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IDRARIN MiKROSKOBIK INCELEMESINDE FLOW MiIKROSKOBI
TEKNOLOJIiSi ILE MANUEL MiIKROSKOBININ KARSILASTIRILMASI

Buket TEKCE', Asuman ORCUN!, inci KUCUKERCAN!, Nazan CAMURSOY ', Ozlem CAKIR MADENC]'

Klinik tanida yararl bir test olarak kullanilmakta olan idrar sedimentinin manuel analizinin, bircok metodolojik problemi vardir. Bu nedenle dogruluk
(accuracy) ve tekrarlayicilik (precision) gibi metodolojik problemlerin diizeltildigi, otomatize yeni bir yontem gelistirilmistir. Biz bu caliymamizda
eritrosit, lokosit ve epitel hiicresinin saptanmasinda geleneksel gorsel mikroskobi metodumuzun performansini otomatize mikroskobik metot ile
kargilagtirmay1 amagladik. Calismamizda 203 hastanin idrar 6rnegi flow mikroskobi yontemini esas alan IRIS model 500 idrar analizorii ve manuel
mikroskobi ile incelendi. Sonuglar Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi ve aralarindaki iliski i¢in lineer regresyon analizi yapildi. Her iki metotla
saptanan hasta-saglikli oraninin uyumunu incelemede McNemar testini kullandik. Otomatize ve manuel mikroskobiden elde edilen sonuglarin lineer
regresyon analizi ile karsilagtirilmast ile elde edilen sonuglara gore eritrosit (r=0.7678), 16kosit (r=0.8302) ve epitel hiicresi (r=0.8570) sayilarinin
iki yontemde de iyi korelasyon gosterdigi saptandi. Her iki yontemle elde etti§imiz sonuglari, referans aralik ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglara
gore gruplandirip her analit i¢in 2x2 bir tablo olusturarak inceledigimizde, her iki yontemin de eritrosit icin %84, 16kosit icin %81, epitel hiicresi
icin %90 6rnegi ayni aralikta buldugunu gordiik. Her iki metodun her bir analiti saptayabilmedeki farkliliklarimnin istatistiksel analizini yaptigimizda,
otomatize metot ile manuel metottan daha fazla sayida eritrosit (p=0.0367) ve lokosit (p<0.0001) say1si elde edildi. Bunun tersine manuel metotla
bulunan epitel hiicresi (p=0.0037) sayisi otomatize metottan fazla idi. Otomatize yontem ile manuel mikroskobiden elde edilen sonuglarin birbiri
ile uyum gosterdigi ve otomatize mikroskobinin klinik karar noktasinda daha fazla patolojik 6rnegi saptayabildigi kanisina varildi.
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COMPARISON OF FLOW MICROSCOPY TECHNOLOGY WITH
MANUEL METHOD FOR URINE MICROSCOPIC ANALYSIS

Manual analysis of urine sediment, although clinically useful, is fraught with methodological problems. To this end, there have been attempts to
automate the process to improve accuracy and precision. In this study, we aimed to compare the performance of our conventional visual microscopic
methods with that of the automated microscopic method in the detection of erythrocytes, leukocytes and squamos cells. Urine specimens from 203
patients were examined with IRIS Model 500 urine analyzer, which based on flow microscopic method and manual microscopy. Results matched
with Mann-Whitney U test and we made linear regression analysis for searching relation each other. We use to study relation results, which obtained
each method. We use McNemar'’s test to investigate each patient/healthy ratios importance and relations, which obtained each methods. When we
compared results of automated and manual microscopy with linear regression analysis; the results of both methods erythrocytes (1=0.7678), leukocytes
(r=0.8302) and squamos cells (r=0.8570) counts were correlated. We grouped each method’s results according to reference range study and obtained
2X2 table. When we investigating this table; for erythrocytes 84%, for leukocytes 81%, for squamos cells 90% of all specimens were within the
same range by both methods. When we made statistical analysis to find detection’s difference, the automated method detected greater number of
abnormal erythrocyte (p=0.0367) and leukocyte (p<0.0001) counts than did the manual method. In contrast, manual method detected greater number
of squamos cell (p=0.0037) than did the automated method. Depending on this study; we conclude that microscopic urine analysis with automated
method for erythrocytes, leukocytes and squamos cells counts were correlated, even better in determining pathological urine than did manual
microscopic sediment analysis and automated method useful for providing standardization.
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Idrar sedimentinin mikroskobik incelenmesi 6zellikle
bobrek hastaliklari ve idrar yolu enfeksiyonlarinin tani ve
izlenmesinde nemli bir rol oynar'-2. idrarin mikroskobik
incelemesinin dogruluk ve tekrarlayicili§inin saglanmasi
standardizasyon gerektirir. Iyi standardizasyonun
saglanamamasi halinde manuel mikroskobi ile giivenilir
idrar analizi sonucu verilemez3. Standardizasyon saglanma
zorlugu nedeniyle gorsel mikroskobi ile idrarda
partikiil sayilmasinin giivenilmez oldugu kanisi
yayginlasmistir>*%. National Committee of Clinical
Laboratory Standarts (NCCLS) ve European Urinanalysis
Guidelines; idrar analizini standardize etmek icin ya
onceden belirlenmis bir voliimii bir odacik icinde sayan
standardize prosediirleri veya otomatize sistemlerin
kullanilmasin tavsiye etmistir’.
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Yeni gelistirilen yontemlerden olan flow sitometreler
biiyiik sayida partikiilii kisa zamanda sayabilmekte ve
onlar1 karakterlerine gore ayirabilmektedirler. Bu
yontemler her hangi bir isleme tabi tutulmamis idrar1
incelediginden hata kaynagi olan bir cok basamak bertaraf
edilebilir'”.

