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Validointi tarkoittaa oikeellisuutta ja tulostason tarkistusta, jolla osoitetaan uuden menetel-
man sopivuus ja suorituskyky. Verifiointi on toimintana suppeampaa kuin validointi. Verifi-
ointi tehd&éan uudelle jo aiemmin kayttoon otetulle menetelmalle, joka on validoitu jo aiemmin
analysaattorille esim. valmistajan toimesta. Validoinnin jalkeen verifiointi suoritetaan labora-
toriossa jokaiselle analysaattorille erikseen. Verifiointi on toimivuuden varmentamista kayt-
totarkoitukseensa.

Amylaasientsyymi on ruoansulatusentsyymi, joka pilkkoo ravinnon tarkkelysta. Sita erittyy
sylkirauhasista ja haimasta. Plasman amylaasientsyymin pitoisuus kohoaa moninkertaiseksi
haimasolujen vaurioituessa haimatulehduksen yhteydessa. Muita syita kohoamiselle voi olla
akuutti sappirakontulehdus, suolistotulehdus, suolinekroosi, sylkirauhasten tulehdus tai
makroamylasemia. Amylaasientsyymi mitataan plasmasta entsyymimaarityksellda, joka mi-
tataan fotometrisesti Konelab20i —analysaattorilla, joka on Thermo Scientific:n valmistama
kliinisen kemian analysaattori.

Opinnaytetydn tarkoituksena oli kuvata verifiointiprosessi ja analysoida verifioinnista saadut
testitulokset kvantitatiivisin menetelmin. Verifioitavana oli uusi amylaasientsyymi -mene-
telm& Konelab20i —analysaattorille. Analysaattori sijaitsee Sotkamon toimipisteessa ja refe-
renssianalysaattorina toimii Roche Cobas c501 —analysaattori Kajaanin aluelaboratoriossa.
Verifioinnissa testattiin sarjojen sisaista toistettavuutta, sarjojen valista toistettavuutta seka
suoritettiin potilasnaytevertailu.

Menetelma todettiin kayttotarkoitukseensa sopivaksi ja voitiin ottaa kayttoon Sotkamon toi-
mipisteessa. Potilasnaytevertailussa kaksi tulosta ylitti NordLabin laatutavoitteen, mutta ne
eivat ei olleet merkityksellisia, koska toisen tuloksen pitoisuudet olivat hyvin matalat ja toinen
todettiin satunnaisvirheeksi.

Avainsanat verifiointi, amylaasi, Konelab20i —analysaattori
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Validation means the accuracy and verification of the level of performance to demonstrate
the suitability and performance of a new method. Verification is narrower in operation than
validation. The verification is performed on a new method that has already been introduced
and has already been validated for the analyzer, for example by the manufacturer. After
validation, verification is performed in the laboratory for each analyzer separately. Verifica-
tion means checking the functionality for the intended use.

An amylase enzyme is a digestive enzyme that breaks down food starch. It is excreted from
salivary glands and pancreas. Plasma amylase levels are multiplied when pancreatic cells
are damaged in pancreatitis. Other causes of elevation may include acute cholecystitis, in-
testinal inflammation, intestinal necrosis, inflammation of the salivary glands, or macroam-
ylasemia. The amylase enzyme is measured in plasma by an enzyme assay measured pho-
tometrically with a Konelab20i analyzer, a clinical chemistry analyzer manufactured by
Thermo Scientific.

This final project is commissioned by the Northern Finland Laboratory Center, Nordlab. The
purpose of this final project was to describe the verification process and analyze the results
using quantitative methods. A new amylase enzyme method was verified for the Konelab20i
analyzer. The analyzer is located at the Sotkamo, Finland and the reference analyzer is the
Roche Cobas c501 —analyzer in the Kajaani, Finland regional laboratory. The verification
tested intra-batch reproducibility, inter-batch reproducibility, and performed patient sample
comparison.

In the patient sample comparison, there were two abnormal findings which differed Nordlab's
guality objective. They were not relevant because the concentrations of one result were very
low and the other was found to be random. The method was found to be suitable for its
purpose and may use at the laboratory in Sotkamo Finland.

Keywords verification, amylase, Konelab20i —analyzer
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1 Johdanto

On olemassa standardeja, joita tulee noudattaa Kliinisessa laboratoriossa esimerkiksi
otettaessa kayttoon uusi tutkimusmenetelma. Validoinnin ja verifioinnin osalta on nouda-
tettava SFS-EN ISO 15189 2012 —standardia. (Roelofsen-de Beer ym. 2019.) Validoin-
nilla varmistetaan uuden tai paivitetyn maaritysmenetelman toimivuus omassa laborato-
riossa tiettyyn kayttotarkoitukseen. Otettaessa kayttéon jo aiemmin validoitu menetelma
tai analysaattori esim. pienemmassé aluelaboratoriossa, tulosten varmentamiseksi riit-
taa menetelman verifiointi. Laboratoriot kayttavat aina maaritysmenetelmia, jotka se on
validoinut eli vahvistanut tai verifioinut eli todentanut kayttotarkoitukseensa. Kaytan-
ndssa esimerkiksi menetelmad, analysaattoria tai reagenssia verifioitaessa terveyskes-
kuslaboratoriossa, verifioinnin tuloksia verrataan tukilaboratoriossa saatuihin tuloksiin.
(Hagg 2016: 7; Labquality 2020.)

Opinnaytetydn aihe, amylaasientsyymin verifiointi, saatiin tytelamasta NordLab Kajaa-
nin aluelaboratoriosta. Amylaasientsyymi on ruoansulatusentsyymi, jota erittyy sylkirau-
hasista ja haimasta (Penttila 2003; 229). NordLab on liikelaitoskuntayhtyma, joka toimii
Pohjois-Suomen alueella. Pohjois-Suomen laboratoriokeskuksen aluelaboratoriot sijait-
sevat Kajaanissa, Kemisséd, Kokkolassa, Oulussa ja Rovaniemelld. Tassa opinnayte-
tydssa keskitytaan tutkimaan verifioinnin prosessia ja siitéd saatavia verifioinnin testitu-
loksia. Verifioinnin kohteena on amylaasientsyymi—-menetelma Konelab20i —analysaat-
torilla Sotkamon kuntatoimipisteessa, joka on yksi Kajaanin toimipisteista. Referenssila-
boratoriona amylaasientsyymi-menetelman verifioinnissa toimii Kajaanin aluelaborato-
rio. Amylaasientsyymi—menetelman verifioinnin tarkoituksena oli saada uudistettu mene-
telma kayttdéon luotettavasti. Amylaasi -tutkimusta tehdéaén Sotkamossa paivystysluon-
teisesti, jolloin tdm& mahdollistaa nopeamman potilastuloksen asiakkaalle eli hoitavaan

yksikkoon ja tata kautta edistéé potilaan hoitoa.

Opinnaytety6 suoritettiin padosin kirjallisuuteen tietoon perustuen ja kvantitatiivisia tutki-
musmenetelmia hyddyntaen tydelamalahtoisesti. Aiemmin Sotkamon kuntatoimipisteen
Konelab20i -analysaattorilla oli kaytéssa amylaasin maarittdmiseen yhden reagenssin
menetelm&. Thermo Fisherin vaihtaessa menetelmén kahden reagenssin menetelmaksi,
tulee amylaasimenetelma verifioida uudelleen. Uusi applikaatio muuttui kahden reagens-
sin menetelmaksi ja kalibroitavaksi eCal — kalibraattorilla. Uuden kalibraattorin arvo on
jéljitettavissa IFCC:n (International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Me-

dicine) kansainvéliseen referenssimateriaaliin IRMM/IFCC-456. IFCC on kansainvélinen



kliinisen kemian ja laboratorioldéketieteen liitto. IFCC on maailmanlaajuinen organisaa-
tio, joka muun muassa asettaa maailmanlaajuisia standardeja yhdessa muiden toimijoi-
den kanssa. (IFCC 2021.)

