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POVZETEK

Diplomska naloga vsebuje teoreti¢ni in prakti¢ni del. V teoreticnem delu diplomske naloge
smo najprej opisali bistvene znacilnosti urina ter postopek odvzema urina, pri tem smo se
osredotocili na ¢as in nacin odvzema vzorca. Osnovna urinska analiza je rutinska
diagnosticna preiskava. Osnovna kvalitativna kemijska urinska analiza je nacin
ugotavljanja prisotnosti spojin in s tem dolocanja zdravstvenega stanja ljudi. Posebej smo

se osredotocili na nac¢in analize urina.

V diplomski nalogi smo primerjali dva modernejSa analizatorja, ki ju uporabljajo v
Stevilnih laboratorijih, in sicer preto¢ni citometer UF-100 in avtomatizirani mikroskopski
analizator urina IRIS iQ-200.

V prakti¢énem delu pa smo primerjali analizo urinskih vzorcev za prisotnost dveh vrst celic,
in sicer za eritrocite ter levkocite, pridobljene pri obeh analizatorjih. Rezultati analize so
pokazali, da ima preto¢ni citometer UF-100 Sysmex pri levkocitih manjSa odstopanja od
avtomatskega mikroskopa Iris iQ-200 in je zato bolj primeren za analizo levkocitov.
Avtomatski mikroskop Iris iQ-200 pa je bolj priporo€ljiv pri analizi eritrocitov, zaradi

manjS$ih odstopan;.

Klju¢ne besede: mikroskopska analiza, levkociti, eritrociti, preto¢ni citometer UF-100

Sysmex, mikroskopski analizator urina IRIS iQ-200.
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ABSTRACT

The diploma thesis contains on theoretical and practical part. In the theoretical part of the
diploma thesis, we first describe the main characteristics of urine, and the process of
collection of urine, while we focus on the time and method of specimen collection. Basic
urine analysis is routine tests. The basic qualitative chemical urine analysis is a method of
determining the presence of the compounds, thereby determining the health status of the

people. Specifically, we focused of the way urinalysis.

In diploma thesis, we compared two more modern analyzer, which are used in many
laboratories, namely Flow citometer Sysmex UF-100 automated urine microscopy analyzer
Iris 1Q-200.

In practical part, we compared the analysis of urine samples for the presence of two types
of cells, namely, the red blood cells and white blood cells obtained from two analyzers.
Results of the analysis, showed that the stream citometer Sysmex UF-100 in leukocytes
minor deviations from the automatic microscope Iris 1Q-200, is therefore more suitable for
the analysis of leukocytes. Automatic microscope Iris iQ-200 is preferable in the analysis

of erythrocytes cells due to minor discrepancies.

Keywords: microscopic analysis, leukocytes, erythrocytes, citometer Sysmex Flow UF-
100 Microscopic urine analyzer IRIS iQ-200.

Vi
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SEZNAM OKRAJSAV

AP procesor analize (analysis procesor)

APR avtomatsko prepoznavanje delcev (auto particle recognition)
CaOxm kalcijev oksalat monohidrat

CAST cilindri (cast)

CCD naprava za polnjenje (charge coupled device)

EC epitelne celice (epithelial cells)

Fl intenziteta fluorescence (fluorescence intensity)

Flw Sirina pulza fluorescence (fluorescence pulse width)

Fsc jakost sipanja svetlobe (Forward Scattered light ntensity)
Fscw sipanje svetlobe (Forward Scattered light pulse width)
HPF vidno polje mikroskopa pri vecji povecavi (400x)

HYA hialini cilindri (hyaline casts)

LPF vidno polje mikroskopa pri manjsi povecavi (100X)

NSE neploscati epitelij (non squamous epithelium)

PATH CAST patoloski cilindri- cilindri z vkljucki (pathological casts)
RBC, ERCi  rdece krvne celice, eritrociti (red blood cells, erythrocytes)
RBCC eritrociti v skupinah (red blood cells clusters)

SQEP ploscati epitelij, skvamozni epitelij (squamous epithelium)
SRC majhne okrogle epitelne celice (small round epithelial cells)
TRI triple fosfat (magnezijev, amonijev fosfat)

UNCC neklasificirani cilindri (unclassified casts)

URI secna kislina (uric acid)

WBC, LKCi bele krvne celice, levkociti (white blood cells)

WBCC levkociti v skupinah (white blood cells clusters)

XTAL, CRY kristali (crystals)

YST, YLC  glivice Funghi, kvasovke (yeasts, yeasts cells)

RNK ribonukleinska kislina

DNK deoksiribonukleinska kislina

FAT mascobne kapljice (fatty droplets)

OVFB ovalna mas¢obna telesca (oval fat bodies)

Vil
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1 UVvOD

Urin ali se¢ je bioloska tekocina, ki jo tvorijo ledvice. Za klini¢no diagnostiko je urinski
vzorec pomemben pokazatelj splosnega in patoloSkega stanja ledvic ter celotnega
organizma. Urin je tudi pomemben pokazatelj elektrolitskega, vodnega in kislinsko-
bazi¢nega ravnoteZja v organizmu, pa tudi pokazatelj presnovnih procesov. Urin je tako
najprimernejSa bioloska snov za oceno delovanja ledvic in se¢il. Osnovna analiza urina je
sirok pojem, ki zajema vec preiskav: organolepti¢ne in fizikalne, kvalitativne kemijske ter
mikroskopske kvalitativne (sediment) in kvantitativne (dolocanje Steviléne koncentracije

celic) analize urina (1, 2, 3, 4).

1.1 TVORBA URINA

1.1.1 Ledvice in njihove naloge

Urin nastaja v ledvicah. Ledvice so parni organ fizolaste oblike. Nefron je funkcionalna
enota ledvice, ki jo sestavljajo glomerul, proksimalni tubul, Henleyeva zanka, distalni
tubul in zbirni vod (1, 2).

Pri tvorbi urina sodelujejo trije mehanizmi:
e glomerulna filtracija — ultrafiltracija krvne plazme,
e tubulna reabsorpcija ultrafiltrata v proksimalnem tubulu,

e tubulna sekrecija — poteka v distalnem tubulu.

PomembnejSe naloge, ki jih vrsijo ledvice:
e uravnavajo koncentracijo snovi v telesnih tekoc¢inah, vodo in elektrolite,
e izlo¢ajo odpadne presnovne snovi (secnina, kreatinin) ter za telo tuje snovi
(toksine, zdravila),
e vzpostavljajo kislinsko-bazi¢no ravnovesje,
e imajo endokrino funkcijo (tvorba renina, eritropoetina, vitamina D,

prostaglandinov) (1, 2).
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1.1.2 Sestava urina

Urin je ultrafiltrat plazme in ga tvorijo ledvice. Kot ultrafiltrat plazme je odli¢en pokazatelj
homeostaze organizma v celoti in presnovnih procesov. Urin je raztopina soli (NaCl, KCI)
in se¢nine, ki je primarni produkt metabolizma proteinov. Pomembni sestavini urina sta Se
kreatinin in se¢na Kislina. V urinu se prav tako nahajajo neraztopljene sestavine, to je
lahko manjse Stevilo levkocitov, eritrocitov, hialinih cilindrov, nekaterih kristalov in
bakterij (1, 2, 3, 4).

1.2 ODVZEM URINA

Za zanesljivo urinsko analizo je bistvenega pomena pravilen odvzem ter neokrnjenost in
kakovost vzorca na visoki ravni. Odvzem, zbiranje, hranjenje, stabiliziranje in transport
urina so najpomembnejsi elementi predanalitske faze. Zaradi teh dejavnikov je potrebno
spremljati  koncentriranost urina z dolocanjem relativne gostote, osmolalnosti,
koncentracije kreatinina, pH-ja, kar omogoca izracun relativnega deleza analitov glede na

koncentriranost in kliniéni pomen nekega rezultata (4).

Idealni urinski vzorec je dovolj koncentriran, da lahko zaznamo diagnostiéno pomembne
analite in formirane elemente. Najpogosteje uporabljan je primarni zbiralnik za urin.
Loc¢imo primarni zbiralnik za enkraten odvzem urina in primarni zbiralnik za zbirni urin.
Poznamo Se sekundarne zbiralnike za osnovno urinsko analizo (obicajno prosojne
epruvete, v katere prelijemo urin za analizo) in sterilne zbiralnike za bakterioloSko analizo
(4). Za natan¢no analizo sestavin je zelo pomembno, da je vzorec se¢a oddan na pravilen

nacin in ob pravem casu.

Prvi jutranji vzorec urina je, ker je bil urin v seénem mehurju od 4 do 8 ur in je zato bolj
koncentriran in bolj kisel, celi¢ne sestavine (levkociti, eritrociti) pa se bolj ohranijo, najbolj
primeren za mikrobioloske preiskave. Drugi jutranji vzorec urina je zbran od 2 do 4 ure po
prvem jutranjem uriniranju. Nakljucni vzorec urina je vzorec, zbran v katerem koli ¢asu

dneva. Ta vzorec se najvecCkrat uporablja za presejalno analizo pri ambulantnih
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preiskovancih. 24-urni zbirni vzorec urina se zbira v dolo¢eno posodo ves dan, 24 ur (5).
Rutinski odvzem urina ne zahteva predhodne priprave bolnika in ta navadno urinira v
primeren zbiralnik. Urinski vzorci glede na nacin odvzema so: srednji ali ¢isti curek urina,

prvi curek urina (4).

1.3 OSNOVNA URINSKA ANALIZA

Najpogosteje zdravnik naro¢i osnovne preiskave seCa ali urina. Osnovna urinska analiza
zajema 3 sklope glavnih preiskav:

e 0pis organolepti¢nih in fizikalno-kemijskih lastnosti urina,

e kvalitativne kemijske preiskave,

e mikroskopske kvalitativhe (sediment) in kvantitativhe (doloCanje Steviléne

koncentracije celic) analize urina (3, 5, 6).

1.3.1 Makroskopski pregled urina

Med organolepti¢ne lastnosti urina pristevamo:

e izgled urina: normalno je bister,
e barva urina: normalno je jantarno rumene barve zaradi barvila urohrom, to je
odvisno od njegove koncentracije,

e vonj urina: normalno spominja na vonj goveje juhe.

Med fizikalno-kemijske lastnosti urina priStevamo:

e relativno gostoto urina: normalna relativna gostota urina je od 1,005 do 1,040,

e pH: normalen je od 4,5 do 8,0 (4).

1.3.2 Osnovna kvalitativnha kemijska urinska analiza

Kvalitativno urinsko preiskavo danes izvajamo s pomocjo reagentnih trakov na principu
suhe kemije. To so plasti¢ni trakovi, ki vsebujejo kemijsko reaktivna polja (reagente v suhi
obliki). Z osnovno analizo urina ugotavljamo prisotnost spojin, ki jih v zdravem urinu ni:

beljakovin  (proteinov), glukoze, ketonskih spojin, zol¢nih barvil (bilirubina,
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urobilinogena), eritrocitov oziroma hemoglobina, levkocitov, nitritov. Ce pokaZe osnovna
analiza urina pozitiven rezultat katere koli spojine, se priporoc¢a tudi analiza urinske

usedline (sedimenta) (3, 5, 6).

1.3.3 Mikroskopska analiza celic urina ali urinskega sedimenta

Z analizo urinskega sedimenta ugotavljamo Stevilo formiranih elementov se¢ne usedline,
razlicne poSkodbe in bolezni ledvic ter razlicne celice v se¢ni usedlini (7). Med
mikroskopsko analizo sodita:

e kvantitativno dolocanje $teviléne koncentracije celic v komorici (SW),

e urinski sediment: z njegovo mikroskopsko preiskavo lahko prestejemo veliko

Stevilo formiranih elementov (3).

