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Opinndytetyon toimeksiantaja oli Fimlab Laboratoriot Oy ja tyon kokeellinen osa suori-
tettiin yrityksen Tampereen keskuslaboratoriossa syksylld 2018. Vuoden 2018 aikana
Fimlab Laboratoriot Oy:ssd toteutettiin mittava kokonaispalveluhankinnan kayttéonot-
toprojekti, jonka yhteydessd uusittiin myos virtsa-analytiikan laitteistot. Virtsan partik-
kelilaskentaan otettiin kdyttoon Sysmexin valmistama UF-5000-virtaussytometri Tam-
pereen keskuslaboratoriossa sekd Keski-Suomen ja Kanta-Hdmeen keskussairaaloiden
laboratorioissa.

Opinndytetyon tavoite oli kehittdd Fimlab Laboratoriot Oy:n virtsa-analytiikkaa verifi-
oimalla virtsan bakteeriviljelyseulonta uusille Sysmex UF-5000 -analysaattoreille. Seu-
lonta oli kdytdssé jo aikaisemmalla laitteistolla Keski-Suomen keskussairaalan laborato-
riossa. Tavoitteena oli laajentaa seulontakéytianto lisdksi myos Tampereen keskuslabo-
ratorioon ja Kanta-Hdmeen keskussairaalan laboratorioon. Opinndytetyon tarkoituksena
oli verifioida seulontarajat virtsan bakteeriviljelyyn vertailemalla noin 500 virtsandyt-
teen virtaussytometrisen solulaskennan ja bakteeriviljelyn tuloksia keskenddn. Verifi-
oinnin yhteydessd menetelmén kayttokelpoisuutta arvioitiin ROC-kuvaajien avulla. Li-
saksi menetelmén erottelukykyd arvioitiin méérittelemalld sille herkkyys, tarkkuus, seké
positiivinen ja negatiivinen ennustearvo. Seulontarajat maariteltiin lapsille (16-vuotiaat
ja sitd nuoremmat), naisille ja miehille kullekin ryhmalle erikseen virtsan leukosyytti- ja
bakteeripitoisuuksille.

Opinndytetyon tavoite ja tarkoitus toteutuivat. Sysmex UF-5000 osoittautui soveltuvaksi
laitteeksi virtsan bakteeriviljelyn seulontaan. Verifioinnin perusteella lasten bakteeripi-
toisuuden mukaista seulontarajaa paadyttiin muuttamaan aiemmin Keski-Suomen kes-
kussairaalan laboratoriossa kdytossd ollutta seulontarajaa alhaisemmaksi. Muut seulon-
tarajat pidetddn ennallaan. Menetelma osoittaa ROC-analyysin perusteella hyvaa kayt-
tokelpoisuutta kaikilla seulontaryhmilla.

Menetelmad on otettu Keski-Suomen keskussairaalan laboratoriossa kdyttoon uusille
laitteille ja kéayttoonottoa valmistellaan Tampereen keskuslaboratorion ja Kanta-
Héameen keskussairaalan laboratorion osalta. Jatkotutkimuksena olisi aiheellista toteut-
taa perusteellinen siirtymévirheen testaus. Jatkossa menetelmén toimivuutta tulee seura-
ta sddannollisesti.
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ABSTRACT
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LAIHOTIE, LOTTA:
Verification of a Screening Test for Urinary Tract Infection Using Sysmex UF-5000
Flow Cytometer

Bachelor's thesis 50 pages, appendices 12 pages
February 2019

The objective of this thesis was to develop the urine analysis of Fimlab Laboratoriot Oy
by verifying a screening method for urinary tract infection. The method was verified
with Sysmex UF-5000, a fully automated flow cytometer. The purpose was to analyse
500 urine samples by using the particle analyser and bacterial culture. The results ob-
tained by the two methods were compared to define cut-off values. The urinary tract
infection screening method was based on the leukocyte and bacterial concentrations of
the urine samples.

The cut-off values were defined separately for children (16-year-olds and younger),
women and men. The data was analysed using ROC curve analysis. The sensitivity,
specificity, positive predictive value and negative predictive value of the screening test
were defined.

The objective and the purpose of this thesis were fulfilled. The Sysmex UF-5000
showed a good performance in the screening process. The cut-off values were kept un-
changed for women and men. The cut-off value for children’s bacterial concentration
was lowered. It is suggested here that the carryover of the screening test be evaluated in
the future. Furthermore, the method should be monitored regularly.

Key words: flow cytometry, urinary tract infection, screening test, bacterial culture,
verification
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1 JOHDANTO

Suomessa tehdddn vuosittain noin 10 kliinistd laboratoriotutkimusta asukasta kohden.
Laboratoriotutkimusten rooli on hyvin merkittivd potilaan hoitoon vaikuttavissa paa-
toksissd, vaikkakin laboratoriokustannukset ovat verrattain melko alhaiset tarkasteltaes-
sa sairaaloiden ja terveyskeskusten kokonaiskustannuksia. Kustannus- ja laatusyisti
harvemmin tehtdvit tutkimukset ovat usein keskitetty tehtdvéksi suuremmissa laborato-
rioissa. Virtsatieinfektioiden diagnosointia ja hoidon seurantaa varten pyydetddn yli
miljoona virtsan bakteeriviljelyd joka vuosi. Tutkimuksen suuresta volyymisté, viljelyn
tyovoimavaltaisuudesta ja pitkdstd vastausviiveesti johtuen nopealle ja tarkalle seulon-
tatutkimukselle on tarvetta. (Niemeld 2010, 14; Virtsatieinfektiot: Kéypé hoito -suositus
2015, 3.)

Tadnad pdivdnd virtaussytometria on hyvin tunnettu mittaustekniikka, jonka jatkuvasti
monipuolistuvat kdyttdmahdollisuudet ovat tehneet siitd arvostetun menetelmén useiden
laboratorioiden paivittdisessd diagnostiikassa. Virtaussytometrejd kéytetddn esimerkiksi
veren, virtsan ja punktionesteiden solujen peruslaskentaan. (Leach, Drummond & Doig
2013, 1.) Virtaussytometriaa voidaan hyddyntdd myods virtsan bakteeriviljelyn seulon-
taan, silld virtaussytometrisilld tutkimuksilla saadaan selville ndytteiden leukosyytti- eli
valkosolu- ja bakteeripitoisuudet, joiden on useissa tutkimuksissa todettu korreloivan
positiivisesti virtsan bakteeriviljelytuloksen kanssa. Seulonnan myo6téd negatiiviset tulok-

set voidaan vastata nopeammin ja vain seulontapositiiviset ndytteet viljelldéin maljoille.

Fimlab Laboratoriot Oy (myohemmin Fimlab) on Suomen suurin laboratorioalan yritys
ja ensimmadinen julkisen terveydenhuollon puolelle perustettu laboratorioyhtié. Fimlab
on Pirkanmaan, Keski-Suomen ja Kanta-Hdmeen sairaanhoitopiirien kuntayhtymien
sekd Paijdt-Hameen hyvinvointikuntayhtymén omistama. Yhteenséd ndissd maakunnissa
Fimlabin toimipisteitd on yli 100 ja henkilostod ldhes 1000. (Yritysesittely 2019.) Fim-
lab on uudistanut tuotantoaan laajasti vuonna 2018, jonka yhteydessd myds virtsa-
analytiikan partikkelilaskijat on uusittu Sysmexin UF-5000-mallisiin virtaussytometrei-
hin Tampereen keskuslaboratoriossa sekd Keski-Suomen ja Kanta-Hdmeen keskussai-

raaloiden laboratorioissa.
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Tamain opinndytetyon tavoite on kehittdd Fimlabin virtsa-analytiikkaa verifioimalla virt-
san bakteeriviljelyseulonta uusille Sysmex UF-5000 -analysaattoreille. Virtsan baktee-
riviljelyn seulonta on ollut jo aiemmin kadytossd Keski-Suomen keskussairaalan labora-
toriossa edellisilla virtsan partikkelilaskijoilla (Sysmex UF-10001) ja nyt menetelméa
verifioidaan uudelle analysaattorille. Tavoitteena on laajentaa seulontakédytdntd myos
Tampereen keskuslaboratorioon ja Kanta-Hdmeen keskussairaalan laboratorioon. Seki
Fimlab ettd Fimlabin asiakkaat hyotyvét taloudellisesti bakteeriviljelyseulonnan laa-
jemmasta kayttoonotosta virtsa-analytiikan kustannuksien alenemisella, silld esimerkik-
si viljelymaljojen ja ndyteputkien sekéd tydvoiman tarve vihenee. Seulonnan myotd vas-

tausajat lyhenevit ilman lisdkustannuksia asiakkaalle.

Tdmén opinndytetyon tarkoituksena on analysoida noin 500 satunnaista virtsandytetta,
joista on pyydetty solulaskenta U-Solut. Niytteet analysoidaan ensin UF-5000-
analysaattorilla, jonka jilkeen ne viljellidn CLED-maljoille (Cystine-Lactose-
Electrolyte Deficient). Maljoilta luetaan kasvun méiéra ja alustava lajitunnistus, jonka
jélkeen viljelytuloksia verrataan partikkelilaskijan tuloksiin leukosyyttien ja bakteerien
osalta. Tulosten avulla verifioidaan Keski-Suomen keskussairaalassa kdytossd olevat
seulontarajat leukosyytti- ja bakteeripitoisuuksille. Rajoja tarkastellaan erikseen lasten,
naisten ja miesten osalta, ja menetelmin tarkkuus, herkkyys ja ennustearvo mééritelldan
rajojen perusteella. Testin kdyttokelpoisuutta arvioidaan ROC-kuvaajien (Receiver Ope-

rating Charasteristic) avulla.

Verifiointiin osallistuivat lisdkseni kaksi mikrobiologian laboratorion laboratoriohoita-
jaa maljojen luvuissa, mikrobiologi seulontarajojen médrityksessd, sekd tuotannonoh-
jauspaillikko tulosten kisittelyssé ja seulontarajojen méadrityksessd. Verifiointi suoritet-

tiin Fimlabin Tampereen keskuslaboratoriossa.



2 VIRTAUSSYTOMETRIA

Virtaussytometria on mittaustekniikka, jonka avulla voidaan mitata yksittdisten solujen
ja muiden biologisten partikkelien fyysisid ja kemiallisia ominaisuuksia. Ensimmadiset
virtaussytometrit kehitettiin  1940-luvulla ja niiden mittaus perustui Coulter-
periaatteeseen eli sdhkdnjohtokyvyn ja impedanssin muutoksiin, kun huonosti sdhkoa
johtavat solut virtaavat hyvin sdhkod johtavaan suolaliuokseen laimennettuina pienen

aukon lapi. (Flickinger 2010, 2451-2452; Savolainen 2010, 71.)