Amylaasientsyymin verifiointi tehtiin NordLabissa elokuun 2020 aikana. Opinnaytetytn
halusimme olevan tydelamalahtdinen ja selkeasti kaytannon tydhon liittyva. Tassa opin-
naytetydssa keskitytdan verifioinnin prosessin kuvaamiseen seka analysoimaan verifi-

oinnista saatuja testituloksia kvantitatiivisin menetelmin.

2 Validointi ja verifiointi

Termeja validointi ja verifiointi kaytetaan kuvaamaan tydsta riippuen, samaa asiaa. Jos-
kus verifioinnista kaytetadan my6s nimeé uudelleen validointi, vaikka niitéa ei tule tulkita
synonyymeiksi. Kaytanndssa verifiointi on toimintana suppeampi kuin validointi. (Hagg
2016: 7.) Tulkinnoissa ja termien kaytossa voi olla myts maiden valisia eroja. Naita ter-
mien valisia eroja on tasmennetty vuonna 2012 laaditussa 1SO 15189: 2012 standar-

dissa. (Roelofsen-de Beer ym. 2019.)

Validointi tarkoittaa oikeellisuutta ja tulostason tarkistusta. Validoinnilla osoitetaan, etta
uusi menetelma on sopiva ja suorituskykyinen kayttétarkoitukseensa. Validointi tehdaan
vertaamalla tulevaa valittua menetelmaa ja sen tulostasoa kansainvaliseen referenssita-
soon. Uudesta menetelmésta on vakuutettava, etté toistotarkkuus ja oikeellisuus ovat
riittdvid. Validoinnista saatavat tulokset ja johtopaatdkset dokumentoidaan. (Labquality
2020.)

Verifiointi tehddaan uudelle jo aiemmin kayttéén otetulle menetelmalle, joka on validoitu
jo aiemmin analysaattorille esim. valmistajan toimesta. Validoinnin jéalkeen verifiointi suo-
ritetaan jokaiselle analysaattorille erikseen. Toimenpiteené validointi ei ole kertaluontei-
nen vaan uudelleen validoinnin periaatteet kerrotaan laboratorion johtamisjarjestel-
massa. Laboratorion tulee tietyin véliajoin varmistaa, ettd validointi on edelleen voimassa
oleva. (Hagg 2016: 8.) Verifiointi on toimivuuden varmentamista. K&ytdnndsséa tama voi-
daan tehda siten, ettd otetaan 10—20 potilasnaytettd, joiden tuloksia verrataan laborato-
rion kaytdssa olevan menetelman tulostasoon. Verifiointi prosessi alkaa verifiointisuun-
nitelman teolla ja kaikki verifiointiin liittyvat toimenpiteet dokumentoidaan. (Labquality
2020.)



2.1 ISO Standardi 15189

ISO—standardit standardisoivat kaytantoja globaalisti. ISO standardi 15189:n vaatimuk-
sia sovelletaan henkilostoon, laboratoriotiloihin, laboratoriolaitteisiin, laboratoriovalinei-
siin, reagensseihin ja tarvikkeisiin, seka tutkimus- ja testausprosesseihin ja niiden laa-
dunvarmistamiseen. Lisaksi vaatimuksia sovelletaan tulosten raportointiin, tulosten jul-

kaisemiseen seka laboratorion tiedonhallintaan. (Pereira 2020.)

Kaikkien laéketieteellisten laboratorioiden laadunarviointia ohjaa 1ISO 15189:2012 —stan-
dardi, joka ohjaa laboratorioiden laitteiden ja menetelmien validointia ja verifiointia sekéa
niihin liittyvien dokumenttien laadintaa. 1ISO 15189:2012 —standardi ohjaa my6s labora-
torioiden henkilokuntaan liittyvia patevyysvaatimuksia seka henkildkunnan toimintaa.
Kaytannossa tama tarkoittaa sita, ettd standardi ohjaa tydntekijaa arvioimaan kriittisesti

laboratorion tuottamaa laatua. (Roelofsen-de Beer ym. 2019.)

2.2 Verifiointisuunnitelma

Verifiointisuunnitelmassa kerrotaan ennalta vahvistetut ja perustellut verifioinnin hyvak-
symiskriteerit. Hyvaksymiskriteerien lisaksi suunnitelmassa tulee kayda ilmi verifioitavien
naytteiden maara, kayttotarkoitus ja tutkimusmenetelméa. Suunnitelmaan kirjataan myos

verifiointisuunnitelman laatijat. (Roelofsen-de Beer ym. 2019.)

Menetelmévastuuhenkild laatii suunnitelman verifioinnista. Verifiointisuunnitelmaa laa-
tiessa menetelman vastuuhenkild voi tarvittaessa konsultoida ladketieteellistd vastuu-
henkiléa. Konsultoitu henkild, esimerkiksi laakari, kirjataan myos verifiointisuunnitelman
laatijoihin. (NordLab Verifiointi ja Validointi 2020.) Suunnitelmaan taytyy kirjata, onko ky-
seessa validointi vai verifiointi seka validoinnin/verifioinnin syy, kaytettava laitteisto, tes-
tattavat tutkimukset, tarvittavat reagenssit ja vakiot, seka niiden valmistaja. Liséksi suun-
nitelmassa tulee kdyda ilmi suunnitelma toistuvuuden, tarkkuuden, mittausalueen, mit-
tausepavarmuuden maarittdmiseksi. Verifiointisuunnitelmaan liitetdéan tarvittaessa erilli-
nen suunnitelma tietojarjestelmien testaamiseksi. Valmis suunnitelma lahetetddn hyvak-
syttavaksi laatuyhteyshenkiltlle. Suunnitelman hyvéksymisen jalkeen vastuuhenkil® kir-
jaa suunnitelmaan hyvaksyjan ja hyvaksymispaivamaaran. (NordLab 2020.) My6s tavoi-
teaikataulu olisi hyva kayda ilmi verifiointisuunnitelmassa (Hagg 2016: 11). Suunnitel-
maa laadittaessa mitattaville parametreille annetaan tulosvaatimukset, joiden pitaa tayt-
tya (Hagg 2016: 14).



2.3 Verifioinnin laatua kuvaavat kasitteet

Validoinnin suunnittelun oppaan mukaan validointiin liittyvia kasitteité kliinisen kemian

osalta ovat; havaitsemisraja, herkkyys, hairidalttius, lineaarisuus, mittausalue, mit-

tausepavarmuus, maaritysraja, oikeellisuus, osoituskyky, resoluutio, saanto, selektiivi-

syys, spesifisyys, stabiilisuus, suorituskyky, toistettavuus, tasmallisyys, uusittavuus

(Hagg 2016: 13). Verifioinnissa kaytettavat parametrit maaraytyvat verifioitavan kohteen

mukaan.

Seuraavassa avataan keskeisimpia kasitteita:

havaitsemisraja; tarkoittaa tutkittavan yhdisteen pieninta pitoisuutta, joka voi-
daan todeta luotettavasti. Havaitsemisraja maadritetaan nollanaytteella tai nayt-
teelld, joka sisaltdd hyvin pienen pitoisuuden mitattavaa analyyttia. (Hagg 2016:
20.)

herkkyys; tarkoittaa menetelman kykyéa todeta pienetkin vaihtelut analyyttien pi-
toisuuksissa. Kemian alalla kaytettaessa lineaarista kalibrointia herkkyys on suo-
ran kulmakerroin eli menetelmé& on sita herkempi mité jyrkempi kalibraatiosuora
on. (Hagg 2016: 21.)

hairidalttius; tarkoittaa menetelman kykya vastustaa pienid muutoksia testauk-
sen aikana. Ennen testausta arvioidaan muutosalttiit tekijat ja laaditaan suunni-
telma, jossa maaritetaan riittava analyysien lukumaara muutosalttiiden tekijoiden
testaamista vuoksi. Hairidalttiuteen vaikuttavat erilaiset muuttuvat tekijat esim.
lampédtila ja pH, reaktioaika. Satunnaisvirheita mittauksissa syntyy aina, kun taas
systemaattisia virheita voi poistaa tai korjata. Tasta syysta on erittdin tarkeata
kirjata yloés muuttuvat tekijat, jos mittausepavarmuutta ei pystyta laskemaan.
(Hagg 2016: 22.)

