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1. UvOD

Mokraca je tekucina kojom izluuju otpadni produkti metabolizma, strane i Stetne tvari za
organizam. Zdrava osoba izluc¢i na dan oko 1 — 2 litre mokrace, u prosjeku oko 1,5 L. Koli¢ina
izlu¢ene mokra¢e moze jako varirati, ovisno o vrsti bolesti. Oligurija, izlu¢ivanje malih
koli¢ina mokrace (manje od 400 ml na dan), pojavljuje se npr. kod bubreznih i sréanih bolesti.
Potpuna nemoguénost mokrenja i zadrzavanje mokrace, npr. zbog opstrukcije mokraénih
puteva, naziva se anurijom. Poliurija, izlu¢ivanje abnormalno velikih koli¢ina mokrace, nalazi

se najcesce U bolesnika sa Secernom bolescu, a posebno je izrazena kod dijabetesa insipidusa

(1).

Twvari koje se izlu¢uju mokracom mozemo podijeliti u tri skupine:

1. anorganske i organske tvari koje se fizioloski izlu¢uju mokracom

2. tvari koje se izlu¢uju mokrac¢om u patoloskim stanjima i odredenim fizioloskim stanjima

(trudnoca, laktacija)

3. lijekovi, otrovi i Stetne tvari (1).

Kako je mokrac¢a produkt rada bubrega, njezine analize omogucavaju nam uvid u ispitivanje
bubrezne funkcije te otkrivanje bubreznih bolesti i pracenje tijeka same terapije. Analizu
mokra¢e mozemo podijeliti na kvantitativnu i kvalitativnu. Kvantitativnom analizom mokrace
odreduje se koliko se neke tvari izlu¢i bubrezima tijekom jednog dana. Za kvantitativne
pretrage sakuplja se 24-satna mokraca, izmjeri joj se volumen, a kao uzorak uzima se alikvot.
sastavu 24-satne mokrace. Kvalitativna analiza mokra¢e osnovna je pretraga u dijagnostici
bubreznih bolesti, a sastoji se od fizikalnog pregleda mokrace, kemijske analize test trakom i

mikroskopske analize mokra¢nog sedimenta (1).
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1.1. Kvalitativna analiza mokraée

Prva i osnovna pretraga za dijagnostiku bubrezne bolesti je kvalitativna analiza mokrace.
Sastoji se od fizikalnog, kemijskog i mikroskopskog pregleda uzorka mokrace. Uzorak izbora
srednji je mlaz prve jutarnje mokra¢e nakon no¢nog sna, toalete vanjskog spolovila, prije
dorucka i drugih aktivnosti, pri ¢emu vrijeme od posljednjeg praznjenja mjehura treba biti
najmanje Cetiri, a najviSe osam sati. Analizu se ne preporucuje raditi kod Zena neposredno
prije, za vrijeme 1 neposredno nakon menstruacije kao ni kod Zena koje imaju vidljiv
vaginalni iscjedak. Uzorak mokrace treba skupljati u ¢istu posudu sa Sirokim grlom koja je za
jednokratnu upotrebu. Ako se uzorak prenosi do mjesta analize uzorka, posuda mora biti
zatvorena. Pregled uzorka mokrace treba uciniti unutar dva sata u odnosu na vrijeme

uzorkovanja.

1.1.1. Fizikalni pregled mokrace
Fizikalni pregled mokrace daje opisnu procjenu izgleda, boje i mirisa.

Svjeza mokraca zdrave osobe najéeSce je bistra, ako mokraca stoji, ve¢ ¢e nakon nekog
vremena do¢i do stvaranja sluzi koja ¢e lebdjeti te ¢e podsjecati na oblacice.
Ako je mokraca kisela, naj¢esce dolazi do talozenja kalcijeva oksalata, mokraéne kiseline i
njezinih soli, urata. Ako je mokraca alkalna, mogu se pronaci fosfati i karbonati. 1z samog
izgleda mokrac¢e ne moze se donijeti to¢na dijagnoza jer postoje slucajevi gdje je mokraca bila
bistra, a osoba je bolovala od glomerulonefritisa. Mokra¢a zdrave osobe Zute je boje zbog
postojanja mokraénog pigmenta urokroma Kkoji nastaje iz hemoglobina. Kod raznih
metabolickih poremecaja i bolesti moze do¢i do izluc¢ivanja nekih tvari koje se kod normalne
zdrave osobe inace ne izlucuju te tako uzrokovati promjene boje u uzorku mokrace. Npr.
izlu¢ivanje hemoglobina uzrokovat ¢e crvenkastu boju mokrace, specifi¢no je da ¢e ta boja
ostati i nakon centrifugiranja, za razliku od hematurije, gdje ¢e do¢i do izlucivanja eritrocita u
mokrac¢i. Miris mokracée zdrave osobe je specifian, slican govedoj juhi, potjee od hlapljivih
kiselina (ureja koja se razgraduje pa ima miris na amonijak). Na miris takoder mogu utjecati

prehrana i lijekovi (2).
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1.1.2. Kemijski pregled mokrace

