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Streszczenie

Badanie ogdlne moczu, obok analiz krwi jest jednym z najcze$ciej wykonywanych badan
podstawowych. Pozwala na oceng¢ i monitorowanie homeostazy catego organizmu. Badanie
to jest wykorzystywane do diagnostyki chorob nerek i uktadu moczowego oraz schorzen,
ktore manifestujg si¢ zmianami w sktadzie moczu. Dotychczasowe techniki analityczne
opieraty si¢ na szeregu metod mikroskopowych, a tym samym na manualnym zliczaniu
i réznicowaniu elementéw morfotycznych wystepujacych w moczu. Metody mikrobiologiczno-
analityczne stuzagce do wykonania tego badania rozwijaty si¢ wraz z rozwojem diagnostyki
laboratoryjnej. Wraz z potrzebg zwigkszenia wartosci diagnostycznej tego badania, metody
standaryzowano, wdrazano szereg procedur 1 wprowadzano automatyzacje. Cze$¢ dostepnych
komercyjnie metod automatycznych wykorzystuje elementy klasycznego pomiaru
cytometrycznego, modyfikujac i dostosowujac je do potrzeb i wymagan zliczania elementow
upostaciowanych w moczu. W niniejszej pracy przedstawiono dwie metody automatyczne,
ktorych zasada dzialania opiera si¢ na wykorzystaniu modyfikacji klasycznej metody
cytometrycznej. Zastosowanie w badaniach mikrobiologiczno-analityczych tych metod
cytometrycznych otwiera rowniez nowe mozliwosci w diagnostyce zakazen uktadu

moczowego.

Celem tej dysertacji byto zbadanie potencjatu laboratoryjnego jaki niesie za soba wykorzystanie
aparatury shuzacej rutynowo w badaniach analitycznych do oceny elementéw morfotycznych,
w tym WBC, RBC i bakterii w probkach moczu pobranych od pacjentow oraz sprawdzenie
zastosowania takich metod do badan mikrobiologicznych w celu skrocenia czasu oczekiwania
na wynik. Analizy porownawcze dotyczyly uzycia metody obrazowania cyfrowego
po weczesniejszym ogniskowaniu hydrodynamicznym (element zmodyfikowanej metody

cytometrii przeptywowej) oraz metody fluorescencyjnej cytometrii przeptywowe;.

Probki moczu uzyte do badan analizowane byly rutynowo w Zaktadzie DiagnostykKi
Laboratoryjnej; w Pracowni Analityki Ogodlnej, Bialek i Alergendw oraz Pracowni
Mikrobiologii. Materiat pochodzit od pacjentéw leczonych w Wojskowym Instytucie
Medycznym - PIB. Pomiarom elementéw upostaciowanych moczu poddano 1131 probek
moczu. Nastgpujace po sobie oznaczenia wykonano na dwodch analizatorach A i B, ktorych
zasada metody polega w obu przypadkach na zastosowaniu zmodyfikowanych analiz

cytometrycznych.



Otrzymane wyniki przedstawiono w postaci tabel wielopolowych zawierajacych wyliczenia
liczebno$ci w % w odniesieniu do parametrow i1 metod, jakimi zostaly oznaczone. W badanej
populacji 60,1% stanowity kobiety (N=680), a 39,9% - mezczyzni (N=451), Sredni
wiek badanych oséb wyniost ponad 51 lat. Zastosowano Kryteria réznicujace probki
jako pozytywne i negatywne dla kazdej z metod. Pozytywne wskazania stanowity odpowiednio
w metodzie A: bakterie na poziomie >300/ul, WBC >25/ul, RBC >23ul. W metodzie
B — bakterie wykrywane powyzej pojedynczych w polu widzenia (wpw), WBC > 10 wpw,
RBC >5 wpw. W metodzie paskowej kazdy dodatni wynik klasyfikowano jako pozytywny.
Poréwnania bezposrednie przedziatlow potilosciowych metody B w odniesieniu do wartosci
liczbowych metody A, przedstawiono w postaci tabel oraz histograméw. Do najwazniejszych
nalezg poro6wnania dotyczace obecnosci bakterii 1 leukocytow. Obecnos¢ bakterii w ilosci
wigkszej niz 300/ul wykazywato 30,1% (N = 340) analizowanych probek moczu. Obliczenia
statystyczne potwierdzajg, ze istnieje zalezno$ci mig¢dzy iloscig prébek, a przyjetym
przedziatem. Wskazanie automatycznej preklasyfikacji bakterii dotyczyto 1080 probek.
W grupie probek powyzej 300/ul bakterie G(+) stanowity 13,0%, a G (-) 15,7%. Zgodnosci
wynikow ocenianych ilosciowo w metodzie A oraz skalg potilosciowa w metodzie
B, przedstawiono w tabelach, ktorych analiza wykazata, ze najwyzsza zgodno$¢ obu metod,
pod katem klasyfikacji probek jako negatywnych, uzyskano w przypadku przyjecia punktu
odciecia w metodzie A jako <300/ul, a w metodzie B jako catkowitego braku bakterii.
Zgodnos¢ ta obserwowano w przypadku 93% probek  negatywnych. Malata
ona wraz z poszerzaniem grupy wynikéw z metody B o kolejne wskazania, takie jak pojedyncze
i nieliczne; wynosita ona odpowiednio 84,7% oraz 78,1%. Wykryte bakterie w probkach moczu
z uzyciem metody A korelowaty umiarkowanie dodatnio z wynikami uzyskiwanymi metoda
B (rho Spearmana= 0,57, istotnos¢ <0,001). Wykazano, postugujac si¢ Kryteriami metody
A, dla wystepowania leukocytow w analizowanych probkach moczu, ze 30,9% wszystkich
probek przekraczalo zalozony prog wystepowania 25 leukocytow/ul, podczas gdy wedhug
kryteridw metody B odsetek pozytywnych wynikow jest mniejszy i stanowi 23,1%. Wykonane
obliczenia statystyczne wskazaly na istotne réznice gtdwnie pomigdzy grupami wskazujacymi
na niski 1 bardzo wysoki poziom zmiennej zaleznej. W przypadku leukocytoéw, grupa, ktora
statystycznie najbardziej wyrozniata si¢ 0d pozostatych zostata wytoniona w wyniku porownan
wielokrotnych i wynosita 2-3 wpw. Zaobserwowano istotng statystycznie, korelacje: pomigdzy
metoda A i B na poziomie rho Spearmana= 0,89, istotnosci <0,001. Porownano mozliwo$¢
wystgpienia ZUM w zalezno$ci od zastosowanej metody pomiaru dla liczebno$ci bakterii