Mittaustekniikkana virtaussytometria on nopea, objektiivinen, tarkka ja herkki, vaikka
sitd ei voida suositella absoluuttisten solukonsentraatioiden mééritykseen. Virtaussyto-
metria on kuitenkin tilld hetkelld paras menetelmd solujen luokitteluun. (Flickinger
2010, 2452.) Perinteisesti solulaskentaan kdytetddn mikroskopiaa, jossa on kuitenkin
suuria rajoitteita laskettavan solumairin suhteen. Pienestd otoksesta seuraa menetelmén
huono toistettavuus, mikad lisdd tuloksen epétarkkuutta (Savolainen 2010, 73). Mikro-
skoopissa ei myOskdin pystytd havainnoimaan samanaikaisesti yhté paljon erilaisia so-

lujen piirteitd kuin virtaussytometrilld. (Flickinger 2010, 2451-2452.)

Téssd kappaleessa esitellddn virtaussytometrian periaatteita ja niihin liittyvia fysikaalisia
1lmiditd tdmén opinndytetyon kannalta olennaisista ndkdkulmista. Verifioinnissa kéiytet-
tyd Sysmexin UF-5000-analysaattoria sekd sen ominaisuuksia ja toimintaa tarkastellaan

hieman tarkemmin.

2.1 Virtaussytometrian periaate

Virtaussytometriassa solujen erottelu perustuu niiden valon sirontaominaisuuksiin seka
merkkiaineiden fluoresenssiin. Virtaussytometreissa kéytetdén valonldhteend useimmi-
ten laseria, joita voi olla laitteistossa myds useampi erilainen. Laser on hyvi valonldhde,
silld se on koherenttia valoa eli se tuottaa valoa yhdelld aallonpituudella. Lasereita saa
useilla eri aallonpituuksilla vaihdellen ultravioletista punaiseen valoon. (Leach, Drum-

mond & Doig 2013, 3; Savolainen, Pelliniemi & Koski 2010, 87.)



Yksi virtaussytometrian perusperiaatteista on, ettd solujen ominaisuuksia pystytdan mit-
taamaan yksitellen. Tamé tarkoittaa sitd, ettd solususpensio tulee ohjata valonsdteelle
yksi solu kerrallaan. Tdma tapahtuu hydrodynaamisella fokusoinnilla eli johtamalla so-
lususpensio laitteistossa vaippanesteen laminaarivirtauksen keskelle. Solususpensiota
paremmin sdhkoa johtavassa vaippanesteessd on korkeampi paine ja se litkkuu solusus-
pensiota nopeammin siten, ettd nesteet eivét sekoitu keskenddn. Vaippaliuos muodostaa
virratessaan vetovoiman, joka saa aikaan ndytteen virtaamisen sen keskelld kapeassa
tilassa yksi solu kerrallaan. Laserside kohdistuu virtaukseen 90 asteen kulmassa.
(Flickinger 2010, 2452; Leach, Drummond & Doig 2013, 4; Savolainen, Pelliniemi &
Koski 2010, 87.)

2.1.1 Valon sironta

Kun valo osuu partikkeliin tai molekyyliin, se absorboituu tai muuttaa suuntaansa.
Suunnan muutosta kutsutaan valon sironnaksi. (Flickinger 2010, 2452; @gendal 2019,
5.) Kun solu osuu virtauksessa valonsiteen kohdalle, solusta siroava valo mitataan kah-
desta suunnasta. Pienessé kulmassa eteenpéin siroava valo kertoo solun koosta ja valon-
lapéisevyydesti: tyypillisesti suuret solut heijastavat enemmain valoa kuin pienet solut.
Eteenpdin siroavan valon detektointiin kdytetddn yleensd fotodiodidetektoria, joka si-
jaitsee samassa linjassa lasersiteen kanssa, mutta ndytevirtauksen toisella puolella. Si-
vulle siroava valo kertoo solun monimutkaisuudesta, kuten granulaarisuudesta ja sisdi-
sestd rakenteesta. Solun rakenteista sivulle siroava valo detektoidaan noin 90 asteen
kulmassa laserséiteeseen ndhden ja signaalin heikkoudesta johtuen usein valomonistin-
putkidetektorilla. Tietojenkésittelyjarjestelmien avulla tulokset voidaan muokata ha-
vainnolliseen muotoon, kuten histogrammeiksi ja sirontakuvioiksi. Laitteistosta riippuen
tulokset saadaan kvantitatiivisessa muodossa joko laitteiston omien algoritmien tai si-
sdisen standardin kéyttimisen avulla. (Leach, Drummond & Doig 2013, 5; Maltsev,

Chernyshev & Strokotov 2013, 82; Savolainen, Pelliniemi & Koski 2010, 90.)

Valon sironnan ohjauksessa kiytetiddn erilaisia suodattimia, jotka séételevét detektorille
padsevin valon aallonpituusaluetta. Suodatin voidaan asettaa padstaméén lavitseen vain
tietyn raja-arvon ylittdvit tai alittavat aallonpituudet, tai jonkin tietyn aallonpituusalu-
een kahden raja-arvon vilistd. Polarisoitua suodatinta voidaan kiyttdd erottelemaan po-

larisoiva valo muusta valosta. Suodattimien kayttd on tarpeellista, kun halutaan analy-
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soida useita signaaleja samanaikaisesti. (Leach, Drummond & Doig 2013, 5-7; Savolai-

nen, Pelliniemi & Koski 2010, 88-90.)

2.1.2 Fluoresenssi

Fluoresenssi on valoilmid, joka liittyy valon fotoneihin ja atomin virittymiseen. Valo on
sdhkomagneettista aaltoliikettd, jonka energia on kvantittunutta. Yhtd valon kvanttia
kutsutaan fotoniksi. Jos atomiin kohdistuu valoa sopivalla aallonpituudella, voi atomi
absorboida fotonin. Téll6in fotonin energia siirtyy atomille ja aikaansaa valenssielekt-
ronin siirtymisen korkeammalle energiatasolle eli atomin virittymisen. Atomin viritty-
minen tapahtuu hyvin nopeasti. Fluoresenssi tapahtuu, mikéli siirtynyt elektroni palaa
vilittdmasti takaisin matalammalle energiatasolle. Prosessin aikana energiaa hukkautuu
esimerkiksi [dmpona tai molekyylien tormétessd toisiinsa. Sen vuoksi atomin emittoima
fotoni on energialtaan aina pienempi kuin absorboitu fotoni, eli emittoidun valon aal-
lonpituus on pidempi. Valon véri vaihtuu aallonpituuden muuttuessa. Fluoresenssin
intensiteetti riippuu hukatun energian méiéréstd, jonka suuruuteen vaikuttavat atomia

ympardivit olosuhteet. (Christie 2015, 13—14; Kubitscheck 2017, 87-89.)

Virtaussytometriassa voidaan kéyttdd fluoresoivia merkkiaineita eli fluoresenssimarkke-
reita avuksi solujen tunnistuksessa. Fluoresenssimittaukset voivat tarjota tietoa solun
pinnan reseptoreista tai solun sisdisistd molekyyleistd, kuten DNA:sta. Solut virjataan
fluoresoivalla vériaineella eli fluoroforilla, joita voidaan kéyttid myds useita erilaisia
samanaikaisesti. Erilaiset fluoroforit emittoivat valoa eri aallonpituuksilla. Erityisesti
hematologian analysaattoreissa kédytetddn solun antigeeneja tunnistavia vasta-aineita,
jotka ovat merkitty fluoroforilla. Fluoresenssimarkkereiden kéyttd virtaussytometriassa
mahdollistaa mm. immunofenotyypityksen, jota kédytetddn esimerkiksi akuuttien leuke-
mioiden diagnostiikassa ja jadnndstautien seurannassa. (Leach, Drummond & Doig

2013, 6-8; Savolainen, Pelliniemi & Koski 2010, 87.)
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2.2 Sysmex UF-5000

Sysmexin valmistama UF-5000 on kolmannen sukupolven tdysin automaattinen virtaus-
sytometriaan perustuva virtsan partikkelilaskija, jota voidaan kéyttdd myds punktiones-
teiden solujen laskentaan. Solulaskennan lisdksi analysaattori mittaa ndytteen sdhkon-
johtokykyd erilliselld johtokykyanturilla. Laite soveltuu ainoastaan ihmisperdisten niyt-
teiden analysointiin. Sysmex toi laitteen ensimmaéiseksi Japanin markkinoille syyskuus-
sa 2015 ja Fimlabin Tampereen keskuslaboratorioon keviilld 2018 asennetut laitteet
ovat ensimmadiset Pohjoismaissa. UF-5000 mittaa ndytteestd samanaikaisesti eteenpdin
siroavaa valoa, sivulle siroavaa valoa, sivulle siroavaa fluoresenssivaloa sekd uutena
mittausmenetelmind Sysmexin edelliseen malliin verraten sivulle siroavaa depolarisoi-

tua valoa. (About Sysmex 2015; UF-5000 Manual: General Information 2016, 56, 63.)

Fimlabin Tampereen keskuslaboratoriossa on kaksi UF-5000-analysaattoria, joista
kumpikin on kytketty linjastoon UC-3500-analysaattorin (virtsan kemiallinen seulonta)
kanssa. Laitteilla on CV-11-malliset ndytteensyottdjayksikot ja erilliset PU-17 painelait-
teet. Néytteensyottdjan tehtdvd on kuljettaa ndytteet niytetelineissid aspiroitavaksi ja
lukea néytteiden viivakoodit, jotka sisdltivit ndytteiden pyyntdtiedot. Tietoliikenne
kulkee néytteensyottdjaltd analysaattorille ja sitd kautta iséntdtietokoneelle (U-WAM),
joka on laitteiston toimintaa ohjaava yksikko. (CV-11: Instructions for Use 2016, 5-2.)
Kuvassa 1 on verifioinnissa kdytetty analysaattori ja ndytteensydttdjd. Kuvan oikeassa

laidassa nakyy Sysmex UC-3500, jonka kanssa UF-5000 on kytketty linjastoon CV-11-

ndytteensyottdjan avulla.

KUVA 1. Verifioinnissa kéytetty Sysmex UF-5000 -virtaussytometri (Laihotie 2018)
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2.2.1 Jirjestelmiit

UF-5000-analysaattori voidaan jakaa kolmeen eri jarjestelmién, jotka ovat hydraulinen,
optinen ja sdhkoinen jirjestelmd. Kaikilla on oma tehtdvédnsd nédytteiden analysoinnin
kulussa. Laitteen hydraulinen jirjestelmd muodostuu virtauskammiosta, jossa on pai-
neenalainen vaippavirtaus. Vaippaneste muodostaa virtauskammioon nestemdisen tun-
nelin, jonka ldvitse virjatty ndyte kulkee yksi solu kerrallaan. Lasersédde ohjataan virta-
uksen keskelld kulkeviin soluihin laitteen optisen jérjestelmin avulla. (UF-5000 Manu-

al: General Information 2016, 62.)

Laitteen optiseen jéarjestelméddn kuuluu sininen puolijohdelaser, jonka aallonpituus on
488 nm. UF-5000-laitteessa lasersiteestd muodostetaan keilapiste kokoojalinssejd kayt-
tden, jonka jélkeen keilapiste tarkennetaan virtauskammiossa ndytteeseen. Erilaisten
linssien, peilien ja suodattimien avulla nédytteestd siroava valo padtyy lopulta valomonis-
timien ja -diodien kautta laitteen sdhkoiseen jarjestelméén. Optisen jarjestelmén rakenne
on kuvattu paipiirteissddn kuviossa 1, jossa nuolet kuvaavat valonséteen kulkusuuntaa.
Kuviossa kohta 1 kuvaa eteenpdin sironneen valon kulkua, kohta 2 sivufluoresenssin
kulkua, kohta 3 depolarisoidun valon kulkua ja kohta 4 sivulle sironneen valon kulkua.