Kemijskim pregledom mokrace ispituju se pH i relativna volumna masa (RVM) te prisutnost
sastojaka kojih nema u uzorku zdravih osoba (proteini, glukoza, ketonski spojevi, bilirubin,
urobilinogen, krv, nitriti, leukociti). Za sve te analize najceSce se upotrebljavaju test trakice.
Analiza test trakicama brz je i jednostavan postupak pa se osim u laboratoriju, mogu koristiti i
U ambulantama te uz bolesnicki krevet. Izradene su od celuloze 1 prozirne plastike na kojoj su
na poljima impregnirani odgovarajuci reagensi koji daju boju koja se usporeduje sa skalom
boja 1 pridruzuje joj se polukvantitativan rezultat. Boja se usporeduje sa skalom na kutiji ili
automatski pomocu citaca traka refleksnom fotometrijom. Rezultat se izrazava arbitrarnom
jedinicom (negativno, 1/+, 2/++, 3/+++ ili 4/++++) (2). Kemijska analiza izvodi se
uranjanjem test trake u epruvetu s mokrac¢om, potom se izvadi i na filter papiru pokupi se
visak teku¢ine i nakon 30 sekundi usporeduje se sa skalom, odnosno odreduje automatski u

¢itacu trakica.

1.1.3. Mikroskopski pregled sedimenta urina

Mikroskopski pregled sedimenta mokrace vrlo je vaZzna pretraga u kvalitativnoj analizi
mokrace jer vrlo ¢esto moze dati vazne informacije koje iz kemijskog pregleda mokrace nisu

vidljive. Takva analiza mokra¢nog sedimenta najsloZeniji je dio kvalitativne analize mokrace.

Za to¢nu identifikaciju i diferencijaciju stani¢nih elementa potrebno je veliko znanje, godine
vjezbe i iskustva te kvalitetan mikroskop (3). Iz svake mokrace stajanjem dolazi do talozenja
sedimenta. Sastojci sedimenta mogu se podijeliti na 2 skupine: organizirani sediment i
neorganizirani sediment. U neorganizirani dio sedimenta ubrajamo: kristale mokracne
kiseline, kalcijevog oksalata, raznih fosfata, amorfnih urata i fosfata te rjede kristale tesko

topljivih aminokiselina, prirodnih spojeva, lijekova i njihovih metabolita.

Organizirani dio sedimenta Cine eritrociti, leukociti, stanice plocastog epitela, male epitelne
stanice, mikroorganizmi, paraziti i njihova jajasca, spermiji i razne vrste cilindara. Ponekad su

prisutne i slucajne primjese kao dlacice, vlakanca, kapljice masti, zrnca skroba i dr. (4).
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U svakom uzorku mokrace s vremenom dolazi do talozenja organskih tvari i soli. Ako uzorak
dulje stoji, do¢i ¢e do talozenja neorganiziranog sedimenta. O sastavu sedimenta ovisi pH
mokracée. U kiseloj mokraci talozit ¢e se kalcijev oksalat, mokraéna kiselina i soli mokraéne

kiseline, dok ¢e se u alkalnoj taloziti fosfati i karbonati.

Osim sastojaka neorganiziranog sedimenta, sediment sadrzi i sastojke organiziranog
sedimenta. Tu se ubrajaju plocasti epitel, male epitelne stanice, pojedini leukociti, eritrociti,
hijalini cilindri, mikroorganizmi i slufajni sastojci kao S§to su dlaka, kapljice masti,

spermatozoidi.

Nakon §to se odradi kemijska analiza, potrebno je centrifugirati uzorak mokrac¢e. Ako ima
dovoljno uzorka za analizu mokra¢nog sedimenta, volumen je obi¢no 5 — 12 ml. Uzorak se
centrifugira pet minuta na 1500 okretaja u minuti. Odlijevanjem supernatanta nakon
centrifugiranja dobivamo sediment uzorka koji se nalazi na dnu epruvete. Takav sediment
spreman je za daljnju mikroskopsku analizu. Uzorak se najprije gleda na manjem povecanju,
od 100 puta 1 pod tim povecanjem traze se cilindri. Zatim se uzorak detaljno pregledava pod

poveéanjem od 400 puta kako bi se uocili te kvantificirali ostali elementi.

Uzorak moze stajati na sobnoj temperaturi ako se pregleda unutar jednog sata, a na +4 °C

éetiri sata.

