¢nihE | % dismorfi¢nihE | % dismorficnih E | % dismorficnih E
1 20 21 15 16
2 48 46 37 47
3 28 19 28 32
4 40 36 38 53
5 0 0 0 0
6 22 23 21 23
7 44 48 38 34
8 18 19 30 33
9 18 13 22 20
10 22 26 20 21
11 0 0 0 0
12 61 59 56 60
13 0 0 0 0
14 44 41 54 51
15 0 0 0 0
16 36 41 24 26
17 37 47 45 47
18 18 24 22 16
19 0 0 0 0
20 15 18 10 8
21 25 28 23 26
22 25 16 21 20
23 48 53 55 62
24 11 8 7 9
25 10 12 13 11
26 27 27 31 33
27 0 0 0 0
28 12 15 8 15
29 9 12 7 8
30 22 28 18 20
31 7 12 11 15
32 12 10 16 13
33 7 8 12 10
34 28 27 21 27
35 0 0 0 0
36 0 0 0 0
37 0 0 0 0
38 22 24 18 25
39 27 22 25 26




Rezultati

40 12 9 10 12
41 13 15 15 17
42 0 0 0 0
43 19 17 25 29
44 31 29 37 31
45 0 0 0 0
46 17 16 23 20
47 7 8 5 8
48 5 8 3 5
49 0 0 0 0
50 0 0 0 0
51 15 11 9 11
52 16 21 21 25
53 9 8 7 10

Tablical. Rezultati dvaju odredivanja dismorfi¢nih eritrocita u urinu dvjema metodama (SM-

svjetlosni mikroskop, FM-faznokontrastni mikroskop)
D'Agostino-Pearsonov test je pokazao da raspodjela nije normalna (P = 0,0450).

Mann-Whitney test je pokazao da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu tehnicara 1 i
tehnicara 2 prilikom koriStenja svjetlosnog mikroskopa (P = 0,9647). Isti test je pokazao da
statisticki znaCajna razlika izmedu tehni¢ara ne postoji ni prilikom koriStenja

faznokontrastnog mikroskopa (P = 0,8029).

Statisticki znaCajna razlika nije pronadena ni izmedu svjetlosnog mikroskopa i
faznokontrastnog mikroskopa kada je stanice odredivao tehnicar 1 (P = 0,9370)niti kada je

odredivao tehnicar 2 (P = 0,7235)

Spearmanov koeficijent korelacije izmedu tehni¢ara pokazao je izvrsnu povezanost medu
njima prilikom koristenja svjetlosnog mikroskopa (rho = 0,954), te isto tako i izvrsnu
povezanost medu tehnicarima prilikom koriStenja faznokontrastnog mikroskopa (rtho =

0,943).



Rezultati

Passing-Bablok regresijska analiza je pokazala da nema proporcionalnog niti konstantnog
odstupanja izmedu tehniCara prilikom koriStenja svjetlosnog mikroskopa. Regresijska
jednadzba je y = 1,1906 + 0,9366x, uz raspon pouzdanosti od 95% za odsjecak (-0,7554 —
3,1367) i nagib (0,8515 — 1,0217), (Slika 1).

70

SM- tehnicar 1

0 10 20 30 40 50 60
SM- tehnicar 2

Slika 1. Passing-Bablok regresijska analiza izmedu tehnicara prilikom koristenja svjetlosnog

mikroskopa



Rezultati

Passing-Bablok regresijska analiza je pokazala da nema proporcionalnog ali postoji vrlo
malo konstantno odstupanje izmedu tehnicara prilikom KkoriStenja faznokontrastnog
mikroskopa. Regresijska jednadzba je y = 1,4177 + 0,8717x, uz raspon pouzdanosti od 95%
za odsjecak (-0,9124 — 3,7478) 1 nagib (0,7773 — 0,9660), (Slika 2).
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Slika 2. Passing-Bablok regresijska analiza izmedu tehnicara prilikom KkoriStenja

faznokontrastnog mikroskopa
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Rezultati

Passing-Bablok regresijska analiza je pokazala da nema proporcionalnog niti konstantnog
odstupanja kod tehnicara 1 prilikom koriStenja svjetlosnog i faznokontrastnog mikroskopa.
Regresijska jednadzba je y = 0,4195 + 0,9953x, uz raspon pouzdanosti od 95% za odsjecak
(-1,075 — 1,9146) 1 nagib (0,9297 — 1,0609), (Slika 3) Sto je prikazano i Bland-Altmanovim
dijagramom (Slika 4).
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SM- tehnicar 1

Slika 3. Passing-Bablok regresijska analiza tehnicara 1 prilikom koriStenja svjetlosnog i

faznokontrastnog mikroskopa
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Slika 4. Bland-Altmanov dijagram tehnicara 1 prilikom koriStenja svjetlosnog i

faznokontrastnog mikroskopa
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Rezultati

Passing-Bablok regresijska analiza je pokazala da nema proporcionalnog niti konstantnog
odstupanja izmedu tehniCara 2 prilikom koriStenja svjetlosnog 1 faznokontrastnog
mikroskopa. Regresijska jednadzba je y = 0,5082 + 1,0522x uz raspon pouzdanosti od 95%
za odsjecak (-0,9786 — 1,9951) i nagib (0,9872 — 1,1173), (Slika 5) $to je prikazano i Bland-

Altmanovim dijagramom (Slika 6).
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FM- tehnicar 2
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SM- tehnicar 2

