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1 Inledning

| detta examensarbete skapas en UF-1000i-metod som anvéander leukocyttalet i urin (U-
leuk) och bakteriehalten i urin (U-bakt) for att optimalt gallra bort urinprov med lag
bakteriehalt. Pa Vasa centralsjukhus laboratorium odlas alla urinprov som inkommer for
analys av urinvagsinfektion. Detta betyder att en stor del av de urinprov som odlas ar
negativa. Denna UF1000i-metod skall genom att gallra bort dessa negativa prov hjalpa till

att minska pa anvandandet av odlingsskalar och darmed ocksa minska arbetsbérdan.

Forskningen utférdes pa Vasa centralsjukhus kliniska laboratorium med hjilp av
apparaten UF-1000i, ett stort antal urinprov och ocksa odlingssvaren fran dessa urinprov.
UF-1000i ar den apparat som anvands for att rakna de olika forekommande cellerna i
urin, varpa leukocyter (WBC) och bakterier (BACT) ar de parametrar som forskningen kom
att grunda sig pa. CPS-skalar ar de naringsmedium som i huvudsak anvands nar man odlar
urin pa Vasa centralsjukhus. Dessa CPS-skalar som dr kromogena skalar tillverkas inte av
sjukhuset sjalv. Examensarbetet ar bestallt av Jukka Salminen, kemist vid Vasa, kliniska

laboratorium.

| arbetet kommer det att tas fasta pa saker som har med det behandlade @mnet att gora

och pa de olika principerna som har anvants for att géra detta arbete.

2 Syfte och fragestillningar

Syftet med detta examensarbete ar att validera en metod som kan lankas samman med
Information Processing Unit (IPU), alltsa dataprogramet som styr valideringen av
patientsvar, sa att negativa urinprov férkastas och man slipper odla dem. Till uppgiften
hor att samla in provsvar for ett stort antal urinprov som kors i UF-1000i och sedan
jamfora dessa svar med samma provers svar fran odlingen. Detta arbetes utgangspunkt ar

att skapa en modell for nér ett urinprov med hjalp av UF-1000i kan klassificeras som



odlingsnegativt. Arbetet skall ocksa forklara tyngden av preanalytik for att ett test skall bli

tillforlitligt.

Problemet som har gett upphov till bestdllningen av detta lardomsprov ar att alla
urinprov som inkommer till Vasa centralsjukhus odlas ut pa CPS-skalar. Dessa nya CPS-
skalar ar dyrare an CLED-skdlarna som anvandes forut, att da odla ett stort antal klart
negativa prov varje dag innebar onddiga kostnader for Vasa centralsjukhus. Att ett stort
antal urinprov kan sallas bort utan att behova odlas ut betyder ocksa att arbetsbordan pa

laboratoriets sida for mikrobiologiska undersékningar minskar.

Dessa ar fragestallningarna:
- Under vilket U-Bakt och vilket U-leuk-vdarde kan ett urinprov anses vara
negativt?
- Behover olika aldrar ha olika gransvarden for nar provet kan klassas som
negativt?

- Pa vilka urinprov skall metoden tillampas?

3 Teoretiska utgangspunker och teoretisk bakgrund

| detta kapitel kommer urinsystemet och urinbildningen att férklaras mera eftersom urin
ar en huvudsaklig del av denna forskning. Urinprovtagning, forberedelser och aven
hanteringen och foérvaringen av urinprover kommer att tas upp eftersom alla dessa
faktorer ar viktiga for urinanalysers slutresultat. Urinodling kommer att behandlas som en
egen underrubrik eftersom det &r en s& stor del av forskningen. Aven Sysmex UF-1000i
och dess parametrar kommer att tas upp som egna underrubriker eftersom de ar de

huvudsakliga delarna i denna forskning.



3.1 Urinsystemet

| detta avsnitt kommer njurarna och urinvagarna att behandlas for att ge forstaelse for de
celler som finns i urinen.

Urinsystemet bestar av tva njurar, tva urinledare, urinblasan och urinréret (Se bild. 1).
Huvudfunktionen for njurarna ar att filtrera plasma och transportera bort slaggprodukter i

form av urin. (Bjalie, Haug, Sand, Sjaastad & Toverud, 2005, s. 376; McBride, 1998, s. 21).

Urinsystemet

Njure Njure

Urinledare
Urinledare

Urinblasa

Slutarmuskel _—
Urinror

Bild. 1. Urinsystemet (Editerad fran Oolco).

3.1.1 Njurarna

Man har tva njurar som vager ca 150g var och dessa ar beldgna under de lagre revbenen
och ar pa sa vis skyddade. Njurarnas blodforsorjning styrs med hjalp av njurartdren som
forgrenar sig fran bukaortan. Inne i njurarna férgrenas artarerna till mindre och mindre
adror. Eftersom njurarna har sa riklig blodférsérjning sa upptar njurarna ca 25% av
hjartats minutvolym. Njurarna kan indelas i tre olika delar; en yttre del kallad njurbark, en
morkare inre del som kallas njurmarg och slutligen njurbackenet som formar den ovre
anden av urinledarna. (Bjalie m.fl, 2005, s. 377-378; McBride, 1998, s. 21-22; Nilsson-Ehle,
2003, s. 97).



Njurarna ar ett organ med manga olika funktioner, de flesta av dessa funktioner ar
sammankopplade med urinfunktionen men de har ocksa andra uppgifter sdsom att
producera glukos och utséndra hormonerna erytropoietin, renin och 1,25-
Dihydroxyvitamin Ds. Pa njurens konkava sida finns en knuta som kallas hilum. Den &r
ingangen for nerver, lymfkarls och blodkarls in- och utgang och ocksa stallet dar
urinledarna binds samman med njurarna. Njurmargen i varje njure ar formad som 10-15
pyramidformade lober och bestar mestadels av Henles slynga och av tubulus. Lobernas
spetsar, alltsa njurpapillerna, ar riktade sa att de slutar i njurmargen. | njurpapillerna finns
det rikligt med sma hal, genom dessa hal slapps urin ut i njurbackenet. | varje njure finns
uppskattningsvis 1 miljon sma arbetande enheter som kallas nefroner. En nefron bestar
av en dilaterande del som kallas glomerus och en annan del som bestar av
tubulussystemet. Tubulussystemet ansluter sig sedan till en uppsamlingskanal vars
uppgift ar att fora urin fran flera nefron ut till njurpapillerna. ( Bjalie m.fl, 2005, s. 376,

378-379; McBride, 1998, s. 22, 29).