1.3.4. Postopek priprave urinskega sedimenta

Najhitrej$i in najbolj$i nacin priprave urinskega sedimenta za mikroskopski pregled
dobimo s centrifugiranjem svezega in dobro premeSanega urina. Priprava urinskega
sedimenta za mikroskopiranje zahteva posebne graduirane epruvete konicaste oblike. V te
epruvete iz urinskega loncka prelijemo 12 mL svezega urina. Epruvete postavimo v
centrifugo, kjer centrifugiramo urinske vzorce od 5 do 10 minut pri 1500-2000
obratin/minuto. Nato odlijemo supernatant. Epruveto obrnemo nad papirno podlago, da
izteCejo zadnje kapljice supernatanta. S Pasteurjevo pipeto premeSamo sediment in ga
prenesemo na predmetno stekelce, nato ga prekrijemo s pokrovnim stekelcem ali pa
prenesemo sediment v odprtino merilne komore. Sediment se pregleda pod mikroskopom
najprej pri 100-kratni in nato pri 400-kratni povecavi (2). Pod veliko povecavo pregledamo
10-20 vidnih polj. Priporo¢eno je semikvantitativno izrazanje: redki, Stevilni, zelo Stevilni
(3,5, 6).
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1.4 AVTOMATIZIRAN MIKROSKOPSKI ANALIZATOR URINA IRIS iQ-
200

1.4.1 Opis sistema

Glavne komponente celotnega avtomatiziranega sistema zajemajo:
e iQ-200 mikroskopski analizator,
e racunalnik z monitorjem oz. procesor za analizo, misko in tipkovnico,
e procesor za prikaz rezultatov, tiskalnik,
o AX-4280 kemijski modul.

mll
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Slika 1: Avtomatiziran mikroskopski analizator IRIS iQ-200 z mikroskopsko in kemijsko
enoto (AX4280) (8).

1.4.2 Princip in nacin delovanja

IQ-200 je popolnoma avtomatiziran mikroskopski analizator ameriskega podjetja IRIS, ki
za analizo uporablja necentrifugiran in neobarvan urin. iQ-200 se lahko uporabi kot
neodvisna enota za mikroskopsko analizo sedimenta v urinu ali v kombinaciji s kemijskim
modulom AX-4280 (Slika 1). Ta sistem sestoji iz avtomatiziranega preto¢nega mikroskopa
in CCD (charge-coupled device) video kamere resolucije 0,68 um ter pretocne celice.
Edini reagent, ki ga Kkoristi aparat, je raztopina iQ Lamina, katere glavna naloga je
ustvarjanje laminarnega pretoka. Dobljene slike se digitalizirajo in prenesejo v racunalnik

za analizo (AP — analysis processor). Preden se slike shranijo, se predhodno shranjena
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prazna ozadja preto¢ne celice odstejejo od vsakega vidnega polja. S tem se izboljsa

morfologija slikanih delcev (7).

Program za avtomatsko prepoznavanje delcev (APR — auto particle recognition) deluje na
osnovi neuralne mreze. Ta s pomocjo velikosti, oblike, kontrasta in strukture razvrsti
delce v 12 kategorij: eritrociti, levkociti, levkociti v skupinah, hialini cilindri,
neklasificirani cilindri, plos$cati epitelij, bakterije, glivice, kristali, sluz, sperma.
Dodatno jih je mozno razvrstiti rono v 26 vnaprej dolo¢enih podkategorij. Te
podkategorije so: neklasificirani kristali (kalcijev oksalat, kristali tirozina, fosfatni kristali,
kristali levcina, amorfni kristali, kristali se¢ne kisline, kalcijev karbonat, kristali cistina),
neklasificirane cilindre (granulirani, celi¢ni, vosceni, Siroki, eritrocitni, levkocitni, epitelni,
maséobni cilindri), glivice (glivice z Pseudohyphae), ostalo (Trichomonas, mascobe,
eritrociti v skupinah, mascobne kapljice), neploscati epitelij (ledvicni, prehodni epitelij),
neklasificirani delci (amorfni eritrociti), artefakti. Koncentracija delcev se izraunava z
uporabo Stevila slik in volumna vzorca. Program procesorja za analizo sestavljajo trije
glavni prikazi:

e glavni prikaz instrumenta - Name$Cen na zgornji strani zaslona omogoca
uporabniku pristop k naslednjim prikazom s pritiskom na zZeleni gumb: prikaz z
vzorcem (Specimens), prikaz delovne liste (Work list) in glavni prikaz instrumenta
(Instrument) (Slika 2) (7),

e prikaz z vzorcem,

e prikaz delovne liste.

Y e ) @R 5N
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Slika 2: Prikaz rezultatov za posamezen parameter (9).
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1.4.3 Avtomatsko razvrséanje delcev

Delci se razvrs¢ajo z uporabo poznanih oblik v neuralni mrezi z APR programom. Za
vzorce z veliko abnormalnimi ali patoloSkimi delci lahko izkuSen uporabnik vizualno
potrdi identifikacijo delcev na osnovi morfoloskih detajlov, prikazanih na zaslonu. Kadar
se pregleda rezultat, so vse slike delcev sortirane in prikazane v kategorijah za avtomatsko
klasifikacijo, kar pospeSuje proces ponovnega razvr§¢anja. Posamezne slike, Ki jih sistem

ne prepozna, se razvrstijo kot ART (artefakti) (7, 10).

1.4.3.1 Kategorije za samorazvric¢anje

APR bo razvrstil delce v naslednje kategorije (Slika 3).

Kategorija Kratica Slika (primer)
Er?trociti RBC Qo
Levkociti wBC S
Levkociti v skupinah wBCC
Ploséati epitelij SQEP
Neploscati epitelij NSE

Bakterije BACT N

| Kristali CRYS — B
Hialini cilindri HYA
Z:l;l::iﬁcirani UNCC f
Glivice YST ],
Sperma SPRM {
Sluz MuUcC

Slika 3: Kategorije za samorazvrsc¢anje delcev pri iQ Iris 200 (7).
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1.4.4 Opis posameznih delcev v sedimentu urina

1.4.4.1 Eritrociti

So majhne bikonkavne celice, brez jedra. V premeru merijo 6-8 pm. Ce so izomorfni
eritrociti, je krvavitev neglomerularnega izvora (npr. okuzba spodnjih secil). Drugace je
pri dismorfnih (deformirani z izrastki — brsti ali vezikuli in razli¢nih velikosti) eritrocitih,
pri katerih je krvavitev glomerularnega izvora. Eritrocite lahko po pomoti zamenjamo za
levkocite, ker imajo na povr$ini in membrani zrnca ali gube. Vendar so te celice manjse

kot levkociti.

Mikroskopski posnetek eritrocitov, posnet na iQ-200: vidimo eritrocite (RBC), ki so na
splosno veliko manjse celice kot levkociti. Opomba pri diagnosticiranju je pomembna, saj

Ze pozitiven rezultat krvi na reagentnem traku kemijske enote AX-4280 pokaze prisotnost

eritrocitov. Pri analizi z mikroskopsko enoto iQ-200 je rezultat prisotnosti eritrocitov
podan kot kri. Aparat razvrsti druge vrste eritrocitov, npr. eritrocite v skupinah (RBCC)
pod ostalo (other) (10, 11).

1.4.4.2 Levkociti

To so najveckrat nevtrofilni granulociti. V premeru merijo od 10 do 14 pum. V urinu se
lahko pojavijo Se eozinofilni granulociti in limfociti. Mikroskopsko so priblizno dvakrat
vedji od eritrocitov. Pri opazovanju svezih levkocitov lahko vidimo drobne citoplazemske
granulacije in pravilno lobulirano jedro. Levkocite, Se posebej limfocite, najpogosteje
zamenjamo z eritrociti in ledviénimi epitelijskimi celicami. Ledvi¢ne epitelijske celice se
tezko loc¢ijo od levkocitov. Koncna odlocitev je zato lahko odvisna od ostalih sestavin
sedimenta. Ledvicne epitelijske celice so na splosno vecje, imajo manjse in temnejse jedro
ter obilnejSo citoplazmo. Prepoznavanje eozinofilcev v urinu je pomembno zato, da
spremenimo morebitno neustrezno terapijo z zdravili. Limfociti so po velikosti zelo

podobni eritrocitom. V urinu jih je normalno prisotno nekaj (6).

Mikroskopski posnetek levkocitov na iQ-200: v urinu so levkociti (WBC) prisotni

najpogosteje kot nevtrofilci. Od eritrocitov se razlikujejo predvsem po svoji velikosti in
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strukturah v notranjosti, predvsem po lobuliranem jedru. Levkociti v skupinah (WBCC) se
nahajajo v vzorcih, ki vsebujejo velike koli¢ine levkocitov v skupinah in na splosno kazejo

na akutni infekcijski proces. Tukaj moramo biti pozorni tudi na prisotnost bakterij (10).

1.4.4.3 Epitelijske celice

Epitelijske celice so vecje od levkocitov. Opisujemo jih, kadar so Stevilne in zelo Stevilne.
Pri prepoznavi jih lahko zamenjamo za levkocite (zlasti z razpadlimi jedri) in majhne
prehodne epitelijske celice (3, 6, 12). Mikroskopski posnetek epitelijskih celic na Q-
200: ploscate epitelijske celice (SQEP) so zelo velike in izredno tanke (11).

1.4.4.4 Bakterije, glivice, paraziti, glive

Najpogostejsi povzroditelji okuzb secil so bakterije, redke glive (Candida spp.), virusi ali
paraziti. Bakterije so razli¢nih vrst (koki, bacili, verige, skupki, pritrjeni na celice) in
migetajo. V ve¢ kot 95 % je okuzba povzroCena z eno vrsto bakterije. Diagnosti¢no
pomembna je najdba Stevilnih bakterij v vidnem polju (ve¢ kot 20 kolonij bakterij v
vidnem polju), okuzenost potrdimo z mikrobiolosko analizo seca (urinokulturo). Glive so
podobne eritrocitom, vendar manjSe (3 do 5 pum), tako jih lahko zamenjamo z eritrociti.
Najpogostejsi je Trichomonas vaginalis, ki je protozoa. Lahko je prisoten v urinu obeh
spolov. Pri parazitih navajamo samo ime parazita, npr. Trichomonas vaginalis (3, 6, 12).
Mikroskopski pregled bakterij, posnetih z iQ-200: velikokrat so identificirane bakterije
v obliki palck. Kot dodatek k tem posnetkom se je smiselno ozreti tudi k rezultatom
kemijske analize nitritov in levkocitov.

Mikroskopski posnetek gliv, posnetih z iQ-200: glive (YST) lahko predstavljajo pravo
infekcijo ali so kontaminat urinskih vzorcev. Te mikroorganizme lahko zamenjamo z

eritrociti ali amorfnimi kristali (11).
1.4.4.5 Kristali
Lo¢imo normalno in patolosko prisotne kristale. Opisujemo tiste, ki so lahko sestavine

secnih kamnov (se¢na kislina, kalcijev oksalat, kalcijev fosfat, magnezijev amonijev fosfat,

kalcijev karbonat, kalcijev sulfat, amonijev urat) in kristale snovi, ki nastanejo endogeno
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kot posledica nekaterih bolezni (tirozin, cistin, levcin in holesterol). OpiSemo tudi
prisotnost amorfnih soli (amorfni urat, amorfni fosfat). Ne navajamo kristalov zdravil (3, 6,
13).

1.4.4.6 Cilindri

Sestavljeni so iz Tamm-Horsfallove beljakovine, ki jo izlo¢ajo uroepitelne celice. Osnova
je hialini cilinder. Vanj se lahko vkljuci katera koli prisotna komponenta, kemijska ali
formirani elementi. So odlitki zbirnih tubulov ledvic. Kadar so v ¢asu nastajanja cilindrov
prisotni v lumnu nefrona razlicni elementi, lahko nastanejo levkocitni, eritrocitni,
bakterijski, mascobni, pigmentni, vos¢eni, epitelni, granulirani in meSani cilindri. V
urinskem sedimentu sta normalno prisotna do dva hialina cilindra, to ozna¢imo z »nekaj«,
vecje Stevilo ali prisotnost granuliranih in drugih vrst cilindrov pa dokazuje patolosko
stanje (3, 6, 12, 13).