Biz bu ¢alismamizda bir optik lens sistemi sayesinde flow
mikroskobi teknigi ile idrarin mikroskobik incelemesini
yapan, otomatik bir idrar analizoriiniin hiicre analizi
sonuglarmi degerlendirdik. Bu degerlendirmeyi yaparken
standardize manuel mikroskobi sonugclari ile flow
mikroskobisinden elde ettigimiz sonuglari karsilastirarak,
bu yeni yontemin standardize yonteme gore nasil sonuglar
elde ettigini gormeyi, giivenilirligini test etmeyi, 6zellikle
klinik karar noktasindaki etkinligini saptamay1 ve bu
yontemin rutinde uygulanabilirli§ini gérmeyi amagladik.
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GEREC VE YONTEM

Referans aralik caligmasi icin, iiriner sisteme ait bilinen
bir hastaligi ve sikayeti olmayan, hastanemizin
polikliniklerine farkli nedenlerle bagvurmus 110 olgu
sec¢ildi. Calisma grubu olarak Dr. Liitfi Kirdar Kartal
Egitim ve Arastirma Hastanesi polikliniklerine bagvurmusg
ve idrar tetkiki yaptirmak iizere laboratuarimiza gelmis
olan olgularm idrar ornekleri, idrar stribi ile semikantitatif
olarak incelendi ve 106kosit esteraz, eritrosit peroksidaz
reaksiyonu 1+ ve iizerinde olup karar diizeyinde patoloji
bulgusu veren 203 tanesi se¢ildi. Her hangi bir koruyucu
kullanilmadi. Her iki yontemle de analiz edilene kadar
orneklerin bir saatten fazla bekletilmemesine dikkat edildi.

Manuel mikroskobik inceleme icin 6 ml idrar drnegi,
tavsiye edildigi lizere 400-450g’de 5 dakika santrifiije
edildi. Santrifiij islemini takiben idrarlarin ¢okelti iizerinde
kalan berrak kisimlar1 250 pl ¢okelti kalacak sekilde
dikkatlice bosaltildi. Boylece idrar 24 kez konsantre
edilmis oldu (6/0.025 ml=24). Arta kalan ¢okelek iyice
karistirildiktan sonra bir pipet vasitastyla 20 pl alinarak
lam-lamel aras1 preparat hazirlandi. Mikroskobik inceleme
yapild1 ve her sahaya diisen ortalama say1 hesaplandi.

Tiim idrar 6rneklerinin sediment analizi ayrica tam
otomatik bir idrar analizi cihazi olan IRIS Model 500°de
flow mikroskobi ile ¢alisildi.

Caligmamizin istatistiksel analizi “Graph Pad Instat” isimli
istatistik programinda yapildi. Grup medyanlar1 Mann-
Whitney U testi ile karsilagtirildi. Sonuclar arasindaki
iliski lineer regresyon analizi ile incelendi. Her iki yontemle
belirlenen hasta/saglikli oran1 McNemar testi ile
degerlendirildi.

BULGULAR

Referans aralik analizi i¢in ¢aligilan 110 olgunun idrar
sedimentinden elde edilen mikrolitrede goriilen eritrosit,
16kosit ve epitel hiicresi sayisinin 95. persantil degerleri,
otomatize mikroskobi i¢in eritrosit 15/ul, 16kosit 11/ul,
epitel hiicresi 31/pl bulunurken; manuel mikroskobide
eritrosit 13/ul, 16kosit 15/pl ve epitel hiicresi 20/pl hiicre
bulundu.