Urintillverkningen sker i tre olika steg; glomerulusfiltration, tubulus reabsorbation och
tubulus sekretion. Urinbildningen boérjar med glomerulusfiltrationen nar blodplasma
passerar ett slags superfilter, de flesta av plasmaproteinerna kvarhalls i de glomerulara
kapillarerna och filtratet blir nastan helt proteinfritt. Tubululdr reabsorbation kallas det
nar overforingen gar fran tubuluslumen tillbaka till peritubulara kapilldrplasma.
Motsatsen ar tubuldr sekretion som ar oOverforing av material fran peritubulara
kapillarplasma till tubuluslumen. Under ett dygn filtreras pa detta satt ungefar 180L
blodplasma och fran den mangden bildas mellan 600 och 1800 ml urin. Om man antar att
normal mangd urin per dygn ar 1200ml sa ar detta 1% av hela filtratvolymen. Detta
innebar att 99% reabsorberas av njurarna och dessa system. Urin bestar till 95% av vatten
och sedan av 5% upploésta amnen. Urea, klorid, natrium och kalium ar de vanligaste 16sta
amnena i urin, dartill finns det ocksa sma mangder av fosfater, sulfater, kreatinin och
urinsyra. Normalt &r ocksa att urinen innehaller nagra enstaka celler fran blodet och fran
urinroret, det kan ocksa finnas nagra enstaka hyalina cylindrar, det vill sdga cylindrar som
har byggts upp av protein fran tubuliceller. Ibland kan man &dven hitta kristaller i urinen,

kristaller i urinen har oftast inte nagon klinisk betydelse utan de kan uppkomma om man



ater mat inehallande mycket oxalat. (Bjalie, m.fl., 2005, s. 378-379; Internetmedicin,

2013; McBride, 1998, s. 29-30, 37; UOIT Clinical Biochemistry, 2013).

3.1.2 Urinvagarna

Urinvagarna bestar av fyra huvudsakliga delar; njurbadcken, urinledare, urinblasa och
urinrér. Njurbackenet i varje njure avsmalnar och fortsatter sedan som urinledare,
urinledarna ar ungefar 25 cm langa och ar till for att leda urinen ner till urinbldsan.
Urinblasan ar det stédlle dar urinen samlas temporart, i normala fall rymmer en urinblasa
mellan 400 och 500 ml urin, men ifall bldasan inte kan tdmma sig normalt sa kan den lagra
ca en liter urin. Via urinroret sa lamnar urinen blasan och darmed ocksa kroppen. (Bjalie

m.fl, 2005, s. 379-381).

Urinvagarnas slemhinnor bestar av ett speciellt epitel som kallas 6évergangsepitel, detta
epitel finns endast i urinvidgarna. Overgangsepitelen har flera skikt av celler och de dndrar
sin form beroende pa grad av uttdjning. Om det i urinvdagarna finns lite urin sa ar
overgangsepitelet nastan kvadratiskt, men om urinmangden Okar sa spanns epitelen ut

och blir platta. (Bjalie m.fl, 2005, s. 380).

3.2 Urinprov

Urin har anvants for undersokning och diagnostisering av sjukdomar under flera
arhundraden. Nar urinanalyser ar ordentligt genomfoérda med hjalp av moderna kemiska
analyser och dven genom sofistikerade mikroskopieringstekniker sa ar urinanalyser en
valdigt exakt vetenskap. Urinprov tas vid misstanke om sjukdom sasom till exempel
njursjukdom eller urinvédgsinfektion. Urinprov kan tas som engangsprov eller som en
samling under 24h. Hur proverna skall tas bestams av vad som skall undersokas. Ett

urinprov ar ett latt och ofta smartfritt satt att kolla upp sjukdomstillstand eftersom de kan



tas var helst det finns en toalett. (McBride, 1998, s. 18-19; Nilsson-Ehle, 2003, s. 14; Vasa
Central Sjukhus, 2013).

| Finland behandlas runtom i landet uppskattningsvis arligen 20 000 urinvagsinfektioner
pa sjukhus, och dartill 250 000 inom den 6ppna sjukvarden. | Finland bestalls det arligen
over en miljon urinodlingar eftersom urin fran varje individ med symptom som tyder pa
urinvagsinfektion skall undersdkas genom mikrobiologisk odling. Urinvagsinfektion ar
vanligt hos kvinnor och sallan férekommande hos normala friska man och hos barn.
(Ericson & Ericson, 2002, s. 122; Karumaa, Karpanoja, Paattiniemi & Sarkkinen, 2012, s.

1415a).

3.2.1 Patientforberedelser och provtagningen

Nar man skall ta ett urinprov ar det viktigt att man férsoker ha urinen i blasan i
atminstone 4 timmar, detta ar inte alltid en mojlighet nar man lider av urinvagsinfektion
och behdver urinera ofta. Att man skriver ner pa provroret blasinkubationstiden ar darfor

viktigt. (Vasa Centralsjukhus, 2010).

For provtagningen sa behover man tva stycken provréor med gron kork innehallandes
konserveringsmedel, adapterburk och etiketter for personuppgifter. Dagen innan
provtagningen skall man tanka pad att inte utfora uppgifter som kraver stor fysisk
anstrangning, natten fore man skall ta ett urinprov bér man undvika att ga upp och dricka
sa att urinen inte blir ovanligt utspadd. (Terveyskirjasto, 2009; Vasa Centralsjukhus,

2010).

Nar man tar ett urinprov ar det viktigt att man forst tvattar handerna noggrant. Man skall
sedan tvatta underlivet med hjdlp av en handdusch eller genom att torka underlivet med
fuktiga wc-papper tre eller fyra ganger, om man anvander wc-papper skall man tanka pa
att varje papper bara far anvandas en gang. Nar man utfor underlivstvatten sa far man
inte anvanda sig av nagot rengdringsmedel sasom desinfektion eller tval. Kvinnor skall

under underlivstvatten sdra pa blygdlapparna och tvatta urinrérsmynningen sa att de



tvattar framifran och bak. Man skall dra tillbaka forhuden och tvatta urinrérsmynningen
noggrant. Nar man har tvattat klart sa torkar man underlivet torrt med wc-papper och
Oppnar darefter adapterburken. For basta mojliga kvalité pa provet sa skall man ta ett
mittenstraleprov, det vill sdga att man borjar urinera i wc-stolen, sedan fér man in
adapterburken i urinstrdlen och samlar upp ca en halv deciliter utan att avbryta
urineringen, sedan for man ut burken och urinerar klart i wc-stolen. (Terveyskirjasto,

2009; Vasa Centralsjukhus, 2010).