1.4.4.7 Sluz, sperma, lipidi
Prisotnost sluzi v urinu nima bistvenega klini¢nega pomena. Sperma je lahko prisotna v
urinu moskih in Zensk in ni klini¢cno pomembna (11). Lipidi (OVFB) v urinu so lahko

prisotni v obliki mascobnih kapljic (FAT) (3,6, 11,12).

1.5 PRETOCNI CITOMETER SYSMEX UF-100

1.5.1 Opis preto¢nega citometra
Preto¢ni citometer serije Sysmex UF-100 je popolnoma avtomatiziran analizator (prikazan

na Sliki 4). Namenjen je izklju¢no urinski analizi za identifikacijo ter Stetje celic in ostalih

delcev v svezem urinu (6, 14, 15).

10
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Slika 4: Preto¢ni citometer UF-100 (16).

1.5.2 Nacin in princip delovanja

1.5.2.1 Barvila

Posamezni delci se v urinu samodejno obarvajo z dvema fluorescentnima barviloma,
fenantidrinom in karbocianidom. Barvilo fenantidrin obarva nukleinske kisline (DNK in
RNK). Barvilo karbocianid obarva negativno nabite membranske strukture in
mitohondrije. Fluorescenca obeh barvil v kombinaciji z meritvami sipane svetlobe in

impedance omogoca identifikacijo, razvrS¢anje in Stetje razlinih vrst celic v urinu.

1.5.2.2 Princip delovanja

Obe barvili se specificno vezeta z nukleinskimi kislinami in celiénimi membranami
posameznih delcev. Ob prehodu skozi preto¢no celico so delci hidro-dinami¢no fokusirani.
Tu preckajo argonski laserski zarek. Delci (celice) sipajo svetlobo in oddajajo
fluorescencno svetlobo. Sipana svetloba, fluorescenca in impedanca (razmerje med
izmeni¢no napetostjo in tokom v elektricnem krogu) se detektirajo posebej in pretvorijo v
elektricne signale. Pri tej metodi lahko izvajamo dva sklopa meritev, saj med celicami in

svetlobo obstajata vsaj dve vrsti meritev (npr. sipanje svetlobe in fluorescenca) (6, 15, 17).

11
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1.5.3 Specifikacije analizatorja in razvr§¢anje delcev

Preto¢ni citometer serije Sysmex UF-100 presteje iz 9 puL vzorca urina glavne delce kot so:
Stevilo eritrocitov (RBC), levkocitov (WBC), epitelnih celic (EC), cilindrov (CAST) in
bakterij. To funkcijo dolocajo trije parametri:

1. povprecna velikost bakterij (Fsc 2 meritev),

2. Stevilo bakterij in

3. Sstetje levkocitov.

Analizator poda tudi Stetje dodatnih delcev v obliki opozoril. Znak za opozorilo je
zastavica, Ki je prisotna pri patoloskih delcih kot so: stevilo cilindrov z vKljucki — patoloski
cilindri (PATH. CASTS), majhne okrogle epitelne celice (SRC), glivice (YLC), kristali
(X'TAL), spermiji, ostalo — neopredeljeni delci in eritrociti — mikrociti. Kadar so izpisana
opozorila, se vzorce pogleda pod mikroskopom (6, 14, 15, 18).

1.5.4 Prikaz in opis to¢kovnih diagramov

Preto¢ni citometer serije Sysmex UF-100 prikaze dva glavna to¢kovna diagrama
(scattergram):

e graf jakosti sipane svetlobe (Fsc — Forward Scattered Light Intensity) in jakosti
fluorescence (FI — Fluorescence Intensity), ki prikaze sposobnost barvanja delcev in
njihovo velikost;

e graf Sirine pulza sipane svetlobe (Fscw — Forward Scattered Light Pulse Width) in
Sirine pulza fluorescence (Flw — Fluorescence Pulse Width), ki prikaze dolzino

delcev in dolZino pobarvanega obmocja.

1.5.5.1 Porazdelitev razli¢nih delcev v tockovnih diagramih

Delci kot so eritrociti, levkociti in epitelne celice ter bakterije so v grobem porazdeljeni na
grafu jakosti sipane svetlobe in jakosti fluorescence (Fsc/Fl). Epitelne celice so
porazdeljene na grafu $irine pulza sipane svetlobe in Sirine pulza fluorescence (Flw/Fscw).
Cilindri so porazdeljeni na osnovi diagrama Sirine pulza sipane svetlobe in Sirine pulza

fluorescence (Flw/Fsc) ter upornosti.

12
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Eritrociti:

nahajajo se na toCkovnem diagramu (Fsc/FI2) in sicer na prvem zaslonu, kjer so
porazdeljeni na obmocju, oznatenem z RBC. Njihova porazdeljenost se zato spreminja
glede na sipanje svetlobe. Kadar je prisotno veliko Stevilo majhnih eritrocitov, kot so
glomerularni, se porazdelijo v obmocju, kjer je nizje sipanje svetlobe. Majhni ali
hemoliti¢ni eritrociti se v takSnem primeru porazdelijo na to¢kovnem diagramu (FIw/Fscw)

na drugem zaslonu, na obmo¢ju, oznac¢enem z RBC.

Levkociti:

nahajajo se na toCkovnem diagramu (Fsc/F12) in sicer na prvem zaslonu, Kjer so
porazdeljeni na obmoé&ju, oznadenem z WBC. Ceprav so v urinu levkociti najpogosteje
prisotni kot nevtrofilci, lahko oblikujejo karakteristi¢ni populaciji na dveh diagramih: ena
je oblikovana v regiji z visoko jakostjo sipanja svetlobe, druga v regiji z nizko jakostjo
sipanja svetlobe. PoSkodovani levkociti imajo spremenjeno gostoto (specifi¢éno tezo) in
spremenjen volumen, zato imajo teznjo po porazdeljevanju na obmoc¢ju z nizkim sipanjem
svetlobe ter z vi§jo fluorescenco na to¢kovnem diagramu. V nasprotnem primeru imajo
aktivni levkociti doloceno gostoto (specifi¢no tezo) in volumen ter se nahajajo v obmocju z

moc¢nim sipanjem svetlobe in nizko intenziteto fluorescence.

Epitelne celice:
nahajajo se na to¢kovnem diagramu (FIw/Fscw) na prvem zaslonu, kjer so porazdeljene na

obmocju, oznacenem z EC.

Bakterije:
na toCkovnem diagramu niso prikazane. Analizator doloca bakterije z 10-krat visjo

obcutljivostjo kot pri ostalih parametrih in rezultate podaja samo Stevil¢no.
Cilindri in sluz:
nahajajo se na tockovnem diagramu (Flw/Fscw) na prvem zaslonu, kjer so porazdeljeni na

obmodju, ozna¢enem s CAST ali PATH. CAST.

Glivice (funghi) in sperma lahko tvorijo karakteristicne populacije na toCkovnem

diagramu.

13
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Odstranitev amorfnih soli:

pri nadaljnjem mikroskopiranju patoloskih vzorcev urinskega sedimenta so v¢asih prisotne
moteCe substance kot so amorfne soli. V pretoc¢ni citometriji velja omejitev glede
najvecjega Stevila analiziranih delcev, prisotnost soli v visokih koncentracijah v urinu
poveca Stevilo delcev in zmanj$a natan¢nost meritev. Patoloski vzorci prikazejo na
tockovnih diagramih lastnosti patolosko prisotnih celi¢nih sestavin, ki jih vsebujejo (6, 14,
17).

14
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2 NAMEN NALOGE

V diplomski nalogi bomo primerjali rezultate urinskega sedimenta med dvema aparatoma:
preto¢nim citometrom Sysmex UF-100 in avtomatiziranim mikroskopom IRIS iQ-200.
Bistvo primerjave obeh analizatorjev razli¢nih proizvajalcev bo ocena principa dolo¢anja

urinskih parametrov za statisti¢no ovrednotenje rezultatov urinskega sedimenta.

Analizirane urinske vzorce preiskovancev in dobljene vrednosti urinskih analiz bomo
statisticno ovrednotili. Poglavitni namen urinskih analiz bodo ugotovitve:
e ali so dobljeni rezultati urinskih parametrov, pridobljeni z dvema analizatorjema,
popolnoma primerljivi,
e kakSne so prednosti in slabosti obeh aparatur glede na parametre in princip

dolocanja analizne metode pri posameznem aparatu.

Pri primerjavi rezultatov se bomo osredotoCili predvsem na doloCanje pomembnejsih
parametrov, kot so eritrociti in levkociti, dobljeni kot Steviléne vrednosti. Dobljene
rezultate eritrocitov in levkocitov bomo statisti¢éno ovrednotili. Mikroskop bomo le opisali.
Rezultati urinskega sedimenta, pregledani pod mikroskopom s 400-kratno povecéavo, so v

Prilogi 2.

15
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1VZORCI

Analizirali smo 108 urinskih vzorcev. Analize smo opravili v Laboratoriju za analitiko
urina in spremljanje koncentracije zdravil na Klinicnem institutu za klini¢éno kemijo in
biokemijo na Polikliniki v Ljubljani. Statisticno smo ovrednotili eritrocite in levkocite.
Urinski vzorci so bili odvzeti od preiskovancev iz ambulant in razlicnih oddelkov

Klini¢nega centra. Analizirani vzorci urina so bili povsem nakljucni.

3.2 OPREMA

e Avtomatiziran mikroskopski analizator IRIS iQ-200;

e pretocni citometer Sysmex UF-100;

e centrifuga Centric 322 A TEHTNICA,;

e sistem URISED (Burnik) za urinski sediment (komorice, urised barvilo, pipete);
e stojalo za epruvete (kovinsko, plasticno);

e Klasi¢ne epruvete, epruvete s koni¢astim dnom;

e svetlobni mikroskop (OLYMPUS, TIPA CHS-2).

3.2.1 Svetlobni mikroskop

Mikroskop sestavljajo mehanski in opti¢ni deli. Vir svetlobe v stativu je 6 V, 10 W Zarnica.
Ima majhno povecavo (100x) in ve¢jo povecavo (400x). Elemente sedimenta opazujemo
najprej pod majhno in nato pod ve¢jo povecavo. Mehanski deli svetlobnega mikroskopa
so: stativ, tubus, revolver, krizna miza ter mikrometrski in makrometrski vijak. Stativ je
osnovna plosc¢a, na katero so pritrjeni vsi deli mikroskopa. Revolver je plosca, ki se vrti in
s katero menjujemo in pritrjujemo objektive. Ti so razlicnih povecav. Tubus je cev, ki je
premakljiva in vanjo vstavimo okularja v zgornjem delu in revolver z objektivi v spodnjem

delu. Mikrometrski in makrometrski vijak sta pomembna pri oceni hitre in nato

16



Maja Zupanc Diplomska naloga

natancnejSe izostritve vidnih polj. Krizna miza omogoca premikanje vzorca na tej mizici v

smeri xiny.

Optic¢ni deli mikroskopa:

e okularji poveéajo osnovno sliko iz objektiva. Sestavlja jih sistem dvojnih le¢;

e objektivi povecajo predmete in dajejo realno sliko. Sestavljata jih zadnja
korekcijska in sprednja frontalna leca;

e slepica je zaslonka, ki odmerja koli¢ino vpadne svetlobe in z njo dosezemo
najboljsi kontrast;

e kondenzor je sistem le¢, ki omogoca, da se zZarki iz vira svetlobe zberejo tocno na
opazovanem predmetu. Z vijakom kondenzor spuS¢amo pri malih povecavah, pri

velikih pa dvigamo.

3.2.2 Mikroskopska analiza celic urinskega sedimenta

Mikroskopska analiza urinskega sedimenta je kvalitativna analiza formiranih in s
centrifugiranjem pridobljenih sestavin urina. Med te priStevamo: eritrocite, levkocite,
cilindre, bakterije, epitelijske celice, glive in parazite. Urised je pribor proizvajalca Burnik,

Ki se uporablja za standardno mikroskopsko analizo urinskega sedimenta.

Komplet za mikroskopiranje vsebuje:
e graduirane koniCaste epruvete,
e Pasteurjeve pipete ali kapalke za prenos sedimenta,
e mikroskopsko plos¢ico za doloceno koli¢ino sedimenta,

e Darvila.