mittausalue ja lineaarisuus; mittausalue tarkoittaa sitd analyytin pitoisuutta,
jolla menetelmééa voidaan kayttaa riittavalla tarkkuudella. Kalibrointisuoran ol-
lessa lineaarinen pitoisuusalue on optimaalinen. Lineaarinen suora saadaan, kun
analysoitavan yhdisteen vaste ja konsentraatio esiintyvat lineaarisesti toisiinsa

nahden. Mittausalue on se alue, jossa lineaarisuus on nahtavissa. Lineaarisuus



arvioidaan regressiosuoran muodosta. Kemian alalla kaytetd&n pitoisuuksiltaan

tiedettyja liuoksia esim. standardi- vakio- ja kalibrointiliuoksia. (Hagg 2016: 23.)

mittausepavarmuus; tarkoittaa yleista mittaustulosten vaihtelua, joka voi johtua
naytteenotosta, naytteen sailytyksesta, laitteesta tai analyysin eri vaiheista. Mit-
tausepavarmuus on arvio rajoista, joiden valissa se "oikea” tulos on tietylla to-
dennékoisyydella. Mittausepavarmuus koostuu systemaattisesta ja satunnai-
sesta virheestd. Mittausepavarmuuden maéaarittamisessa voidaan kayttaa esim.
keskihajontaa. Mittausepavarmuudentietoja tarvitaan arvioidessa mittaustulos-
tarkkuuden riittavyytta esim. tietyn paatoksenteon kannalta seké vertaillessa eri
laboratorioiden tuloksia keskenaan. (Hagg 2016: 23-25.)

oikeellisuus (todenmukaisuus); menetelman oikeellisuuden selvittdamiseksi tu-
lee tietdd maaritettavan analyytin pitoisuus ja ominaisuudet. Oikeellisuus ilmais-
taan suhteellisena poikkeamana prosentteina (%). Oikeellisuuden arviointi edel-
lytta& vertailevia mittauksia tai tunnetun vertailumateriaalin kayttoéa. Sita arvioi-
daan myds vertaamalla validoitavaa menetelmdaa referenssimenetelmaan. (Hagg
2016: 27.)

selektiivisyys (valikoivuus) tarkoittaa kykya mitata tiettya analyyttia useiden
analyyttien joukosta. Selektiivisyytta testattaessa pyritddn saamaan selville sys-
temaattisia virheita (Hagg 2016: 29). Menetelma katsotaan selektiiviseksi, kun on
tutkittu vahintaan kuuden henkildn naytettd (esim. plasmaa, virtsaa tai muuta
matriisia) (Hagg 2016: 45). Menetelmaselektiivisyytta tutkittaessa kartoitetaan
hairitsevat tekijat, jos niita on vaikea tunnistaa, selektiivisyytta voidaan tutkia
my0s vertaamalla menetelmaa muihin selektiivisyydella tunnettuihin menetelmiin

(Metrologian neuvottelukunta: 11).

spesifisyys; Spesifinen menetelma tarkoittaa, etta tulos antaa vasteen vain tut-
kittavalle analyytille (Hagg 2016: 30).

toistettavuus; tarkoittaa, ettd tulokset ovat toistuvia, kun maaritys tehdaan sa-
malla laitteella, samassa laboratoriossa, saman tekijan toimesta, samasta nayt-

teestd, samalla menetelmalld, lyhyen aikavalin sisalla (Hagg 2016: 31-32.).



e tasmallisyys; tarkoittaa mitattujen arvojen yhtapitavyytta ja tasmallisyys maari-
tetdan toistamalla kokeita (Hagg 2016: 32).

e uusittavuus; tarkoittaa tulosten valista pysyvyytta, kun maaritys tehdaan sa-
malla menetelmallda, mutta muutetaan esim. mittauslaitetta, suorituspaikkaa tai
suorittajaa (Hagg 2016: 32).

3 Amylaasientsyymi

Amylaasi on ruoansulatusentsyymi, joka hajottaa ravinnon téarkkelysta. Amylaasia erittyy
sylkirauhasista ja haimasta. (Mustajoki, Kaukua, 2008: 58-59.) Amylaasimolekyylin koko
on pieni, jonka vuoksi plasman amylaasi—entsyymi erittyy munuaisten kautta virtsaan ja
amylaasin puoliintumisaika on noin 12 tuntia (Kuvio 1.). Amylaasientsyyminen viitearvot
ovat terveelld ihmisella 25-120 U/L (Nordlab 2017.).

CH,OH

Kuvio 1. Haiman amylaasin molekyylikaava (Maailman tietosanakirjamainen tietoa 2018 mukail-
len)

Amylaasia erittyy vereen suuria méaaria, jos haimasolut vaurioituvat haimatulehduksen-
yhteydessd. Taman seurauksena plasman amylaasientsyymin pitoisuus kohoaa monin-
kertaiseksi. Kaytanndssa amylaasin maarityksella voidaan selvittdd, onko akillisesti il-
maantuneiden vatsakipujen syyna haimatulehdus. Haimatulehdus on sairaalahoitoa
vaativaa sairaus. (Mustajoki, Kaukua, 2008: 58-59). Barbierin, Riggion ja Jaffen vuonna
2016 tehdyn tutkimuksen mukaan, tutkittaessa haimatulehdusta eli pankreatiittia,
amylaasi pitoisuus nousee nopeasti, edella mainitun tutkimuksen mukaan, myds haiman
erittdma toinen entsyymi, lipaasi, olisi herkempi, mutta diagnostiikan kannalta amylaasi

on nopeammin maaritettdessa oleva tutkimus. (Barbieri, Riggio ja Jaffe 2016.)



Amylaasipitoisuus plasmassa voi olla kohonnut ilman haimatulehdusta muun muassa
akuutin sappirakon tulehduksen, suolistotulehduksen, suolinekroosin tai sylkirauhasten
tulehduksen seurauksena. (Nieminen 2001: 1257-1260.) Yksi syy amylaasipitoisuuden
kohoamiseen voi olla makroamylasemia. Makroamylasemiassa amylaasi sitoutuu veren-
kierrossa suurimolekyyliseen kantajaproteiiniin esim. immunoglobuliiniin, jonka seurauk-
sena syntyy kompleksoitunut makroamylaasi. Makroamylaasi erittyy virtsaan hitaasti, jol-
loin veren amylaasipitoisuus kohoaa ja virtsa amylaasipitoisuus pysyy normaalina. Mak-
roamylasemian syyta ei tunneta ja se on Kliinisesti merkityksetdn. (Nieminen 2001:
1257-1260.)

4 Analysaattori ja mittausmenetelma

4.1 Konelab20i —analysaattori

Konelab20i on Thermo Scientific:n valmistama kliinisen kemian analysaattori (Kuvio 2),
jolla voidaan tehda tutkimuksia plasmasta, seerumista, virtsasta, seka aivo-selkaydin-
nesteesta. Analysaattorilla voidaan analysoida jopa 200 naytetta tunnissa. (Technical
Specification 2008.) Analysaattorilla voidaan maarittdé entsyymejd, elektrolyyttipitoi-
suuksia, substraatteja sekd spesifisid proteiineja (Thermo Scientific Konelab 20
Brochure 2008).



Kuvio 2. Kliininen kemian Konelab20i-analysaattori. Tass& analysaattorissa naytteet ladataan
punaisen kannen alla olevalle naytekiekolle, reagenssit ladataan reagenssikiekolle,
joka sijaitsee pyorean keltaisen kannen alla. Kuvassa oikealla puolella olevan sinisen
kannen alla on kyvettiyksikkd. Kuvassa kahdessa alla olevissa vetolaatikoissa on ky-
vettiroskakori seké vesi- ja jatekanisteri. (Kati Kemppainen, Maria Oravala 2021.)