Nar man tar urinprov pa barn sa ar urinprovtagningen lite annorlunda, men tvattningen ar
den samma for bade barn och vuxna. Pa barn i lekdldern sa kan man placera en
adapterburk ldngst fram i pottan for att pa sa vis fa ett ganska bra mittenstraleprov
medan man pa blojbarn tejpar fast en pase over underlivet som skall samla upp eventuell

urin. (Terveyskirjasto, 2009).

Nar man har urinen i adapterburken sa skall man snarast skruva locket pa igen. For att
overfora urinen fran burken till provréren sa tar man loss klistermarket som ar limmat pa
burklocket och trycker ner provroret med korken fore mot adapternalen som fanns under
tejpen. Man skall halla i réret ordentligt sa att roret hinner fyllas helt innan man tar bort
det fran adaptern och vander det ca 10 ganger. Man skall skriva namn, fédelsetid, datum,
klockslag och inkubationstid pa etiketterna som man sedan faster pa provroren. (Vasa

Centralsjukhus, 2010).

3.2.2 Forvaring och transport

Provror fyllda med urin bor sa fort som mojligt transporteras till laboratoriet, helst inom 2
timmar efter provtagningen. Om man har tagit urinprovet i ett réor med
konserveringsmedel sa kan man forvara provet i rumstemperatur medans ett ror utan
konservering skall forvaras i kylskap och ocksa transporteras till laboratoriet i

kallforvaring. (Terveyskirjasto, 2009; Vasa Centralsjukhus, 2010).



3.3 Urinodling

Urin som utsdndras i njurarna ar sterilt, detta om inte njurarna ar infekterade.

Okontaminerad urin fran blasan ar ocksa normalt steril. Dock finns det i urinréret en del

normalflorabakterier. Detta betyder att urinprov fran en patient som inte lider av

urinvagsinfektion anda kan innehalla en liten mangd bakterier. For att minimera risken for

att normalfloran kommer med i urinprovet och paverkar resultatet sa skall urinprov tas

som mittenstaleprov. (Brooks, Butel & Morse 2001, s. 609; Ericson & Ericson, 2002, s.

268).

Bakterieodling pa urin gors pa dessa grunder :

1. En kvinna som svarar daligt pa medicinering eller som har aterkommande

urinvagsinfektioner

2. Ett barn som visar tecken pa urinvagsinfektion (<16 ar)

3. En man som visar tecken pa urinvagsinfektion

4. En gravid kvinna som misstanks ha urinvagsinfektion eller som har symptomlos
bakteriuri

5. Man misstanker infektion i de dvre urinvagarna

6. Patienten lider av en komplicerad sjukdom

7. Patienten har ett forsvagat forsvar mot infektioner pa grund av t.ex. diabetes,
cellgifter eller stralning

8. Patient som &r inlagd pa sjukhuset eller som ofta ligger inne pa sjukhus

(VCS, 2009, Tutkimus: 1155 U-BaktVi)

Vanlig urinodling utfors sa att man med hjidlp av en o6gla sprider ut 1ul outspadd

omblandad urin pa en agarskal sa att man forst drar ett streck med 6glan ner pa halva

skalen. Sedan drar man med oglan fram och tillbaka tills man kommer dit strecket

slutade. Da svanger man skalen och ocksa 6glan och sa drar man av och an tills man

kommer till mitten igen (Se bild 2). (Brooks, m.fl. 2001, s. 610; Moodi, 1999, s. 44; VCS,

2009, Tutkimus: 1155 U-BaktVi).



Bild. 2. Hur man odlar ut urin pa agarskal. Den gréna pilen visar hur man drar det forsta

strecket och de svarta hur man fortsatter utodlingen. (Kortelainen & Ylinen, 2013, 24).

Nar urinen ar utdragen pa skalen inkuberas skadlen over natten i ett varmeskap som haller
en konstant temperatur pa 37°C. Nasta dag tas agarskalen fram och man raknar
kolonierna som har vuxit fram under natten. Beroende pa antalet kolonier man hittar
bestams ett varde kallat Colony Forming Units (CFU). CFU i provet nedtecknas sedan

enligt denna tabell. (Brooks m.fl., 2001, s. 610; Ericson & Ericson, 2002, s. 123 ).

Antalet kolonier som vaxer pa agarn Svaret i CFU som ges ut

Ingen bakterievaxt <10° bakterier/ml

1 koloni/skal 10® bakterier/ml
Under 10 kolonier/skal 10°-10% bakterier/ml
Mellan 10-100 kolonier/skal 10%*-10° bakterier/ml
Over 100 kolonier/skal >10° bakterier/ml

(Moodi, 1999, 45)
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3.4 Automatiska cellraknaren Sysmex UF-1000i

UF-1000i ar en maskin framtagen for klinisk screening av humant urin. UF-1000i anvander
sig av fluorescerande flédescytometri och har tva separata matkanaler, en for bakterier
och en for sedimentpartiklar. Maskinen far endast anvandas for analys av humant urin
och for analys av de speciellt framtagna kontrollvatskorna. ( Sysmex, 2008, s. 2-1; Sysmex

Europe, 2013a).

3.4.1 Apparatens uppbyggnad och dess reagenser

Maskinen byggs upp av tre huvuddelar (se bild 3) ; Huvudenheten som ar den del som
analyserar proverna, IPU som star for Information Processing Unit och som &r den del
som skoter om svaren som huvudenheten kommer fram till, och den sista delen ar
provenheten som ar den enhet som automatiskt for in proverna i apparaten for analys.

(Sysmex, 2008, s. 3-1).

Bild. 3. UF-1000i. (Sysmex, 2013)
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Huvudenheten som anvander sig av flourescerande flodescytometri (FFS) och av
konduktometri har tva skilda méatkanaler, en fér bakterier och en for sediment partiklar.
Det har tillater optimering av analysen med hjalp av speciellt framtagna reagenser i varje
kanal. Att den har tva separata kanaler gor att analysen kan optimeras nar man kan valja
att endast analysera bakteriehalten eller att ocksa kéra en full profil och anvanda sig av
bada kanalerna. Huvudenheten kan analysera runt 100 prov i timmen vilket goér den

valdigt tids effektiv. (Sysmex Europe, 2013a).