Mikroskopiranje poteka takole:

1. Priprava urinskega sedimenta za mikroskopiranje zahteva posebne graduirane
epruvete konicaste oblike. V te epruvete iz urinskega loncka prelijemo 12 mL
svezega urina. Koli¢ina urina mora biti vedno enaka, saj mora ustrezati
standardiziranim postopkom.

2. Epruvete postavimo v centrifugo, kjer centrifugiramo urinske vzorce 5-10 minut

pri 1500-2000 obratih/minuto s centrifugalno mocjo 500 x g.
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3. Nato odlijemo supernatant. Epruveto obrnemo nad papirno podlago, da iztecejo
zadnje kapljice supernatanta. Najbolje je, da supernatant aspiriramo.

4. S Pasteurjevo pipeto premeSamo sediment in ga prenesemo na predmetno stekelce,
nato ga prekrijemo s pokrovnim stekelcem ali pa prenesemo sediment v odprtino
merilne komore. Sediment se pregleda pod mikroskopom najprej pri 100-kratni in

nato pri 400-kratni povecavi (2).

7 resuspenzijo sedimenta prepre¢imo neenakomerno porazdelitev delcev v preparatu.

Resuspenzija pomeni ponovno mesanje.

Barvanje celic urinskega sedimenta je supravitalno barvanje po Sternheimer-Malbinovi
metodi ali po Sternheim Alcian modro. Barvanje po Sternheimer-Malbinu poudari notranjo
strukturo celic, predvsem levkocitov, epitelijskih celic in cilindrov. Znacilno se obarvajo
eritrociti, sluz ter nekateri elementi. To barvanje je bolj v uporabi pri svetlobni

mikroskopiji.

3.2.3 Vrednotenje formiranih elementov v urinskem sedimentu

Eritrociti in levkociti

V desetih vidnih poljih prestejemo celice pri 400-kratni povedavi. Ce je §tevilo celic v
vidnem polju nad 50, jih ozna¢imo kot Stevilni, pri ve¢ kot 100 celicah na vidno polje pa
kot zelo Stevilni. Eritrociti so lahko izluZeni ali svezi. Levkociti so lahko razpadli ali

vsebujejo mascobo.

Bakterije, paraziti, glive

Bakterije izrazimo kot malo, $tevilne in zelo Stevilne. Opis bakterij pri 400-kratni povecavi
sta obliki palicastih (nitastih) in okroglih bakterij. V vidnem polju je diagnosti¢no
pomembno ve¢ kot 20 kolonij bakterij. Najpogostejsa gliva je Candida albicans, parazit pa

Trichomonas vaginalis.
Cilindri

Ves preparat se gleda pri 100-kratni povecavi za cilindre, ki jih prestejemo in opiSemo

vsebovane cilindre. Glavne vrste cilindrov so hialini, granulirani ter eritrocitni.
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Kristali
Najpogosteje opisemo kristale se¢nih kamnov, amorfnih soli ter kristale bolezenskih stanj,

kot so tirozin, levcin, cistin, holesterol, bilirubin.

3.3 AVTOMATIZIRAN MIKROSKOPSKI ANALIZATOR IRIS iQ-200

3.3.1 Osnovne karakteristike analizatorja IRIS iQ-200

iQ-200 je popolnoma avtomatiziran mikroskopski analizator. Ima program za avtomatsko
prepoznavanje delcev (APR — auto particle recognition) na podlagi neuralne mreze, ki s
pomocjo oblike, velikosti, kontrasta in strukture razdeli delce v 12 glavnih urinskih
elementov: eritrocite, levkocite, skupine levkocitov, celice ploS¢atega epitela, celice
neploScatega epitela, male okrogle celice, hialine cilindre, nehialine oz. nerazvrscene

cilindre, bakterije, glivice, sluz, spermo. Metoda analize je digitalna analiza slike v

pretocni celici.

3.3.2 Komponente sistema in pogoji meritev

Avtomatski sistem za analizo urina sestoji iz treh modulov, med sabo povezanih s kabli:
e iQ-200 modul za mikroskopiranje,
e procesor za analizo z monitorjem, tipkovnico in misko,

e delovna celica, tiskalnik.

1Q-200 lahko deluje kot samostojna enota ali v kombinaciji z drugimi rezultati kemijske
analize. Identifikacija elementov urinskih vzorcev poteka z informacijsko tehnologijo, ki
temelji na umetni neuronski mrezi (APR — auto particle recognition). Obdelava vzorcev je
avtomatizirana preko avtomatskega Citalnika. Naenkrat lahko sprejme stojala z 10-imi
vdolbinicami za vzorce. Kontinuirano lahko meri do 55 vzorcev. Citalnik értnih kod je
name$den znotraj samega sistema, nasproti igle za pipetiranje. Citalnik skenira barkodo
nalepke na epruveti in poslje podatke o identifikaciji v LIS (laboratorijski informacijski

sistem) informacijski sistem preko procesorja za analizo. Igla za vsrkanje vzorca je
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namescena na sprednji strani i1Q-200 instrumenta. Ko sprejme navodila iz procesorja,

pipeta premesa vzorec in nato vsrka 1 ml vzorca za analizo.

Sestava tekocCine za prenos vzorca: sistem tekoc€in sestavljajo iQ Lamina in tri peristalticne
&rpalke. Crpalke vsrkavajo in meSajo vzorec, ki je obkroZen z Lamino, ki te¢e skozi
instrument v pretocno celico in nato v odpad. iQ Lamina je puferirana izotoni¢na
raztopina, brez prisotnosti celic, ki vsebuje stabilizatorje pretoka, bakteriostatske sestavine,
fungicide in stabilizatorje. Uporablja se za razporeditev pretoka vzorca znotraj globinske
ostrine mikroskopa. Omogoca tudi enakomeren pretok s spiranjem in vlazenjem vseh

preto¢nih komponent. Ta izdelek se lahko shranjuje na sobni temperaturi.

Optic¢ni sistem je sestavljen iz naslednjih komponent:
e stroboskopske zarnice,
e mikroskopa,
e CCD kamere,

e pretocne celice.

Stroboskopska Zarnica je pritrjena na mikroskop, ki je postavljen vodoravno. Bliski
stroboskopske Zarnice so zedinjeni s CCD kamero. Kolimator fokusira svetlobo. Vsak
posnetek, posnet s CCD kamero, predstavlja sliko majhne koli¢ine vzorca, kadar
stroboskopska Zarnica osvetli vidno polje. Vsak od teh posnetkov predstavlja natancno
izmerjen volumen necentrifugiranega vzorca urina v preto¢ni celici pod poveéavo. Crpalka

za odpad odstranjuje tekocCine za prenos vzorcev v odpadno ali odvodno posodo.

Priprava vzorcev:

urin zberemo v &iste in sterilne posodice. Ce vzorci niso analizirani v roku ene ure,
posodice z urinom ¢vrsto zapremo s pokrovom. Shranimo jih pri temperaturi 2—8 °C. Pred
analizo pustimo vzorec na sobni temperaturi. V vzorce ne dodajamo nobenih
dezinficiensov ali detergentov. Pred analizo vzorcev ne centrifugiramo. Paziti moramo, da

vzorci niso izpostavljeni son¢ni svetlobi.

Temperatura:
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analiza urinskih vzorcev mora biti vedno opravljena na sobni temperaturi. Kadar je
temperatura izven razpona, je lahko neto¢no definirana specifi¢na teza vzorcev urina. Pred
analiziranjem omogoc¢imo vsem vzorcem, ki so bili predhodno hranjeni v hladilniku, da se

segrejejo na sobno temperaturo.

Vzorci urina:

uporabljamo samo sveZe necentrifugirane in neobarvane vzorce urina. Vzorci so oznaceni s
¢rtnimi kodami. Ce je napaéna identifikacija vzorca in napa¢na értna koda, se podatki
vpisejo ro¢no (Correct speciman ID). Nesprejemljivi so vzorci z veliko sluzi, vzorci z
veliko eritrocitov in ekstremno amorfni (iz zamrzovalnika). Vsi nesprejemljivi vzorci se

resujejo s pomocjo red¢itve z iQ redc¢ilom.

Razredcitev:
z iQ redcilom razred¢imo ali poveamo volumen vzorca. Analizator lahko s pomocjo
spiranja obdeluje tudi vzorce, ki so Ze originalno manj$ega volumna. Za razredcitev vzorca

uporabljamo dodatno ¢rtno kodo (zapis 128), ki jo nalepimo na epruveto.

Volumen vzorca:

minimalen volumen tekocega vzorca za testiranje za AX-4280 in iQ-200 je 4 mL. iQ-200
rabi 3 mL, AX-4280 pa 2 mL vzorcev urina. Skupen volumen vzorca ne bi smel biti ve¢ji
od 6 mL. Aspiracijski volumen je 0,9 mL. Epruvete morajo biti steklene, velikosti 16x100
mm. Dno je ovalno, da ne bi pri§lo do uniCenja injektorske igle. Epruvete opremimo s
¢rtno kodo. Prenesemo 3-6 mL premesanega urina v epruvete (4—6 mL primeru, e je
vzorec analiziran na AX-4280 in iQ). Epruvete z nalepkami postavimo v stojalo za vzorce.
Analiza vzorcev lahko poteka normalno s prikljuéenim AX-4280 ali s samostojno opcijo
iQ-200.

3.3.3 Kontrola kvalitete dela
Program za kontrolo kvalitete se uporablja za zbiranje podatkov o kontroli kvalitete, prikaz
rezultatov in statistike. Podatki o kontroli kvalitete se prikazejo kot izraun in grafi¢éni

prikaz (Levey Jenningsova karta), kot aritmeticna sredina, kot standardna deviacija ali kot

minimalna in maksimalna vrednost. Podatki o kontroli so vidni na zaslonu, lahko se
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izpiSejo na tiskalniku. Te funkcije so potrebne za potrditev in kontrolo, da sistem deluje

brezhibno.

Kontrolni material in njegova sestava:

IQ set za kontrolo in iQ fokus (raztopina za ciscenje le¢) se uporabljajo za izostritev le¢ in
kontrolo instrumenta. Kot kontrolni material uporabljamo iQ pozitivnho in negativno
kontrolo in iQ fokus. iQ pozitivna kontrola se uporablja kot abnormalna ali patoloska
kontrola za potrditev to¢nega Stetja instrumenta. iQ negativna kontrola se uporablja kot
normalna kontrola za potrditev to¢nega Stetja instrumenta. Crtne kode, na katerih je

zapisana Stevilka LOT-a, rok uporabe in pricakovan razpon so prilozeni za vsak material.

Sestava 1Q pozitivne kontrole in iQ Focusa (raztopine za ciscenje le¢) SO suspenzije
fiksiranih Cloveskih eritrocitov v periferni, izotoni¢ni balansirani raztopini brez delcev. Ti
izdelki morajo biti hranjeni v hladilniku pri temperaturi 2-8 °C. Pred uporabo morajo biti
hranjeni na sobni temperaturi. Stekleni¢ke pred uporabo dobro pretresemo, da zagotovimo
stalno koncentracijo delcev. Pozitivna kontrola ima koncentracijo delcev 800-1200

celic/uL, odvisno od Stevilke barkode kontrolnega vzorca.

iQ negativna kontrola je raztopina brez delcev. Hranjena mora biti na sobni temperaturi.
Pred uporabo je ni treba premesati. Negativna kontrola ima koncentracijo 0-20 celic/uL.

