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Opinnaytetyon tarkoituksena on verifioida reagenssimuutoksen vuoksi paivitetty T3-V-ana-
lyysimenetelma kliinisen kemian analysaattorille Keski-Suomen keskussairaalan laboratori-
ossa. Kliinisen laboratorion laatua ohjaava SFS-EN I1SO 15189:2013-standardi méaaérittelee,
ettd laboratorioiden taytyy pystya tuottamaan teknisesti patevia ja luotettavia tuloksia. Tulos-
ten luotettavuutta todennetaan verifioimalla valmistajan validoimat analyysimenetelmat kayt-
téonoton yhteydessa.

Fimlabin tuotantolaboratorioissa on muutettu T3-V-tutkimuksessa kaytettavan reagenssin
koostumusta, koska joidenkin potilaiden veressa on normaalia suurempi biotiinipitoisuus.
Biotiini on B7-vitamiini, jota hyddynnetaan kilpirauhastutkimuksissa ja potilaan veressa se
saattaa korkeina pitoisuuksina hairita tutkimusta. Uuden reagenssin my6ta menetelman
biotiinih&irion raja on noussut 70 nanogrammasta millilitrassa 1200 ng/ml:aan. Biotiinin hai-
ridrajan nosto parantaa menetelman luotettavuutta henkil6illa, joilla on kaytéssa suuria an-
noksia biotiinia sisaltavaa ravintolisda. Joillakin potilailla biotiinia voidaan myds kayttaa kor-
keina annoksina sairauden hoitoon.

Verifiointi tehtiin kvantitatiivisena tutkimuksena ja aineistoksi keréattiin potilasnaytteita Keski-
Suomen keskussairaalan potilailta sekd Tampereen yliopistollisen sairaalan laboratoriosta.
Paivitettyd T3-V-analyysimenetelmaa verrattiin referenssimenetelmaan tekemalla potilas-
naytevertailu seka laitevertailu referenssi- ja rinnakkaislaitteiden valilla. Lisaksi tehtiin sarjan
sisdisen ja sarjojen valisen toistettavuuden maaritykset. Verifioinnista laadittiin verifiointi-
suunnitelma ja se dokumentoitiin verifiointiraporttiin, jossa tulosten valista riippuvuutta ana-
lysoitiin tilastollisilla menetelmilla.

Verifiointitulokset osoittavat, ettd vanha ja uusi T3-V-menetelma ovat tulostasoltaan yhte-
nevaiset. Potilasnaytteiden tulokset menetelmien valilla poikkeavat keskim&aéarin 2,3 %, joka
on hyvaksyttavissa. Sarjan sisdinen seké sarjojen valinen toistettavuus vastaavat valmista-
jan tavoitteita. Uudistettu menetelméa voidaan ottaa kayttdon verifioinnin perusteella.

verifiointi, kliininen kemia, immunokemia, trijodityroniini, kil-

Avainsanat . :
pirauhashormoni



Abstract

Author Tommi Rakkolainen

Title Verification pf FT3 Immunoassz_:ly fo_r a Clinical Chemistry Ana-
lyzer Following a Reagent Modification

Number of Pages 27 pages + 3 appendices

Date 20.04.2022

Degree Bachelor of Health Care

Degree Programme Biomedical Laboratory Science

Instructors Heidi Malava, Lecturer

Kristiina Kainulainen, Hospital Chemist

The objective of this bachelor’s thesis is to verify the free triiodothyronine (FT3) immunoas-
say for a clinical chemistry analyzer in Central Finland’s central hospital laboratory. The
cause of the verification is a reagent modification. SFS-EN 1SO standard 15189:2013 acts
as a guide to clinical laboratories. The standard states that clinical laboratories must pro-
duce legitimate test results. To prove the results legitimate, laboratories perform verifica-
tions for tests that are already validated by test manufacturers.