IPU som ar enheten for informationsbehandling ar egentligen en dator som ar
sammankopplad med huvudenheten och som behandlar resultaten. IPU gor
databehandlingen smidig och patientinformationen lattatkomlig. (Sysmex, 2008, s. 3-10 ;

Sysmex Europe, 2013a).

Provenheten ar alltsa enheten dar man i en stallning lagger in de prover som man vill skall
analyseras automatiskt. Pa provenhetens hogra sida satter man stallningar med urinprov
som man vill att huvudenheten skall analysera, har ryms 5 stallningar at gangen. De
stallningar som star pa hogra sidan fors automatiskt till analysering nar man startar
analysen i samplerlaget. Nar stadllningarna nar provenhetens vanstra sida vet man att de

ar fardigt analyserade. (Sysmex, 2008, s. 3-9).

Reagenser, till UF-1000i anvands fem olika reagenser och en typ av kontroll med tva olika
koncentrationer. Alla dessa ar speciellt framtagna for Sysmex apparatur. UFIl SHEAT &r en
typ av skyddsreagens som anvands for att med hjalp av floédescytometrisk metod kunna
analysera det utspadda och fargade provet. UFIl SEARCH-SED fargar det aspirerade provet
sa att ertyrocyter, leukocyter, epitelceller och skrdp kan méatas med hjilp av
flodescytometrisk metod, detta for att det fargar delar av kdrnan, cytoplasman och
cellmembranet. UFIl SEARCH-BAC ar designat for att farga bakteriernas nukleinsyror sa att
det aspirerade provet kan matas med hjalp av flodescytometrisk metod. UFIl PACK-SED
spader det aspirerade provet sa att ertytrocyter, leukocyter, epitelceller och skrap kan
madtas med hjdlp av flédescytometrisk metod. UFIl PACK-BAC spdder det aspirerade
provet sa att bakterierna i provet kan matas med hjalp av flédescytometrisk metod. UFII

CONTROL ar kontrollmaterialet, de tva kontrollerna bestar av samma komponenter dock i
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olika stora mangder for att ge olika koncentration. ( Sysmex, 2008, s. 4-1 - 4-6, 10-9;

Sysmex Europe, 2013a).

3.4.2 Apparatens funktion

UF-1000i anvander sig av flodescytometri (FCM) for att analysera innehallet i urinprov.
Sahar fungerar UF-1000i nar ett prov har matats in till huvudenheten, férst sugs 800 uL
urin upp med hjalp av aspirationsnalen, sedan mater provtagningsventilen upp 150 uL
urin till sediment undersokningen och 62,5 pL till bakterie analysen. Till sediment
undersokningen utsondras 435 pL diluent och 15 pL fargnings reagens in till
reaktionsenheten, urinen spdds darmed fyrfaldigt. For bakterieundersékningen sa
utséndras 425 plL diluent och 12,5 uL fargnings reagens in till reaktionsenheten, detta
betyder att urinen spads attafaldigt. Nasta steg ar att proverna blandas och sedan fargas
de, sedimentet fargas i 10 sekunder i hogst 35 grader och urinen fér bakterie
undersokningen fargas i 20 sekunder i hogst 42 grader. Apparaten analyserar sedan
urinens ledningsformaga med hjélp av de utspadda urinproverna, de fargade och spadda
proverna matas in i flodes cellen. Provernas fléde och dven sheat vatskans flode lyses upp
av laserstralen och det framat spridda ljuset (FSC), det sido spridda ljuset (SSC) och det
sido flourescerande ljuset (SFL) detekteras. Signalerna fran dessa tre olika ljustyperna blir
vagformsanalyserade och en dator rdaknar sedan utgdende fran detta ut varden for varje
analysparameter. Slutligen visas ett resultat for varje analysparameter. (Sysmex, 2008, s.

10-3 - 10-4; Sysmex Europe, 2013a).

Den helautomatiserade urinanalysatorn UF-1000i anvander sig av FCM teknologin for att
erhalla det framat spridda och framat flourescerande ljuset av cellerna i urinen. Efter att
specifika substanser i cellerna har fargats med flourescerande farg och cellerna sedan
placerats i en suspension sa tacks de in i sheat vatska for att sedan pa rad forslas ut
genom ett munstycke. | munstycket lyses varje cell i urinen upp av en val fokuserad
laserstale, de olika typerna av celler flourenscerar och sprider ljus i olika hog grad. Det &r
analysen av dessa olika elektriska signaler som tillater varje cell i urinen att bli bedémd

genom att den genererar ett en-dimensionellt histogram baserat pa intensiteten av
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flourescensen , och ett tva-dimensionellt spridningsdiagram baserat pa intensiteten av

flourescensen och pa det spridda ljusets intensitet (Se bilden nedanfor 4). (Sysmex, 2008,

s. 10-3).

|

“f
Cellsuspension \\'
Sheatvétskal Sheatvatska Histogram

Optisk
| signal  (Sprittljus ) Analys Visning
Laserstrale —>-ﬁ{l\@/\€ — |Flouresce- | —» ——
"W rande ljus
Spridningsdiagram
&

Bild. 4. Hur UF-1000i skapar de olika diagramen. (Redigerad fran, Sysmex, 2006-2008, 10-
3)

UF-1000i anvander sig av tre olika system, optiskt system, hydraliskt system och elektriskt
system. Dessa tre system samarbetar med varandra for att analysera och skapa svar. Det
optiska systemet bestar av en rod halvledande laser med vaglangd 635 nm, en flédescell,
ett samlingskomplex och ett detektionskomplex. En laserstrale med stabil vaglangd, stor
kraft och hog riktverkan anvands till flodescytometrin som ljuskalla. Laserstralen
fokuseras med hjalp av ett lins kondensor system som hjalper till att bilda en stralpunkt.
Stralpunkten fokuseras pa provet i flodescellen. Det framat spridda ljuset (FSC), det sido
spridda ljuset (SSC) och det sido flourescerande ljuset (SFL) som sldapps ut fran provet
detekteras och konverteras sedan till elektriska signaler (Se bild nedan 5). (Sysmex, 2008,

s. 10-6).
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Bild. 5. Uppbyggnaden av det optiska systemet. (Editerad fran: Sysmex NL).