Pogostost izvedbe kontrole je vsakodnevna. iQ pozitivna in iQ negativna kontrola naj bi se
analizirali vsaj enkrat dnevno ali glede na specifikacije laboratorijskih navodil o postopku
kontrole kvalitete. iQ Focus raztopina naj bi se analizirala vsaj enkrat dnevno in to pred
izvedbo testiranja obeh kontrol. Vsakodnevno je nujna analiza pozitivne, negativne
kontrole in iQ Focus raztopine v predvidenem nosilcu epruvet (iQ Control rack) z
oznacenimi poloZaji za vsak reagent. Epruvete oznacimo z znacilnimi ¢rtnimi kodami, nato
jih obrnemo proti ¢italcu ¢rtnih kod in zaZenemo analizator. Kadar imamo veliko koli¢ino
vzorcev ali kadar opazimo, da so slike motne ali niso dobro izostrene, ponovimo postopek

z iQ fokus raztopino.
Kalibracija instrumenta:

kalibracijo moramo na instrumentu iQ-200 narediti enkrat mese¢no. Za avtomatsko

kalibracijo instrumenta se uporablja iQ kalibrator. To je suspenzija fiksiranih humanih
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eritrocitov v raztopini brez delcev. iQ kalibrator shranjujemo v hladilniku na temperaturi
2-8 °C. Pred uporabo mora biti dobro premesan in nekaj ¢asa na sobni temperaturi. Vsaka
steklenicka kalibratorja je namenjena za eno kalibracijo. Za vsak material so prilozene

¢rtne kode, na katerih je zapisana Stevilka LOT-a, rok uporabe in pricakovan razpon.

Cis¢enje instrumenta:

¢iS€enje notranjih delov aparata izvrSimo na zacetku vsake delovne izmene ali na 100
vzorcev. Tako se prepreCi akumulacija necisto¢ in ostankov iz prejSnjih vzorcev in
testiranj. V procesu ¢is¢enja pretocnih delov uporabljamo IRIS System Cleanser. PovrSine
Instrumenta Cistimo s papirnato brisa¢o, namoceno vV IRIS System Cleanser, razred¢en v
razmerju 1:10, ter z destilirano vodo in posu$imo. Detektor epruvet in ¢italec ¢rtnih kod
¢istimo z izopropilnim alkoholom in stani¢evino. Opti¢ne senzorje na nosilcu ocistimo tudi

z izopropilnim alkoholom in vatiranimi palckami (7).

3.3.4 Potek analiziranja vzorcev

Analiziranje vzorcev poteka po naslednjih postopkih:

e identifikacija vzorcev preko avtomatskega dcitalca, stojalo sprejme 10 vzorcev,
poteka kontinuirano merjenje do 55 vzorcev;

e snemanje digitalne slike — stroboskopska Zarnica osvetli vzorec $tiriindvajsetkrat v
sekundi, vzorec je obkroZen z raztopino 1Q Lamine, ki prehaja skozi pretocno
celico. CCD digitalna kamera snema 500 slik na vzorec;

e detekcija celic: vsaka slika se analizira ob prisotnosti celic in vsaka celica se
izolira;

e vrednotenje celic: posamezna izolirana celica se analizira glede na velikost,
kontrast, obliko in teksturo. Vse zabelezeno se analizira s serijo algoritmov in vsi
podatki se pretvorijo v Stevil¢ne vrednosti,

e sledi klasifikacija celic: steviléna vrednost vsake celice se prenese v neuralno
mrezo APR, ki klasificira celice v 12 glavnih kategorij;

e kvantitativno podan rezultat.

Obdelava podatkov:

e racunalnik shranjuje do 10 000 rezultatov vzorcev,
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e izpis analize rezultatov je avtomatski,
e avtomatsko oznacevanje patoloskih rezultatov in rezultatov izven meje linearnosti,

e izpis rezultatov v pL ali na vidno polje (400x povecava) (7, 10, 12).

3.3.5 Vrednotenje rezultatov in enote pri analizatorju IRIS iQ-200

1Q-200 omogoca konstanten pretok vzorca pred objektivom mikroskopa. S pomocjo
kalibratorja, v katerem sta znana koncentracija delcev in $tevilo delcev v vsakem vidnem
polju, se dobi to¢en volumen. Volumen po vidnem polju daje znana koncentracija delcev,
deljena s Stevilom delcev po vidnem polju. Ker je volumen po vidnem polju za vsako sliko
konsistenten in vedno poznan, je merjenje delcev natan¢no izmerjeno kot STEVILO
DELCEV/uL. Glede na zelje operaterja lahko instrument prikaze rezultat analize kot
Stevilo celic/uL ali kot STEVILO CELIC/HPF. HPF je vidno polje mikroskopa pri
povecavi 400. LPF je vidno polje mikroskopa pri povecavi 100.

V odnosih med HPF/LPF/uL:

(HPF — povecava x 400);

(LPF — povecava x 100) — povecava = 10 (okular) x (objektiv)

Pretvorniki med HPF/LPF/uL: 5,S HPF=pL. 16 HPF=LPF 2,9 uLL = LPF

Kot Ze zgoraj omenjeno, se rezultati mikroskopskih delcev prikazujejo tudi kot Stevilo
delcev v vidnem polju. Volumen urina v vidnem polju pod mikroskopom je dolocen
eksperimentalno z merjenjem povpreénega volumna kapljice normalnega urina,
pipetiranega s Pasteurjevo pipeto. Ta volumen se razsiri pod krovnim stekelcem in deljen s
povrs$ino krovnega stekelca doloca debelino, v kateri so names€eni delci, preden jih
pogledamo na stekelcu. Numeri¢na odprtina objektiva lece doloca povrSino, ki je vidna. Ta
povrsina, pomnozena s povpreéno debelino sloja, je efektivni opazovani volumen, ki se

vidi v enem vidnem polju.
Enote so podane tudi glede na zahteve proizvajalcev ter razli¢no za posamezne delce v

urinu. V diplomski nalogi smo se odlo¢ili za poenoten prikaz in izracun rezultatov analize

pri obeh analizatorjih v enotah Stevilo celic oz. delcev/HPF za vse celice oz. delce urina.
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Prikaz je pri 40-kratni povecavi. Doloc¢eni delci so lahko podani tudi kot Stevilo

delcev/LPF, kot npr. cilindri.

Preglednica 1: Poenoteno vrednotenje bakterij pri analizi z avtomatskim mikroskopom
IRIS iQ-200 na vidno polje (HPF) pri 400-kratni povecavi glede na UF-100.

<1000 0 Malo =0
1000-3000 Malo Nekaj, dosti =1
3000-5000 Stevilno Mnogo oz. Stevilno =2
> 10000 Zelo stevilno Masa = 3

Opomba: a = za avtomatski mikroskop Iris iQ-200: malo; nekaj, dosti; mnogo oz. §tevilno; masa

b = za citometer UF-100: 0, 1, 2, 3.

Diagnosti¢no pomembna je najdba Stevilnih bakterij v vidnem polju, okuZenost potrdimo z
mikrobiolosko analizo seca (urinokulturo). Vsebnost bakterij ozna¢imo: malo, Stevilne in

zelo Stevilne (Preglednica 1).

3.3.6 Referenc¢ne vrednosti

Referencne vrednosti za posamezne celice se razlikujejo od laboratorija do laboratorija.
Vsak laboratorij doloci in predpise svoje referenéne vrednosti za vsako celico in analizator.
Pri IRIS iQ-200 so referen¢ne vrednosti za eritrocite do 5 celic/HPF, za levkocite tudi do 5
celic/HPF. V urinskem sedimentu sta normalno prisotna do dva hialina cilindra, kar
ozna¢imo z »nekaj«, vecje Stevilo ali prisotnost granuliranih in drugih vrst cilindrov pa
dokazuje patolosko stanje, kar dologimo kot »masa«. Ce je cilindrov do 0, so redki. Za
neklasificirane cilindre je normalno prisoten en cilinder na vidno polje. Ostale celice oz.
parametre vrednotimo glede na posamezne dovoljene referen¢ne vrednosti kot redko oz.
malo, nekaj, dosti oz. §tevilno, mnogo in masa ter glede na to, ali je npr. kristal prisoten ali
ne.
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3.4 KARAKTERISTIKE PRETOCNEGA CITOMETRA SYSMEX UF-100

Preto¢ni citometer japonskega proizvajalca Sysmex UF-100 je popolnoma avtomatiziran
aparat. Analizira lahko 100 vzorcev na uro. Preto¢ni citometer ima moznost, da ima vecjo
bazo podatkov s 1000 prostimi mesti za zbirke z vsemi graficnimi podatki. Sveze urinske
vzorce analizator vsrka iz epruvet ali direktno iz posodice za urinski vzorec. Operater
postavi stojalo z epruvetami v analizator, nato pa aparat sam nadaljuje s procesiranjem
vzorcev. Glavni kvantitativni parametri oz. delci, ki jih zazna preto¢ni citometer, SO:

e eritrociti,

e levkociti,

o epitelijske celice,

e cilindri,

e Dbakterije.

Dodatno kot opozorila aparat z znakom zastavice zazna:
e glivice,
e kristale,
e cilindre z vkljucki (patoloske cilindre),
e majhne okrogle epitelijske celice,
e spermije,
e ostalo kot neopredeljene delce,

e eritrocite — mikrocite.
Kadar so izpisana ta opozorila oz. patoloske vrednosti, pod fazno-kontrastnim
mikroskopom pogledamo Se urinski sediment. Nato lahko primerjamo rezultate. Po
posameznih parametrih se rezultati analize prikaZejo na izvidu grafi¢no ali kot Stevil¢ne
vrednosti.

3.4.1 Princip merjenja na preto¢nem citometru

9 uL razredCenega vzorca potuje v toku izotoni¢ne tekoéine skozi pretocno celico, Kjer

precka argonski laserski zarek. Delci (celice) sipajo svetlobo in oddajajo fluorescenco.
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Sipana svetloba, fluorescenca in impedanca se zaznajo posebej in pretvorijo v elektri¢ne

signale.

Potek analize vzorca in nacela meritev potekajo po naslednjih korakih:

1.

Priblizna koli¢ina svezega urinskega vzorca v epruveti za analizo s pretocnim
citometrom UF-100 je 800 pL. Pred zacetkom analize na aparatu laboratorijski
tehnik ro¢no nalije urinski vzorec v epruveto ter jo lastnoro¢no vstavi v stojalo.
Aparat nato odpipetira 9 uL vzorca ter premeSa svezi urin. Najprej se vzorcem
izmeri prevodnost kot upornost med dvema elektri¢nima elektrodama.

Analizator najprej segreje vzorec, da raztopi amorfne soli. Raztopiti jih mora zato,
ker amorfne soli motijo analizo. Naknadno se vzorec razred¢i z dolo¢enim
redcilom.

Po razredCitvi se vzorec obarva z dvema razliénima fluorescentnima barviloma,
fenantidrinom in karbocianidom. Kot ze omenjeno zgoraj, karbocianid obarva
negativno nabite membranske strukture in mitohondrije. Fenantidrin obarva
nukleinske kisline (DNK, RNK). Membrane in membranske strukture, kot je
endoplazmatski retikulum, pa fenantidrin obarva slabse. Barvilo karbocianid ima
absorbanco pri A = 488 nm, emisijo pri A = 505 nm. Barvilo fenantidrin ima emisijo
pri A = 610 nm. Absorbanca pri valovni dolzini A = 488 nm je torej za obe barvili
enaka.

Obarvani vzorci potujejo preko pretone celice s pomocjo brizge za vzorec, ki
ustvarja znacilen tekoCinski pretok. Pretok vzorca skozi izotoni¢no raztopino
precka argonski laserski Zarek. Tu se Ze lahko dolo¢i jakost sipane svetlobe in
fluorescence.

Vzorci pripotujejo do detektorjev, ki prepoznajo signale. Signala za jakost sipane
svetlobe in fluorescence, ki ju predhodno zaznajo detektorji, analizator pretvori v
Stiri parametre oz. tockovne diagrame: graf jakosti sipane svetlobe (Fsc — Forward
Scattered Light Intensity), graf Sirine pulza sipanja svetlobe (Fscw — Forward
Scattered Light Pulse Width), graf jakosti fluorescence (FI — Fluorescence
Intensity) ter graf Sirine pulza fluorescence (Flw — Fluorescence Pulse Width).
Podatki teh parametrov se skupaj z impedanco prenesejo do mikroraCunalnika. V
glavnem detektorji zaznajo fluorescenco, sipano svetlobo in impedanco._Obe

valovni dolzini detektira isti detektor.
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6. Detektirani signali sipane svetlobe, fluorescence in impedance se detektirajo
posebej. Pretvorijo se v elektricne signale. Signali omogocajo identifikacijo delcev.
7. Rezultati se podajajo v obliki grafov in Stevilk. Grafiéne podatke lahko tudi

natisnemo (6, 12).