1.2. Automatizirani analizator Sysmex UF-4000 (Siemens)

U danasnje vrijeme uglavnom se koriste i automatski analizatori koji prepoznaju i
kvantificiraju elemente sedimenta. Oni se naj¢eS¢e temelje na tehnologiji proto¢ne
citometrije. Na temelju prethodnih znanstvenih istrazivanja dokazana je dobra usporedivost
rezultata dobivenih na protocnom citometru te rezultata dobivenih pregledom uzorka
svjetlosnim mikroskopom (5). Jedna od znacajnih osobina automatskih analizatora je bolji
krace vrijeme izrade pretrage (TAT, engl. Turn around time), sto je izrazito bitno za hitne

analize.
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Automatizirani uredaj Sysmex UF-4000 (Siemens) predstavlja najnoviju tehnologiju analize
mokracée. Njegov rad utemeljen je na fluorescentnoj proto¢noj citometriji. Analizom nativne
mokrace bez prethodne pripreme sprijecili bi se poznati izvori pogreSaka koji su svojstveni
uobicajenoj analizi sedimenta mokrace. Potpuna automatizacija znacila bi brzu analizu bez
potrebnog nadzora te bolju produktivnost samog laboratorija. Taj analizator ima mogucnost
analize viSe vrsta uzoraka (urin, tjelesne tekucine). Iz 2 ml urina moZe se odrediti 17
dijagnosti¢kih parametara, dok u jednom satu moze obraditi 80 uzoraka. Uredaj je potpuno
automatiziran te ima mogucnost digitalnog snimanja sedimenta mokrac¢e. Kamera sadrzi 2
milijuna piksela i tako omogucuje detaljan pregled Cestica urina. Moze se kombinirati S
ostalim uredajima UF serije (6). U odnosu na analizu sedimenta svjetlosnim mikroskopom u

toj analizi nije potrebno prethodno centrifugirati uzorak.

Mikroskopska procjena elemenata sedimenta dugotrajan je postupak, s visokom nepreciznosti
i neto¢nosti; Stovise, zahtijeva stru¢no znanje promatraca. Posljednjih godina automatizacija
mokraénog sedimenta prevladala je navedene nedostatke pridodane svjetlosnom mikroskopu.
Sada je dostupan novi analizator elemenata sedimenta mokrac¢e iz Sysmex serije UF, UF-
4000. Sysmex UF-4000 (Siemens) je potpuno automatizirani analizator elemenata mokrace.
Osim urina mogu se analizirati druge tjelesne tekuc¢ine poput likvora. Princip rada instrumenta
se temelji na metodi fluorescentne proto¢ne citometrije koja ima sposobnost prepoznavanja i

kvantificiranja elemenata sedimenta.

Parametri analize koje Sysmex UF 4000 moze prepoznati i kvantificirati su: eritrociti (RBC),
nelizirani eritrociti (NL RBC), leukociti (WBC), nakupine leukocita (WBCc), ukupne epitelne
stanice (EC), ne-skvamozne epitelne stanice (Non-SEC), skvamozne epitelne stanice (SEC),
prijelazne epitelne stanice (Tran. EC), bubrezne epitelne stanice (RTEC), cilindri (CAST),
hijalini cilindri (Hy. CAST), patoloski cilindri (Path. CAST), bakterije (BACT), kristali
(X'TAL), gljivice (YLC), spermatozoide (SPERM) i sluz (MUCUS). WBCc, Tran. EC,
RTEC, Hy. CAST novi su parametri koji nisu bili prisutni na prethodnim uredajima Sysmex
UF serije.
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2. HIPOTEZA

Metoda fluorescentne proto¢ne citometrije u analizi mokra¢nog sedimenta usporediva je sa

svjetlosnom mikroskopijom u analizi mokraénog sedimenta.
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3. CILJ RADA

Cilj je rada usporediti nalaze mokra¢nog sedimenta dobivene metodom fluorescentne

proto¢ne citometrije s nalazima dobivenim svjetlosnom mikroskopijom.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1.  Ustroj studije

Provedeno istrazivanje ustrojeno je po nacelu presjecne (cross-sectional) studije koja daje
informacije o populaciji unutar koje se provode znanstvena istrazivanja. Presje¢na je studija
opisna studija koja se najcesSce koristi za procjene sprjeavanja akutnih ili kroni¢nih stanja te
za odgovore na pitanjima o uzrocima bolesti. Analizira podatke prikupljene iz populacije i u
odredenom vremenu te pruza podatke 0 cijeloj populaciji. Moze se upotrijebiti za opisivanje
neke znacajke populacije, kao Sto su prevalencija bolesti ili moze potkrijepiti zakljucke

uzroka i posljedica (7).