Det hydraliska systemet eller sheat flodet som det ocksa kan kallas fungerar pa det viset
att det fargade provet i rekations kammaren aspireras in till pafyliningsledningen med
hjalp av en provspruta. En bestamd volym av det provet tvingas upp genom flédes cellen
med hjélp av prov sheat sprutan. For att lyckas fa sa manga urinceller som maojligt att
passera en och en utan att klumpa sig sa introduceras har sheat vatska under tryck in till
flodecellen pa samma gang. Sheat vatskan bildar i flodes cellen en vatsketunnel dar
urincellerna aker genom en och en. Sheat vatskan och urinprovet blandas inte och detta
betyder att urincellerna alltid kommer att passera inuti sheat vatske tunneln. Om det
kommer en stor partikel in i flodes cellen sa finns det ingen risk att cellen stockar igen
eftersom sheat vatskan omger partikeln. Med hjalp av detta sheat flode sa forbattras
exaktheten for cellrdkning och eftersom provet fardas genom en tunnel av sheat vatska sa

forhindras kontamination av flédescellen. (Sysmex, 2008, s. 10-7).

Det elektriska systemet, det framat och det sido spridda ljuset som avges av provet
konverteras till elektriska signaler med hjalp av fotodetektorer. Det sido flourescerande
ljluset ar svagt, sa en valdigt kanslig fotomultiplikator anvands som fotodetektor.
Fotomultiplikatorn absorberar energin fran fotonerna pa fotoelektriska ytan och avger
fotoelektroner genom att anvanda den fotoelektriska effekten av metall. (Se bild. 5 ovan).
De utsanda fotoelektronerna accelereras av den dkade spanningen och i och med detta
genereras manga sekundara elektroner och detta resulterar i en forstarkning. Det sido

flourenscerande ljuset omvandlas till elektriska signaler efter att de har blivit ordentligt
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forstarkt. De elektriska signalerna bearbetas och mats innan de sénds fran huvudenheten

och vidare till IPU dar de analyseras och lagras i IPU datorn. (Sysmex, 2008, s. 10-7).
Med hjélp av intensiteten och bredden av FSC och SFL och genom intensiteten av SSC fran
varje enskild cell i urinen sa kan apparaten kombinera dessa varden och skapa olika

spridningsdiagram (Se bild 6). (Sysmex, 2008, s. 10-7).

S FSC

S.FLL

S_FLLW2 B.FSC

B FLH
S FLLW
S_ : SEDIMENT - ch Fsc : Forward scattered light intensity
B_ : BACTERIA-ch Fscw : Forward scattered light pulse width
Ssc : Side scattered light intensity
Fl Fluorescent light intensity

Flw : Fluorescent light pulse width

Bild. 6. De olika spridningsdiagramen. (Sysmex Corporation, 2007).

3.4.3 Analyseringen och svar

De vagformade signalerna som apparaten erhaller fran FSC, SFL och SSC analyseras
genom hojdmatning, styrka och genom andra faktorer. Denhédr analysen erhaller
information om sasom cellernas storlek, ytskicket pa cellerna och fargnings egenskaperna

hos cellen, alltsa hur stor yta av cellen som ar fargad. Urincellerna klassificeras darefter
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genom en upprakning av signalernas egenskaper, utgdende fran ett specifikt
kalssificeringssystem sa kan apparaturen da veta vad det ar for typ av cell den ser pa (Se

bild 7). (Sysmex, 2008, s. 10-8).

Forward scattered Side fluorescent Side scattered
light waveform light waveform light waveform
height

RBC ' e < |pulse width - 4 4
e - == q
Bacters | e = {

Epithelial cells i [ (

ZaK

Cast
(with inclusions)

Cast
(without inclusions)

* The waveforms of the signals show the size of the particles on the vertical axis and the stain intensity of particles
on the horizontal axis

Bild. 7 . De olika matprinciperna. (Sysmex Corporation, 2007)

Nar ett svar sands till IPU sa omvandlas det till parametrar med siffersvar istéllet for
eektriska signaler. Detta ser da pa IPUs skarm ut ungefar som pa bilden 7. nedan. (Sysmex

Europe, 2013a).
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Bild. 7. Hur svaren ser ut i IPU (Interconsult).

3.5 Sysmex UF-1000i parametrar
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UF-1000i mater nio olika parametrar, dessa parametrar ar, erytrocyter, leukocyter,

epitelceller, skrap, bakterier, kristaller, sma runda celler, slem och sperma. Av dessa nio

parametrar sa skulle arbetet komma att basera sig pa tva av dem, leukocyter och

bakterier. (Sysmex, 2008, s. 10-14 - 10-15).

3.5.1 Leukocyter i urin

U-leuk eller WBC star for vita blodceller alltsa leukocyter, de ar en del av blodet och de

hor till kroppens egna forsvar mot infektioner. | urinen sa férekommer det normalt

enstaka leukocyter, men i storre mangder sa ar de ett tecken pa urinvagsinfektion eller

inflammation lite hogre upp i urinvagarna eller ocksa i njurarna. (1177 Vardguiden, 2011;

Sysmex, 2008 , s. 10-12).
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Om U-leuk gar over referensvardet sa kan man boérja misstanka att patienten lider av
nagon typ av infektion eller inflammation, dock skall provresultaten alltid vagas mot
patientens halsotillstand. Ibland kan en virusinfektion eller en ofarlig bakterieinfektion ge
fornojda varden pa U-leuk utan att dessa skulle for den delen behdva behandlas med

lakemedel. (1177 Vardguiden, 2011).

3.5.2 Bakterier i urin

U-bact eller BACT star for bakterier i urinen. Urinen som njurarna utsondrar skall vara
steril och inte innehalla bakterier, detta galler ocksa urinen fran blasan som inte har
kontaminerats. Bakterier kan mot formodan hamna och féréka sig i urinen, detta sker nar
urinvagspatogener fran anus forflyttas till urinrérsmynningen, darifran vandrar de upp
och hamnar slutligen i urinblasan. (Brooks, m.fl, 2001, s. 609; Ericson & Ericson, 2002, s.

268; Sysmex, 2008, s. 10-12).

3.6 Tidigare forskning inom omradet

En del tidigare forskning har gjorts inom detta omrade och det har konstaterats att
Sysmex UF-1000i anvands pa vissa labortaorium for att salla bort odlingsnegativa

urinprov.