3.4.2 Notranja kontrola kvalitete

Kontrola kvalitete se imenuje tudi UF CHECK. Pred za¢etkom dela se dnevno naredi
kontrola kvalitete z uporabo UF CHECK kontrolnega materiala. Analizo kontrole kvalitete
naredimo kar ro¢no. Predhodno 1 mL kontrolnega materiala prenesemo v epruveto. Vsak
kontrolni material je 0znagen z ustrezno &rtno kodo in lot §tevilko proizvajalca. Crtno kodo
kontrolnega materiala prepozna preto¢ni citometer. Rezultati kontrole morajo biti v

predpisanem obmocju.

Sestava kontrole: UF CHECK je kontrolni material, narejen za serije preto¢nih citometrov
(UF-100, UF-50 ter UF-1000). Aktivne sestavine kontrolnega materiala so: kontrolni 0,8
% (umetni — lateksni delci); 9,5 % etanola in 0,5 % solne kisline. Kontrolni material UF
CHECK ne vsebuje bioloskih materialov. Zivljenjska doba kontrole v steklenicki je eno
leto na sobni temperaturi (2-35 °C) in je obstojna oz. stabilna $e 30 dni po odprtju, tudi na
sobni temperaturi. Analizator ¢istimo z mehko krpico in blagim detergentom. Aparat

¢istimo vedno, ko koné¢amo z delom.

3.4.3 Vrednotenje rezultatov in enote pri citometru

UF-100 poda vse rezultate analize v dveh enotah in sicer kot Stevilo delcev ali celic/uL
oziroma §t. celic X 10° /L in kot $tevilo delcev ali celic/HPF. Cilindre lahko poda tudi kot
Stevilo cilindrov/LPF. HPF pomeni high power field oz. vidno polje pri vecji povecavi
(400x). LPF pomeni low power field ali vidno polje pri manj$i povecavi mikroskopa
(100x). Citometer ima ze dolo¢en volumen za veliko povecavo 0,18uL in za malo
povecCavo 2,9 uL. Rezultate izdajamo na vidno polje s poveavo 400x. Analizator obdela
rezultate s faktorjem pretvorbe 5,55 ter jih preracuna na vidno polje mikroskopa (LPF,

HPF). Preostale parametre oz. delce prikaze kot dodatno opombo kot rde¢ (+). Eden izmed
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preostalih parametrov so na primer bakterije. Vrednotenje bakterij pri pretocnem citometru

prikazuje preglednica 2.

Preglednica 2: Vrednotenje bakterij pri analizi s preto¢nim citometrom UF-100.

Stevilo bakterij Vrednotenje Vrednotenje pri citometriji
<1000 0 0
10002999 Malo 1
3000-6999 Stevilno 2
> 7000 Zelo $tevilno 3

3.4.4 Referen¢ne vrednosti

Referen¢ne vrednosti pretoénega citometra UF-100 so za eritrocite do 3/HPF in za
levkocite do 5/HPF. Kot je bilo Zze omenjeno pri avtomatskem mikroskopu IRIS iQ-200,
smo se v diplomski nalogi odlocili za prikaz in izraun rezultatov urinske analize v enotah

Stevila delcev/HPF.

3.5 STATISTICNA OBDELAVA SKUPINSKIH REZULTATOV

Vse rezultate smo statisticno obdelali in ovrednotili z medicinskim statistiénim programom
MedCalc za Windows, kjer smo primerjali dobljene rezultate eritrocitov in levkocitov na
obeh aparaturah oz. pri obeh razliénih metodah delovanja. Testirali smo
normalno/nenormalno porazdelitev in sicer z Wilcoxonovim testom za eritrocite in
levkocite. Porazdelitev rezultatov smo prikazali s pomocjo percentilov. Primerjave
rezultatov smo podali z regresijsko premico s 95-% mejo zaupanja in 95-% mejo
napovedane vrednosti (verjetnostjo) ter s korelacijo rangov po Spearmanu. Analizo

rezultatov eritrocitov in levkocitov smo prikazali z Bland-Altmanovimi grafi.
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4 REZULTATI

4.1 PORAZDELITEV REZULTATOV IN VREDNOSTI, DOBLJENE Z
WILCOXONOVIM TESTOM

Distribucija o0z. porazdelitev rezultatov je neparametricna (ni normalna) pri obeh
analizatorjih, zato smo vzeli Wilcoxonov test. D'Agostino-Pearsonov test za normalno

porazdelitev je zavrnil normalno distribucijo (p<0,0001).

Preglednica 3: Rezultati, dobljeni z Wilcoxonovim testom.

Primerjava z p
Lkci-iQ/Lkci-UF -1,45 0,15
Erci-iQ/Erci-UF -5,76 <0,0001

Porazdelitev rezultatov je neparametri¢na: p<0,05. Rezultati so bili dobljeni s preto¢nim
citometrom UF-100 in avtomatskim mikroskopom iQ-200 za levkocite in eritrocite na HPF
0z. na vidno polje pri povecavi 400x in s korelacijo. Tukaj je faktor pretvorbe 5,55

(Preglednica 3).

Levkociti: glede na Wilcoxonov test lahko sklepamo, da ne prihaja do statisticno znacilnih
razlik med meritvami levkocitov, izmerjenih po metodi preto¢ne citometrije na analizatorju
UF-100 in po metodi mikroskopiranja na analizatorju IRIS iQ 200 (z = -1,45; p = 0,15),
kjer vrednost mediane za levkocite na vidno polje pri aparatu IRIS iQ 200 znasa 5,
vrednost mediane za levkocite pri aparatu UF-100 pa 6.

Eritrociti: z uporabo Wilcoxonovega testa lahko sklepamo, da prihaja do statisti¢no
znacilnih razlik pri rezultatih meritev z metodo preto¢ne citometrije (UF-100) in rezultatih
meritev po metodi mikroskopiranja z aparatom IRIS iQ 200 (z = -5,76, p<0,0001), pri
¢emer mediana za eritrocite na analizatorju IRIS znasa 2, vrednost mediane za eritrocite pri

aparatu UF-100 pa 5.
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4.1.1 Primerjava statisticno obdelanih rezultatov levkocitov in eritrocitov, dobljenih z

avtomatskim mikroskopom iQ-200 in preto¢nim citometrom UF-100

Preglednica 4: Primerjava pomembne;jsih statisti¢nih parametrov za avtomatski mikroskop

iQ-200 in preto¢ni citometer UF-100 za levkocite in eritrocite.

Dolo¢ani parametri | Levkociti iQ- | Levkociti | Eritrociti Eritrociti ~ UF-
200 UF-100 iQ-200 100

Stevilo vzorcev 107 107 108 108

NajniZja vrednost 1,00 0,00 0,00 0,00

NajviSja vrednost 2309,00 1145,00 1450,00 1949,00

Mediana 5,00 6,00 2,00 6,00

Najnizja vrednost za levkocite na analizatorju iQ 200 je bila 1, medtem ko je bila za

levkocite najnizja vrednost 0 na analizatorju UF-100. Pri eritrocitih je bila najniZja

vrednost v primeru obeh analizatorjev 0. Najvisja vrednost za levkocite na analizatorju iQ

200 je bila 2309, na aparatu UF-100 pa je bila 1145. Pri eritrocitih znaSa najvisja vrednost

na analizatorju iQ-200 1450 in na UF-100 1949. Mediana je bila za levkocite in eritrocite

na analizatorju UF-100 6. Razlika v mediani pa je bila pri aparatu iQ-200 in sicer za

levkocite 5 ter za eri

trocite 2 (Preglednica 4).

4.1.2 Primerjava ostalih statisti¢nih rezultatov levkocitov in eritrocitov, dobljenih z

avtomatskim mikroskopom iQ-200 in preto¢nim citometrom UF-100

Preglednica 5: Primerjava ostalih statisti¢nih parametrov za avtomatski mikroskop iQ-200

in preto¢ni citometer UF-100 za levkocite in eritrocite.

Dolo¢ani Varianca | Standardna | Relativni standardni | Standardna napaka
parametri deviacija odklon (%) aritmeti¢ne sredine

Levkociti-iQ-200 | 56710,59 238,14 457,22 23,02
Levkociti-UF-100 | 15482,36 124,43 352,06 11,97
Eritrociti-iQ-200 | 29250,04 171,03 462,47 16,46
Eritrociti-UF-100 | 50556,29 224,85 429,87 21,64
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Statisticne parametre kot so varianca, standardna deviacija, relativni standardni odklon (%)
ter standardna napaka aritmeti¢ne sredine smo podali za levkocite in eritrocite kot Stevilo

delcev na vidno polje pri povecavi 400x za oba analizatorja (Preglednica 5).

4.1.3 Primerjava med eritrociti in levkociti pri obeh analizatorjih

Preto¢ni citometer Sysmex UF-100 ima pri levkocitih manj$a odstopanja od avtomatskega
mikroskopa Iris iQ-200. Iz dobljenih rezultatov sklepamo, da bi za eritrocite uporabili raje
avtomatski mikroskop iQ-200, zaradi manjsih odstopanj. Za levkocite bi uporabili pretocni
citometer UF-100, pri katerem so vrednosti bolj primerljive in je manj odstopanj med
rezultati. Vec€ina rezultatov vzorcev je zelo primerljivih. Seveda prihaja tudi do razlik, ki so

razvidne iz grafov (povisane vrednosti eritrocitov na UF-100 in levkocitov na iQ-200).

Preglednica 6: Porazdelitev vrednosti levkocitov v sedimentu urina na aparatu Iris iQ-200

pri (HPF) glede na percentile.

Percentili Vrednost stevilo 95-% interval zaupanja
25 2,00 1,00 do 3,00
75 18,25 10,76 do 28,79

Cetrtina vzorcev ima pri aparatu Iris iQ-200 pri HPF vrednosti levkocitov manjse ali enako
2, pri ¢emer lahko s 95-% gotovostjo trdimo, da se bo prvi populacijski kvartil nahajal
nekje na intervalu med 1 in 3 (Preglednica 7). Tri Cetrtine vzorcev imajo pri aparatu Iris
1Q-200 pri HPF vrednosti levkocitov manj$e ali enako 18.25, pri ¢emer lahko s 95-%
gotovostjo trdimo, da se bo tretji populacijski kvartil nahajal nekje na intervalu med 10,76
in 28,79 (Preglednica 6).

Preglednica 7: Porazdelitev vrednosti levkocitov v sedimentu urina na aparatu UF-100 pri
(HPF) glede na percentile.

Percentili Vrednost stevilo 95-% interval zaupanja
25 2,00 2,00 do 3,00
75 16,00 11,00 do 35,05
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Cetrtina vzorcev ima vrednosti levkocitov na aparatu UF-100 manjse ali enako 2, pri emer
lahko s 95-% gotovostjo trdimo, da se bo prvi populacijski kvartil nahajal nekje na
intervalu med 2 in 3. Tri Cetrtine vzorcev imajo vrednosti levkocitov na aparatu UF-100

manjSe ali enako 16, pri cemer lahko s 95-% gotovostjo trdimo, da se bo tretji populacijski

kvartil nahajal nekje na intervalu med 11 in 35,05 (Preglednica 7).

Preglednica 8: Porazdelitev vrednosti eritrocitov v sedimentu urina na aparatu Iris i1Q-200

pri (HPF) glede na percentile.

Percentili Vrednost 95-% interval
Stevilo zaupanja
25 1,00 1,00 do 1,00
75 9,00 5,00 do 14,05

Cetrtina vzorcev ima vrednosti eritrocitov na aparatu Iris iQ-200 manjse ali enako 1, pri
¢emer lahko s 95-% gotovostjo trdimo, da bo prvi populacijski kvartil zavzel vrednost 1
(Preglednica 9). Tri Cetrtine vzorcev imajo vrednosti eritrocitov na aparatu Iris iQ-200
manjse ali enako 9, pri ¢emer lahko s 95-% gotovostjo trdimo, da se bo tretji populacijski

kvartil nahajal nekje na intervalu med 5 in 14,05 (Preglednica 8).