(UF-5000 Manual: General Information 2016, 63.)
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KUVIO 1. Optisen jérjestelmén rakenne
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Sdhkoisessd jarjestelméssd sironnut valo ja fluoresenssi muutetaan detektoinnin jdlkeen
sahkoisiksi signaaleiksi. Eteenpdin sironneen valon detektoimiseen kéytetdén valo-
diodia, mutta muut signaalit kulkevat valomonistimien kautta, silld sivulle siroava valo,
sivufluoresenssi ja depolarisoitu sivulle siroava valo ovat muutoin liian heikkoja. Par-
tikkelit tunnistetaan mm. sdhkodisen signaalin voimakkuuden ja pulssin keston perusteel-

la. (UF-5000 Manual: General Information 2016, 63, 65.)

2.2.2 Reagenssit

Kaikki UF-5000-laitteen kayttimét reagenssit ovat Sysmexin tuotteita, jotka ovat tarkoi-
tettu kaytettdviksi vain Sysmexin laitteilla. UF-5000-analysaattorin eniten kuluttama
reagenssi on UF-CELLSHEAT eli vaippaliuos, joka on 0,14 % Tris-puskuria. Laitteis-
ton puhdistukseen kdytetddn voimakkaan eméksisti CELLCLEAN U -liuosta. Lisdksi
laite kdyttdd puhdasvettd mm. aspirointineulan huuhtelemiseen. (UF-5000 Manual: Ge-

neral Information 2016, 75, 81.)

Solujen virjdykseen kéytetddn laimentimia UF-CELLPACK SF ja CR sekd vériaineita
UF-Fluorocell SF ja CR. Viriaineet koostuvat etyleeniglykolista ja polymetiini-
vériaineesta. Vérjdysreagensseissa SF tarkoittaa solun pintaa (surface) ja CR solujen
sisdisid elementtejd (core). SF-viérjdystd kdytetddn tumattomien partikkelien, kuten pu-
nasolujen ja lierididen tunnistukseen. SF-kanavalla virjatadan solukalvon komponentteja.
CR-virjdys puolestaan auttaa erottelemaan esimerkiksi valkosolut, epiteelisolut ja bak-
teerit niiden sisdisten rakenteiden erojen perusteella. CR-vérjdystd kiytetdédn siis nukle-
iinthappoja sisédltdvien solujen tunnistukseen ja erotteluun. UF-CELLPACK-
laimentimien tehtdvidnd on vériaineen laimentamisen lisdksi késitelld soluja siten, ettd
véirjdytyminen on optimaalista. SF-laimennin liuottaa néytteestd pois amorfiset suolat ja
hajottaa liman, kun taas CR-laimennin hajottaa tai liuottaa ndytteen punasolut ja kiteet.
CR-laimennin myos tekee solujen kalvorakenteista huokoisia, jotta DNA- ja RNA-
rakenteiden viarjdytyminen mahdollistuu. (UF-5000 Manual: General Information 2016,
75, 77-80; Yuno 2017, 8.)

Laitteen toiminta ja tulosten laatu varmistetaan pdivittdin ajamalla UF-CONTROL-
kontrolliliuokset. Kontrolleja on kahta eri tulostasoa, korkea (H) ja matala (L), ja kont-

rollit sdilytetddn jddkaappildmpdtilassa. Muut laitteen reagenssit sdilytetddn huoneen-
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lammosséd. Taulukkoon 1 on koottu yhteen tiedot kaikista laitteen kédyttdmistd reagens-

seista ja kontrolleista.

TAULUKKO 1. UF-5000-analysaattorin reagenssit ja kontrollimateriaalit (UF-5000
Manual: General Information 2016, 75)

Tuotteen nimi Koostumus

UF-CELLSHEAT 0,14 % Tris-puskuri

UF-CELLPACK SF 1,2 % HEPES, < 0,01 % bentsisotiatsolinoni
UF-CELLPACK CR < 0,1 % etikkahappo

UF-Fluorocell SF 99,9 % etyleeniglykoli, 0,05 % polymetiinivari
UF-Fluorocell CR 99,9 % etyleeniglykoli, 0,02 % polymetiinivari
CELLCLEAN U natriumhypokloriitti, klooripitoisuus 5,0 %
UF-CONTROL-H 0,4 % lateksipartikkelit

UF-CONTROL-L 0,1 % lateksipartikkelit

2.2.3 Toiminnan kuvaus

Naytettd aspiroidaan nidyteputkesta neulalla UF-5000-analysaattorin tulokammioon,
josta sitd annostellaan toisella neulalla yhtd paljon kahteen eri reaktioyksikkéon. SF-
yksikko on tarkoitettu partikkelien pintarakenteiden vérjdykseen ja CR-yksikko sisdis-
ten rakenteiden vérjaykseen. Kyseisissd yksikdissd ndytteeseen sekoitetaan vérjaykseen
tarvittavat laimentimet ja vériaineet. Molemmissa yksikdissd ndyte laimennetaan 1:4 ja
ndytettd varjatddn 39 °C ldmpotilassa noin yhdeksdn sekunnin ajan. (UF-5000 Manual:

General Information 2016, 66.)

Virjdyksen jélkeen nédyte kulkee kappaleessa 2.2.1 kuvattujen laitteen jérjestelmien lapi.
Eteenpdin ja sivulle sironneen valon sekd sivufluoresenssin ja depolarisoituneen valon
sdhkoiset signaalit analysoidaan aallonmuotoanalyysilld, jossa tarkastellaan erityisesti
aallon korkeutta ja leveyttd. Aallonmuotoanalyysin avulla saadaan selville mm. partik-
kelien koko, pinnanlaatu ja virjéttyjen rakenteiden ominaisuudet. Ndiden perusteella
mikrotietokone laskee algoritmien perusteella numeeriset arvot kullekin parametrille.

(UF-5000 Manual: General Information 2016, 66—68.)
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3 VIRTSA-ANALYTIIKKA

Virtsandytteiden avulla voidaan saada tietoa munuaisten, virtsarakon ja virtsateiden ti-
lasta. Virtsaa analysoimalla voidaan tutkia myos joitain muita yleissairauksia. Yleisim-
min virtsasta tutkitaan bakteerien, valkuaisen ja veren méédrda. Virtsandytteiden kayttd
dopingaineiden analytiikassa on my0s yksi hyvin yleisesti tunnettu virta-analytiikan
sovellutus. Oikea niytteenottotapa korostuu luotettavien tulosten saamiseksi virtsa-
analytiikassa, erityisesti virtsatieinfektioiden diagnostiikassa. Néaytteenotto-ohjeiden
lisdksi laboratorion antamia ohjeita niytteen sdilytykseen ja kuljetukseen liittyen tulee
noudattaa huolellisesti tulosten luotettavuuden takaamiseksi. (Eskelinen 2016a; Virtsa-

tieinfektiot: Kaypa hoito -suositus 2015, 5.)

3.1 Virtsatieinfektio

Virtsatieinfektiot ovat yleisimpid 144kédrin hoitoon johtavia infektioita Suomessa heti
hengitystieinfektioiden jilkeen. Virtsatieinfektioiden esiintyvyyteen aikuisilla vaikutta-
vat erityisesti iké ja sukupuoli. Bakteriuria eli bakteerikasvu virtsassa on huomattavasti
yleisempéd naisilla kuin miehilld. Erityisesti nuorilla ja keski-ikdisillda miehilla virtsa-
tieinfektiot ovat harvinaisia. Vanhimmissa ikdryhmissd infektiot ovat yleisempid ja su-
kupuolen merkitys infektioiden yleisyydessd vihenee. Alle 1-vuotiailla lapsilla suku-
puolten vililla esiintyy suunnilleen yhtd paljon infektioita. Vanhemmilla lapsilla virtsa-
tieinfektioita on vihemmaén ja niitd esiintyy padsddndisesti tytoilld. Lapsilla virtsatiein-
fektio voi johtaa munuaiskudoksen vaurioitumiseen ja vanhemmalla 14114 havaittavaan
munuaisten vajaatoimintaan, minkd vuoksi virtsatieinfektion oikea epdily sekd tarkka
diagnostiikka ja hoito ovat lasten kohdalla erityisen tirkeitd. (Lumio 2011, 504; Uhari
2011, 516; Virtsatieinfektiot: Kdypa hoito -suositus 2015, 2-3.)

Virtsatieinfektiot voidaan jaotella kolmella tavalla. Infektiotason mukaisessa lajittelussa
uretriitti tarkoittaa virtsaputken infektiota, kystiitti virtsarakon infektiota ja pyelonefriitti
munuaisaltaan, virtsanjohtimen tai munuaiskudoksen infektiota, joka on huomattavasti
harvinaisempi infektio kuin rakkotason infektiot. Toinen tapa on jaotella virtsatieinfek-
tiot komplisoitumattomiin ja komplisoituneisiin. Komplisoitumaton tarkoittaa sellaista

naisen virtsatieinfektiota, joka on satunnainen, ja jolle ei ole erityisté altistavaa tekijéa.
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Suurin osa virtsatieinfektioista luokitellaan kuuluvaksi tdhdn luokkaan. Komplisoitu-
neiksi virtsatieinfektioiksi luokitellaan sellaiset, joissa potilaalla on lddkehoidon epdon-
nistumista ennustavia tekijoitd. Liséksi tdhén luokkaan kuuluvat esimerkiksi raskauden-
aikaiset infektiot ja kaikki miesten infektiot. Ndiden lisdksi luokitellaan vield erikseen
oireeton bakteriuria, joka on naisilla melko yleinen. Virtsatieinfektion luokittelu ohjaa
diagnostiikkaa ja hoitoa. Padsddntoisesti komplisoitumattomat kystiitit voidaan hoitaa
mikrobilddkitykselld ilman bakteeriviljelyd. (Uhari 2011, 505-507; Virtsatieinfektiot:
Kéypé hoito -suositus 2015, 3.)

Avohoidossa yleisin virtsatieinfektioita aiheuttava bakteeri naisilla ja lapsilla on Esche-
richia coli eli E. coli. Sairaalasyntyisissd ja miesten virtsatieinfektioissa aiheuttajabak-
teerien kirjo on laajempi. Virtsatieinfektio syntyy yleensa siten, ettd vililihaa kolonisoi-
vat bakteerit pddsevit nousemaan virtsaputkea pitkin virtsarakkoon. Niin ollen suku-
puolten viliset anatomiset erot selittdvit virtsatieinfektioiden yleisyyden naisilla mie-
hiin verraten. (Lumio 2011, 506; Uhari 2011, 516; Virtsatieinfektiot: Kaypa
to -suositus 2015, 3.)