4.2.  Ispitanici

U provedenom istrazivanju analizirani su nasumicni uzorci mokrace pacijenata zaprimljenih u
Zavod za klinicku laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Osijek. Ukupno je obradeno 150

uzoraka.
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4.3. Metode

Za analizu mokra¢nog sedimenta koristena je laboratorijska metoda svjetlosne mikroskopije

te metoda fluorescentne protocne citometrije.

4.3.1. Svjetlosna mikroskopija

Analiziranje sedimenta mokracée rutinski se provodi pod svjetlosnim mikroskopom. Uzorak
urina se mora pripremiti postupkom centrifugiranja na 1500 okretaja/min Sminuta, u konusnoj
epruveti, nakon ¢ega se uzima alikvot sedimenta koji se analizira. Uzorak se prvo promatra
pod malim povecanjem (10 x) kako bi se uocila raspodjela razli¢itih elemenata u sedimentu, a
samo diferenciranje i brojanje stanica izvodi se pod velikim povecanjem (40 Xx). Tijekom
procesa brojanja zabiljezava se prosje¢an broj stanica i elemenata na barem 10 razli¢itih
vidnih polja. lako je ,zlatni standard“ u laboratorijskoj analizi sedimenta mokrace,
mikroskopska analiza mokra¢e ne koristi se ucinkovito u klinickim laboratorijima zbog

nedostatka standardizacije, Sto najée$¢e dovodi do neto¢nih rezultata.

Standardizirani kit za mikroskopski pregled sedimenta urina

Urised je standardizirani kit koji se koristi za mikroskopski pregled sedimenta mokrace.
Urised je graden od polistirena i sastoji se od 10 komorica. Duzina i $irina komorice su 9,5
mm. Povriina jedne komorice je 90,25 mm?, a volumen 9,025 mm®. VVolumen uzorka koji se

unosi u komoricu nakon centrifugiranja iznosi 0,011 ul (8).

Princip metode:

Mikroskop je opticki uredaj pomocu kojega vidimo uvecanu sliku malih predmeta. Opticki

mikroskop Kkoristi snop svjetlosti za prikazivanje uveéane slike predmeta (9).

Snop svjetlosti osvjetljava predmet koji promatramo te prolazi kroz opticki sustav mikroskopa
koji stvara njegovu povecanu sliku. Svjetlost kojom osvjetljavamo predmet prolazi kroz
kondenzor koji sabire zrake svjetlosti na uzorak kako bi on bio $to bolje osvijetljen. Svjetlost
zatim prolazi kroz uzorak i ulazi u objektiv koji stvara prvu povecanu realnu sliku. Ta slika
sluzi kao predmet za okular koji daje jo§ viSe povecanu virtualnu sliku od koje oko na

mreznici stvara realnu sliku (10).
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4.3.2. Fluorescentna protocna citometrija

Analiza uzoraka mokrace metodom fluorescentne proto¢ne -citometrije (FFC, engl.
fluorescence flow cytometry) napravljena je na uredaju Sysmex UF-4000 (Siemens). Tom
metodom moguce je analizirati fizioloSka i keijska svojstva stanica. Kao dio najnovije
tehnologije sudjeluje i u analizi mokra¢nog sedimenta. Takvom vrstom analize dobivamo
uvid i informacije o veli¢ini i strukturi stanica te samoj unutra$njosti stanice. U analizama
mokrace tehnologija fluorescencije koristi se i za brojanje bakterija, crvenih krvnih zrnaca,

bijelih krvnih zrnaca i drugih elemenata.

Princip metode:

Fokusirana zraka svjetlosti (laser) usmjerena je na stanice, $to rezultira rasprSenom svjetlos¢u
i fluorescencijom. Pomoc¢u tih svjetlosnih signala kao parametara generira se
jednodimenzionalni histogram koji se temelji na intenzitetu svjetlosti i dvodimenzionalnom
dijagramu rasprSenja (engl. scattergam) utemeljenom na intenzitetu fluorescencije i

intenzitetu rasprsenog svjetla kako bi se omogucila detaljna analiza stanica (11).

Fluorescencija emitirana iz stanice mokra¢e odrazava kvantitativnu povrSinu stanica i
intracitoplazmatska svojstva te svojstva jezgre zbog svojstava fluorescentno obiljeZenih

antitijela i fluorescentnog pigmenta.

Intenzitet rasprSenja prema naprijed ukazuje na volumen stanice. Bo¢no rasipanje svjetlosti
daje informacije o unutarnjoj stani¢noj strukturi i njenom sadrZaju, kao Sto su jezgra i granule.

Takoder, fluorescencija oznacava koli¢inu nukleinskih kiselina prisutnih u stanici.

Budu¢i da je Sysmex UF-4000 (Siemens) baziran na principu proto¢ne citometrije te je
potpuno automatizirani analizator Cestica urina, frakcionirat ¢e ¢estice u mokradi i izraziti ih

kvantitativno.