Preglednica 9: Porazdelitev vrednosti eritrocitov v sedimentu urina na aparatu UF-100 pri

(HPF) glede na percentile.

Percentili Vrednost stevilo 95-% interval zaupanja
25 2,00 1,00 do 3,00
75 22,50 16,47 do 40,32

Cetrtina vzorcev ima vrednosti eritrocitov na aparatu UF-100 manjge ali enako 2, pri ¢emer
lahko s 95-% gotovostjo trdimo, da se bo prvi populacijski kvartil nahajal nekje na
intervalu med 1 in 3. Tri Cetrtine vzorcev imajo vrednosti levkocitov na aparatu UF-100
manj$e ali enako 22,50, pri ¢emer lahko s 95-% gotovostjo trdimo, da se bo tretji

populacijski kvartil nahajal nekje na intervalu med 16,47 in 40,32 (Preglednica 9).
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4.1.3.1 Prikaz Stevila levkocitov in eritrocitov med Iris iQ 200 in Sysmex UF 100 z

Bland Altmanovima grafoma (na vidno polje pri 400-kratni povecavi)

Graf 1: Povprecje levkocitov med Iris iQ 200 in UF 100.
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Povprecje levkociti (Iris iQ 200 in UF 100)

V Grafu 1 je veCina rezultatov povprecja levkocitov v dovoljenem mejnem obmocju. To

pomeni, da je povprecje rezultatov razporejeno okoli aritmeti¢ne sredine. Nekaj rezultatov

levkocitov je v zgornji meji dovoljenega intervala, nekaj rezultatov pa izven dovoljenega

standardnega odklona. Proti dovoljenemu spodnjemu intervalu gre le en rezultat

levkocitov. Za oba analizatorja veljajo enote na vidno polje pri 400-kratni povecavi.

Graf 2: Povprecje eritrocitov med Iris iQ 200 in UF 100.

Povprec¢je eritrociti (Iris iQ 200 in UF 100)
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Povprecje rezultatov eritrocitov se nahaja okoli aritmeti¢ne sredine. Tukaj je ve€ina vseh
rezultatov. Enakomerno in priblizno so razporejeni v obeh smereh proti dovoljenima
mejnima intervaloma. Nad zgornjo dovoljeno mejo standardnega odklona so kar trije
rezultati. Eden od rezultatov je ravno na zgornji meji. Obratno je glede spodnje dovoljene
meje, Kjer je noben rezultat ne presega (Graf 2). Za oba analizatorja veljajo enote na vidno
polje pri 400-kratni povecavi.

4.1.4 Primerjava vrednosti rezultatov eritrocitov na analizatorju UF-100 in

avtomatskem mikroskopu IRIS iQ-200

Graf 3: Primerjava Stetja Stevila eritrocitov z avtomatskim mikroskopom IRIS iQ-200 in

analizatorjem UF-100.
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Pri primerjavi Stetja Stevila eritrocitov z avtomatskim mikroskopom IRIS i1Q 200 in
analizatorjem UF-100 (pri obeh je Stevilo eritrocitov/HPF s povecavo 400x) z regresijsko
premico, 95-% mejo zaupanja in 95-% mejo napovedne vrednosti smo dobili enac¢bo
regresijske premice: Y = 1,7554 + 0,6806 X (Graf 3).
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Graf 4: Primerjava Stetja Stevila eritrocitov z analizatorjem UF-100 in Stevila Stetja

eritrocitov na avtomatskem mikroskopu IRIS iQ-200.
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Pri primerjavi S$tetja Stevila eritrocitov z analizatorjem UF-100 in avtomatskim
mikroskopom iQ 200 (pri obeh je Stevilo eritrocitov/HPF s povecavo 400x) S premico
regresije, 95-% mejo zaupanja in 95-% mejo napovedne vrednosti smo dobili enacbo
regresijske premice: Y = 9,6362 + 1,757 X; R 2 = 0,8002, P<0.0001 (Graf 4).

4.1.5 Primerjava vrednosti rezultatov levkocitov na analizatorju UF-100 in

avtomatskem mikroskopu IRIS iQ-200

Graf 5: Primerjava Stetja Stevila levkocitov z avtomatskim mikroskopom IRIS iQ-200 in

analizatorjem UF-100.

2500

2000

1500

1000

Lkc_IRIS

500

-500 1 ) 1 L | ) | ) | ) | ) |
0 200 400 600 800 1000 1200
Lkc_UF_100

36



Maja Zupanc Diplomska naloga

Pri primerjavi Stetja Stevila levkocitov z avtomatskim mikroskopom Iris iQ in
analizatorjem UF-100 (pri obeh je stevilo levkocitov/HPF s povecavo 400x) s premico
regresije, 95-% mejo zaupanja in 95-% mejo napovedne vrednosti, smo dobili enacbo
regresijske premice: Y =-14,1301 + 1,8605 X (Graf 5).

Graf 6: Primerjava Stetja Stevila levkocitov z analizatorjem UF-100 in Stevila Stetja

levkocitov na avtomatskem mikroskopu IRIS iQ-200.
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Pri primerjavi S$tetja Stevila levkocitov z analizatorjem UF-100 in avtomatskim
mikroskopom Iris iQ-200 (pri obeh je stevilo levkocitov/HPF s povecavo 400x) s premico
regresije, 95-% mejo zaupanja in 95-% mejo napovedne vrednosti, smo dobili enacbo
regresijske premice: Y = 8,9225 + 0,5120 X; R? = 0,9526, p<0,0001 (Graf 6).
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5 RAZPRAVA

Primerjali smo rezultate urinskega sedimenta, pridobljene s preto¢nim citometrom Sysmex
UF-100 in z avtomatiziranim mikroskopom IRIS iQ-200. Zanimala nas je predvsem ocena
principa dolo¢anja urinskih parametrov in statisticno ovrednotenje rezultatov urinskega
sedimenta. UF-100 sprejme vecje Stevilo vzorcev naenkrat v primerjavi z IRIS iQ-200 in
sicer kar 45 vzorcev veé. Izrazanje rezultatov pri UF-100 je v dveh enotah in sicer kot
Stevilo delcev ali celic/uL oziroma §t. celic X 108/L in kot §tevilo delcev ali celic/HPF. Pri
IRIS 1Q-200 pa so izpisani rezultati v uL ali na vidno polje. Pretvornik za preracun iz pL
pri avtomatskem mikroskopu je 5,5 HPF. HPF je vidno polje mikroskopa pri povecavi
400x. Prikaz razprsenosti rezultatov z Bland Altmanovima grafoma nakazuje na dejstvo,
da je povprecje rezultatov eritrocitov in levkocitov na obeh analizatorjih v ve€ini primerov
v dovoljenem obmocju intervalov in sicer od + 1,96 standardnega odklona do — 1,96.

Vrednosti rezultatov obeh parametrov so natan¢neje v obmocju +- 2SD, kar je v redu.

Vsekakor obstajajo tudi odstopanja, kar je razvidno iz grafa 1 in 2. Pri prvem grafu so trije
rezultati levkocitov tik ob zgornji meji + 1,96, medtem ko trije padejo izven mejnih
vrednosti (outlayer). En rezultat za levkocite se zelo pribliza spodnji mejni vrednosti
standardnega odklona. Pri eritrocitih je zadeva tak$na, da je en rezultat Cisto na zgornji
meji dovoljenega intervala +1,96 SD, medtem ko trije izstopajo iz zgornjega dovoljenega
obmocja. Proti spodnjemu obmocju (-1,96 SD) za rezultate eritrocitov nobeden od
rezultatov ne odstopa ekstremno. Rezultati so pri obeh parametrih, eritrocitih in levkocitih
v istem sklopu regresijske premice. Se pa najdejo tudi izjeme rezultatov vzorcev na grafih,
ki odstopajo od povprecja. To je razvidno iz grafov 3 in 4. Iz tega lahko sklepamo, da je
prislo ze pri samem analiziranju eritrocitov pri obeh analizatorjih do vidnih sprememb.
Taks$ne rezultate bi morali izlociti Ze na samem zacetku analize na obeh aparatih. Tako bi
bili rezultati za eritrocite tudi bolj primerljivi. Nekateri rezultati levkocitov prav tako vidno
odstopajo od regresijske premice, toda vseeno manj kot eritrociti. VVzorci, ki izstopajo, so

patoloski.
Glede na zgornje ugotovitve grafov pri rezultatin parametrov, ki vidno odstopajo od

dovoljenih mejnih vrednosti, predvidevam, da je vzrok tem odstopanjem v bolj gostem

oziroma patoloskem urinskem vzorcu. Tudi takim vzorcem je potrebno v prihodnje
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nameniti pozornost, saj nam povedo veliko 0 pomembnosti analize. Pri patoloskih vzorcih
prihaja do veliko ve¢jih razlik v korelaciji kot pri normalnih vzorcih. Tudi razponi med
razredi so podobni in sicer razlikujeta se zadnja dva razreda, kjer je pri UF-100 zgornja
meja za Stevilne do 6999, nad 7000 pa so zelo Stevilni. Pri IRIS iQ-200 so celice Stevilne
do meje 5000, nad njo pa zelo Stevilne. Tako lahko potrdimo, da so dobljeni rezultati

urinskih parametrov, pridobljeni z obema analizatorjema, primerljivi.

Pri prakticnem delu diplomske naloge smo analizirali 107 vzorcev za oceno Stevilcne
vrednosti levkocitov ter 108 vzorcev za oceno Steviléne vrednosti eritrocitov. Pri levkocitih
in eritrocitih je prihajalo do vedjih razlik med rezultati, predvsem pri vi§jih vrednostih.
Sele pri statistiéni obdelavi rezultatov eritrocitov in levkocitov je razvidno, da so bistvene
razlike med rezultati obeh analizatorjev. Pri oceni levkocitov je bila pri Iris 1Q-200 (23,02)
standardna napaka aritmeti¢ne sredine kar dvakrat vecja kot pri Sysmex UF-100 (11,97).
Pri eritrocitih pa je bila situacija ravno obratna. Populacijski kvartil pri Iris 1Q-200 je bil
med vrednostma 1 in 3, pri Sysmex UF-100 pa med vrednostma 2 in 3. Glede na to, da ima
preto¢ni citometer Sysmex UF-100 pri levkocitih manjsa odstopanja od avtomatskega
mikroskopa Iris 1Q-200, je slednji bolj primeren za analizo levkocitov. Avtomatski

mikroskop Iris iQ-200 je zaradi manjs$ih odstopanj bolj priporo€ljiv pri analizi eritrocitov.

Prednosti preto¢nega citometra Sysmex UF-100 so:

-z njim lahko hitro analiziramo vecje Stevilo vzorcev,

- je popolnoma avtomatiziran in ima prednost v primerjavi z mikroskopom, da lazje
odkrije nekatere elemente, ki jih tezje dolo¢imo pri mikroskopiranju s svetlobnim
mikroskopom,

- boljsa je ponovljivost rezultatov,

- je visoko obcutljiv, odkrije tiste elemente, ki jih tezje doloc¢imo pri mikroskopiranju
s svetlobnim mikroskopom,

- podaja rezultate grafi¢no in Stevil¢no ter poda opozorila.
Prednosti avtomatskega mikroskopa Iris iQ-200 so:

- je avtomatiziran mikroskopski analizator, torej nima ve¢ ro¢nega vnaSanja v

raCunalnik,
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- poda podatke tudi v obliki slik, saj ima tudi monitor, razdeli sliko v ve¢ manjsih
slik in omogoca hitrejsi in natan¢nejsi pregled vseh parametrov,

- lahko deluje kot samostojna enota ali v kombinaciji z drugimi rezultati kemijske
analize,

- podaja rezultate v slikovni obliki in Stevil¢no,

- opozori na dodatne celice.