3.2 Virtsan perustutkimukset

Virtsan perustutkimuksia ovat U-KemSeul, U-Solut, U-Diffi ja U-BaktVi. Téssi kappa-
leessa késitellddn tarkemmin virtsan partikkelien peruslaskentaa U-Solut, bakteerivilje-
lyd U-BaktVi ja bakteeriviljelyn seulontaa virtaussytometrilld, silli ne ovat olennaisia
tdmén opinndytetyon kannalta. Virtsan kemiallinen seulonta U-KemSeul toimii pikates-
tind, jonka avulla voidaan seuloa mm. proteinuriaa, glukosuriaa ja hematuriaa. U-
KemSeul-tulokset vastataan semikvantitatiivisesti. (Eskelinen 2016b; Kouri 2010, 125,

127-128.)

3.2.1 Virtsan partikkelien laskenta

Virtsan partikkelien laskenta on tutkimus, jonka tarkoituksena on tdydentdd munuaissai-
rauksien perusselvitystd. Partikkeleita voidaan osittain seuloa jo kemiallisen seulan tut-
kimuksessa (U-KemSeul), silld testiliuskalla voidaan osoittaa erytrosyytteja eli pu-

nasoluja ja leukosyyttejd. (Estridge & Reynolds 2012, 559-560; Kouri 2010, 127.)
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Virtsan partikkelitutkimuksia ovat peruslaskenta U-Solut ja erittelylaskenta U-Diffi.
Peruslaskennassa tunnistetaan erytrosyytit, leukosyytit, bakteerit, epiteelisolut (levyepi-
teelit, vilimuotoiset ja tubulusepiteelit), lieridt (eriteltyind hyaliinilieridihin ja muihin
lieridihin), hiiva ja siittiot. Erittelylaskennassa keskitytddn erilaisten munuaisperiisten
16ydosten, kuten lierididen ja tubulussolujen tarkempaan erittelyyn. Tulokset vastataan

kvantitatiivisesti. (Estridge & Reynolds 2012, 576580, 584; Kouri 2010, 127.)

Virtsan partikkelilaskentaan, erityisesti erittelylaskentaan, kdytetddn perinteisesti mikro-
skopiaa. Virtsan solujen mikroskopointia varten niyte sentrifugoidaan ja sakka virja-
tddn. Tand pdivind virtsan partikkelien peruslaskentaan kéytetdén usein automaattisia
partikkelilaskijoita, jotka nopeuttavat analyysin tekoa. Automaattilaskijaa kaytettdessa
ndyte vaatii vihemmén esikdsittelyd. Mikali partikkelilaskijalla ndytteen tuloksissa on
jotain epétavallista tai epdvarmuutta, ohjautuu ndyte mikroskopointiin tulosten tarkista-

miseksi. (Estridge & Reynolds 2012, 584-585; Kouri 2010, 127-128.)

3.2.2 Virtsan bakteeriviljely

Virtsan bakteeriviljely U-BaktVi on menetelmd, jota kiytetdén virtsatieinfektioiden
diagnosointiin. Virtsan bakteeriviljelyn avulla voidaan selvittdd uropatogeenin eli virtsa-
tieinfektion taudinaiheuttajan tyyppi sekd sen mikrobilddkeherkkyys. U-BaktVi-
tutkimuksessa elatusaineena voidaan kéyttdd esimerkiksi CLED-agaria (Cystine-
Lactose-Electrolyte Deficient Agar). Uropatogeenien erottelu CLED-maljalla perustuu
niiden kykyyn kidyttda laktoosia hyddykseen. CLED-agarin pH-indikaattori bromitymo-
lisininen muuttuu keltaiseksi laktoosin fermentaatioreaktiossa muodostuvan hapon vai-
kutuksesta. Néin ollen laktoosipositiiviset bakteerit, kuten E. coli, kasvavat maljalla
keltaisina pesikkeini. Menetelmin toteamisraja on 103 bakteeria millilitrassa, kun mal-

jalle viljellddn 1 pl ndytettd. (Kouri 2010, 131; Sigma-Aldrich 2013.)

Virtsan bakteeriviljelyn tuloksen saaminen kestdi noin vuorokauden. Yli 10° bakt/ml
kasvu on lihes aina merkki infektiosta ja tietyissi tapauksissa myds 103—10° bakt/ml
kasvu voi olla kliinisesti merkittdvai. Bakteeriviljelyn negatiivinen tulos ei sulje pois
infektion mahdollisuutta. Siitd syysta tulosten tulkinnassa tulisi ottaa huomioon potilaan
kliininen tila, ndytteenottotapa ja rakkoaika. Yleensd néytteestd on tapana nimetd vain

yksi, enintddn kaksi kasvavaa uropatogeenid. Mikili maljalla kasvaa useampia lajeja,
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merkitsee se todennédkoisesti kontaaminaatiota esimerkiksi niytteenoton yhteydessi tai
sitd, etteivit bakteerit ole uropatogeeneji. Jos potilaalla epéilldédn siitd huolimatta virtsa-
tieinfektiota, tulee potilaalta tutkia uusi nédyte. (Eskelinen 2016¢; Lumio 2011, 508-
509.)

3.2.3 Virtsan bakteeriviljelyn seulonta virtaussytometrilli

Suomen kliinisissd laboratorioissa on laajasti kdytossd virtsan bakteeriviljelyn seulonta
partikkelilaskijoilla. Seulonnan avulla negatiiviset tulokset voidaan vastata paivystys-
luontoisesti ja vain seulontarajat ylittdvét ndytteet ohjautuvat bakteeriviljelyyn. Partik-
kelilaskenta ei kuitenkaan ole luotettava virtsatieinfektion seulontatesti kaikille potilas-
ryhmille. Mikili bakteeriviljely halutaan tehtdvin joka tapauksessa, esimerkiksi potilail-
le, jotka eivét pysty tuottamaan riittdvad leukosyyttivastetta, voidaan seulontatesti ohit-
taa pyytdmalla ndytteestd virtsan bakteerien erikoisviljely U-BaktEVi. Seulontaryhmien
maidrittely, seulontarajat ja vastauskdytdnnot vaihtelevat hieman laboratorioittain. (Lu-

mio 2011, 513; Virtsatieinfektio: Kédypa hoito -suositus 2015, 6-7.)

Jolkkosen, Paattiniemen, Kédrpanojan ja Sarkkisen (2010) tekemidssd tutkimuksessa ar-
vioitiin Sysmexin toisen sukupolven UF-500i-virtaussytometrin soveltuvuutta bakteeri-
viljelyseulontaan ja kehitettiin mahdollisimman hyvé seulontamenetelmi. Tutkimuksen
mukaan seulonnassa on kannattavaa asettaa ikd- ja sukupuolispesifiset seulontarajat.
Aineistoa keréttiin myohemmin vield lisdd ja 2343 néytteen otannalla tehdyn tutkimuk-
sen perusteella virtaussytometrian kdyttd virtsatieinfektioiden seulonnassa véhentda
tarvittavien viljelyiden maardd noin 60 %. (Sarkkinen, Paattiniemi, Kirpanoja & Karu-

maa 2012, 1413-1415.)

Fimlabin Keski-Suomen keskussairaalassa Sysmexin UF-1000i-virtaussytometrilld kdy-
tossd olleet seulontarajat (taulukko 2) mukailivat Sarkkisen ym. (2012) tutkimuksen
tuloksia. Mikali joko leukosyytti- (WBC) tai bakteeriraja (BACT) ylittyy, ohjautuu niy-
te bakteeriviljelyyn.
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TAULUKKO 2. Fimlabin aikaisemmat seulontarajat Keski-Suomen keskussairaalan

laboratoriossa

WBC (kpl/ul) BACT (kpl/pl)
Lapset < 16 17 40
Naiset 17 560
Miehet 27 80

Sysmexin kolmannen sukupolven UF-5000-partikkelilaskijan soveltuvuutta bakteerivil-
jelyn seulontaan on tutkittu mm. Italiassa. De Rosan ym. tutkimuksessa otantana oli
2719 virtsandytettd. Tutkimuksen mukaan virtsan bakteeripitoisuus on optimaalinen
indikaattori positiiviselle viljelytulokselle. Bakteeripitoisuuden raja-arvo 58 bakt/pl
yhdistettynd ndytteen korkeaan hiivapitoisuuteen on tutkimuksen mukaan optimaalisin
seulontamenetelma. Niytteen leukosyyttipitoisuuden mukaisen seulonnan ei puolestaan
todettu parantavan seulontatestin diagnostista tarkkuutta. Tutkimuksessa ei otettu huo-
mioon potilaan ikda tai sukupuolta. Sysmex UF-5000 -virtaussytometrin todettiin tutki-
muksen perusteella olevan hyvin soveltuva bakteeriviljelyseulontaan ja osoittavan kor-

keaa diagnostista tarkkuutta. (De Rosa ym. 2018.)
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4 VERIFIOINTI

Suomessa lddketieteellisten laboratorioiden laatua ja patevyyttd ohjaa eurooppalainen
standardi SFS-EN ISO 15189, joka perustuu standardeihin ISO/IEC 17025 ja ISO 9001.
Laatu ladketieteellisessd laboratoriossa on hyvin tirkedd, jotta pystytddn vastaamaan
potilaiden ja heididn hoidostaan vastaavien lddkdreiden tarpeisiin. Vaikka akkreditointi
on terveydenhuollon sektorilla vapaaehtoista, ovat akkreditoinnin piirissd kaikki alan
suuret toimijat, jotka tuottavat padosin kliiniset laboratoriopalvelut Suomessa. Laborato-
rioiden akkreditoinnista eli pitevyyden osoittamisesta Suomessa vastaa FINAS-
akkreditointipalvelu, joka kuuluu Turvallisuus- ja kemikaaliviraston alaisuuteen. (SFS-

EN ISO 15189 2013, 5; FINAS 2016.)

Verifiointi on olennainen osa akkreditoidun kliinisen laboratorion toimintaa. Verifiointi
tarkoittaa todentamista eli ndyttoon perustuvaa varmistumista vaatimusten tiayttymises-
td. Kaikkien akkreditoidun kliinisen laboratorion menetelmien tulee olla validoituja tai
verifioituja. Validointi eli kelpuutus tiytyy tehdé silloin, kun jo ennestdén validoituun
menetelmddn tehdddn muutoksia tai otetaan kdyttoon uusia menetelmii, jotka eivét ole
standardimenetelmii tai ovat laboratorion itse kehittdmid. Tutkimusmenetelmin verifi-
ointi puolestaan tehddén silloin, kun laboratorio haluaa ottaa kdyttoon sellaisenaan jo
aiemmin validoidun menetelmén. Validointiin ja verifiointiin kuuluu aina objektiivisuus
ja huolellinen raportointi. Validointiin ja verifiointiin liittyvid mittausparametreja ovat
mm. oikeellisuus, tarkkuus, toistettavuus, mittaus- ja méadritysraja, mittausepdvarmuus
sekd analyyttinen ja diagnostinen spesifisyys ja herkkyys. (SFS-EN ISO 15189 2013,
10, 35.)