The laboratory tests for thyroid hormones use an electrochemiluminescence method,
which is based on the reaction between an antigen and an antibody. Because the method
utilizes biotin (vitamin B7), high levels of biotin in the patients’ blood can create biotin inter-
ference. In the laboratory of Central Finland’s central hospital, the reagent used in FT3 im-
munoassay has been modified by the manufacturer to elevate the biotin interference limit
and, as a result, suffer less interference. Elevating the interference limit guarantees legiti-
mate FT3 results for patients using high doses of biotin either as a supplement or as a part
of their medication.

The verification was performed as a quantitative study. Patient samples were collected
from the patients of Central Finland’s central hospital as well as Tampere university hospi-
tal. The modified FT3 assay was compared to the reference assay by comparing patient
sample results and by comparing the patient sample results of two different analyzers. The
verification was planned upfront and documented in a verification report, which included a
statistical analysis of the results.

The results show that both the new and the reference FT3 assays produce comparable re-
sults. The average difference between the results is an acceptable 2,3 %. The results
match the repeatability and replicability sought by the manufacturer. The modified assay
can be introduced into everyday use.
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1 Johdanto

Kliinisten laboratorioiden tulee tuottaa asiakkailleen ja potilailleen luotettavia, teknisesti
patevia analyysituloksia. Jotta tulosten oikeellisuudesta voidaan varmistua, taytyy kay-
tettdva menetelma verifioida (= koestaa, varmentaa) asianmukaisesti. Usein analyysi-
menetelmat ovat valmistajan laajasti validoimia, jolloin laboratorioiden vastuulle j&& nii-
den verifiointi. Validointi ja verifiointi on maéaritelty kliinisten laboratorioiden toimintaa
ohjaavassa ISO 15189-standardissa. Sen mukaan laboratorion on varmistuttava objek-
tiiviseen nayttédn perustuvalla menettelylld, ettéd sen kayttaman analyysimenetelman
tulostaso vastaa valmistajan ilmoitusta. Verifioinnin laajuuden laboratorio voi itse maari-
telld. (SFS-EN ISO 15189:2013.)

Vapaan trijodityroniinin maaritysta T3-V kaytetdan mm. kilpirauhasen liikkatoiminnan el
hypertyreoosin diagnostiikassa (Schalin-Jantti 2019a). Kilpirauhasen sairaudet ovat
eraitd yleisimmista endokrinologisista sairauksista. Kliinisen kemian laboratorioissa
analysoidaan paivittain runsaasti kilpirauhasen toimintaan liittyvia tutkimuksia, joista
perustutkimuksia ovat tyreotropiinin (TSH) ja vapaan tyroksiinin (T4-V) maaritykset.
Naistd TSH:n maaritysta voidaan pitaa kilpirauhassairauksien tarkeimpana tutkimuk-
sena sen erinomaisen herkkyyden ja spesifisyyden ansiosta (Roberts, R. & La'ulu &
Roberts, W. 2007).

Verifioinnin tarve syntyi T3-V-menetelman reagenssimuutoksesta. Kilpirauhastutkimuk-
sissa kaytetddn immunokemiallista analyysimenetelmaé, joka hyddyntéaé biotiinin (B7-
vitamiini) ja streptavidiinin valista sidosta. Liian korkea biotiinipitoisuus potilaan veressa
naytteenottohetkelld saattaa aiheuttaa ns. biotiinihairiota. Tallaisen potilaan kilpirau-
hashormonien pitoisuudet saattavat nayttaytya virheellisen korkeina (Bowen ym. 2019).
Tahan asti laboratoriossa kaytdssa olleen analyysimenetelman biotiinih&irién raja on 70
nanogrammaa biotiinia millilitrassa veriplasmaa. Valmistajan paivittaman reagenssin
muuttuessa uusi hairiéraja on 1200 ng/ml. Paivitetyn analyysimenetelman tulostaso on

varmennettava verifioimalla.

Tilaajana toimii Fimlab Laboratoriot Oy:n Keski-Suomen keskussairaalan laboratorio.
Opinnaytety6n tarkoituksena on tutkia, voidaanko paivitetty T3-V-analyysimenetelma
ottaa kayttdon laboratoriossa. Verifioitavaa menetelméé verrataan edelliseen kaytossa
olleeseen ns. referenssimenetelmaan ja tulokset analysoidaan tilastollisilla menetel-

milla.