10
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Slika 1. Prikaz principa metode fluorescentne proto¢ne citometrije, izvor:

https://microbiologiemedicale.fr/automate-cytologie-urinaire-sysmex-sedimax-iris/(12).

Postupak analize uzorka:

1. Injektiranje 450 ul uzorka. 125 ul uzorka odlijeva se za SFch i 125 ul uzorka za CRch

reakcijsku jedinicu.

2. Ispustanje 362,5 ul diluenta i 12,5 pl boje za SFch i CRch jedinicu (razrjedenje mokrace 4
puta).

3. Uzorak se mijesa devet sekundi na temperaturi od 39 °C.

4. Razrijeden i obojen uzorak se unosi u proto¢nu ¢éeliju.

5. Zraka lasera obasja uzorak, uoc¢avanje rasprsene svjetlosti i fluorescencije.

6. Analiza rasprSene svjetlosti i izratunavanje numericke vrijednosti za svaki parametar.

7. Prikaz rezultata analize.
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ISPITANICI | METODE

Reagensi:

UF-CELLSHEATH, UF-CELLPACK SF, UF-CELLPACK CR, UF-Fluorocell SF, UF-
Fluorocell CR, UF-CONTROL, UF-CALIBRATOR, Cellclean U.

Slika 2. Uredaj Sysmex UF-4000 (Siemens), autor slike: Doris Krivi¢
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ISPITANICI | METODE

4.4,  Statisticke metode

Svi prikupljeni kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim frekvencijama i omjerima,
dok su numericki podatci opisani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom te po
potrebi medijanom, interkvartilnim rasponom te ukupnim rasponom. Raspodjela podataka

ispitana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Rezultati su prikazani tabli¢no i graficki.

Za usporedbu pojedinih mjerenja razli¢itim metodama koriStena je Passing-Bablokova
regresijska analiza, a za kontrolno testiranje povezanosti dviju numerickih varijabli koristen je

Spearmanov test korelacije.

Statisticka analiza uc¢injena je programskim sustavom MedCalc (inacica 18.11.6, MedCalc

Software bvba), uz odabranu razinu znacajnosti od P < 0,05.
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REZULTATI

5. REZULTATI

U istrazivanju je koriSteno 150 uzoraka urina na kojima su se na dva nacina vrSila mjerenja

eritrocita, leukocita, plocastog epitela, hijalinih cilindara i bakterija po vidnom polju.

Prvo mjerenje napravljeno je procjenom nakon promatranja mikroskopom te drugo mjerenje
na istom uzorku mjernim uredajem Sysmex UF-4000 (Siemens). Spol, dob te ostala

demografska obiljeZja ispitanika nisu promatrana jer ne utjecu na rezultat ovoga istrazivanja.

14



REZULTATI

5.1 Usporedba mjerenja koli¢ine eritrocita

Rezultati Passing-Bablokove regresije pokazali su da nema znacajnog odstupanja od
linearnosti (Cusum test linearnosti, P =0,19) te je analiza dobivenog pravca pokazala
sljedece: koeficijent pravca dva i pol puta veci je od idealnog koeficijenta (B = 2,56 [95 %
Cl: 2,22 do 3,47]), no odsjeCak na osi ordinate zanemariv je (A=033[95 %
Cl: -0,65do 1,11]). To znaci da su vrijednosti o¢itane mikroskopom u prosjeku 2,5 puta vece
od vrijednosti o¢itanih mjernim uredajem Sysmex UF-4000 (Siemens), odnosno te dvije vrste

mjerenja nisu uskladene (Slika 3.).

Rezultati analize povezanosti izmedu ocitanja koli¢ine eritrocita dobivenih
mikroskopom i o¢itanja dobivenih mjernim uredajem Sysmex UF-4000 (Siemens) pokazali su
vrlo visoku i statistiCki znacajnu korelaciju izmedu tih dviju varijabli (Spearmanov test

korelacije, Rho = 0,85 [95 % CI: 0,80 do 0,89]; P < 0,001).
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Slika 3. Passing-Bablokova regresija izmedu ocitanja koli¢ine eritrocita dobivenih

mikroskopom i o€itanja dobivenih mjernim uredajem Sysmex UF-4000 (Siemens)
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REZULTATI

5.2 Usporedba mjerenja koli¢ine leukocita

Rezultati Passing-Bablokove regresije pokazali su znacajno odstupanje od linearnosti
(Cusum test linearnosti, P =0,03), odnosno nije zadovoljen uvjet primjene te metode,
medutim rezultati dobivenog pravca pokazuju sljedece: koeficijent pravca nesto je vec¢i od
idealnog koeficijenta, odnosno jedinice (B =1,63[95 % CI: 1,43 do 1,75]), dok je odsjecak
na osi ordinate takoder mali (A =0,51[95 % CI: 0,16 do 0,71]). To znaci da te dvije vrste

mjerenja nisu uskladene niti za ocitavanje koli¢ine leukocita (Slika 4.).