4.1 Tutkimuksen kiyttokelpoisuuden arviointi ROC-kuvaajalla

Kun validoidaan tai verifioidaan menetelma kliiniseen kéyttoon, tulee méérittdd sen
kayttokelpoisuus. Kéyttokelpoisuus on optimaalinen silloin, kun vairid positiivisia tai
védrid negatiivisia tuloksia ei tule lainkaan (tarkkuus ja herkkyys = 1). Téysin optimaa-
lista testid ei kuitenkaan voida kdytdnndssd saavuttaa (Kairisto 2010, 45). Kun kliinisti

padtoksentekorajaa asetetaan, tulee pyrkid mahdollisimman hyvéidn kompromissiin si-
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ten, ettd tutkimuksen herkkyys ja tarkkuus olisivat mahdollisimman hyvid tai muuten

tarkoituksenmukaisia.

ROC-kuvaajaa (Receiver Operating Charasteristic) voidaan kéyttdd paatoksentekorajan
madrittdmiseen sekd kuvaamaan testin kdyttokelpoisuutta: ROC-kuvaaja esittdd graafi-
sesti kliinisen herkkyyden ja tarkkuuden yhteyden kaikilla paitoksentekorajoilla. Ku-
vaajaa piirtdessd x-akselilla on 1—testin tarkkuus ja y-akselilla on testin herkkyys. Ku-
vaajan alle jadvé pinta-ala AUC (Area Under the Curve) kertoo testin kiyttokelpoisuu-
desta: mitd ldhempand AUC on arvoa 1, sitd parempi testi on. AUC-arvolla 0,5 testi on
tdysin hyodyton: todenndkoisyys saada oikea ja véidrd tulos on yhtd suuri. (Ekelund
2011; Kairisto 2010, 45.) Taulukossa 3 on esitetty testin kdyttokelpoisuus eri AUC-

arvoilla.

TAULUKKUO 3. Testin kédyttokelpoisuus (Ekelund 2011)

AUC Kayttokelpoisuus
0,9-1,0 Erittain hyva
0,8-0,9 Hyva

0,7-0,8 Kohtalainen
0,6-0,7 Heikko

0,5-0,6 Kayttokelvoton

Kuviossa 2 musta kédyrd on esimerkki ROC-kuvaajasta, jonka AUC-arvo on 0,8-0,9 ja
punainen suora (y = x) kuvaa AUC-arvoa 0,5. Mitd ldhempdnd ROC-kuvaaja kulkee

pistettd (0;1), sitd 1dhempand AUC on arvoa 1 eli sitd parempi testi on.



21

Herkkyys
o o =
o)} [00] o

o
>
1

o
N
1

0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1-tarkkuus

KUVIO 2. Esimerkki ROC-kuvaajasta

ROC-analyysin laskentaan kédytetdédn suurimman uskottavuuden estimointia (Maximum
likelihood estimation). Estimaation avulla arvioidaan kyseessd olevan tulospopulaation
todennédkoinen keskiarvo ja hajonta tuntematta aineistoa kokonaan. (Metz & Pesce

2007.)

4.2 Herkkyys, tarkkuus ja ennustearvo

Jotta menetelmédn herkkyys ja tarkkuus sekd positiivinen ja negatiivinen ennustearvo
voidaan madrittid, tulee ndytteet luokitella péitettyjen seulontarajojen mukaisesti oikei-
siin ja vadriin positiivisiin ndytteisiin sekd oikeisiin ja védriin negatiivisiin naytteisiin.
Standardimenetelmina tdsséd verifioinnissa on bakteeriviljely, jonka tulokseen partikke-

lilaskijan tulosta verrataan. Naytteet luokitellaan taulukon 4 mukaisesti.
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TAULUKKO 4. Néaytteiden luokittelu (Kairisto 2010, 42)

Selitys

. o Nayte on partikkelilaskijalla seulontapositiivinen ja myos
A = oikea positiivinen o o
bakteeriviljelyn tulos on positiivinen.

o o Nayte on partikkelilaskijalla seulontapositiivinen, mutta
B = vaara positiivinen o . . o
bakteeriviljelyn tulos on kuitenkin negatiivinen.

L o Nayte on partikkelilaskijalla seulontanegatiivinen, mutta
C = vaara negatiivinen o . . o
bakteeriviljelyn tulos on kuitenkin positiivinen.

_ L Nayte on partikkelilaskijalla seulontanegatiivinen ja myos
D = oikea negatiivinen o L
bakteeriviljelyn tulos on negatiivinen.

Menetelmin herkkyys Se (sensitivity) kuvaa tissd tapauksessa sitd, kuinka suuri osa
maljalla kasvavista ndytteistd on seulontapositiivisia. Herkkyys voidaan laskea taulukon

4 madrittelyn mukaan kaavalla (1).

Se = (1

Menetelmén tarkkuus Sp (specificity) kertoo puolestaan siitd, kuinka suuri seulon-
tanegatiivisten osuus on maljalla kasvamattomista ndytteistd. Tarkkuus voidaan laskea

kaavalla (2).

D
B+D

Sp = 2)

Menetelmin positiivinen ennustearvo PPV (Positive Predictive Value) kuvaa tédssi ta-
pauksessa sitd, kuinka hyvin seulontapositiivinen tulos ennustaa maljaviljelyn tuloksen

olevan my®ds positiivinen. Positiivinen ennustearvo voidaan laskea kaavalla (3).

A

PPV =
A+B

3)
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Menetelmin negatiivinen ennustearvo NPV (Negative Predictive Value) kertoo, kuinka
hyvin seulontanegatiivinen tulos ennustaa maljaviljelyn tuloksen olevan myos negatii-

vinen. Negatiivinen ennustearvo voidaan laskea kaavalla (4).

i

NPV =

4

Seulontatestin osalta on tarkoituksenmukaista tavoitella hyvian herkkyyden sijaan mah-
dollisimman tarkkaa testid, silld testin tarkoitus on seuloa varmasti negatiiviset naytteet
pois jatkotutkimuksista. Ndin ollen seulontatestin negatiivinen ennustearvo pyritddn
saamaan mahdollisimman ldhelle arvoa 1. (Hoitosuositustydryhmien késikirja: Kaypa

hoito -suositus 2012, 53; Kairisto 2010, 41-44.)
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S BAKTEERIVILJELYSEULONNAN VERIFIOINNIN SUORITUS

Virtsan bakteeriviljelyseulonnan kokeellinen osuus alkoi verifiointisuunnitelman laati-
misella. Suunnitelmaan kirjattiin ylés mahdollisimman tarkasti aikataulu, osallistuva
henkilosto, kéytettdva laitteisto ja muut vélineet, sekd ndytemddri ja néytteiden tyyppi.
Téssd ty0ssd kyse on verifioinnista sen vuoksi, ettd menetelma on ollut jo aiemmin kéy-
tossd Fimlabin Keski-Suomen keskussairaalan laboratoriossa edellisen sukupolven virt-
san partikkelilaskijalla, mutta nyt menetelmé on tarkoitus ottaa kdyttoon uusille laitteille

ja useammassa toimipisteessa.

Néytteiden analysoinnit laitteella, maljojen luvut ja datan késittely tehtiin kolmen viikon
aikana syksylld 2018. Verifiointiin osallistuivat lisdkseni kaksi mikrobiologian laborato-
rion laboratoriohoitajaa maljojen luvuissa, mikrobiologi seulontarajojen mééarityksessa,

sekd tuotannonohjauspaillikko tulosten késittelyssa ja seulontarajojen madrityksessa.

5.1 Naytteet ja niiden analysointi virtaussytometrilli

Verifioinnissa kdytettiin materiaalina U-Solut-pyynndilld tulleita potilasnédytteitd. Nayt-
teet oli otettu sidilontdaineellisiin virtsandyteputkiin (BD Vacutainer, tuotenumero
364955). Potilasndytteiden kéyttoon verifioinnissa ei tarvittu ndytteenantajan suostu-
musta, silld ndytteitd ei pysty identifioimaan verifiointidatasta, eiké siitd jid merkintdi
potilastietoihin. Verifiointia varten ei tarvittu yliméardisid ndytteitd. Naytteet valittiin
tdysin sattumanvaraisesti, ja tavoitteeksi asetettiin noin 500 ndytteen analysointi. Lopul-

ta verifiointiin saatiin mukaan 547 néytetta.

Naytteet analysoitiin Sysmex UF-5000 -virtaussytometrilli normaalisti laboratorion
kaytantdjen mukaan. Ennen analysointia ndytteet sekoitettiin huolellisesti kddntelemalla
putkia yldsalaisin ja samalla tarkistettiin ndytteiden soveltuvuus laitteelle: laitteiston
tukkeutumisvaran vuoksi limaisia tai muuten kovin heterogeenisid niytteitd ei voida
analysoida laitteella. Myds voimakkaan verisisté tai sakkaisista néytteistd ei vélttimatta

saada oikeellisia tuloksia. Naytteiden tulee lisdksi olla huoneenldmpdisia.
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5.2 Naytteiden viljely ja maljojen luku

Kaikki ndytteet viljeltiin mahdollisimman pian laitteella analysoinnin jdlkeen. Néytteet
viljeltiin kertakéyttdisilld 1 pl tilavuisilla viljelysilmukoilla CLED-maljoille, jotka oli-
vat Fimlabin itse valmistamia. Kéytetty viljelytekniikka on kuvion 3 mukainen. Ensim-
miisessd vaiheessa silmukalla vedetdin edestakainen viiva maljan poikki, jonka jidlkeen
silmukka nostetaan ylos. Toisessa vaiheessa loput maljan pinnasta viljellddn tihedsti
samaa silmukkaa kiyttden. Maljoja inkuboitiin aerobisesti yon yli (noin 16—18 tuntia)

35 °C lampdétilassa.

KUVIO 3. Viljelytekniikka

Maljat luettiin laboratoriohoitajan avustuksella seuraavana aamuna viljelystd. Luvussa
kéytettiin muuten samaa tekniikkaa ja tarkkuutta kuin tavallisten potilasniytteidenkin
luvussa, mutta tulosten tulkinnassa ei otettu huomioon potilaan kliinistd tilaa, néyt-
teenottotapaa tai rakkoaikaa. Maljoilta tarkasteltiin kasvun méadrdd ja tehtiin alustava
lajitunnistus, joiden perusteella normaalissa péivittdisessd tyoskentelyssé tehtdisiin tar-
vittaessa jatkoviljelyt herkkyysmaljoille. Kasvun miird merkittiin niytetietoihin taulu-
kon 5 mukaisesti. Taulukossa on pesikkeiden méird maljalla kappalemédriand ja ndyt-

teen bakteeripitoisuus millilitraa kohden.
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TAULUKKO 5. Bakteerikasvun méairin tulkinta

Pesékkeiden maara Naytteen bakteeri- -
Kirjattava kasvun
maljalla pitoisuus L
maara
(kpl) (bakt/ml)

0 <103 0

1 103 4

<10 103 —10* 5

10-100 10* — 10° 6

> 100 > 10° 7

Maljalla kasvavista ndytteistd nimettiin 1-2 todenndkoisti uropatogeenid tai mikdli mal-
jalla kasvoi useampia eri lajeja, merkittiin “sekafloora”. Sekaflooran kasvun méairéa ei
arvioitu. Uropatogeenien tunnistuksessa kéytettiin taulukon 6 mukaisia lyhenteitd. Ly-
henteet kertovat alustavan lajitunnistuksen mukaisesta jatkotutkimusmenetelméstd ja

mikrobilddkeherkkyyden méérityksesta.