2 Kilpirauhashormonit

Kilpirauhashormonit tyroksiini (T4) ja trijodityroniini (T3) ovat elimiston normaalin kehi-
tyksen ja toiminnan kannalta tarkeitéa endokriinisia (umpieritykseen liittyvid) viestinviejia,
jotka saatelevat mm. energia-aineenvaihduntaa ja kudosten fysiologista toimintaa (Me-
dici & Visser W. & Visser T. & Peeters 2015). Kilpirauhashormonit ovat pdaosin plas-
man proteiineihin kiinnittyneitd molekyyleja, joiden pitoisuus on tasapainossa vapaana
plasmassa kiertavien vastineidensa kanssa (Mendoza & Hollenberg 2017). Hypotala-
mus on aivojen pohjaosassa sijaitseva pieni umpirauhanen, joka ohjaa elimistén endo-
kriinista jarjestelmaa yhdessa aivolisédkkeen kanssa. Aivoliséke sijaitsee hypotalamuk-
sen laheisyydessa mahdollistaen stimuloivien ja inhiboivien hormonien siirtymisen ra-
kenteiden valilla. Hypotalamuksen saételema aivoliséke tuottaa hormoneja, kuten ty-
reotropiinia (TSH), kasvuhormonia, prolaktiinia ja erilaisia sukupuolihormoneja. (Feldt-
Rasmussen & Effraimidis & Klose 2021.) Hypotalamuksen, aivolisdkkeen ja kilpirauha-
sen yhteistoiminnan ansiosta terveella ihmisella on sopiva maara kilpirauhashormoneja

verenkierrossaan (kuva 1).
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Kuva 1. Hypotalamus, aivolisékkeen etuosa (anterior pituitary gland) ja kilpirauhanen (thyroid
gland) toimivat ketjuna, jonka loppupaassd muodostuu tyroksiinia ja trijodityroniinia
(Haggstréom 2009).



Hypotalamus saatelee aivolisékkeen TSH:n eritysta tyreotropiinia vapauttavan hormo-
nin (TRH) avulla. TRH kulkeutuu hypotalamuksesta aivolisékkeen etuosaan, jossa se
sitoutuu TRHR1-reseptoreihin ja saa aikaan TSH:n erityksen. Aivolisdkkeen erittama
TSH puolestaan stimuloi kilpirauhasta. Kilpirauhanen on kaulan alueella sijaitseva um-
pirauhanen, joka valmistaa ja vapauttaa kilpirauhashormoneja. TSH:n stimuloimana Kkil-
pirauhasen epiteelisolut vapauttavat verenkiertoon tyroksiinia (T4) ja trijodityroniinia
(T3). Kilpirauhasen vapauttamien hormonien suhde on 80 % T4:aa ja 20 % T3:a. (Men-
doza & Hollenberg 2017, Feldt-Rasmussen ym. 2021.)

2.1 Trijodityroniini

Kaikkea elimistdn trijodityroniinia (T3) ei muodosteta kilpirauhasessa, vaan 80 % siita
muuntuu T4:std T3:een kudoksissa, etenkin maksassa. T3:n muodostumisessa ratkai-
seva rooli on tyroksiinilla (T4). T4 aktivoidaan solun sytoplasmassa vapaana kierta-
vasta molekyylistd dejodinaasientsyymien avulla T3:ksi. Dejodinaasientsyymit poistavat
T4:sta yhden jodiatomin, jolloin syntyy T3- eli trijodityroniinimolekyyli. Ainoastaan va-
paana plasmassa kiertava T3 kykenee sitoutumaan kohdesolujen tumissa sijaitseviin
reseptoreihin ja kiihdyttdmaan soluissa lahetti-RNA:n synteesin kautta uusien proteii-
nien tuotantoa. T3 on kahdesta kilpirauhasen hormonista biologisesti aktiivisempi ja
sen vaikutus ulottuu mm. aivojen ja sydamen toimintaan, ruoansulatukseen, aineen-
vaihduntaan ja luiden terveyteen. (Peeters & Visser 2000). T3 ja T4 toimivat myds hy-
potalamus-aivolisdke-kilpirauhasketjun loppupaassa ns. negatiivisen palautevaikutuk-
sen kautta (Mendoza & Hollenberg 2017). TSH:n pitoisuus muuttuu T4:n ja T3:n pitoi-
suuksien mukaan ja siksi kilpirauhasen toimintahairiét yleensa nakyvét ensimmaisena
TSH:n erityksessa (Sheehan 2016). TSH:n ja T4:n suhde on geenien saateleméaa ja sii-
hen vaikuttavat myos ika, tupakointi ja TPO- eli tyreoideaperoksidaasivasta-aineet (Soh
& Aw 2019).