Rezultati analize povezanosti izmedu ocitanja koli¢ine leukocita dobivenih
mikroskopom i o¢itanja dobivenih mjernim uredajem Sysmex UF-4000 (Siemens) pokazali su
ocekivano vrlo visoku i statisti¢ki znacajnu korelaciju izmedu tih dviju varijabli (Spearmanov

test korelacije, Rho = 0,95 [95 % CI: 0,93 do 0,96]; P < 0,001).
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Slika 4. Passing-Bablokova regresija izmedu ocitanja broja leukocita dobivenih mikroskopom

i o¢itanja dobivenih mjernim uredajem Sysmex UF-4000 (Siemens)
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REZULTATI

5.3. Usporedba mjerenja koli¢ine plocastog epitela

Rezultati Passing-Bablokove regresije pokazali su statisticki znacajno odstupanje od
linearnosti (Cusum test linearnosti, P <0,01), odnosno nije zadovoljen uvjet primjene
Passing-Bablokove metode, §to znaci da je veliko odstupanje u rezultatima ocitanja koli¢ine
plocastog epitela tim dvjema metodama. Velika neuskladenost is¢itava se i iz regresijskog
grafa (Slika 5.).

Rezultati analize povezanosti izmedu ocitanja koliCine plo¢astog epitela dobivenog
mikroskopom i o¢itanja dobivenog mjernim uredajem Sysmex UF-4000 (Siemens) oc¢ekivano
su pokazali i nesto slabiju korelaciju. Korelacija je srednje visoka te statisticki znacajna
izmedu tih dviju varijabli (Spearmanov test korelacije, Rho =052 [95 %
ClI: 0,39 do 0,63]; P < 0,001).
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Slika 5. Passing-Bablokova regresija izmedu ocitanja broja plocastog epitela dobivenog

mikroskopom i o¢itanja dobivenih mjernim uredajem Sysmex UF-4000 (Siemens)
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REZULTATI

5.4 Usporedba mjerenja koli¢ine hijalinih cilindara

| rezultati Passing-Bablokove regresije za usporedbu dviju proucavanih metoda na
mjerenju koli¢ine hijalidnih cilindara pokazali su statisticki znaajno odstupanje od
linearnosti (Cusum test linearnosti, P <0,01), odnosno nezadovoljavanje uvjeta primjene
Passing-Bablokove metode. To opet zna¢i da je veliko odstupanje u rezultatima ocitanja
koli¢ine plocastog epitela tim dvjema metodama. Velika neuskladenost is¢itava se i iz

regresijskog grafa (Slika 6.).

Rezultati analize povezanosti izmedu oc€itanja koli¢ine hijalinih cilindara dobivenih
mikroskopom i ocitanja dobivenih mjernim uredajem Sysmex UF-4000 (Siemens) oc¢ekivano
su pokazali i nesto slabiju korelaciju. Korelacija jest visoka te statisticki znacajna izmedu tih
dviju varijabli (Spearmanov test korelacije, Rho = 0,79 [95 % CI: 0,72 do 0,84]; P < 0,001),

no iz korelacijskog grafa vidi se neuskladenost izmedu mjerenja (Slika 6.).
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Slika 6. Passing-Bablokova regresija izmedu oc¢itanja broja hijalinih cilindara dobivenih

mikroskopom i o€itanja dobivenih mjernim uredajem Sysmex UF-4000 (Siemens)
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5.5.

Usporedba mjerenja koli¢ine bakterija

REZULTATI

Rezultati Passing-Bablokove regresije izmedu dviju promatranih metoda kod mjerenja

koli¢ine prisutnih bakterija u uzorku takoder su pokazali statistiCki znac¢ajno odstupanje od

linearnosti (Cusum test linearnosti, P <0,01). Ponovno nije zadovoljen uvjet primjene

Passing-Bablokove metode, $to zna¢i da je veliko odstupanje u rezultatima pojedininh

oc¢itanja. Velika neuskladenost isitava se i iz regresijskog grafa, odnosno korelacijskog

dijagrama (Slika 7.).