Konelab 20i —analysaattorissa on pydrivéa kiekko (Sample Disk) analysoitaville naytteille,
joita voidaan lisata jatkuvasti. Laitteessa on myos paikkoija ns. STAT-naytteille, jotka
voidaan tarivttaessa analysoida nopeammin sarjoista erillisind naytteind. Analysaatto-
rissa on viilennetty reagenssikiekko (Reagent Disk), johon voidaan ladata 35 eri rea-
genssia. Laite siirtda naytteet koneen inkubaattoriin (Inkubator), josta ne siirtyvat mitat-
taviksi laitteen fotometriseen yksikkéon (Photometer). Konelab20i —analysaattorissa on
myos erillinen ISE-yksikko (Ise Module), jota kaytetaén eri elektrolyyttien mittauksessa,
kuten kalium, natrium, kloridi ja litium. (Kuvio 3) Fotometriaa analysaattori kayttaa entsy-
maattisiin maarityksiin, kuten amylaasi (AMYL), alkalinenfosfataasi (AFOS), alanii-
niaminotransferaasi (ALAT), C-reaktiivinen proteiini (CRP).



Photometer
OPTION: -
ISE MODULE
ISE DI INCUBATOR

8 cuvette positions =
72 reaction positions

‘._.

CUVETTE STORAGE

25 CUVETTES
SAMPLE DISK CUVETTE UNIT

l ll . ll Continuous loading

segments, max 6 on-board +
5 STAT samples

Kuvio 3. Kuvituskuva Konelab20i -analysaattorin sisélta. Analysaattori sisaltaé ISE-yksikon (ISE
module), fotometrin (photometer), inkubaattorin (inkubator), seka kyvetti yksikén (cu-
vette unit), reagenssikiekon (regent disk), jonka ymparilla naytekiekko (sample disk).
(Thermo Scientific. 2008.)

4.2 Fotometrinen mittaus amylaasin maarityksessa

Amylaasientsyymid mitataan plasmasta entsyymiaktiivisuusmaéarityksella. Entsyymit
ovat valkuaisaineita eli proteiineja, jotka katalysoivat kemiallisia reaktioita elimistdssa.
Entsyymit nopeuttavat reaktiota pienentamalla aktivaatioenergiaa. Entsyymin vaikutus
kohdistuu aineeseen, jota kutsutaan substraatiksi. (Bjalie ym.2009: 459) Tallaisille reak-
tioille on tyypillistd entsyymi-substraatti-kompleksi, joka muodostuu entsyymin aktiivi-
seen kohtaan (Kuvio 5). Aktiivinen kohta vastaa reaktion spesifisyydesta. Entsyymit pys-
tyvéat sitomaan vain yhta tai muutamaa lahes samankaltaista substraattia. (Entsyymit
2006.)
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Entsyymija Entsyymi- Entsyymi ja
substraatit substraattikompleksi lopputuote

Kuvio 4. Entsyymi-substraatti —reaktio (Kati Kemppainen, Maria Oravala 2021)

Entsyymiaktiivisuuteen vaikuttavia tekijoitd ovat pH (7—7,5), lampétila (37°C) seka ent-
syymireaktioseoksessa vaikuttavat aktivaattorit (mm. magnesium, rauta, sinkki, kalsium
ja kalium) ja inhibiittorit (mm. lyijy, elohopea) seka koentsyymit ja prosteettiset ryhmat
(esimerkiksi NAD ja NADP). Yleisimpia kliinisen kemian analyyseja ovat entsyymiaktiivi-
suusmaaritykset. Entsyymin yksikko (U) on kansainvaliseksi sovittu, joka tarkoittaa sit&
entsyymimaarad, joka katalysoi yhden mikromoolin (umol) substraatteja minuutin ai-
kana. Tavallisesti aktiivisuus ilmoitetaan U/L. (Jokela 1998; 68—69) Amylaasin viitearvot
terveelld ihmisella ovat 25-120 U/L (NordLab 2017).

Konelab20i -analysaattori maarittdd amylaasin (IFCC) kahden reagenssin menetelmalla
kuvion 6 mukaisesti, jossa reagenssi kayttaa EPS-G7:a (4,6 etylideeni-(G7) -p-nitrofe-
noli- (G1) -a-D-maltoheptaosidi) substraattina. Etylideenin kayttd estda eksoentsyymeja
hajottamasta substraattia, joten a-amylaasin puuttuessa varin muutosta ei havaita. Kun
substraatti pilkotaan amylaasilla, pienempia palasia voidaan hydrolysoida a-glukoosi-
daasilla, joka aiheuttaa kromoforin vapautumisen. Syntyvan lopputuotteen (PNP= p-nit-
rofenoli) absorbanssin nopeutta mitataan aallonpituudella 405nm, néin saadaan nayt-

teen a- amylaasiaktiivisuus mitattua.
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5 EPS-G7 + 5 H,0 SAMYIaSe - 5 Ehviidene-G5 + 2 G2PNP +

2 Ethylidene-G4 + 2 G3PNP + Ethylidene-G3 + G4PNP

2 G2PNP + 2 G3PNP + G4PNP + 14 H,O a-Glucosidase
5PNP +14 G

Kuvio 5. Amylaasin (IFCC) reaktio (Amylase (IFCC) 2019.)

Fotometrisessa mittausmenetelmassa kaytetaan hyddyksi valon lapaisevyytta (transmit-
tanssia) tai imeytymisté (absorptiota) valiaineessa. Valo on monokromaattista silloin, kun
se sisaltda vain tietyn aallonpitoisuusalueen omaavaa valoa. Valoa voi havita mittaky-
vetin pinnasta tai absorboitumalla mittakyvetissa olevaan liuokseen vaikkei liuos sisalla
mitattavaa ainetta. Edellda mainittua voidaan korjata kayttamalla vertailukyvettia tai niin
sanottua nollamittausta. Kaytadnnossa kun liuoksen pitoisuus kasvaa, absorbanssi ko-
hoaa eli valon lapaisevyys vahenee logaritmisessa suhteessa. Kuviossa 4 ovat fotomet-
rin osat, jossa valo lapdisee linssin ja suodattuu interferenssisuodattimien lapi, jonka jal-
keen monokromaattinen valo l&péisee mittakyvetin. Kyvetista transmittoitunut valo me-
nee ilmaisimelle, ja mittauselektroniikan avulla se havaitaan ja saadaan mitattua numee-
riseen muotoon. (Jokela 1998: 51-53.)

Fotometrisessa mittauksessa voidaan kayttaa 11 eri aallonpituutta. Mittaus voidaan suo-
rittaa aallonpituuksien 340-800 nanometrin valilla. Mittauslampdétilana kaytetdan 37 °C.
Analyytista riippuen mittaus tapahtuu paatepistemittauksella tai kineettisesti. Kineettinen
mittaus voi kestaa 30 s — 60min ja voidaan mitata korkeintaan 12 mittauspistetta.
(Thermo Scientific. 2008).
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08200/

Kuvio 6. Fotometrin rakenne ja osat. 1. Halogeeni lamppu, 2. Kokoojalinssit, 3.Interferenssi-
suodatin, 4. Valon katkoja 5. Kvartsi kuitu, 6. Sateenjakaja, 7. Vertailutunnistin, 8. Ky-
vetti 9. lImaisin, 10. Mittauselektroniikka (Konelab service manual. 2003: 20 mukaillen)

5 Opinnaytetyon tarkoitus, tavoite ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetydmme tarkoituksena on kuvata verifiointiprosessi seka analysoida tuloksia
kvantitatiivisin menetelmin. Verifioinnin tarkoituksena on testata sarjojen sisaista toistet-
tavuutta, sarjojen valistd toistettavuutta sekd potilasnaytevertailun suorittaminen.
Amylaasientsyymi —menetelman verifioinnin tavoitteena on todentaa, ettd uudella
amylaasimenetelmalla saadaan yhtenevét tulokset referenssimenetelmaén verrattuna.
Taman jalkeen amylaasi —tutkimus voidaan ottaa potilaskayttéon Sotkamon toimipis-
teessa. Tavoitteena on myds syventaa tietoa mita verifiointiprosessiin sisaltyy ja miksi,

ja harjaantua tilastomatematiikan menetelmien kayttssa.