TAULUKKO 6. Uropatogeenien tunnistuksessa kdytetyt lyhenteet (Valtonen 2019)

Lyhenne Alustava tunnistus

krc E. coli (kromogeeninen malja, c-herkkyys)

sez enterokokki (sappieskuliinimalja, z-herkkyys)

malc enterobakteeri (MALDI-TOF, c-herkkyys)

mald stafylokokki (MALDI-TOF, a-herkkyys)

koa beetahemolyyttinen streptokokki (koagglutinaatiotesti, a-herkkyys)
q pseudomonas

pvvm puhdasviljely verimaljalle

sf sekafloora
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5.3 Tulosten Kiisittely

Kaikki Sysmex UF-5000-analysaattorilta saadut tulokset tallennettiin viélitieto-
ohjelmasta (U-WAM) muistitikulle CSV-tiedostona sekd kirjattiin maljojen lukujen
tulosten kanssa Excel-taulukkoon. Tulokset jirjesteltiin omille sivuillensa naisten, las-
ten ja miesten osalta. Lisdksi tulokset jaettiin kaikille edelld mainitulle kolmelle ryhmal-
le bakteeri- ja leukosyyttitulosten mukaiseen suuruusjérjestykseen. Lapset madriteltiin

16-vuotiaiksi (péivélleen) ja sitd nuoremmiksi.

Bakteeriviljelyseulonnan rajojen mairitykseen kunkin ryhmén osalta kdytettiin apuna
muodostettuja bakteeri- ja leukosyyttitaulukoita. Tuloksia vertailtiin aiemmin Keski-
Suomen keskussairaalassa edelliselld virtsan partikkelilaskijalla kidytossd olleisiin seu-
lontarajoihin. Jotta menetelmin kéyttokelpoisuus voidaan méérittdd ROC-kuvaajan
avulla, tulee menetelmille asettaa merkitsevin bakteerikasvun raja. Rajat maédritettiin

datan perusteella mikrobiologin ja tuotannonohjauspdillikon yhteiselld paatokselld.
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6 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

6.1 Seulontarajojen méiéritys

Saaduista tuloksista muodostettiin kuusi taulukkoa (liitteet 1-3), joiden tarkastelun pe-
rusteella tehtiin paitokset seulontarajoista: lasten leukosyytit, lasten bakteerit, naisten
leukosyytit, naisten bakteerit, miesten leukosyytit ja miesten bakteerit. Taulukoissa
ndytteet jarjestettiin leukosyytti- ja bakteeripitoisuuksien mukaan kasvavaan jirjestyk-
seen. Aiemmin Keski-Suomen keskussairaalassa kéytossd olleita rajoja (taulukko 2)
verrattiin saatuihin tuloksiin. Taulukoista tarkasteltiin erityisesti sitd, kuinka paljon véa-
rid negatiivisia vastuksia jdisi rajojen alle suhteutettuna niytteiden kokonaismaérdan, ja

kuinka paljon védrit negatiiviset ndytteet kasvoivat maljoilla.

Taulukoiden tarkastelun jilkeen mikrobiologin ja tuotannonohjauspééllikon paatoksella
paddyttiin ottamaan kdyttoon taulukon 7 mukaiset seulontarajat leukosyyteille (WBC) ja
bakteereille (BACT). Raja-arvo on merkitty liitteiden 1-3 taulukoissa poikkiviivalla.

Lasten bakteeriseulontarajaa lasketaan, mutta muut seulontarajat pysyvét ennallaan.

TAULUKKO 7. Kdyttoon otettavat seulontarajat

WBC (kpl/pl) BACT (kpl/ul)
Lapset < 16 17 20
Naiset 17 560
Miehet 27 80

6.2 Tutkimuksen kiyttokelpoisuuden arviointi

Tutkimuksen kéyttokelpoisuutta mééritetyilld seulontarajoilla arvioidaan ROC-kuvaajan
avulla. Mikrobiologin ja tuotannonohjauspééllikon kanssa padtettiin, ettd merkitsevin
bakteerikasvun rajaksi asetetaan 103 bakteeria millilitraa kohden (tuloksissa kasvun
madrdksi merkitty 4). Sekafloorandytteet médriteltiin ei-kasvaviksi ndytteiksi eli niiden

viljelytulos on negatiivinen. Néytteet, jotka olisivat CLED-maljalle viljelyn jélkeen oh-
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jautuneet puhdasviljelyyn verimaljalle, méaritettiin merkitsevaksi kasvuksi eli positiivi-
seksi viljelytulokseksi. Toisin sanoen kaikki ndytteet, jotka normaalisti ohjautuisivat
jatkoviljelyyn, méadritettiin verifioinnissa merkitsevéksi kasvuksi. Taulukossa 8 on esi-
tetty, miten standardimenetelmin tulos merkitddin ROC-analyysid varten. Analyysissd 1
tarkoittaa positiivista tulosta eli merkitsevdd kasvua ja O tarkoittaa negatiivista tulosta

eli ei-merkitsevii kasvua.

TAULUKKO 8. Kasvun merkitsevyyden mééritys ROC-analyysié varten

Naytteen bakteeri-

pitoisuus Kirjattava kasvun Kasvun merkitsevyys
(bakt/ml) maara (0 tai 1)

<103 0 0
103 4 1
10% —10* 5 1
10* — 10° 6 1
>10° 7 L
ei arvioitu Sf 0
ei arvioitu pvvm 1

Tulostarkastelussa ei havaittu maljalla kasvavan bakteerilajin korreloivan vdirien nega-
titvisten tai védrien positiivisten tulosten kanssa, joten merkitsevdd menetelmén kaytto-
kelpoisuuden arvioinnissa on ainoastaan todellinen kasvu maljalla (0 tai 1) sekd néyt-

teen partikkelimédra (leukosyytit ja bakteerit).

ROC-kuvaajat piirrettiin erikseen lasten, naisten ja miesten leukosyyteille ja bakteereil-
le. Kuvaajien datapisteiden médritykseen sekd AUC-arvojen laskemiseen kiytettiin
Johns Hopkins lddketieteen laitoksen ylldpitdimid sovellusta ROC Analysis — Web-based
Calculator for ROC Curves (Eng 2017).

Kuviossa 4 on piirretty ROC-kuvaajat lasten, naisten ja miesten leukosyyteille ja bak-
teereille. Datapisteiden tiedot ovat liitteessd 4. Kuviossa mustat kdyrdt ovat ROC-

kuvaajia ja harmaat kdyrit kuvaavat niiden 95 % luottamusviélia.
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KUVIO 4. ROC-kuvaajat. (A) 1 lasten leukosyytit ja 2 lasten bakteerit, (B) 1 naisten

leukosyytit ja 2 naisten bakteerit, (C) 1 miesten leukosyytit ja 2 miesten bakteerit.

Lasten kuvaajissa (Al ja A2) virhemarginaalit ovat suuret johtuen pienestd ndytemaa-

rastd. Naisten (B1 ja B2) virhemarginaalit ovat pienimmat ja naisten naytteitd oli koko-

naismdadréstd eniten. Taulukossa 9 on koottuna kuvaajien AUC-arvot eli kuvaajan alle

jadva pinta-ala.
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TAULUKKO 9. ROC-kuvaajien AUC-arvot

Lapset < 16 Naiset Miehet
WBC BACT WBC BACT WBC BACT
AUC 0,839 0,848 0,854 0,891 0,863 0,888

Kaikki kuusi testid ovat AUC-arvon perusteella kiyttokelpoisuudeltaan hyvid (AUC =
0,8-0,9). Jokaisen ryhmén osalta bakteerituloksen mukainen seulonta on parempi testi

kuin leukosyyttituloksen mukainen seulonta.

6.3 Herkkyys, tarkkuus ja ennustearvo

Luokitellaan niytteet asetettujen seulontarajojen ja kasvun merkitsevyyden mukaisesti
oikeisiin ja véériin positiivisiin sekd oikeisiin ja vdériin negatiivisiin ndytteisiin. Taulu-
kon 10 tietojen avulla voidaan laskea menetelmén herkkyys, tarkkuus, seké positiivinen
ja negatiivinen ennustearvo. Taulukossa 10 néytteet on luokiteltu kaikille kolmelle ryh-

mille molempien seulontarajojen suhteen.

TAULUKKO 10. Naytteiden luokittelu asetettujen seulontarajojen mukaan

Lapset < 16 Naiset Miehet
WBC BACT WBC BACT WBC BACT

A = oikeat positiiviset 4 5 44 40 18 17
(kpl)
B = vaarat positiiviset 7 15 25 11 16 13
(kpl)
C = vaarat negatiiviset 3 2 15 19 9 10
(kpl)

D = oikeat negatiiviset
(kpl)

49 41 176 190 181 184

Naytteita yhteensa 63 260 224
(kpl)




32

Lasketaan menetelmén herkkyys kaavalla (1), tarkkuus kaavalla (2), positiivinen ennus-
tearvo kaavalla (3) ja negatiivinen ennustearvo kaavalla (4). Alla olevassa laskussa on
kéytetty esimerkkind taulukon 10 mukaisia lasten leukosyyttituloksia herkkyyden las-

kemisessa.

~ (0,57

Sijoitetaan muut tulokset samaan tapaan kaavoihin herkkyyden, tarkkuuden ja ennus-

tearvojen laskemiseksi. Tulokset ovat koottuna taulukkoon 11.

TAULUKKO 11. Herkkyys, tarkkuus ja ennustearvot

Lapset < 16 Naiset Miehet
WBC BACT WBC BACT WBC BACT

Herkkyys (Se) 0,57 0,71 0,75 0,68 0,67 0,63
Tarkkuus (Sp) 0,88 0,73 0,88 0,95 0,92 0,93
Positiivinen

0,36 0,25 0,64 0,78 0,53 0,57
ennustearvo (PPV)

Negatiivinen
0,94 0,95 0,92 0,91 0,95 0,95
ennustearvo (NPV)

Taulukosta 11 nidhddin, ettd kaikissa ryhmissi testien tarkkuudet ovat tavoitteiden mu-
kaisesti parempia kuin herkkyydet. Kaikkien testien negatiivinen ennustearvo on erittiin
hyva. Paras herkkyys, tarkkuus ja positiivinen ennustearvo 16ytyvét naisten ryhmasta,

jossa oli eniten ndytteita.
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7 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Tamin opinndytetyon tavoitteena oli kehittdd Fimlab Laboratoriot Oy:n virtsa-
analytiikkaa  verifioimalla  virtsan  bakteeriviljelyseulonta  uusille  Sysmex
UF-5000 -virtaussytometreille. Sekd Fimlab ettd Fimlabin asiakkaat hydtyisivit talou-
dellisesti bakteeriviljelyseulonnan laajemmasta kdyttoonotosta virtsa-analytiikan kus-
tannuksien alenemisella. Seulonnan myo6td vastausajat lyhenisivét ilman lisdkustannuk-

sia asiakkaalle. Seulontarajojen verifioimiseksi oli tarkoitus kerdtd 500 ndytteen otanta.