Rezultati

analize povezanosti

izmedu ocitanja koli¢ine prisutnih bakterija

mikroskopom i ocitanja mjernim uredajem Sysmex UF-4000 (Siemens) ocekivano su

pokazali slabiju korelaciju. Korelacija je srednje visoka te statisticki znacajna izmedu tih dviju

varijabli (Spearmanov test korelacije, Rho = 0,64 [95 % CI: 0,54 do 0,73]; P < 0,001).
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Slika 7. Passing-Bablokova regresija izmedu ocitanja broja bakterija dobivenih mikroskopom

i o¢itanja dobivenih mjernim uredajem Sysmex UF-4000 (Siemens)
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REZULTATI

Rezultati usporedbe promatranih dviju metoda mjerenja (fluorescentna protoc¢na
citometrija 1 svjetlosna mikroskopija) pokazali su za sve mjerene varijable (eritrociti,
leukociti, hijalini cilindri, plocasti epitel bakterije) visok stupanj neuskladnosti ocitanih

vrijednosti.
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RASPRAVA

6. RASPRAVA

Provedbom ovog istrazivanja na temelju pet parametara (eritrociti, leukociti, plocasti epitel,
hijalini cilindri, bakterije) uspjesno je provedena usporedba nove metode fluorescentne
proto¢ne citometrije 1 svjetlosne mikroskopije. Metode su medusobno usporedene

koeficijentom korelacije metoda i Passing-Bablokovom regresijskom analizom.

Na temelju rezultata jasno je vidljivo kako izmedu fluorescentne protoc¢ne citometrije i
svjetlosne mikroskopije postoji nesukladnost. Prilikom obrade podataka o koli¢ini eritrocita
dobivenih dvjema metodama uoceno je kako nema odstupanja od linearnosti (P = 0,19) te
kako su vrijednosti na svjetlosnom mikroskopu dva i pol puta vece nego vrijednosti dobivene
na uredaju Sysmex UF-4000 (Siemens). Iznosom koeficijenta korelacije od 0,850 moze se

zakljuciti kako postoji visoka i znacajna korelacija medu dvjema metodama (P < 0,001).

Prilikom usporedbe dobivenih rezultata za leukocite utvrdeno je znacajno odstupanje od
linearnosti (P = 0,03), vrlo visoka i statisti¢cki znac¢ajna korelacija izmedu tih dviju varijabli

(0,95) te izrazita korelacija medu metodama (P < 0,001).

Analizom koli¢ine plocastog epitela fluorescentnom proto¢nom citometrijom i svjetlosnom
mikroskopijom koriStenjem Passing-Bablokove regresije uoceno je zna¢ajno odstupanje od
linearnosti (< 0,01) te je veliko odstupanje u rezultatima s nesto slabijom korelacijom.
Korelacija je srednje visoka (0,52) te statisti¢ki znacajna izmedu tih dviju varijabli (P <
0,001).

Prilikom usporedbe rezultata izmedu dvaju mjerenja koli¢ine hijalinih cilindara ponovno je
uoceno odstupanje u linearnosti(P < 0,01), dok je korelacija takoder nesto slabija (0,79), ali s

visokom statistiCkom zna¢ajnosc¢u (P < 0,001).

Bakterije su posljednji elementi koji su usporedivani izmedu fluorescentne protocne
citometrije i svjetlosne mikroskopije. Nakon statisticke obrade ponovo je zna¢ajno odstupanje
od linearnosti (P < 0,01), takoder slabije korelacije (0,64) i statisticki znacajne korelacije
izmedu tih dviju metoda (P < 0,001).

Puno se znanstvenih radova bavilo analizom automatskih analizatora mokra¢nog sedimenta,
ali je samo nekoliko slucajeva u kojima se kao referentna metoda koristila svjetlosna

mikroskopija.
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RASPRAVA

U odnosu na rezultate dobivene u ovom istrazivanju, istrazivanje Previtali G. i sur. dokazalo
je sukladnost rezultata dobivenih metodom fluorescentne protoc¢ne citometrije i svjetlosne
mikroskopije u analizi mokra¢nog sedimenta (11). Razlika izmedu ova dva istrazivanja bila je
u wvrsti uzorka. Naime, ovo istrazivanje je zahtijevalo centrifugiranu mokracu prilikom
mikroskopske analize, koja se koristi u rutinskom laboratorijskom radu, dok je za istrazivanje

Previtali G. i sur. bila potrebna svjeza necentrifugirana mokraca.

S obzirom na dobivene rezultate vrlo je jasno kako rezultati analize sedimenta mokrace
mjereni fluorescentnom proto¢nom citometrijom i svjetlosnim mikroskopom nisu usporedivi.
Budu¢i da uredaj Sysmex UF-4000 (Siemens) (fluorescentna proto¢na citometrija) daje
kvantitativne rezultate, a nalaz dobiven svjetlosnim mikroskopom ima semikvantitativnu
vrijednost (intervali), tesko je usporediti te rezultate. Kako bismo statisti¢ki obradili rezultate
dobivene na temelju tih dviju usporednih metoda, semikvantitativne vrijednosti dobivene na
mikroskopu potrebno je pretvoriti u kvantitativne i od svakog intervala uzeti najvisu
vrijednost, te ju usporediti s rezultatima dobivenim na uredaju Sysmex UF-4000 (Siemens).
KoriStenje najviSe vrijednosti iz svakog intervala u usporedbi s egzaktnom brojcanom

vrijednosti, moze biti razlogom neuskladenosti rezultata dobivenih tim dvjema metodama.