En studie gjord i Kina som anvande sig av endast bakteriehalten kom fram till att det mest
valbalancerade cutoffvardet for bakteriehalten var 160/uL, med detta bakterievarde sa
var sensitiviteten 81,1% och specificiteten var 83,2%. Om forskarna skulle anvanda sig av
detta varde sa skulle de minska urinodlingarna med 54,9% men det skulle ocksa betyda
att 10% av alla ratta positiva urinprov skulle sallas bort som falska negativa. For att fa bort
de falska negativa proven sa valde de fran ROC-kurvan istallet cutoffvardet med

bakteriehalten 10/uL, med hjalp av detta vardet sa sallades istdllet 24,3% av alla negativa
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urinodlingar bort och inget prov blev klassat som falskt negativ. (Zhang, Zhang &

Xiaozhou, 2010).

En liknande studie har ocksa gjorts i Finland pa laboratoriet vid Paijat-Hameen sjukhus, de
grundade sin undersékning pa 2343 patientprov. De gjorde upp olika varden for kvinnor,
barn och man. For kvinnorna satte de vardet for ett negativt prov till, leukocyter <17/uL
och bakteriehalt <560/uL. Mannen fick vardet leukocyter <27/ulL och bakteriehalt <80/uL,
for barn lades gransen vid leukocyter pa <17/uL och bakteriehalten pa <40/uL. Nar de
anvander sig av denhar formeln sd raknar de med att 59% av alla urinprov inte behdver
odlas och att procenten falska negativa bara ar 0,64% . (Karumaa, m.fl., 2012, s. 1412-

1413).

4 Undersokningens genomforande

Det praktiska arbetet utfordes pa Vasa centralsjukhus. Forst gjordes en jamforelse mellan
den gamla och den nya UF-1000i for att se att de gav jamforliga resultat, det gjordes
jamforelser mellan bade den automatiska sidan och den manuella. Egna bakterieldsningar
med kadnd bakterihalt tillverkades, odlades ut och kérdes sedan pa UF-1000i, detta for att
fa en bild av relationen mellan odlingsskal och UF-1000i. Eftersom UF-1000i anvander sig
av inmatningsrack med plats for 10 prov at gangen sa finns risken att bakterier fran ett
prov hamnar ned i nasta ror och ger ett lite hogre resultat an det egentliga vardet. Ett
carry-over test utfordes darfor for att se hur stor risk det finns for 6verféring hos UF-

1000i.

Huvudundersékningen gjordes sist och den gick ut pa att det samlades in urinprover av
kvinnliga patienter som var 16 ar fyllda. Dessa prov hade da redan odlats ut pa CPS-skalar.
Urinproverna analyserades sedan manuellt pa UF-1000i och antalet bakterier och
leukocyter antecknades i en exceltabell tillsammans med provernas provhummer. Nasta
dag kontrollerades det om provet blivit odlingspositivt eller -negativt och resultaten
antecknades i exceltabellen. Med hjalp av svaren fran odlingarna kombinerat med svaren

fran UF-1000i kunde en ROC-kurva utformas och ett cutoffvarde for formeln skapas.
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4.1 Test av apparatur och metoder

For att veta att apparaterna gav jamforbara resultat och att den nya UF-1000i inte
kontaminerade prover sa gjordes nagra fortester. Det gjordes ocksa ett test for att

kontrollera att metoden som skulle anvandas verkligen fungerade.

4.1.1 Jamforelse mellan nya och gamla Sysmex UF-1000i

Innan forskningen kunde genomfdéras maste det kontrolleras sa att bada apparaterna gav
nagorlunda liknande svar. Detta gjordes genom att 35 st prover som redan hade korts pa
gamla UF-1000i och som hade en bakteriehalt mellan 0 och 1000 bakterier/uL valdes ut.
Provnumren och bakteriehalten for alla dessa prover antecknades i en excelfil. Proverna
laddades sedan i stdllningar och sattes in pa automatisk koérning pa den nya UF-1000i.
Svaren pa bakteriehalten som tillhandaholls fran nya UF-1000i sattes in i excelfilen
parallellt med svaren fran den aldre UF-1000i. Utgdende fran exceltabellerna sa raknades

en regressionslinje ut.

4.1.2 Jamforelse mellan automatisk och manuell aspiration pa nya

Sysmex UF-1000i

Denna jamforelse gjordes for att se om den manuella kdrningen gav samma svar som om
man korde proverna automatiskt i en stallning. Forst samlades 38 prover in som redan
hade blivit analyserade med hjalp av gamla UF-1000i och som hade fatt ett bakteriesvar
mellan 0 och 1000 bakterier per pL. Dessa provers provnummer skrevs ned i en
exceltabell och analyserades forst pa den automatiska sidan pa den nya UF-1000i, sedan
pa den manuella sidan. Bakteriehalterna som anhoélls antecknades i exceltabellen och en

regressionskurva gjordes.
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4.1.3 Carry-over test

Termen carry-over star for processen nar material 6verfors till en reaktionsldsning dar de
inte hor hemma. Detta material kan antingen vara delar av annat analyserat material,

reagenser, tvattlosningar eller utspadningslosningar. (Haeckel, 1991, s. 302).

For att undersdka carry-overeffekten hos UF-1000i sa valdes det ut tva stycken urinprover
med hog bakteriehalt. Dessa tva prover delades upp i roér sa att de fyllde 4 roér, 2 av
vardera prov. For att se hur stor 6verforingen egentligen var sa fylldes ocksa sex stycken
ror med 0,9% NaCl, dessa provror var da neutrala fran bakterier. Alla provror marktes
med olika klassificeringar. Provroren som inneholl urin marktes sa att forsta roret blev al
och andra blev a2. Provroren med natriumklorid méarktes i ordningen b1, b2 och b3, detta
for att det skulle vara lattare att halla ordning pa talen nar resultatet senare skulle raknas
ut. Dessa prover lades sedan i en av UF-1000is stallningar i ordningen hogt provl, hogt
provl, 0,9% NaCl, 0,9% NaCl, 0.9% NaCl , hogt prov2, hogt prov2, 0,9% NaCl, 0,9% NaCl,
0,9% NaCl. Stéllningen sattes in i UF-1000i och svaren pa bakteriehalten antecknades i en

excelfil i samma ordning som proverna stod i stallningen.

4.1.4 Metodsakring

Innan den slutgiltiga metoden skulle framstallas sa gjordes ett test for att se att sattet
som senare skulle tillimpas verkligen fungerade. Det tillverkades en sallningsmetod for

UF-1000i som var baserad pa prover som redan var analyserade.