Opinndytetyon tavoite ja tarkoitus toteutuivat. Verifiointiin saatiin kerdttyd mukaan yli
500 niytteen otanta miiritellyn aikataulun puitteissa ja muutoinkin verifiointi suoritet-
tiin suunnitelman mukaisesti. Otanta oli menetelmén verifiointiin riittdvd. Bakteerivilje-
lyn seulonta voidaan ottaa kiayttoon UF-5000-analysaattoreille mééritellyilla seulontara-
joilla. Menetelmén kayttoonotto toteutettiin jo Keski-Suomen keskussairaalan laborato-
riossa ja kdyttoonottoa valmistellaan Tampereen keskuslaboratorion ja Kanta-Himeen
keskussairaalan laboratorion osalta. Tampereen ja Kanta-Hadmeen kayttéonottojen myo-
td tullaan aikanaan saavuttamaan seulonnan taloudellinen ja vastausaikojen lyhenemisen

hyéty.

Seulontaryhmien jakaminen lapsiin, naisiin ja miehiin on perusteltua. Lapsilla on syytd
olla tiukemmat seulontarajat, koska lasten virtsatieinfektioiden oikea epdily seké tarkka
diagnostiikka ja hoito ovat erityisen tirkeitd (Uhari 2011, 526). Anatomisista eroista
johtuen virtsan normaali leukosyytti- ja erityisesti bakteeripitoisuus on erilainen naisilla
ja miehilld (Virtsatieinfektiot: Kdypé hoito -suositus 2015, 2-3). Lahtokohtana seulonta-
rajojen madritykselle oli Keski-Suomen keskussairaalan laboratoriossa kaytdssd olleet

rajat, jotka pohjautuivat Sarkkisen ym. (2012) tutkimukseen.

Lasten bakteerituloksen mukaisen seulonnan rajaa paadyttiin laskemaan (40 bakt/pul —
20 bakt/ul). Seulontarajaa tiukennettiin, jotta menetelmén negatiivinen ennustearvo olisi
riittdvdn hyvd. Lasten néytteiden otanta, 63 naytettd, jii melko pieneksi, mikd asettaa
haasteita seulontarajojen maéritykselle. Kun seulontaraja asetettiin 20 bakteeriin mikro-
litrassa, jdi seulontarajan alle kaksi vddrdd positiivista ndytettd, joissa molemmissa
epiiltiin kasvavan E. coli. Toisessa niytteessi bakteerikasvu maljalla oli 10 bakt/ml ja

toisessa 103 — 10* bakt/ml. Merkitseviini E. coli-kasvun rajana lapsilla pidetiin ylei-
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sesti 10° bakt/ml, joten pelkistisin kasvun méirin perusteella arvioituna kyseiset viirit

positiiviset ndytteet eivét viittaa virtsatieinfektioon (Uhari 2011, 516-517).

Standardimenetelmin merkitsevin kasvun rajaksi asetettiin 103 bakt/ml (yksi pesike
maljalla), vaikka yleisesti ottaen vasta 10° bakt/ml tulkitaan kliinisesti merkitseviksi
kasvuksi. Koska maljojen luvuissa ei otettu huomioon potilaan kliinistd tilaa, niyt-
teenottotapaa tai rakkoaikaa, on merkitsevdn kasvun raja perusteltua asettaa ROC-
analyysid varten alhaisemmaksi. Sysmexin UF-5000-analysaattorin bakteerimittauksen
herkkyys riittdd kvantitoimaan tissé verifioinnissa merkittdvin kasvun rajaksi asetettuja

pitoisuuksia (103 bakt/ml) (UF-5000 Manual: General Information 2016, 45).

ROC-analyysin mustavalkoisuus asettaa haasteita menetelman kéyttokelpoisuuden arvi-
ointiin. Sekafloorien osalta kasvua ei méadritelty merkitseviksi (ROC-analyysissd sf=0)
huolimatta siitd, kuinka runsasta kasvu maljalla oli. Useissa tapauksissa UF-5000-
analysaattori on havainnut lukuisia partikkeleja ja maljalla ndhd4én kasvua, joka on
sekaflooraa. Tdstd huolimatta laitteen tulkinta katsotaan ikdén kuin virheelliseksi. Koska
sekaflooran kasvua ei mairitelld kliinisesti merkittdviksi, on sekaflooranéytteet perus-
teltua tulkita myds ROC-analyysid varten standardimenetelmalld negatiivisiksi. Tdma
kuitenkin heikentdd tulosten ROC-analyysin mukaista kdyttokelpoisuutta sekd mene-
telmén muita verifiointiparametreja. Sekafloorandytteiden aiheuttama virhe huomioon
ottaen, menetelmi osoitti kuitenkin kaikilla seulontaryhmilld hyvaa kayttokelpoisuutta,

tarkkuutta ja negatiivista ennustearvoa seulonnan kdyttoonoton kannalta.

Jatkossa menetelmén toimivuutta tulee seurata sddnnollisesti. Seuranta voidaan toteuttaa
pienemmilld otannoilla. Seulontamenetelmilld karsiutuvien néytteiden osuutta kaikista
seulotuista U-BaktVi-néytteistd olisi hyvé seurata: seulontatestin perusteella on tarkoi-
tuksenmukaista pyrkid vastaamaan noin 60 % seulotuista ndytteistd suoraan negatiivisi-

na (Sarkkinen ym. 2012, 1415).

Bakteeriviljelyseulonnan kdyttdonoton mydtd on mahdollista, ettd virtsandyteputki kul-
kee kahden laitteiston (Sysmex UC-3500 ja UF-5000) 14pi ennen bakteeriviljelyid, koska
tutkimukset U-KemSeul, U-Solut ja U-BaktVi tehdédédn jatkossa samasta ndyteputkesta.
Tastd syysté siirtymavirheen testaamiseksi olisi aiheellista toteuttaa oma laajamittainen

tutkimus.



35

Sysmex UF-5000 -virtaussytometrilld on valmius maérittdd ndytteen bakteerien ja-
kauma gram-negatiivisten ja gram-positiivisten bakteerien vélilld, mutta tdtd ominai-
suutta ei ole vield testattu Fimlabilla. Tieto seulontapositiivisen nédytteen bakteerien luo-
kittelusta gram-negatiivisiin tai gram-positiivisiin bakteereihin voisi tuoda tutkimuksen
tilaajalle lisdarvoa, silld se voitaisiin vastata pédivystysluontoisesti seulontapositiivisista
néytteistd. Viljelyn tulos on kuitenkin edelleen mahdollista saada aikaisintaan noin vuo-
rokauden kuluttua nidytteen saapumisesta laboratorioon, mutta tieto gram-
varjdytyvyydestd voisi ohjata potilaan hoitoa oikeaan suuntaan jo ennen bakteeriviljely-

tuloksen saamista.

Fimlab Laboratoriot Oy otti Sysmexin UF-5000-analysaattorit ensimmaisend kaytt6on
Pohjoismaissa. Sysmexin kolmannen sukupolven virtsan partikkelilaskijaa ja sen kéyt-
tod bakteeriviljelyseulonnassa kohtaan on valtavasti yleistd mielenkiintoa. Tdssd opin-
niytetyOssd toteutettu bakteeriviljelyseulonnan verifiointi on merkittdva osa kliinisen
laboratorion virtsa-analytiikan kehitystyotd Suomessa. Siitd syystd opinnédytetyon jatko-
toimenpiteend verifiointiprotokollasta ja saaduista tuloksista on tarkoitus julkaista tie-

teellinen artikkeli kliinisen laboratorioalan lehdessa.
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Liite 2. Naisten néytteet

TAULUKKO 13. Naisten leukosyyttitulokset
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Liite 3. Miesten néytteet
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0,6 0 1,9 0
0,6 0 1,9 sf
0,6 0 ;,g 8
8:2 8 2,0 0
0,6 0 2,0 0
06 0 2,0 0
0.6 0 2.1 sf
’ 2.1 0
0,6 0 2’2 0
0,7 0 2:2 0
0,7 0 2,2 0
0,7 0 22 0
0,7 0 2.4 0
0,7 0 24 0
0,7 0 2,5 0
0,7 0 25 0
0,8 sf 26 0
0,8 0 2,7 0




10,2
10,6
11,6
12,1

[cNoloNolNololololoNololoNololNololoNeNelNo N

ONOOOOOODODO0ODOOODUIODODODODODODODODOODOOOOOo

o o

[N Ne]

sf

malc

malc

mala

sf

pwm

45

2(4)
12,5 sf
12,9 0
13,7 0
13,8 0
14,7 0
14,7 sf
15,0 5 krc
15,2 0
16,8 0
17,3 sf
18,2 0
19,1 0
19,2 0
19,5 0
20,1 0
215 0
21,6 0
21,8 0
22,6 0
22,7 6 sez
24 1 0
254 0
25,6 0
28,7 0
32,2 6 sez
34,3 0
39,3 0
47,9 0
48,0 5 krc
48,3 0
50,6 7 malc
56,0 0
88,4 7 malc
90,1 7 sez
101,3 0
109,4 sf
123,8 7 malc
134,7 sf
180,5 sf
200,3 0
360,4 7 krc
389,5 0
423,6 sf
487,7 sf
537,9 0
571,6 7 malc
1067,2 7 krc
1328,1 7 mala
1678,7 7 krc
17726 sf
1983,9 7 malc
2574.8 7 krc
2647 1 6 sez
2843,2 7 krc
34204 7 malc
8153,7 6 sez
19217,4 7 malc
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TAULUKKO 15. Miesten bakteeritulokset

krc
sf

sf
krc
sf
krc
sf

[eNeNololoNololololelolololololNalh  lollelololelololo] OO OO OODODOOOOoOOo

OO OCOOOoOOo oo o«<x o ow o o

2

~ ~ " ™ ™ ™ Y™ Y M r T T T T T T T T M M T ™ T™ ™™™ ™ ™ ™ — —

AN AN ANNNN
AN ANANAN AN

2
2,2

— ™ T T T Y™ T Y T Y T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e —

TUNNISTUS
sf
sf

N
N

22

AN AN NN
AN AN NN

22

N
N

2,2

2’
N

22

AN N
AN N

22

21
N

22

™
™

3,3
3,3

sf
sf

OO OO0 ODO0OO0ODODODO0OO0OOO0OO0OOoOOoOo OO OO0 O0OO0OO0OOoO oo O OO OoOOoOo

KASVU
(0/4/5/6/7)

o O OO OO0 OO0 O0oO oo o o o

(eoleNeoloololololololololeolololololololololeolololololelololoelolollollolle)

BACT
(kpl/ul)

~ -~ " M ™ Yf M ™ Y Y™ T T Y™ ™ ™™ ™ v —

~ - " ™ ™ Y™ Y "™ Y ™ T v Y™ ™ ™ ™ — —



3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
3,3
4.4
4.4
4.4
4.4
4.4
4.4
4.4
4.4
4.4
4.4
4.4
55
55
55
55
6,6
6,6
6,6
6,6
7.7
7.8
7,8
7,8
7,8
8,9
8,9
10,0
10,0
10,0
10,0
10,0
10,0
11,1
11,1
11,1
12,2