Opinnaytety® pyrkii vastaamaan seuraaviin kysymyksiin:

- Mita tarkoittaa validointi ja verifiointi?

- Millainen on verifiointiprosessi ja miten varmistetaan verifiointitulosten luotettavuus?

- Miten verifiointi tuloksia tarkastellaan ja raportoidaan?
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6 Opinnaytetybén menetelmat

Kvantitatiivinen tutkimus on yksi empiirisen tutkimuksen ryhma. Kvantitatiiviset tutkimuk-
set vastaavat kysymyksiin mik&, missa, kuinka usein ja kuinka paljon. Kvantitatiivinen
tutkimus kayttaa hyvaksi numeraalisia tuloksia (Holopainen, Pulkkinen Pekka. 2008: 20—
21).

6.1 Aineisto

Amylaasientsyymin verifioinnissa aineistoina kaytettiin 20 pakastettuja Litium-hepariini
putkeen otettua plasmanaytetta, jotka kerattiin potilasnaytteista anonyymisti potilastulos-
ten perusteella edellisten kuukausien aikana. Potilasnaytteet valittiin niin, ettd naytteiden
amylaasiaktiivisuudet kattavat verifioitavan menetelman mittausalueen mahdollisimman
hyvin (10-7500 U/L, valmistajan ilmoittama). N&aytteet otettiin laskimonaytteena Litium-
hepariini-ndyteputkeen, tdman jalkeen naytteet sentrifugoitiin, eroteltin plasmanayt-
teeksi ja pakastettiin verifiointia varten. (NordLab 2020.) Tassa verifioinnissa kaytettiin
myOs niin sanottuja poolattuja naytteitd. Poolatussa naytteessa oli useista samantasoi-
sista potilasnaytteistéd yhdistamalla tehty yksi yhteinen nayte eli pooli. Aineistossa kay-
tettiin kahta poolattua néytettd, joista toinen edusti matalan tason ja toinen korkean tason
naytetta.

Lisaksi kaytettiin menetelméan toimivuuden varmistamiseen kaupallisia Bio-Rad:n valmis-
tamia Unassayed Multiqual kontrollinaytteitéd. Bio-Rad:n humaaniperaiset kontrollit olivat
kayttévalmiita liuoksia, jotka sulatuksen jalkeen oli jaettu kayttélaboratoriossa pienempiin
kayttderiin pakasteeseen. Verifioinnissa kaytettin ThermoFisher Scientifin valmistaa

eCal kalibraattoria ja Amyl (IFCC) reagenssia amylaasimenetelmassa.

6.2 Aineiston analysointimenetelmat ja mittausparametrit

Tutkimus oli maaréllinen ja vertaileva analyysi menetelma, koska vertailun kohteena oli-
vat amylaasin analysoinnista saatavat numeeriset tulokset kahdella eri analysaattorilla.
Aineisto analysoitiin tilastomatemaattisin keinoin, saatavat tulokset koottiin Microsoft Ex-
cell -taulukointi ohjelmaan. Excel -taulukointi ohjelman avulla laskettiin tulosten kes-
kiarvo (x), keskihajonta (s), variaatiokerroin (CV) ja korrelaatiokerroin, jonka perusteella
tehd&aéan regressiosuora. Edell&a mainittujen tulosten perusteella arvioitiin amylaasi me-

netelmén luotettavuutta.
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Toistettavuutta tutkitaan variaatiokertoimen (CV) avulla. Sarjan sisainen toistuvuus tar-
koittaa menetelman toistettavuutta mittaussarjan sisalla. Sarjojen vélinen toistettavuus
tarkoittaa menetelman toistettavuutta eri paivana eri laitteilla, eri tarvikkeilla tai eri hen-
kildiden suorittamana. (Hagg 2016: 31) Tarkkuutta arvioidaan regressiosuoran, kulma-
ja korrelaatiokertoimen avulla. Seuraavassa esitetdan keskiarvon, keskihajonnan, vari-

aatiokerroin, korrelaatiokertoimen, regressiosuoran kasitteet ja laskukaaviot:

Keskiarvo

Keskiarvo (x tai ka) tarkoittaa lukujen yhteenlaskettua summaa jaettuna lukujen luku-

maaralla. (Keskiarvo 2020)

X1+t Xy

X =
n

Keskihajonta

Keskihajonta (s tai sd) kuvaa arvojen sijoittumista keskiarvon ymparille. Keskihajonta
lasketaan ottamalla varianssista nelidjuuri. (Keskihajonta 2020)

iz (i —%)?

n—1

Variaatiokerroin

Variaatiokerroin (CV) tarkoittaa keskiarvoon suhteutettua hajontaa. llmoitetaan yleensa

prosenttilukuna. (Variaatiokerroin 2020)
s
CV% = 7 x 100

Korrelaatio
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Korrelaatiokerroin kuvaa muuttujien valisen yhteyden voimakkuutta. Yleisesti kaytetaan
Pearsonin korrelaatiokerrointa (r), jolla mitataan vain lineaarista yhteytta. Korrelaatioker-
roin vaihtelee —1:sta +1:een. Jos korrelaatiokerroin on lahella 0, muuttujien valilla ei huo-
mata lineaarista yhteytta. Kun korrelaatiokerroin on 0, muuttujien valilla voi olla epéline-

aarista yhteytta. (Korrelaatio 2020; Pearsonin korrelaatiokerroin 2020)

Regressiosuora

Regressiosuoralla mallinnetaan lineaarista regressioanalyysia, eli muuttujien valista riip-
puvuussuhdetta. Se mallintaa sitd, kuinka paljon toisen arvon muuttuminen vaikuttaa

toisen muuttujan arvon muuttumiseen ja toisinpdin. (Regressioanalyysi 2020)

7 Opinnaytetydn toteutus

Aloittaessa opinnaytetytprosessia laadittiin alustava suunnitelma aikataulusta (kuvio 7).
Opinnaytetydprosessi alkoi kevaalla 2020, Bioanalyytikko SXJ18K2-ryhmaélle jarjestet-
tavalla infotilaisuudella. Opinnaytetydn aihe saatiin tydelamasta NordLab Kajaanin alue-
laboratoriosta elokuussa 2020. NordLab on liikelaitoskuntayhtyma, joka toimii Pohjois-
Suomen alueella. Pohjois-Suomen laboratoriokeskuksen aluelaboratoriot sijaitsevat Ka-

jaanissa, Kemissa, Kokkolassa, Oulussa ja Rovaniemella.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli amylaasientsyymi—menetelman verifiointi Konelab20i —
analysaattorilla Sotkamon kuntatoimipisteessd, joka on yksi Kajaanin toimipisteista. Ai-
heesta keskusteltiin ohjaavien opettajien ja yhteistyttahon kanssa ja sita tarkennettiin
syyskuun puolella, josta paastiin aloittamaan opinnaytetydénsuunnitelman laatiminen.
Opinnaytety® aloitettiin syksylla 2020 perehtymalla aiheeseen ja laatimalla opinnayte-
tyonsuunnitelma. Tyota varten laadittiin NordLabin ja Metropolia Ammattikorkeakoulun

kanssa sopimus. Tutkimusluvan jalkeen aloitettiin varsinainen tyd (kuvio 7).
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Opinnaytetydn Opinnaytetyon raportin
suunnitelma tyostaminen
+ Aloitus info 29 4 2020 +10/2020 - 3/2021- ( Esitys
«8/2020 - 10/ 2020: - Aineiston analysointi tulosseminaanissa
+ Opinnaytetydn + Tyopajoihin 3‘{2021_
suunnitelman palautus osallistuminen = Raportin palautus
8.10.2020 = Tiedonhaku 4/2021
- Suunnitelmaseminaari - Raportin kirjoitus * Kypsyysnayte 5/2021

14.-15.10.2020

Kuvio 7. Opinnaytetydprosessin aikataulu aloitusinfosta kypsyysnaytteeseen (Kati Kemppainen,
Maria Oravala 2020)

Verifiointiprosessi eteni Kuvio 8 mukaisesti. Ennen opinnaytetyon aiheen varmistumista
amylaasientsyymi -menetelmén kirjallinen verifiointisuunnitelma oli laadittu NordLab Ka-
jaanin menetelméavastuuhenkildon toimesta. Verifiointisuunnitelman mukaan mitattavat
parametrit olivat toistettavuus ja tarkkuus. Aineisto oli keratty, pakastettu ja sulatettu
ennen analysointia. Verifioitavan aineiston analysointi suoritettiin Konelab20i- ja Roche

Cobas c501-analysaattoreilla elokuussa 2020 samana paivana kello 10-14 valilla.