Ett stort antal U-solutprovsvar togs ut fran gamla UF-1000is IPU. Dessa svar lades in i en
exeltabell och det sags igenom vilka av proverna som hade ett urinodlingssvar. De prover
som hade svar pa bade U-solut och odlingen var de prover som skulle behandlas. Prov av
man och barn sallades bort eftersom de alltid skall odlas, kvar blev endast prover av 16 ar
fyllda kvinnor. Dessa provsvar redigerades i excel sa att all onddig information plockades

bort och kvar lamnade endast provhummer, WBC och BACT.
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4.2 Klassificering av prover

Nar testmetoden som man tidigare hade skapat fungerade pabodrjades undersdkningen

som kom att bli den slutgiltiga.

Utodlade men farska urinprov av 16 ar fyllda kvinnor letades upp. Dessa urinprov koérdes
sedan pa VCS nya urincellsraknare Sysmex UF-1000i. | en exceltabell antecknades
provnumret, V-numret som anvands for mikrobiologiska undersékningar och sedan ocksa
svaren pa bakteriehalten och halten leukocyter som anholls nar provet analyserades i UF-
1000i. Dagen efter att provet hade blivit odlat sa kom det svar pa odlingen. Svaren
kategoriserades som positiva med vaxt <10*, positiva med vaxt 10*-10°, positiva med vaxt
>10°, blandflora med vixt <10*, blandflora med vixt 10%-10°, blandflora med vixt >10°
eller som negativa. Svaren fran odlingen sattes in i exceltabellen och fick olika
klassificeringsnummer beroende pa hur stor tillvaxt det hade varit, negativa prov fick
nummer 1, provsvar som var <10* fick nummer 2, provsvar som var 10%-10° fick nummer
3 och provsvar som var >10° fick nummer 4. For denna undersékning har 391 prover

analyserats bade med urinodling och med UF-1000i.

5 Resultat och tolkning

| detta kapitel kommer resultaten av forskningen att redovisas och tolkas for att ge en

battre forstaelse for vad forskningen har resulterat i.

5.1.1 Jamforelsen av apparaturskillnaderna mellan nya och gamla

UF-1000i

For att kontrollera att bada UF-1000i apparaterna pa Vasa centralsjukhus gav ungefarliga

svar sa gjordes ett test mellan de bada apparaterna. Regressionlinjen som rdknades ut
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fran detta test fick vardet f(x)= 1,0057699387x-9,9229371958, R? virdet blev d& 0,993.
Eftersom detta R” varde ar ganska nidra 1 betyder det att inga signifikanta skillnader

erhalls mellan de tva apparaterna.

5.1.2 Jamforelse mellan automatisk och manuell aspiration pa nya

Sysmex UF-1000i

For att kunna bedoma om den automatiska- och den manuellasidan gav jamforbara
resultat sa gjordes ett test mellan dessa tva. Nar resultaterna av de 38 proverna hade
satts in i en exceltabell kunde en regressionslinje raknas ut, denna fick da vardet F(x)=
0,9731477762x-0,747475346. Det R? viarde som erhélls var da 0,999. Detta betyder att
det pa resultaten inte kan ses signifikanta skillnader mellan svaren pa prover som ar
analyserade pa den manuella sidan och pa prover som ar analyserade pa den automatiska

sidan.

5.1.3 Carry-Overtestet

For att kontrollera sa att inte UF-1000i 6verforde stora mangder bakterier fran ett provror
och till nastaprovror sa gjordes ett carry-overtest. Nar svaren fran UF-1000i blev klara sa
antecknades de i en likadan exceltabell som nedan. Ett medelvarde rdaknades darefter ut
pa basen av vilken klassificering proverna hade. Detta betydde saledes att svaren av prov
1 och prov 6 som bada hade klassificeringen Al adderades med varandra och sedan

dividerades svaret med 2. Detta gav da vardet 1943,45 for klassificeringen Al osv.
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o

Provhummer  Provtyp Bakterievardet Klassificering Medelvarde pa
i stallningen bakteriehalten mellan
proven med samma

klassificering

1 Urin,hégt prov1l 1679,6 Al 1943,45
2 Urin,hégt prov 1l 1118,1 A2 1590,9
8 0,9% NaCl 6,3 B1 8,5

4 0,9% NaCl 6,2 B2 8,0

5 0,9% NaCl 4,5 B3 4,05

6 Urin,hégt prov 2 2207,3 Al 1943,45
7 Urin,hogt prov 2 2063,7 A2 1590,9
8 0,9% NacCl 10,7 B1 8,5

9 0,9% NaCl 9,8 B2 8,0

10 0,9% NacCl 3,6 B3 4,05

Carry-over effekten kan berdknas med hjalp av dessa formler

Q= (B1-B3)/ (A2 -B3)
eller

Q= (B1-B3)/(A2-B1)

Detta ger utrakningarna

Q= (8.5 - 4.05) / (1590,9 - 4.05) Eller. Q= (8.5 - 4.05) / (1590.9 - 8.5)
= 4.45 / 1586.85 =4.45/1582.4
=0.002804298 = 0.002812184

Eftersom resultaten av testerna gav varden sa laga som 0,003 betyder detta att UF-1000i
kan rdknas som carry-oversidker. Detta betyder i praktiken att UF-1000i inte 6verfor sa
stora mangder bakterier fran ett provror till ett annat sa att det skulle vara av klinisk

betydelse.
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5.1.4 Metodsakringen

Olika sensitivitets- och specificitetsvarden kunde fas genom att ange olika cutoff-varden
for wbc och bact. En ROC-kurva ritades upp och det cutoffvardet som gav hogsta vardena
for bade sensitivitet och specificitet valdes ut. De cutoff vardena som hade det hogsta
younesvardet valdes saledes ut. Resultatet blev att cutoffvardet >30/uL for leukocyter

och >400/uL for bakterier valdes ut.

5.2 Slutgiltiga metoden

Nar odlingssvaren och svaren fran UF-1000i hade antecknats for alla 391 proverna sa var
provresultatens mangd tillrackligt stor for att paborja skapandet av den slutgiltiga ROC-
kurvan. Med hjdlp av olika sensitivitets- och specifitetsvarden gjorde excel upp olika
cutoffvarden. Det lampligaste cutoffvardet valdes for bade leukocyter och for bakterier.
De cutoffviarden som hade hogsta sensitiviteten och specificiteten valdes ut, alltsa de tva
vardena som hade det hogsta younesvardet pa ROC-kurvan. Det konstaterades att vid ett
leukocyttal under 30/uL eller ett bakterieantal under 400/uL sa kunde ett urinprov

klassificeras som odlingsnegativt. Bilden. 8. nedan visar ROC-kurvan som skapades.