++++>99999,9 bakt/ul (lukema yli analysaattorin mittausalueen)

[eNeololNolololololololNold lollololeolololololollololololololNolNloNelNd NolNeNoNoNe)

[ecNoNolNoNolele]

malc

malc

sf

sf
sf
sf

sf

sf

pwm

13,3 0

14,5 0

14,5 0

16,7 0

16,7 0

17,8 0

20,0 0

20,0 0

21,2 sf

22,3 0

22,3 0

234 0

23,4 6 sez

23,4 0

24,5 0

26,7 0

26,7 6 sez

27,8 0

32,3 0

334 sf

39,0 sf

457 5 krc

479 0

491 6 sez

51,3 0

54,6 0

78,1 0

97,0 0

102,6 sf

102,6 0

114,9 0

114,9 0

131,6 sf

181,8 0

2555 6 malc
362,6 0

5423 7 krc
584,7 sf
617,9 7 malc
653,9 sf
672,8 sf
709,7 0

13747 7 malc
2586,7 7 sez
3917 1 0
4573,2 7 mala
5627,8 7 krc
5964,7 7 malc
7773,7 7 malc
92694 7 mala
12063,8 7 krc
25085,6 6 sez
25407,7 7 malc
41564,6 7 malc
53046,5 7 krc
79208,1 7 krc

++++ 7 malc
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Liite 4. ROC-kuvaajat

13)

TAULUKKO 16. Lasten leukosyyttikuvaajan datapisteet

y x (ROC) x (alaraja) x (yléraja)
0,0000  0,0000  0,0000 0,000
0,0050  0,1951 0,0171  0,6548
00100 02574 0,0368  0,6866
00200 03358 0,0741 07251
0,300 03899 0,075  0,7520
0,0400 04321 01374 0,7734
00500 04670 0,1642  0,7915
0,0600 04969 0,1885  0,8073
00700 05232 02106  0,8214 Lapset WBC

0,0800 0,5467 0,2308 0,8342

0,000 0,5678 0,2493  0,8458 10 g'd
0,000 0,5872 0,2664  0,8564
0,100 0,6050 0,2822  0,8662 038 -
0,1200 0,6214 0,2969  0,8753
0,1300 0,6367 0,3106  0,8837
0,1400 0,6511 0,3234  0,8915 2 06 -
0,1500 0,6645 0,3354  0,8988 Z
0,2000 0,7215 0,3859  0,9285 <
0,2500 0,7664  0,4251  0,9498 L 04 -
0,3000 0,8029 04569  0,9651
0,4000 0,8595 0,5068  0,9838
0,5000 09013 05459  0,9931 0,2 «
0,6000 0,9332 05795 0,9974
0,7000 0,9578 0,6108  0,9992 00 <
, T T T T
0,8000 0,9768 0,6428  0,9999
0,9000 0,9908 0,6811  1,0000 00 02 04 06 08 10
0,9500 0,9961 0,7088  1,0000
1,0000 1,0000 1,000  1,0000 1-tarkkuus
TAULUKKO 17. Lasten bakteerikuvaajan datapisteet

y x (ROC) x (alaraja) x (yldraja)
0,0000 0,0000 0,0000  0,0000
0,0050  0,4968  0,1410  0,8554
0,0100 0,5405 0,1834  0,8656
0,0200 0,5876  0,2338  0,8788
0,0300 0,6169  0,2666  0,8884
0,0400 0,6385 0,2910  0,8961
0,0500 0,6558  0,3105  0,9026
0,0600 0,6703  0,3267  0,9083
0,0700 0,6827  0,3405  0,9134 Lapset BACT
0,0800 0,6937 0,3525  0,9180
0,000 0,7036  0,3631  0,9221 1,0 5

01000 07125 03726  0,9260
01100 07207 03811  0,9296
0,1200 07283 03889  0,9329 0,8
01300 07353 03960  0,9360
0,1400 07419 04025  0,9389

[

> 0,6 -
0,1500 0,7481 0,4085 0,9416 §
0,2000 0,7746  0,4333  0,9532 X
0,2500 0,7961 0,4518 0,9622 :?:J 0,4 -

0,3000 0,8142  0,4664  0,9694
0,4000 0,8444  0,4882  0,9801
0,5000 0,8695 0,5042  0,9874 0,2 -
0,6000 0,8916  0,5166  0,9924
0,7000 0,9121  0,5267  0,9959 0.0
0,8000 09324 0,5352  0,9981 0 < ! ! ! !
0,9000 0,9542 0,5425  0,9995 00 02 04 06 08 1,0
0,9500 0,9676  0,5456  0,9998

10000 1,0000 1,0000  1,0000 1-tarkkuus




TAULUKKO 18. Naisten leukosyyttikuvaajan datapisteet

y
0,0000

0,0050
0,0100
0,0200
0,0300
0,0400
0,0500
0,0600
0,0700
0,0800
0,0900
0,1000
0,1100
0,1200
0,1300
0,1400
0,1500
0,2000
0,2500
0,3000
0,4000
0,5000
0,6000
0,7000
0,8000
0,9000
0,9500
1,0000

x (ROC)
0,0000
0,3761
0,4340
0,4989
0,5402
0,5711
0,5958
0,6166
0,6346
0,6504
0,6646
0,6774
0,6892
0,7000
0,7101
0,7195
0,7283
0,7656
0,7952
0,8199
0,8593
0,8905
0,9163
0,9386
0,9585
0,9771
0,9866
1,0000

X (alaraja) x (yldraja)

0,0000
0,2358
0,2940
0,3627
0,4078
0,4420
0,4697
0,4930
0,5133
0,5311
0,5472
0,5617
0,5750
0,5873
0,5986
0,6093
0,6192
0,6615
0,6951
0,7232
0,7688
0,8059
0,8382
0,8678
0,8969
0,9284
0,9480
1,0000

0,0000
0,5352
0,5829
0,6353
0,6683
0,6929
0,7127
0,7293
0,7437
0,7564
0,7677
0,7781
0,7875
0,7963
0,8044
0,8119
0,8190
0,8491
0,8727
0,8920
0,9222
0,9447
0,9620
0,9756
0,9862
0,9943
0,9975
1,0000

Herkkyys
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TAULUKKO 19. Naisten bakteerikuvaajan datapisteet

y
0,0000

0,0050
0,0100
0,0200
0,0300
0,0400
0,0500
0,0600
0,0700
0,0800
0,0900
0,1000
0,1100
0,1200
0,1300
0,1400
0,1500
0,2000
0,2500
0,3000
0,4000
0,5000
0,6000
0,7000
0,8000
0,9000
0,9500
1,0000

x (ROC)
0,0000
0,4831
0,5392
0,5997
0,6369
0,6642
0,6857
0,7035
0,7188
0,7321
0,7440
0,7546
0,7643
0,7732
0,7814
0,7890
0,7961
0,8259
0,8491
0,8681
0,8981
0,9212
0,9402
0,9563
0,9706
0,9837
0,9904
1,0000

X (alaraja) x (yldraja)

0,0000
0,3269
0,3903
0,4609
0,5051
0,5376
0,5633
0,5846
0,6028
0,6186
0,6326
0,6452
0,6566
0,6671
0,6767
0,6856
0,6940
0,7287
0,7559
0,7782
0,8141
0,8430
0,8679
0,8908
0,9134
0,9381
0,9537
1,0000

0,0000
0,6419
0,6828
0,7268
0,7542
0,7744
0,7905
0,8039
0,8154
0,8255
0,8346
0,8427
0,8502
0,8570
0,8633
0,8691
0,8746
0,8974
0,9149
0,9290
0,9503
0,9656
0,9770
0,9857
0,9922
0,9969
0,9987
1,0000

Herkkyys

Naiset WBC
1,0 =
0,8 -
0,6 -
04 -
f
0,2 -
0,0 < T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-tarkkuus
Naiset BACT
1,0 />
0,8 -
0,6 -
(
04 -
0,2 -
0,0 < T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-tarkkuus
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TAULUKKO 20. Miesten leukosyyttikuvaajan datapisteet

y x (ROC) x (alaraja) x (yléraja)
0,0000  0,0000 0,0000  0,0000
0,0050 03140 01461  0,5336
0,0100 03791 02026  0,5858
0,0200 04543 02747  0,6439
0,0300 0,5030 0,3244  0,6811
0,0400 05397  0,3628  0,7090
0,0500 0,5694  0,3944  0,7315
0,0600 0,5943  0,4212  0,7504
0,0700 0,6158  0,4446  0,7668
0,0800 0,6348  0,4653  0,7812 .
0,000 06518 04838  0,7942 Miehet WBC
0,000  0,6672 0,5006  0,8058 1,0 N
0,100 06812 0,5160  0,8165
0,200 06941 05302  0,8262
01300  0,7061 05434  0,8353 0,8 1
0,400  0,7173 05556  0,8436
0,500 = 0,7277 05671  0,8514 2 06 -
0,2000 0,7715 06157  0,8837 =
0,2500  0,8057  0,6541  0,9080 <
0,3000 0,8336 0,6859  0,9269 L 04 4
0,4000  0,8771  0,7375 = 0,9540
0,5000  0,9098  0,7793  0,9719 02 -
0,6000 0,9356 0,8156  0,9838
0,7000  0,9564  0,8489  0,9916
0,8000 0,9735 0,8817  0,9964 0,0 ¢ - - - -
0,9000 0,9877  0,9174  0,9991 00 02 04 06 08 1,0
0,9500 0,9939  0,9397  0,9997
1,0000  1,0000  1,0000  1,0000 1-tarkkuus
TAULUKKO 21. Miesten bakteerikuvaajan datapisteet
y x (ROC) x (alaraja) x (yléraja)
0,0000  0,0000 0,0000  0,0000
0,0050  0,4484 02488  0,6624
0,0100 05082  0,3121  0,7022
0,0200 05732 0,3850  0,7458
0,0300 06136 04316  0,7733
0,0400 0,6432 04660  0,7937
0,0500 0,6667 = 0,4934  0,8100
0,0600 06862 05162  0,8237
0,0700  0,7028 = 0,5356  0,8354
0,0800 0,7174 05525  0,8457 .
0,000 0,7304 0,5675  0,8549 Miehet BACT
0,000  0,7420  0,5810  0,8631 10 N
0,100  0,7526 = 0,5933  0,8706
0,200 0,7623 = 0,6045  0,8775
0,300 0,7713  0,6148  0,8838 0,8 -
0,400  0,7796 = 0,6243  0,8896
0,500  0,7873  0,6333  0,8951 2 06 -
0,000 0,8198  0,6706  0,9174 =
0,2500  0,8450 = 0,6997  0,9341 <
0,3000 0,8656 = 0,7238  0,9471 L 04 A
0,4000 0,8978  0,7628  0,9658
0,5000 0,9224  0,7945  0,9783 02 -
0,6000 0,9422  0,8223  0,9869
0,7000  0,9588 = 0,8484  0,9927
0,8000  0,9730  0,8747  0,9966 0,0 © . . . .
0,000 0,9858  0,9047  0,9990 00 02 04 06 08 1,0
0,9500  0,9921 = 0,9247  0,9996
41,0000  1,0000  1,0000  1,0000 1-tarkkuus