Ennen verifiointia analysaattoreiden toimivuus oli varmistettu Bio-Rad:n Unassayed Mul-
tiqual kontrolleilla, jotka olivat kayttdvalmiita sellaisenaan. Kontrolli tulokset tarkistettiin,
ettd saadut kontrollitulokset ovat kontrollierdn mukaisesti tavoiterajoissa. Kontrollit ana-
lysoitiin kolmessa eri tasossa; matala, keskitaso ja korkea. Matalimman kontrollin tavoi-
terajat amylaasin osalta olivat 37.01-48.75 U/L, keskitason tavoiterajat olivat 111.07—
146.29 U/L, korkeimman kontrollin tavoiteraja olivat 242.88-319.90 U/L.
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Naytteiden kerays ja Naytteiden
esikasittely analysointi

Verifiointisuunnitelma

Tulosten analysointi
kvantitatiivisin
menetelmin

Tulosten
dokumentointi

Kuvio 8. Verifiointiprosessi (Kati Kemppainen ja Maria Oravala 2021)

Tassa amylaasientsyymin verifioinnissa maaritettiin verifiointiparametrit suorittamalla
mittaussarjoja. Toistettavuutta mitattiin sarjan sisaisella toistuvuudella (CVsis%) ja sar-
jojen valisella toistuvuudella (CVviél%). Uutta amylaasientsyymi menetelmaa varten sar-
jan sisaista toistettavuutta testattiin potilasnaytevertailun avulla. Sarjan sisaista toistetta-
vuutta mitattaessa, analysoitiin matalan ja korkean tason poolattua naytetta 10 kertaa.
Analysaattorin kykya toistaa sarjojen valista toistettavuutta mitattiin kayttaen Bio-Rad
Unassayed Multiqual kontrolliliuoksia kolmessa eri tasossa, joita analysoitiin kymme-

nené eri paivana.

Amylaasientsyymin analysaattorien valista tarkkuutta mitattiin analysoimalla 20 potilas-
naytettd. Konelab20i —analysaattorin tuloksia verrattin Rochen Cobas c501-analysaat-
torilla saatuihin tuloksiin. Mittausalue, joka on 10-7500 U/L oli ilmoitettu valmistajan
Thermo Fisher Scientific toimesta.

Verifiointi tulosten ja aineiston analysoinnissa kaytettiin Microsoft Excel -taulukointiohjel-
maa sekéa Microcal Origin 50 —statistiikka ohjelmaa. Analysoinnista saadut kontrollitulok-
set, poolattujen naytteiden tulokset seké& 20 potilasnaytteiden tulokset kirjattiin Excel—
taulukkoon, joista laskettiin tulosten keskiarvo (ka) ja eroprosentti (ero%). Tulostaulu-
koista saatiin selville naytteiden keskiarvo, keskihajonta, variaatiokerroin, ja analysoitiin
lineaarisuus, ja korrelaatiokerroin seké hajontakuviot, joiden avulla arvioitiin menetelmén
tarkkuutta ja toistettavuutta. Naiden kaavioiden ja tulostasovertailun avulla paateltiin, so-
veltuuko menetelma aiottuun kayttotarkoitukseensa.
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8 Tulokset

Sotkamon toimipisteen Konelab20i —analysaattorin tuloksia verrattiin Nordlab Kajaanin
aluelaboratorion Roche Cobas c501 -analysaattorilta saatuihin tuloksiin, koska Kajaani
toimii referenssilaboratoriona. Verifioinnin tarkemmat tulokset esitetddn seuraavissa
kappaleissa taulukoina ja graafisina kuvioina. Verifioinnissa mitattiin sarjojen valista ja
sarjojen sisaista toistettavuutta seka tarkkuutta.

8.1 Sarjojen vélinen toistuvuus

Toistettavuutta mitattiin Bio-Rad:n kolmen eri tason humaaniperaisilla sisdisen laa-
dunohjauksen kontrolleilla 10:n& eri paivana. Bio-Rad kontrolliliuokset ovat valmiita pa-
kastettuja liuoksia, jotka sulatetaan ja jaetaan kayttolaboratoriossa pienempiin kaytto-
eriin. Bio-Rad matalan tason kontrollin keskiarvoksi saatiin 46,60 U/L, keskitason Bio-
Rad 2-kontrollin keskiarvo oli 140,20 U/L, korkean tason keskiarvoksi saatiin 309,60 U/L
(taulukko 1).

Taulukko 1.  Sarjojen vélinen toistettavuus

Analysointi kerta Taso 1 Taso 2 Taso 3
u/L u/L u/L
46 138 310
47 141 308
47 140 310
47 141 312
46 142 310
47 139 307
47 139 309
46 141 312
47 141 310
46 140 308

46,60 140,20 309,60
0,52 1,23 1,65
1,11 0,88 0,53

10 10 10

Sallittu ero% 3 3 3
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lysoitiin 20 potilasnaytetta. Tuloksista laskettiin analysaattoreilta saatujen tulosten erotus
(ero U/L) seka eroprosentti (ero%), jotka on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2.  Potilasnaytevertailun tulokset (Roche Cobas c501 ja Konelab20i)

Nayte Roche Cobas c501 Konelab20i ERO ERO%
u/L u/L u/L

| 1 12,4 14 1,60 12,90 %
R 21,2 23 1,80 8,49 %
R 33 36 300  9,09%
| a4 43,4 47 360  829%
| 5 ] 55,7 66 10,30 18,49 %
| 6 | 64,4 68 360  559%
103 113 10,00 9,71 %
R 89,1 94 4,90 5,50 %
[ 9 ] 105,6 112 640  6,06%
119,5 125 550  4,60%
135,1 143 7,90 5,85 %
145,9 153 710  487%
168 171 3,00 1,79 %
204,7 221 16,30 7,96 %
286,7 312 25,30 8,82 %
341 372 31,00 9,09 %
360,3 384 23,70 6,58 %
452,1 481 28,90 6,39 %
715,2 769 53,80 7,52 %
B2 1079,7 1142 62,30 5,77 %
L]

| Keskiarvo | 226,8 242,3 7,67 %
6,83 % 12,00 %

Kuviossa 9 esitetdan potilasnaytevertailu kaaviona, jossa oli analysoitu 20 potilasnay-
tettd, joista saadut Konelab20i —analysaattorin tulokset ovat lédhes yhtenevaisid Roche
Cobas ¢501:n tulosten kanssa. Analysaattoreilta saatuja potilasnaytteiden pitoisuuksien
eroavaisuutta (U/l) verrataan keskenaan. Pisteiden sijoittuminen lineaarisesti kertoo tu-
losten yhtenevdisyydesta. Mittausten valilla on voimakas yhteys, joka ndkyy nousevana
regressiosuorana ja pisteiden sijoittumisena regressiosuoran linjalle. Roche Cobas c501
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referenssianalysaattorin mittausten avulla pystytaan selittamaéan 99,8 % (=R?) Kone-
lab20i —analysaattorin mittausten vaihtelusta. Yhteytta kuvaa malli Konelab20i (y) =
1,063 * Roche Cobas ¢501 (x) + 1,22.