Osim nacina u izdavanju nalaza, u svakoj od metoda koristi se drugaciji uzorak. Naime, za
uredaj Sysmex UF-4000 (Siemens) nije potrebna prethodna priprema uzorka, uzorak je
spreman za analiziranje odmah pri primitku u laboratorij, dok je za analizu pod svjetlosnim
mikroskopom potrebno prethodno centrifugirati urin, $§to bi mogao biti jo$ jedan razlog i

objasnjenje za neuskladenost izmedu mjerenja tih dviju metoda.
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ZAKLJUCAK

7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se izvesti sljedeci zakljucak:

Usporedbom fluorescentne proto¢ne citometrije na uredaju Sysmex UF-4000 (Siemens) i
svjetlosne mikroskopije potvrdeno je kako postoje znacajna odstupanja u rezultatima

dobivenih analizom eritrocita, leukocita, plo¢astog epitela, hijalinih cilindara i bakterija.
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SAZETAK

8. SAZETAK

Uvod: Usporedba fluorescentne proto¢ne citometrije i svjetlosne mikroskopije u analizi
sedimenta mokraée vrlo je bitna jer ¢e omoguciti uvodenje najsuvremenije metode u

svakodnevnu klinicku praksu, $to rezultira brzom i to¢nijom analizom sedimenta mokrace.

Cilj istrazivanja: Cilj je rada usporediti nalaze mokra¢nog sedimenta dobivene metodom

fluorescentne protocne citometrije s nalazima dobivenim svjetlosnom mikroskopijom.
Nacrt istrazivanja: Presjecno istrazivanje

Ispitanici i metode: U provedenom istrazivanju analizirani su nasumic¢ni uzorci mokrace
pacijenata KBC-a Osijek. Ukupno je obradeno 150 uzoraka. U uzorcima mokra¢e od 150
pacijenata provedena je analiza sedimenta mokrace metodom fluorescentne protocne
citometrije na uredaju Sysmex UF-4000 (Siemens) te standardnom metodom svjetlosne

mikroskopije.

Rezultati: Analizom sedimenta mokrace svjetlosnim mikroskopom i fluorescentnom
proto¢nom citometrijom te njihovom medusobnom usporedbom, vidljivo je znacajno
odstupanje od medusobnih rezultata. Dokazana je korelacija (P < 0,001) s koeficijentom
korelacije (r = 0,64; r =079; r = 0,52; r = 0,95; r = 0,85) i linearnost (P =0,19; P =0,03; P =
0,01; P<0,01; P<0,01) izmedu metode fluorescentne proto¢ne citometrije i Svjetlosne

mikroskopije.

Zakljucak: Provedbom Kklinicke usporedbe uredaja Sysmex UF-4000 i svjetlosnog
mikroskopa potvrdeno je kako postoje znacajna odstupanja u rezultatima analize eritrocita,

leukocita, plo€astog epitela, hijalinih cilindara 1 bakterija u sedimentu mokrace.

Kljuéne rije¢i: automatizirana analiza, proto¢na citometrija, sediment mokrace, svjetlosni

mikroskop
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SUMMARY

9. SUMMARY

Comparison of fluorescent flow cytometry and light microscopy in urine sediment analysis

Introduction: Comparison of fluorescent flow cytometry and light microscopy in urine
sediment analysis is very important, as it will allow the introduction of a state-of-the-art
method into daily clinical practice, resulting in faster and more accurate analysis of urine

sediment.

Objectives: The aim of the study is to compare the findings of urinary sediment obtained by
fluorescent flow cytometry method with the findings obtained by light microscopy.

Research Design: Cross-sectional study

Subjects and methods: Randomized urine specimens of KBC Osijek patients were analyzed
in this study. A total of 150 samples were processed. Urine sediment analysis by fluorescence
flow cytometry on the device Sysmex UF 4000 (Siemens) and standard light microscopy were

performed on 150 urine samples from the same number of patients.

Results: The comparison of the analysis of urine sediment by light microscope and
fluorescent flow cytometry method shows a significant deviation from the mutual results.
Correlation (P<0.001) with correlation coefficient (r=0.64; r=079; r=0.52; r=0.95; r=0.85) and
linearity (P=0.19; P=0.03; P=0.01; P<0.01; P<0.01) are proven between the fluorescence flow

cytometry and light microscopy.

Conclusion: Clinical comparison of Sysmex UF-4000 (Siemens) and light microscope

confirmed there are significant discrepancies in the results of urine sediment analysis.

Keywords: automated urinalysis; flow cytometry; manual microscopy; urine sediment;
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