Slika 5. Passing-Bablok regresijska analiza tehni¢ara 2 kod koriStenja svjetlosnog i

faznokontrastnog mikroskopa
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Slika 6. Bland-Altmanov dijagram tehnicara 2 kod koriStenja svjetlosnog i faznokontrastnog

mikroskopa
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6. RASPRAVA

Utvrdivanje podrijetla hematurije procjenom morfologije eritrocita u sedimentu urina
neinvazivna je i bezbolna metoda koja je, zbog jednostavnog i lakog dobivanja uzoraka,
prihvatljiva za bolesnike 1 lijecnike. Hematurija moze biti makrohematurija 1
mikrohematurija. Mikrohematuriju pacijent ne moze sam prepoznati, te se ona nerijetko
otkriva slucajno u sklopu sistematskog pregleda. Mikrohematurija je simptom, a ne
bolest. Hematurija, odnosno prisutnost krvi u urinu, dokazuje se u prvom, iza no¢nog,
spontano izmokrenom urinu. Cesto se naziva i drugi jutarnji urin (6).Urin je uzorak
podlozan kvalitativnim promjenama stajanjem na radnoj temperaturi i zato postoji
dozvoljeno vrijeme koje je 2 sata od uzimanja uzorka do analize, tzv. predanaliticko
vrijeme. Prehrana, fizicka aktivnost, traume, uzimanje odredenih lijekova utjeCu na
mogucu prisutnost eritrocita u urinu prolaznog karaktera. Zato se mikrohematurija kao
ozbiljan simptom uzima u ponavljajucoj prisutnosti u tri uzorka tijekom tjedan dana.
Pacijenti trebaju biti upuceni na kontroliranu prehranu i fizicku aktivnost.

Pregledom bojanog sedimenta urina nadeni eritrociti opisuju se kao izomorfi¢ni ili glatki i
dismorfi¢ni. Pojedini autori navode i do dvadeset razli¢itih oblika dismorfi¢nih
eritrocita(10). Veliki broj razli¢itih oblika eritrocita koji se moze naci, predstavlja moguce
razli¢ito imenovanje. Izomorficni su glatki eritrociti izgleda kao u bojanom preparatu
krvne slike. U ovom radu eritrociti su razdvajani u dvije skupine, s i bez morfoloskih
izmjena.

Porijeklo eritrocita na osnovi izgleda eritrocita kao semikvantitativan test predstavlja
postotak dismorfi¢nih eritrocita. Prisutnost vise od 20% dismorfi¢nih eritocita ukazuje na
glomerularno i tubularno porijeklo, odnosno gornji mokraéni trakt (11).

Dobiveni rezultati pregledom sedimenata urina dva promatra¢a na mikroskopu s i bez
faznogkontrasta nisu pokazali proporcionalno niti konstantno odstupanje. Rezultati su
ovisni, ponajprije o dobro educiranom osoblju Sto je karakteristika svih kvalitativnih
mikroskopskih analiza. Kako se radi o kvalitativnoj procjeni promatraca, viSe autora
Potvrda prisutnosti mikrohematurije kliniaru daje informaciju o nuznosti daljnje

uroloske, nefroloske ili pedijatrijske dijagnosticke obrade.
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7. ZAKLJUCAK

Primjena svjetlosne mikroskopije 1 faznokontrastne mikroskopije nije pokazala

proporcionalno, niti konstantno odstupanje. Metode su usporedive.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Mikrohematurija je jedan od najce$¢ih simptoma s kojim se susre¢u
urolozi tijekom svakodnevne prakse. Prisutnost dismorfi¢nih eritrocita u udjelu visem od
20% u uzorcima urina je vaZan simptom pri otkrivanju i razlikovanju bolesti gornjeg 1
donjeg mokra¢nog trakta. U ovom istrazivanju cilj je usporediti udio dismorfi¢nih

eritrocita u uzorcima urina pomocu svjetlosnog mikroskopa s i bez faznog kontrasta.
Ustroj istrazivanja: presjecno istrazivanje.

Ispitanici i metode: Istrazivanje obuhvaca 53 uzorka urina. Uzorci su obradeni rutinskom
analizom urina, analizom sedimenta s odredivanjem udjela dismorfi¢nih eritrocita
pomocu svjetlosnog mikroskopa s i bez faznog kontrasta.

Rezultati: Rutinska analiza urina odreduje mikrohematuriju. StatistiCka obrada rezultata
dobivenih svjetlosnim i faznokontrastnim mikroskopom nije pokazala proporcionalno niti
konstantno odstupanje.

Zakljucak: Metode su usporedive.

Kljuéne rijeéi: mikrohematurija, dismorficni eritrociti, mikroskopija;
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9. SUMMARY

Phase-contrast mycroscopy evaluation of haematuria

Objecitves: Microscopic haematuria is the repeated presence of more than five
erythrocytes per microscopic field of the urinary sediment. It is the most common
symptom encountered by urologists in their everyday practice. Microscopic haematuria
can be clinically asymptomatic and symptomatic. The etiology of microscopic haematuria
is a symptom of various, ephemeral to serious illnesses. The proportion of dysmorphic
erythrocytes greater than twenty percent indicates the bleeding from the upper urinary
tract.

Study design: A cross-sectional study.
Participants and methods: In 53 routinely analysed wurine sediment dismorphic
eritrocytes were determined by two methods, light microscopy and phasecontrast

microscopy.

Results: There is a statistically significant difference in estimating red cell morfology

between two observers and two metods.

Conclusion: Dysmorphic erythrocytes determined by light microscopy with and without

phase contrast are comparable.

Key words: microscopic haematuria, dysmorfic red blood cells, microscopy;
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