2.2 Kilpirauhasen laboratoriotutkimukset

Kilpirauhasen verenkiertoon vapauttamasta T4:sta ja T3:sta jopa 99,8 % on kiinnitty-
neend kantajaproteiineihin, eli plasman tyroksiinia sitovaan globuliiniin, prealbumiiniin
ja albumiiniin. Siksi kilpirauhasen toimintaa on suositeltavaa tutkia maarittamalla va-
paana kiertdvien hormonien pitoisuuksia (Ehlers & Schott & Allelein 2019). Kilpirauha-
sen sairauksien diagnostiikassa tarkein laboratoriotutkimus on TSH:n maaritys, jolla
voidaan seuloa seka kilpirauhasen vajaa-, etta liikkatoimintaa eikd muita tutkimuksia

valttamatta tarvita (Sheehan 2016). Vapaan T4:n maaritys tehdaan diagnoosin tueksi,



mikali epaily kilpirauhasen toimintahairiésta on vahva. Merkittavéa vapaan T3:n (T3-V)
maarittdmisen indikaatio on kilpirauhasen liikatoiminta (Schalin-Jantti 2019a). Kilpirau-
hasen liikatoiminnassa eli hypertyreoosissa aivolisakkeen TSH:n tuotanto on madaltu-
nut ja kilpirauhasen hormonituotanto kiihtynyt, jolloin T4:n ja/tai T3:n pitoisuus kasvaa
(kuvio 1). Tavallisin hypertyreoosin aiheuttaja on Basedowin tauti eli Gravesin tauti. Ba-
sedowin tauti on autoimmuunisairaus, jonka aiheuttajina ovat TSH-reseptoreja stimuloi-
vat autovasta-aineet. Autoimmuunisairauksissa elimisté muodostaa autovasta-aineita
omia rakenteitaan kohtaan. Matalan TSH:n ja korkeiden T4:n tai T3:n pitoisuuksien to-
teamisen jalkeen TSH-reseptorivasta-aineiden maaritys usein varmistaa Basedowin

taudin diagnoosin. (Ehlers ym. 2019.)

Matala TSH yhdistettyna viitealueella oleviin T4:n ja T3:n pitoisuuksiin on yhdistetty ns.
subkliiniseen hypertyreoosiin, jossa laboratoriokokeet eivat taysin vahvista kliinista
diagnoosia. Sen sijaan korkea TSH liitetddn hypotyreoosiin eli kilpirauhasen vajaatoi-
mintaan, jossa autoimmuunitulehdus tuhoaa Kilpirauhasen rakenteita. TSH:n pitoisuus
veressa kasvaa ja T4-pitoisuus pienenee. Mikali T4 ja T3 ovat kuitenkin viitealueella,
saattaa kyseessa olla subkliininen hypotyreoosi. (Schalin-Jantti 2019b.) Koska kilpirau-
hashormonit osallistuvat moniin elimistdn fysiologisiin prosesseihin niin pienikin, jopa
viitealueella oleva vaihtelu kilpirauhashormonipitoisuuksissa voi olla yhteydesséa mie-
lenterveysongelmiin, sydan- ja verisuonisairauksiin seka metaboliseen oireyhtymaan
(Medici ym. 2015) Hypertyreoosin diagnosoinnin lisdksi T3:n maaritys sopii kilpirauhas-
syovan jalkeisen tyroksiinihoidon seurantaan (Schalin-Jantti 2019a).