Metot karsilagtirma calismasinda otomatize ve manuel
mikroskobiden elde edilen ortanca degerleri eritrosit icin
strastyla 11.25 ve 6.79, 16kosit i¢in 16.42 ve 9.19 bulundu
ve aralarindaki bu farkin istatistiksel olarak anlamlh
olmadig1 goriildi (p=0.145 ve p=0.4648). Otomatize
mikroskobiden elde edilen epitel hiicresi degerleri manuel
mikroskobiden elde edilene gore diisiik bulundu (ortanca
degerleri sirasiyla 7.26 ve 7.6), fakat aralarindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: goriildii (p=0.7397).
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Her iki yonteme gore elde edilen eritrosit, 1okosit ve epitel
hiicresi sayilarinin lineer regresyon analizinin yapilmasi
ile elde edilen korelasyon katsayilari eritrosit i¢in 0.7678,
Iokosit icin 0.8302, epitel hiicresi i¢in 0.8570 bulundu ve
her iki yontemle bulunan sonuclarin birbiri ile korele
oldugu goriildii (p<0.0001).

Karsilagtirma calismamizdan elde ettigimiz sonuclari
referans aralik calisgmamizda elde ettigimiz sonuglara gore
gruplandirip her analit igin 2x2 bir tablo olusturdugumuzda;
eritrosit i¢in %84, 16kosit icin %81, epitel hiicresi i¢in
%90 drnegi ayni aralikta buldugu goriildii. Patolojik ve
normal olarak tanimladig: olgular: karsilastirdigimizda,
eritrosit i¢in IRIS ile daha fazla sayida patolojik 6rnek
tespit edildigi bulundu ve aradaki fark anlamli idi
(p=0.0367). IRIS ile bulunan patolojik 16kosit sayisinin
da yine manuel yonteme gore fazla oldugu ve aradaki
farkin ileri derecede anlamli oldugu bulundu (p<0.0001).
Bunlara kargin IRIS ile bulunan epitel hiicresi sayisi
manuel yontemle bulunandan azdi ve aradaki fark olduk¢a
anlamliyd: (p=0.0037).

Her iki yontemle bulunan eritrosit, lokosit ve epitel
hiicresine ait ortanca degerlerinin Mann-Whitney U testi
ile kargilagtirilmasi, referans aralik ¢alismasinda elde
edilen sonuglara ait 95. persantil degerleri ve her iki
yontemle referans aralik degerlerine gore tanimlanan
patolojik eritrosit, 1okosit, epitel hiicresi degerlerine sahip
ornek sayisi tablo I’de goriilmektedir.

Tablo I. Her iki yontemle bulunan eritrosit, 16kosit ve
epitel hiicresine ait ortanca degerleri, referans aralik
calismasinda elde edilen sonuglara ait 95. persantil degerleri
ve her iki yontemle referans aralik degerlerine gore
tanimlanan patolojik eritrosit, 16kosit, epitel hiicresi
degerlerine sahip ornek sayisi ve aralarindaki istatistiksel
iliski

(Hiicre sayisi / pl)| (Hiicre sayisi / pl) PA_]'OLOJiK
ORTANCA 95. PERSANTIL ORNEK

Otomatize | Manuel | Otomatize | Manuel | Otomatize | Manuel

mikroskobi | mikroskobi | mikroskobi | mikroskobi | mikroskobi | mikroskobi
ERITROSIT | 11.25 6.79 15 13 52 39**
LOKOSIT 16.42 9.19 1 15 72 35
EPITEL
HUCRESI 7.26 7.6 31 20 11 25
** P<0.05
“** P<0.005

TARTISMA

Yiiz on saglikli olgu ile yaptigimiz referans aralik 95.
persantil degerleri otomatize mikroskobi i¢in eritrosit
15/pl, 16kosit 11/pl, epitel hiicresi 31/ul bulunurken; manuel
mikroskobide eritrosit 13/pl, 16kosit 15/pl ve epitel hiicresi
20/ul hiicre bulunmustur. Idrar analizinde genellikle alt
referans aralik 6nemli degildir.
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Saglikli ve hastay1 ayirt etmede iist referans limit
kullanilir!0. Delanghe ve ark.nin ¢alismasi saglikli
kisilerden elde edilen idrarda partikiil sayis1 yatik bir
dagilim gosterdiginden ve rastlantisal u¢ degerler
icerdiginden, 95. persantilin iist referans limitini 97.5
persantilden daha iyi gosterdigini soylemektedir2.

Regeniter ve ark.nin 91 saglikli olguda yaptiklari referans
deger calismasinda, idrar analizi sonuclar1 mikrolitrede
eritrosit, 16kosit ve epitel hiicresi olarak belirtilmis olup
97.5 persantil degerlerini kullanmiglar ve sirastyla 13.9,
15.7, 8.9 olarak elde etmislerdir!!.