08 +—

ROC
Cutoff:
Leuk > 30 eller
Bact > 400

06
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02

(o] 02 04 06 08 1
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Bild. 8. Den slutgiltiga ROC-kurvan som visar hur sensitiviteten mats mot specificiteten for

att fa fram de varden som ar lampligast for undersokningen.
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6 Etiska overvaganden

Denna forskning anvande sig av patientprover som redan var analyserade och da
klassificerades som avfall. Till forskningen behdvdes inga namn, endast fodelsetid. Detta
betydde i sin tur att patienterna forblev anonyma och att inga specialtillstand behévde

skaffas.

7 Kritisk granskning

Eftersom denna forskning till stor del baserar sig pa arbetet som utférdes pa Vasa
centralsjukhus av respondenten sa kan den manskliga faktorn ha spelat en viktig roll flera
ganger under arbetets gang. Den manskliga faktorn gar aldrig att fa bort helt men den kan
minskas med hjalp av olika sakerhetstest och med hjalp av skyddsklader. Om man
anvander handskar vid analyser kan detta forhindra att handernas normalflora i misstag

hamnar ned i nagot provror eller pa nagot naringsmedium.

Nar respondenten gjorde sin forskning sa anvandes 391 st patientprover for att skapa den
slutgiltiga metoden. Antalet prover som anvandes vid metodskapandet var inte optimalt,
ett storre antal prover skulle ha behovts analyseras for att ge en enhetligare och storre
bild av hur verkligheten ser ut. | undersdékningen som gjordes pa laboratoriet i Paijat-
Hameen sjukhus sa anvdndes 2343 st patientprov och detta antal prover anser
respondenten ger ett mycket mer tillforlitligare svar (Karumaa, m.fl., 2012,5.1412).
Respondenten tilldgger att tiden for att utféra forskningen inte gav plats for analysering
av fler prov an de analyserade 391 st proverna. Fortesterna som gjordes, for att
kontrollera sa att nya UF-1000i och den aldre UF-1000i gav samma resultat, att
resultatena fran manuell aspiration och automatisk aspiration var likadana, att carry-over
effekten var lag och genom att skapa en ROC-kurva for att testa reliabiliteten, gor att det

slutliga resultatet pa forskningen blir lite trovardigare.
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Att respondenten inte har sa manga finska kallor kan gora att trovardigheten for detta
arbetet sjunker och att det inte kan sattas i proportion till det finlandska
laboratoriearbetet. Flera av kdllorna som respondenten har valt att anvanda sig av ar
ocksa valdigt gamla, detta kan innebara att informationen under aren har andrat och att

vissa delar av arbetet kanske inte ar tidsenligt.

8 Diskussion

Den har studien var ett bestallningsarbete fran Vasa centralsjukhus. Resultaten av studien
kommer senare att anvandas som riktlinjer fér en kommande analys dar Sysmex UF-1000i
skall anvandas for att salla bort odlingsnegativa urinprov. En kopia av denna skrift
kommer att lamnas till Vasa Centralsjukhus som vagledning for att ge djupare forstaelse
for inneborden av forskningen. Metoden som forskningen har gett upphov till kommer att
vara till hjalp for bioanalytiker eftersom den motverkar en del av utodling av negativa
urinprov och pa det viset minskar arbetsbordan. Den kommer ocksa att bli en ekonomisk
vinst for sjukhuset eftersom de flesta urinprov som odlas ut pa CPS-skalar redan kors pa

UF-1000i ocksa.

Syftet med forskningen var att med hjalp av Sysmex UF-1000i skapa en metod som sallar
bort klart negativa urinprov sa att dessa inte behéver odlas ut. Kostnaderna inom social-
och héalsovarden ar en ofta omdiskuterad sak i dagens lage, och sjukhus forsoker pa olika
satt att dra ner pa sina kostnader. Genom att forst kora urinproverna pa UF-1000i och
anvanda sig av forskningens skapade metod sa kan man valja bort att odla urinprover som

visar sig vara klart negativa.

Fragestallningar i forskningen var; under vilket U-Bakt och vilket U-leuk varde kan ett
urinprov anses vara negativt? Behover olika aldrar ha olika gréansvarden for nar provet

kan klassas som negativt? Pa vilka urinprov skall metoden tillampas?

Utgdende fran de undersokningar och artiklar som respondenten har gjort och last sa har

ett resultat framtagits, dar man kan se att metoden nu skulle ga att anvdnda i det
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praktiska laboratoriearbetet. Resultatet som framkom visar att ett varde pa under 30
leukocyter i urinen innebar att urinprovet skulle bli negativt vid odling, resultatet visar
ocksa att detsamma galler for ett bakterieantal under 400. Respondenten har ocksa gjort
forundersékningar och kommit fram till att UF-1000i inte 6verfor celler och bakterier fran

ett provror till nasta provror.

Preanalytik ar viktigt i laboratoriearbetet eftersom allt vad som goérs innan och medan
provet tas har antingen positiv eller negativ inverkan pa provets kvalité och hur dess
resultat kommer att bli. Preanalytiken vid urinprovtagning ar viktig sa att provet inte
kontamineras med hudens egna bakterieflora och ger forhéjda varden. Respondenten har
valt att inte ta med vissa kallor som har varit relevanta eftersom de har varit skrivna pa

finska eller inte har varit tillgangliga for ickemedlemar.

Resultaten som respondenten kommit fram till var delvis férvantade. Att bakteriehalten
skulle vara sa mycket hogre an leukocytantalet var kanske det mest férvanande. Att
leukocyttalet var mest ultimat vid <40 var ocksa lite forvanande eftersom den finska
undersokningen hade leukocyttal <17 for fertila kvinnor (Karumaa, m.fl., 2012, 1412-

1413).

Respondenten har genom denna forskning fatt battre inblick i hur UF-1000i fungerar och
hur man skapar metoder for olika @ndamal. Vidare skulle det behdva utredas om varden
skulle sankas for att ge en storre korrekthet och sa att inte positiva prover skulle
klassificeras som odlingsnegativa. Respondenten anser att detta borde ske efter att man

har anvant metoden pa prov endast och da sett hur metoden fungerar i praktiken.
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