TSH
matala korkea
T4jaT3 T4 ja/tal T3 T4jaT3 T4 ja/tai T3
viitealueella korkea viitealueella matala
Subkliininen Hypertyreoosi Subkliininen Hypotyreoosi
hypertyreoosi hypotyreoosi

Kuvio 1. Kilpirauhasen laboratoriotutkimuksia yksinkertaistetusti. Mukaillen Schalin-Jantti
2019a.

Kilpirauhasen laboratoriotutkimuksissa kaytetdan analyysimenetelmaa, joka perustuu

antigeenin ja vasta-aineen valiseen reaktioon. Koska reaktio hyddyntaa biotiinia (B7-



vitamiini), saattaa potilaan veren korkea biotiinipitoisuus hairita tutkimuksia (Bowen ym.
2019). Biotiini on yksi B-vitamiineista ja, kuten useimmat B-ryhméan vitamiinit, se vaikut-
taa elimistdssa energiaravintoaineiden aineenvaihduntaan. B-vitamiinit ovat vesiliukoi-
sia, jolloin ylim&arainen vitamiini eliminoituu suodattumalla virtsaan munuaisten kautta.
Vesiliukoisuuden vuoksi B-vitamiineja taytyy saada ravinnosta saannollisesti. (Ruokavi-
rasto 2019). Biotiinin saantisuositukset (aikuisilla 30 pug vuorokaudessa) tayttyvat nor-
maalin sekaruokavalion yhteydessa. Biotiinia sisaltavia ravintolisia markkinoidaan mm.
hiusten, kynsien ja ihon hyvinvointiin, vaikka nayttd sen vaikuttavuudesta terveilla yksi-
16ill& on melko vahaista ja ravintolisien biotiinipitoisuudet voivat olla jopa 700-kertaisia
saantisuositukseen nahden (NIH 2022). Vaest6ttasolla ravintolisien liiallinen biotiinipitoi-
suus aiheuttaa merkittavia ongelmia biotiini-streptavidiinisidosta kayttaviin immunoke-

mian menetelmiin (Luong & Vashist 2019).

Biotiinia on kokeiltu myos ladketieteellisessa kaytdssa korkeina, 100 mg:n annoksina
ehkaiseméaan MS-taudin etenemistéa (Tourbah ym. 2016). Bowenin ym. (2019) mukaan
ladkkeena tai ravintolisana annosteltu korkea-annoksinen biotiini nostaa plasman biotii-
nipitoisuutta riittavasti, jotta kilpirauhashormonien maarittdmiseen kaytettavan menetel-
man hairidraja ylittyy. Biotiinih&iriota tulisi epailld, jos kilpirauhaskokeiden tulokset eivét
sovi potilaan kliiniseen kuvaan, silla hairitta esiintyy erityisesti kilpirauhashormonien
tutkimuksissa ja vaarat tulokset saattavat johtaa jopa vaardédn Basedowin taudin diag-
noosiin (Barbesino 2016). Laboratoriokokeissa plasman korkea biotiinipitoisuus saattaa
nostaa merkittavasti T3:a ja T4:48 seka laskea TSH:ta (Ardabilygazir & Afshariyamch-
lou & Mir & Sachmechi 2018).

2.3 T3-V-maaritys elektrokemiluminesenssi-menetelmalla

Kaikki immunokemialliset menetelmat perustuvat vasta-aineen ja antigeenin véliseen
reaktioon. Antigeeni on molekyyli, joka provosoi elimistbn vasta-ainetuotantoa. Vasta-
aineet ovat glykoproteiineja, joita yhdistaa tietyt rakenteelliset ja toiminnalliset ominai-
suudet. Toiminnallisesti ne voidaan jakaa sen perusteella, kuinka ne kykenevat sitoutu-
maan antigeeneihin. Rakenteellisesti ne esitetddn Y:n muotoisina molekyyleina, jotka
koostuvat raskas- ja kevytketjuista. Y:n sakaroiden p&&ssa ovat antigeenien sitoutumis-
paikat, joita kutsutaan epitoopeiksi. Vahvuutta, jolla antigeeni ja vasta-aine kiinnittyvat
toisiinsa, kutsutaan affiniteetiksi. Korkean affiniteetin vasta-aineet kykenevat sitoutta-
maan useamman antigeenin ja muodostamaan tasapainoisempia komplekseja. Sen
vuoksi korkean affiniteetin vasta-aineita suositaan immunokemian menetelmissa. (Koi-
vunen & Krogsrud 2006.)