Amylaasin potilasnayte vertailu

1400

1200 y=1,063x + 1,22
R2=10,9998

1000
800
600

400

Konelab20i (Sotkamo) U/L

200

0 200 400 600 800 1000 1200
Roche Cobas ¢501 (Kajaani) U/L

Kuvio 9. Potilasnaytteiden vertailu graafisena esityksena. Konelab20i potilasnaytteiden tuloksia
verrataan Roche Cobas ¢501 potilastuloksiin.

Kuviossa 10 havainnollistetaan potilasnaytteiden prosentuaaliset poikkeavuudet verrat-
tuna Konelab20i —analysaattorin antamia tuloksia Roche Cobas c501 —analysaattorin
antamiin tuloksiin Molemmilta analysaattoreilta saatujen tulosten ollessa taysin yhte-
nevaiset eroprosentiksi saataisiin nolla. NordLabin tavoite 12 %, kaksi naytetta eroaa

enemman kuin tavoite ero%. Suurin osa tuloksista sijoittuu valille 4 %—10 %.

Vertailtava laite (Konelab20i) antaa suurempia mittaus tuloksia kuin referenssi analy-
saattori (Roche Cobas c501). Pienissa mittaustuloksissa erot ovat suurempia. Mittausten

keskiarvojen eroprosentista nékyy sama kuin mita keskiarvo kertoo.
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Amylaasin potilasnaytteiden ero %
20,00%
18,00% —®
16,00%
14,00%
12,00%
10,00% &
8,000 <X &> s
6.00% —5500 o o
4,00%
2,00% &

0,00%
0 200 400 600 800 1000 1200

Roche Cobas ¢c501 (Kajaani) U/L

Suhteellinen erotus %

Kuvio 10. Tulosten graafinen esitys Konelab20i ja Roche Cobas c501 analysaattoreiden tulok-
sista (potilasnaytteiden ero %) suhteessa Roche Cobas c501 referenssi analysaattorin
tuloksiin. Viiva esittdd NordLabin laatu tavoitetta (12 %).

8.3 Sarjan sisainen toistuvuus

Sarjan sisaista toistuvuutta mitattiin matalalla (ndytel) ja korkealla (nayte2) poolatulla
naytteelld. Taulukossa 3 on esitetty saadut tulokset. Nayte 1 analysoitiin 10 kertaa pe-
rakkain, naytteen amylaasiaktiivisuuden keskiarvoksi saatiin 26,3 U/L. Nayte 2, jota ana-
lysoitiin myds 10 kertaa perakkain, josta ndyte 2 amylaasiaktiivisuuden keskiarvoksi saa-
tiin 301,50 UI/L.
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Taulukko 3.  Sarjan sisainen toistuvuus Konelab20i -analysaattorilla

Analysointi kerta NAYTE 1 NAYTE 2
(matala) (korkea)
u/L u/L

O

257 112
Sallittu ero% 2 2

9 Tulosten tarkastelu ja johtopaatokset

Tassa verifioinnissa NordLab Sotkamon Konelab20i -analysaattorin antamia tuloksia
verrattiin NordLab Kajaanin Roche Cobas c501 -analysaattorin tuloksiin. N&in toimiessa
varmistettiin alueellisten menetelmien tulosten yhtenevaisyyttd, mika on tarkeaa, koska

potilasnaytteita pitaa voida maarittaa eri laboratorioissa tulostason pysyessa samana.

10 kertaa perékkain, joiden amylaasiaktiivisuuden tulosten keskiarvoksi saatiin 26,3 U/L.
Nain ollen nayte 1:n keskiarvo sijoittuu viitevalin 25-120 U/L alarajalle. Naytteen 1 CV%
saadaan 2.57, joka ylittdd NordLabin laatutavoitteen, mutta talla ei ole kliinista merki-
tystd, koska tulokset ovat kaytanndssa valilla 25—-27 U/L. Nayte 2, jota analysoitiin myos
10 kertaa perakkain, josta nayte 2 amylaasiaktiivisuuden keskiarvoksi saatiin 301,50
U/L. Tamén naytteen CV% tayttaa NordLabin laatutavoitteen, joka on 2.00 %.
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Sarjojen valisen toistettavuuden kolmen eri tason (CVval%) tulokset sijoittuvat valille
0,53-1,11, joten ne tayttavat NordLabin laatutavoitteen eli 3.00 %. (Nordlab 2020). Sar-
jan valisella toistettavuudella varmistettiin Konelab20i -analysaattorin toiminta, tuloksia

ei kuitenkaan oteta huomioon varsinaisessa menetelmévertailussa.

Potilasnaytevertailun naytteiden tuloksista kaksi naytetta (nayte 1 ja nayte 5 taulukossa
2) poikkeavat NordLabin laatutavoitteesta (12.00 %). Nayte 1 Roche Cobas ¢501 tulos
on 12.40 U/L ja Konelab20i tulos 14.0 U/L, jolloin prosentteina ero on 12,90 %. Erolla ei
kuitenkaan ole kliinista merkitystd, koska molempien analysaattoreiden antamat tulokset
ovat selkeasti alle viitevalin (25-120 U/L). Nayte 5 Roche Cobas ¢501 tulos on 55.7 U/L
ja Konelab20i tulos 66.00 U/L, eroprosentiksi saadaan 18.49 %. Naytteen 5 antama poik-
keama tulkitaan satunnaisvirheeksi. Vertailuissa todettiin Konelab20i:n suhteelliseksi
eroksi +7.67 %, mika tayttdd NordLabin asettaman laatutavoitteen maantieteellisesti eri
tiloissa oleville laitteille (12 %).

Amylaasimenetelman verifiointiin liittyvien tulosten analysointi osoittaa, etta Sotkamon
Konelab20i -analysaattorin uuden amylaasimenetelméan tulokset vastaavat hyvin Nor-
dLab Kajaanin Roche Cobas c501 tuloksia. Tulokset tayttavat NordLabin kriittisimmat
laatutavoitteet ja menetelm& soveltuu hyvin aiottuun kayttotarkoitukseensa. Lopullisen

verifiointiraportin hyvaksyi menetelméavastuuhenkild.

10 Pohdinta

Tassa opinnaytetydprosessissa tarkasteltiin ja syvennyttiin verifiointiprosessiin. Taméan
liséksi analysoimme verifioinnista jo aiemmin saadut testitulokset kvantitatiivisin keinoin.
Verifiointi on tarke& osa laadunhallintaa laboratorio tyoskentelyssa, koska verifioinnilla
varmistetaan analysaattoreiden toimivuus ja menetelman luotettavuus kayttotarkoituk-
seen. Onnistuneen verifioinnin ja paivittaisten huoltotoimenpiteiden jalkeen potilastulok-

sia voidaan vastata luotettavasti.

Tavoitteenamme oli saada opinnaytety®n raportissa verifiointiprosessi avattua kokonais-
valtaisesti ja kirjoittaa se auki selkeasti ja ymmarrettavasti lukijaa ajatellen. Mielestamme
onnistuimme tassa hyvin, koska kavimme verifiointi prosessin vaihe vaiheelta lapi ja erot-
telimme ja kirjasimme prosessin eri vaiheet kaavio kuvaksi. Lisaksi raportistamme sel-

vida verifioinnissa tarvittavat keskeiset kasitteet ja parametrit. Opinnaytetydraporttia voisi
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hyodyntaa lisimateriaalina esim. bioanalyytikko-opiskelijoiden opetuksessa ja syventy-

essa biokemian osa-alueeseen.

10.1 Luotettavuus

Kvantitatiivisen tutkimuksen luotettavuutta voidaan arvioida tarkastelemalla tutkimuksen
validiteettia ja reliabiliteettia. Validiteetti kertoo siitéd, onko tutkimuksessa mitattu sit&,
mit& siind on ollut tarkoitus mitata. Reliabiliteetti kertoo tulosten pysyvyydesta eli kyvysta
tuottaa ei-sattumanvaraisia tuloksia. (Kankkunen, Vehvilainen-Julkunen 2013. s.189.)