JCCLS (Japanase Committee for Clinical Laboratory
Standarts) kriterlerine gore saglikli kisilerde idrarmn odacik
saymmi ile yapilan mikroskobik incelenmesinde, 16kosit
tist sinir1 santrifiije edilmemis idrarda 5-10/pl, santrifiij
sonrasinda ise 3-5/ul’ye kadar normal kabul edilmistir!2-14.

Saglikl erigkinde referans arali§1 saptanmast i¢in farkl
referans populasyonlar, 6rnek toplama prosediirleri ve
preanalitik hazirlama teknikleri uygulanmaktadir!s.
Cocuklar da yine ayri bir grup olusturmaktadir!®. Bu
nedenle referans aralig1 saptanmasinda goriilen bu farkl
sonuglar sagirtict degildir2,

Yapti§imiz ¢aligma sonucunda her bir analit icin elde
ettigimiz ortanca degerleri karsilastirdigimizda; eritrosit
ve lokosit icin otomatize mikroskobi ile manuel
mikroskobiye gore daha fazla sayida hiicre sayisi elde
edildi, ancak aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Epitel sayist ise manuel mikroskobi ile
otomatize mikroskobiye nazaran daha fazla bulundu,
ancak yine aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildi.

Bizim calismamizda manuel ve otomatize mikroskobi
yontemleri ile bulunan sonuglarin lineer regresyon analizi
ile kargilastirilmasi sonucu eritrosit, 16kosit ve epitel
hiicresi icin korelasyon katsayilart (r) sirasiyla 0.7678,
0.8302, 0.8570 olarak bulunmustur. Bu bulgular daha
once yaptlmis caligmalardaki sonuclarla
uyumludur!%-11.17.18,

Karsilastirma deneyleri sonucunda, eritrosit igin otomatize
mikroskobi ile daha fazla sayida anormal 6rnek tespit
edildigi ve aradaki farkin anlamli oldugu bulundu
(p=0.0367). Otomatize mikroskobi ile bulunan anormal
I6kosit sayisinin da yine manuel yonteme gore fazla oldugu
ve aradaki farkin ileri derecede anlamli oldugu bulundu
(p<0.0001). Bunlara karsin otomatize mikroskobi ile
bulunan epitel hiicresi sayis1t manuel yontemle bulunandan
azd1 ve aradaki fark oldukca anlamli idi (p=0.0037).

Kaczmarek ve ark.nin ¢alismasinda, otomatize mikroskobi
ile manuel mikroskobiye oranla olduk¢a fazla sayida
anormal eritrosit ve 16kosit sayis1 bulunmusg; otomatize
metotlarin duyarliligindaki bu artig idrar yollar:
enfeksiyonlarinin daha da erken taninmasina yol acabilir
denmistir!?,
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Akgiin ve ark.nin ¢alismasinda, IRIS eritrosit acisindan
patolojik idrar1 tespit etmede manuel yontemlerden daha
basarili bulunmugtur (p<0.001). Lokosit sayisini tespit
etmede IRIS boyasiz manuel mikroskobiye iistiinken
(p<0.001), boyal1 mikroskobi yontemi her ikisinden de
fazla sayida anormal hiicre tespit etmistir (p<0.001). Epitel
hiicrelerinin belirlenmesinde IRIS manuel mikroskobik
yontemlerden daha az sayida epitel bulmustur (p>0.05).
Bu durum IRIS ile saglam epitel hiicrelerinin
degerlendirmeye alinip, deforme olmus epitel hiicrelerinin
degerlendirme dis1 birakilmasi ile aciklanmistir20,

Otomatize mikroskobik metot manuel mikroskobik metoda
gore daha fazla hiicre sayis1 elde etmektedir!”-1922, Bu
muhtemelen manuel mikroskobi ile saptanilmayan
hiicrelerin dogru olarak saptandigini gosterir. Ciinkii rutin
idrar analizi santrifiigasyon, dekantasyon ve restispansiyon
basamaklarina sahiptir ki bu basamaklar hiicrelerin
ylizeylere yapismasina yol agabilir, yetersiz karistirma
olabilir, tam veya kismi hiicre kaybi1 veya lizisine yol
agabilir?2,

Sonug olarak; partikiil flow sitometrinin idrarda partikiil
analizinde daha yiiksek klinik yararlilik saglayabilecegi
gosterilmistir2. Biz de bu calismamizda flow sitometri ile
standardize manuel mikroskobiden elde ettigimiz sonuglari
karsilastirdigimizda, her iki yontemle elde etti§imiz
sonuglarin birbiri ile korelasyon gosterdigini; ancak flow
sitometrinin klinik karar noktasinda daha fazla patolojik
ornegi saptama yeteneginde oldugunu bulduk. Idrar
analizinin, otomatize mikroskobi yoOntemi ile
standardizasyonunun ve dogrulugunun manuel yonteme
gore daha iyi oldugu kanisina vardik.
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