Ne glede na rezultate je treba poudariti, da sta oba analizatorja vrhunska, saj imata
dovrSeno opremo. Postopka pa sta kljub temu popolnoma razli¢na. Kadar so izpisana
opozorila pri obeh analizatorjih, se vzorec pogleda z mikroskopom. Pri mikroskopu je
treba upostevati Se ¢loveski faktor, saj je potrebno tudi z o¢esom odc¢itati nekatere podatke,
po drugi strani pa gre za cenej$o investicijo. Pri manualnih tehnikah predstavlja svetlobni
mikroskop $e vedno zlati standard pri vrednotenju urinskega sedimenta, Kjer je poudarek
predvsem na izkusenem laboratorijskem osebju. Dolgoletne izkuSnje in strokovnost
laboratorijskega osebja je §e¢ en pomemben ¢loveski faktor, ki je bolj zanesljiv in zakrije
morebitne slabosti obeh analizatorjev. Citometer Sysmex UF-100 je bolj obcutljiv za
celice, medtem ko je avtomatski mikroskop IRIS iQ- 200 bolj robusten. Oba analizatorja
pa lahko denimo zamenjata eritrocite za prisotnost glivic. Tu je torej Se dodaten dokaz za
to, da sta svetlobni mikroskop in izkusenost laboratorijskega osebja kljub dovrsenosti obeh
analizatorjev $e vedno najboljsa in najbolj zanesljiva tehnika pri dolofevanju celic

urinskega sedimenta.
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6 SKLEP

Urinska diagnostika se nenehno razvija. Posledicno se je z njenim hitrim razvojem
povecala potreba po avtomatizaciji urinskih analizatorjev. V laboratoriju za analitiko urina
in spremljanje koncentracije zdravil je uporaba preto¢nega citometra in avtomatiziranega
pretocnega mikroskopskega analizatorja pripomogla k ve¢jemu obsegu in ucinkovitosti
urinske analize. Poleg sodobne avtomatizacije, ki predstavlja izziv klasi¢ni mikroskopiji,
moramo poudariti, da je mikroskopija predhodnica sodobnih tehnik in e vedno osnovni

temelj analize urinskega sedimenta.

V diplomski nalogi smo primerjali dva razli¢na analizatorja urina in sicer preto¢ni
citometer Sysmex UF-100 in avtomatiziran mikroskopski analizator urina IRIS iQ-200.
Najprej smo oba analizatorja opisali in ovrednotili glede na njune tehni¢ne lastnosti in

posebnosti ter opisali oba postopka pridobivanja rezultatov pri obeh analizatorjih.

Potem smo v prakti¢énem delu naloge opravili raziskavo s 107-imi oziroma 108-imi vzorci
urina in jih primerjali glede na dobljene vrednosti za eritrocite in levkocite. Sicer gre le za
dve vrsti celic, a rezultati so vseeno pokazali razlike. Pri eritrocitih se je bolje odrezal
avtomatski mikroskop Iris iQ-200, ki je podal bolj natanéne rezultate z manj$imi
odstopanji. Pri levkocitih pa je bolj priporocljiv pretoéni citometer Sysmex UF-100, ta
analizator je tudi bolj obcutljiv. Natan¢neje zazna dolo¢eno vrsto celic, obenem pa tudi
natanéneje opredeli morebitne patoloske celice. Ce ocenjujemo oba analizatorja le glede na
sposobnost pridobivanja podatkov iz vzorca urina za eritrocite in levkocite, vidimo, da sta
izenacena in tako bi lahko zakljucili, da za dobro in natan¢no delo laboratorij potrebuje

oba.

Tudi SirSi pogled na prednosti in slabosti obeh analizatorjev nam ne da bolj natancnega
odgovora, oba imata prednosti in slabosti, ki so primerljive in nobeden posebej ne izstopa.
Zato bi bila priporocljiva §irsa raziskava ali pa povecana baza podatkov v smislu veéjega
Stevila vzorcev urina, na podlagi Cesar bi lahko prisli do morebitnih vecjih razlik, lahko pa

tudi do popolnoma primerljivih rezultatov.
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Priloga 1: Rezultati eritrocitov in levkocitov na vidno polje pri 400-kratni povecavi in v
mikrolitrih za Iris iQ 200 in Sysmex UF-100.

IRIS UF 100
Erci/HPF Lkci/HPF Erci/uL Erci/HPF Lkci/uL Lkci/HPF
2,00 4,00 55,6 10,00 42,5 7,70
1,00 6,00 8,3 1,50 52,2 9,40
515,00 34,00 2583,10 465,40 10,8 1,90
2,00 9,00 19,6 3,50 66,7 12,00
1,00 4,00 4,2 0,80 27,1 4,90
95,00 57,00 5131 92,50 604,2 108,90
14,00 56,00 1111 20,00 297 53,50
1,00 2,00 5,4 1,00 11,1 2,00
1,00 5,00 7,1 1,30 36,7 6,60
44,00 4,00 170,9 30,80 19,5 3,50
15,00 41,00 160,4 28,90 248,9 44,80
0,99 1,00 11 0,20 24 0,40
1,00 0.99 21,9 3,90 5 0,90
1,00 8,00 167,6 30,20 520 93,70
1,00 2,00 341,3 61,50 6,9 1,20
1,00 5,00 113 20,40 43,3 7,80
3,00 9,00 46,7 8,40 62,5 11,30
3,00 3,00 37,2 6,70 15,5 2,80
1,00 1,00 42,7 7,70 9,6 1,70
12,00 28,00 105,3 19,00 584,1 105,20
0,99 1,00 13,6 2,50 23,4 4,20
5,00 11,00 22,0 4,00 60,4 10,90
47,00 2,00 769,2 138,60 6 1,10
3,00 4,00 4,1 0,70 20,8 3,70
3,00 5,00 18,6 3,40 63,9 11,50
1,00 11 0,20 7 1,30
5,00 198,00 253,4 45,70 877,4 158,10
1,00 36,00 9,2 1,70 209,5 37,70
3,00 5,00 16,0 2,90 21 3,80
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IRIS UF 100
Erci/HPF Lkci/HPF | Erci/uL Erci/HPF Lkci/uL Lkci/HPF
0,99 3,00 21,1 3,80 13,3 2,40
9,00 22,00 265,3 47,80 131 23,60
55,00 8,00 332,5 59,90 40,2 7,20
0,99 2,00 5,8 1,00 13,2 2,40
2,00 3,00 1,6 0,30 35,8 6,50
4,00 13,00 21,0 3,80 40,1 7,20
2,00 49,00 11,9 2,10 355,5 64,10
0,99 2,00 17,3 3,10 15,1 2,70
13,00 93,00 87,7 15,80 406,2 73,20
13,00 3,00 106,8 19,20 17,7 3,20
4,00 6,00 43,5 7,80 40,4 7,30
16,00 6,00 342,6 61,70 29,3 5,30
5,00 44,00 18,3 3,30 455,1 82,00
1,00 1,00 90,6 16,30 9,2 1,70
26,00 14,00 515,8 92,90 89,9 16,20
2,00 3,00 11,9 2,10 26,1 4,70
200,00 622,00 392,7 70,80 2334,4 420,60
0,99 1,00 6,9 1,20 11,2 2,00
1,00 1,00 10,4 1,90 53 1,00
2,00 10,00 24 4,30 47,1 8,50
1,00 6,00 42,3 7,60 36,4 6,60
1,00 22,00 7,4 1,30 116,2 20,90
1,00 7,00 58,1 10,50 59,6 10,70
13,00 16,00 113,7 20,50 42,5 7,70
30,00 12,00 216,8 39,10 89,6 16,10
34,00 19,00 831,7 149,90 335 6,00
1,00 5,00 8,1 1,50 83,2 15,00
5,00 4,00 70,3 12,70 28,2 5,10
14,00 26,00 126,7 22,80 501,8 90,40
3,00 3,00 43 7,70 28,2 5,10
12,00 94,9 17,10 57,9 10,40
9,00 7,00 100,5 18,10 54,9 9,90
9,00 2,00 42,9 7,70 9,5 1,70
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IRIS UF 100
Erci/HPF Lkci/HPF | Erci/uL Erci/HPF Lkci/uL Lkci/HPF
1,00 5,7 1,00 11,2 2,00
55,00 152,00 593,5 106,90 230,1 41,50
4,00 4,5 0,80 28,9 5,20
6,00 15,00 122,7 22,10 126 22,70
1,00 0.99 23,4 4,20 11,9 2,10
5,00 27,00 56,5 10,20 195,5 35,20
130,00 598,00 484,6 87,30 2229,7 401,70
0,99 2,00 23,2 4,20 11,9 2,10
11,00 10,00 121,4 21,90 58,3 10,50
2,00 1,00 18,7 3,40 8,2 1,50
0,99 0.99 36,4 6,60 1,3 0,20
0,99 5,00 4,8 0,90 24,9 4,50
19,00 6,00 384 69,20 58,7 10,60
0,99 0.99 10,2 1,80 2,6 0,50
1,00 0.99 21,1 3,80 8,8 1,60
3,00 7,00 34 6,10 97 17,50
5,00 13,00 185,2 33,40 201,8 36,40
1,00 2,00 4,9 0,90 8,3 1,50
3,00 3,00 23,4 4,20 17,2 3,10
4,00 2,2 0,40 18,3 3,30
1,00 94,00 494,6 89,10 328,9 59,30
1,00 3,2 0,60 11,1 2,00
0,99 1,00 10,6 1,90 18,3 3,30
2,00 4,00 21,2 3,80 30,7 5,50
6,5 1,20 2,1 0,40
51,00 25,00 358,1 64,50 43,3 7,80
2,00 30,2 5,40 19,7 3,50
0,99 1,00 5 0,90 7,5 1,40
2,00 23,00 33,9 6,10 69,3 12,50
2,00 10,6 1,90 15,3 2,80
3,00 1,00 55,5 10,00 33 0,60
0.99 13,5 2,40 2,4 0,40
0.99 1,7 0,30 2,6 0,50
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IRIS

UF 100

Erci/HPF Lkci/HPF Erci/uL Erci/HPF Lkci/uL Lkci/HPF
0,99 1,00 0,8 0,10 6,2 1,10
0.99 4,6 0,80 4,4 0,80
31,00 2,00 224,3 40,40 12,5 2,30
1,00 1,00 10 1,80 8,8 1,60
5,00 31,00 139,2 25,10 138,6 25,00
1,00 25,00 64,5 11,60 148,2 26,70
9,00 2309,00 10,1 1,80 6351,8 1144,50
8,00 228,00 125,7 22,60 1105,5 199,20
8,00 14,00 22,4 4,00 98,9 17,80
1,00 4,00 11,2 2,00 25,9 4,70
908,00 235,00 10814,8 1948,60 56,8 10,20
1450,00 121,00 6933,2 1249,20 49,8 9,00
1,00 1,00 53,3 9,60 10,3 1,90
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Priloga 2: Rezultati pregleda urinskega sedimenta pod mikroskopom.

MIKROSKOP (SEDIMENT)

Erci/HPF Lkci/HPF
0 0
0
4 0
0
0
4 4
0
0
0 0
4 0
3 0
0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0
0 0
0 0
0 0
0 0
4 0
0
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MIKROSKOP (SEDIMENT)

Erci/HPF Lkci/HPF
0 0
0 0
0 0
0 0
3 0
0 0
3 0
0 0
3 0
4 0
0 0
0 0
0 0
0 0

0
0 0
0 0
0 0
3 4
0 0
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MIKROSKOP (SEDIMENT)

Erci/HPF Lkci/HPF
3 0
0 0
0 0
4 4
0 0
0 0
0 0
0
0 0
3
0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 4
0 0
0 0
0 0
0 0
3 4
0 3
0 0
0

0
4 4
0 0
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MIKROSKOP (SEDIMENT)
Erci/HPF Lkci/HPF
0 0

0
4
0 0
0
0
0 0
3
0
4
0 0
4 0
0
8 4
4
0 0
0
0
0 0
3
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