Verifioinnissa kaytettiin pakastettuja plasmanaytteitd, jotka lahetettiin Kajaanin aluelabo-
ratoriosta sisaisella postilla Sotkamon toimipisteeseen analysointia varten. Ennen pa-
kastusta naytteiden laatu oli tarkistettu hemolyysin, ikteerisyyden ja lipeemisyyden
osalta. Luotettavuutta lisasi myo6s oikeaoppinen sailytys ja kuljetus. Aineisto voidaan kat-
soa luotettavaksi, koska on toimittu organisaation mukaisten kaytantdjen mukaisesti.
Menetelméan tulostason oikeellisuutta varmennetaan jatkossa ulkoisilla laadunarviointi-

kierroksilla esim. Labquality—kierroksilla.

Opinnaytetydprosessin aikana haimme tietoa erilaisista tietokannoista kuten PubMed,
Google Scholar, ja NordLabin tutkimusohjekirja. Kiinnitimme erityista huomiota lahteiden
luotettavuuteen ja monipuolisuuteen. Pyrimme kayttamaan erilaisia lahteitd monipuoli-
sesti, mukaan lukien kansainvaliset lahteet. Huolehdimme siitd, etta kayttamamme kirjat,
artikkelit ja lehdet ovat mahdollisimman tuoreita. Erityisesti toteutus vaiheessa kaytimme
hyvéksi kirjallisuutta liittyen tilastollisiin menetelmiin. Kaytetyt kirjalliset l&hteet olivat luo-

tettavia ja tutkittuun tietoon perustuvia.

10.2 Eettisyys

Tutkimuksen eettisyys on tieteellisen tutkimuksen lahtokohta. Tutkimuksen yksi perus-
vaatimuksista on, ettei tutkimusaineistoa vaérenneta tai tekaista. Suomessa tutkimuksen
eettisyytta turvataan Helsingin julistuksen (1964) mukaisesti. Helsingin julistuksen uusi
suomennos on hyvaksytty Suomen Laakariliton hallituksessa 10.5.2001 ja se on kan-
sainvalisesti hyvaksytty tutkimusetiikan ohjeistukseksi. (Kankkunen, Vehvildainen-Julku-
nen 2013. s.211-212.) Ty6ta tehdessa varmistettiin, ettei verifioinnissa kaytettyja nayt-
teitd voida identifioida. Plagiaatintunnistusjarjestelman avulla tarkistettiin, etta teksti on

itse tuotettua eika kopioitua tai lainattua (Arene 2020).
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Bioanalyytikoiden ja laboratoriohoitajien eettisen ohjeiden mukaan bioanalyytikon velvol-
lisuus on yllapitaa ja kehittda osaamistaan. Bioanalyytikon tulee kyetda omaksumaan uu-
sia nayttdon perustuvia ja hyvaksyttyjd menetelmia ja toimintatapoja. Bioanalyytikon tu-
lee tutustua ammattitoimintaansa koskeviin saadoksiin, maarayksiin, standardeihin ja
suosituksiin. (Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2017). Bioanalyytikko vastaa laboratoriotut-
kimusten laadusta ja luotettavuudesta laboratorioprosessin kaikissa vaiheissa pre-ana-
lyyttisestd vaiheesta post-analyyttiseen vaiheeseen. Bioanalyytikko kantaa vastuuta
my6s oman ammattinsa ja tydyhteisonsa kehittamisesta. Bioanalyytikko osallistuu tyds-
saan verifiointiprosessiin ja nain ollen olisi hyva tuntea verifiointiprosessi ja tyohon liitty-
vat eettiset ohjeet. Bioanalyytikko toimii tydssaan eettisten ohjeiden ja periaatteiden mu-
kaisesti ja ndin voidaan varmistua luotettavista kaytantoista laboratoriotydskentelyssa

verifiointiprosessiin liittyen.

10.3 Opinnaytetydprosessin ja ammatillisen kasvun arviointi

Opinnaytetydprosessia aloittaessamme toiveemme oli, ettd opinnadytetydn aihe olisi kay-
tannon laheinen seka kehittéisi ja syventdisi ammatillista osaamistamme tulevina bio-
analyytikkoina. Aiheena amylaasin verifiointi oli mielenkiintoinen ja vastasi toivettamme
kaytannonlaheisyyteen liittyen. Opinnaytetyéprosessin aikana padsimme perehtymaan
kliiniseen kemian osa-alueeseen syvemmin sekd nakemaan kaytanndossa mita verifioin-
tiprosessi pitaa sisallaén suunnitelmasta raporttiin saakka. Aiheena verifiointi on amma-
tillista kasvua tukevaa, koska bioanalyytikko osallistuu tytssaan verifiointiprosessiin kay-
tannodnlaheisesti analysoimalla tarvittavat naytteet. Bioanalyytikon tulee ymmartad myos
tulosten merkitys ja laatuun liittyvat seikat. Mielestdamme saimme vastaukset asetta-
miimme tutkimuskysymyksiin. Saimme selvitettyd mité tarkoittaa termit validointi ja veri-
fiointi seka niiden eroavaisuudet. Opinndytetydn raportissa selvitetdan mitéa verifiointipro-
sessissa tapahtuu sekd mita parametreja kaytetdan. Tastd myos selviad, kuinka naiden
parametrien avulla varmistetaan tulosten luotettavuus. Lopuksi opinnaytetydn raportissa

selvitimme, kuinka tuloksia tarkastellaan ja raportoidaan.

Aiheen saatuamme ja tyota aloittaessamme haasteeksi nousi, kuinka saamme opinnay-
tetyon raportin sisalléllisesti riittdvan kattavaksi, koska verifiointiprosessi oli aloitettu. Ai-
heeseen syvennyttydmme huomasimme mahdollisuutemme kertoa ja avata itse verifi-

ointiprosessia enemman opinnaytetydn raportissa. Haastavana tekijdnd opinnaytetyo-
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prosessissa koimme tilastomatematiikkaan liittyvat osiot seka kemiaan liittyvat asiat. Ke-
miaan liittyen erityisia haasteita tuotti analysaattorin sisalla tapahtuvat toiminnot, joita ei

omin silmin nay, eli fotometria ja reaktioyhtdldn ymmartaminen ja kirjaaminen auki.

Opinnaytetydn prosessi oli kokonaisuutena hyvin intensiivinen. Aikataulullisesti haasteita
emme kokeneet; olimme tehneet alustavan suunnitelman aikataulusta ja pysyimme
siind. Etenimme johdonmukaisesti koko prosessin ajan, teimme ty6ta vahan kerrallaan,
mutta tapasimme usein opinnaytetydn parissa. Emme nahneet tarpeelliseksi jakaa osa-
alueita keskenaan, vaan toimimme koko prosessin ajan yhdessa. Mielestamme tama
antoi molemmille yhdenmukaisen ymmarryksen asioista. Kieliasun luominen yhte-

nevaiseksi oli helpompaa, kun tuotimme tekstia yhdessa.

Opiskelijoina yhteistydbmme sujui hyvin ja opinnaytety6ta oli mukavaa tehda. Molemmat
osallistuivat prosessiin tasapuolisesti, paasdantoisesti tuotimme tekstid yhdessa poh-
tien. Tybelamasta opinnaytetyétdmme ohjasi NordLab Kajaanin ylikemisti, joka vahvisti
johtopaatbéksemme. Haneltéd saimme ohjausta ja tukea prosessin aikana verifiointiin liit-
tyen, l[&hinna kemiaan ja analysointiin liittyvien termien oikeaan kayttdoon seké asiakoko-
naisuuksien ymmartamisessa. Metropolia Ammattikorkeakoulun ohjaavalta opettajalta
saimme tukea opinnaytetydn sisaltdon ja sen riittvyyteen ja siihen, etta opinnaytetyd on
arviointikriteereiden mukainen. Molemmilta ohjaajilta saimme palautetta ja apua sita tar-
vitessamme, yhteisty0 sujui ongelmitta. Vastasimme opinnaytetydlle asettamiimme tut-
kimuskysymyksiin mielestamme kattavasti ja ymmarrettavasti. Saimme itse selkeén ku-

van seka verifiointi- etta opinnadytetydprosessista.
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