i leukocytow. Rozwazono wprowadzenie trzech réoznych modeli empirycznych podejrzenia
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ZUM na podstawie wynikow elementow upostaciowanych moczu. Uzyskane wyniki pozwolity
stwierdzi¢, ze kobiety mialy istotnie czesciej podejrzenie ZUM w porownaniu do mezczyzn.
Analizujgc uzyskane dane statystyczne, stwierdzono, ze sposrod badanych parametréow
sugerujacych zakazenie, najdoktadniej podejrzenie ZUM roéznicuje metoda A przy kryterium
300/ul. Porownujac posiewy mikrobiologiczne z wynikami metody A, zaproponowano
dwa algorytmy skriningu mikrobiologicznego probek moczu. Pierwszy model zaktadat
wskazywanie probek dodatnich, przy jednoczesnym przekroczeniu wartosci cut-off dla dwdch
parametrow (bakterie >300/ul, WBC > 25/ul lub 40/ul). Drugi algorytm wymagat
przekroczenia wartosci cut-off chocby dla jednego parametru. Oceniono wydajnosci
tych algorytmoéw, gdzie pierwszy algorytm skutkowat brakiem wynikow fatszywie ujemnych.
Czutos¢ wynosita 99,9% a swoistos¢ od 81,3 — do 83,7% w zaleznosci od wartosci
WBC (odpowiednio WBC> 25/ul i 40/ul). Zatozenia drugiego modelu skriningu pozwalaja
na uzyskanie wyzszego wspotczynnika redukcji posiewow (50-51,9% vs 37,7-38,7%),
przy jednoczesnej utracie czutosci skriningu do 79,2% i 70,8% dla WBC odpowiednio

> 25/ul140/ul.

Na podstawie uzyskanych wynikéw sformutowano nast¢pujace wnioski:

1. Podwyzszone parametry wskazujace na zakazenie uktadu moczowego czesciej dotyczyty

kobiet niz m¢zezyzn.

2. Dla bakterii wyznaczono empirycznie wartosci cut-off , tak aby byt on podstawg
do Klasyfikowania wynikow jako ,ujemnych” (w zakresie mikrobiologicznych wartosci
referencyjnych) lub ,,dodatnich”, gdy te warto$¢ przekraczaty. W badanych prébkach moczu

przyjeto wartos$ci cut- off na poziomie 300/pl.

3. Wyznaczono dla leukocytow wartosci cut-off na poziomie >25/ul i > 40/ul. Zastosowanie
algorytmu uwzgledniajacego leukocyty 1 bakterie, pozwolito z duzym prawdopodobienstwem
potwierdzi¢ u pacjentéw zakazenie ukladu moczowego. W dalszym etapie nalezy w takich
przypadkach przeprowadzi¢ diagnostyke mikrobiologiczng dotyczaca identyfikacji gatunkowej

patogenu i jego opornos$ci na antybiotyki. Ten dalszy proces nie byt tematem tej pracy.

4. Zastosowanie metod fluorescencyjnej cytometrii przeptywowej do oznaczenia iloSciowego
wybranych elementéw morfotycznych tj. erytrocytow, leukocytéw i bakterii zawartych
w moczu pozwala na skrdcenie czasu analizy i szybsze wydanie wyniku mikrobiologicznego

w przypadkach podejrzenia zakazen ukladu moczowego.
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5. Okreslenie parametréw morfotycznych w badaniu og6lnym moczu przy uzyciu
zmodyfikowanych metod cytometrycznych jest waznym wskaznikiem prognostycznym
swiadczacym m.in. 0 prawdopodobienstwie  wystapienia  zwigkszonych  ilosci

mikroorganizméw powodujacych bakteriurie.

6. Potwierdzono wysoka korelacje pomigdzy wynikami uzyskanymi dla probek moczu
w badaniach mikrobiologicznych, z wynikami wyznaczonymi metodami typowo
analitycznymi. Ocena wskaznikow zakazenia drég moczowych w badaniu elementow
upostaciowanych ma potencjat diagnostyczny do wykluczania ZUM, wspomagajac
interpretacje wynikow probek pobranych od pacjentow. Wptywac takze bedzie na szybkos¢

wydania wyniku mikrobiologicznego.

7. Oprogramowanie aparatu A (bazujace na fluorescencyjnej cytometrii przeptywowej oraz
interpretacji skatergraméw) pozwala nie tylko na ilosciowe zliczanie bakterii, ale takzei ich wstepna
preklasyfikacje na G(+) i G(-) co jest niedostepne w przypadku stosowania innychmetod analitycznych.
Wstepna ocena na tym poziomie jest niezwykle wazna dla klinicystow, ktdrzy musza podjaé szybka

decyzje 0 empirycznym wiaczeniu badz nie antybiotykudo leczenia pacjenta.
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