Vapaa T3 maaritetd&n plasmasta vasta-aineen ja antigeenin valiseen reaktioon perus-
tuvalla menetelmall&, joka kayttaa biotiinin ja streptavidiinin valistéa sidosta. Rutenium-
kompleksin ja tripropyyliamiinin synnyttamaé valoa mitataan elektrokemiluminesens-
siksi kutsuttavassa reaktiossa (Kazerouni & Amirrasouli 2012). Ensimmaisessa vai-
heessa ruteniumkompleksilla leimattu monoklonaalinen anti-T3-vasta-aine sitoutuu po-
tilasnaytteen vapaaseen T3:een (kuvio 2). Ruteniumia hytdynnetaan reaktion loppuvai-
heessa (Kainulainen 2021).

naytteen T3 € i

ruteniumleimattu

anti-T3-vasta-aine

Kuvio 2. T3 sitoutuu spesifiin vasta-aineeseen (mukaillen Roche Diagnostics Oy 2021).

Ruteniumleimattuja vasta-ainekomplekseja on yli tarvittavan maarén, jotta kaikki poti-
lasnaytteessé oleva T3 saadaan sitoutetuksi. Biotiinileimattua T3:a seka streptavidii-
nilla paallystettyja, magneettisia mikropartikkeleita lisétdan reaktioseokseen (kuvio 3).
Streptavidiini on Streptomyces avidinii-bakteerista eristettya proteiinia, jolla on erittain
korkea affiniteetti biotiiniin. Streptavidiinin ja biotiinin valinen sidos on yksi vahvimmista
luonnossa esiintyvista, ei-kovalenttisista sidoksista. Biotiini-streptavidiinisidoksen kayttt
immunokemian maarityksissa perustuu maadritettavan molekyylin leimaamiseen biotii-
nilla ja streptavidiinin kayttdon molekyylin havaitsemiseksi. (Kainulainen 2021; Bowen
ym. 2019; Hyténen 2017.)

biotiinileimattu ©  svepavidinila

T3 ‘ >¢. paallystetty

Kuvio 3. Biotiinileimattu T3 ja streptavidiinilla k&sitellyt mikropartikkelit lisataan seokseen (mu-
kaillen Roche Diagnostics Oy 2021).

mikropartikkeli



Biotiinileimattu T3 tayttaa anti-T3-vasta-aineen vapaaksi jaaneet sitoutumispaikat.
Biotiinileimatun T3:n ja vasta-aineiden muodostamat kompleksit sitoutuvat mikropartik-
keleihin streptavidiinin ja biotiinin valisella sidoksella (kuvio 4).

§§=¢'E>

©

Mittaus

Kuvio 4. Mikropartikkeli sitoutuu ainoastaan biotiinileimattuun T3:een biotiinin ja streptavidiinin
vélisen sidoksen ansiosta (mukaillen Roche Diagnostics Oy 2021).

Reaktioseos siirretaan mittauskammioon, jossa magneettisten mikropartikkelien ansi-
osta kompleksi saadaan kiinnitettya mittauskammiossa sijaitsevan mittauselektrodin
pinnalle. Kun kompleksi on kiinnitetty, loput seoksesta pestaén pois. Elektrokemilumi-
nesenssi on molekyylin viritystilan purkautumista (luminesenssi), joka syntyy, kun liuok-
sessa tapahtuu sahkokemiallisia reaktioita. Elektrokemiluminesenssireaktio kaynnistyy,
kun elektrodille johdetaan jannite. Reaktioseoksessa rutenium ja tripropyyliamiini rea-
goivat synnyttaen valoimpulsseja. Valon maéara on kaanteisesti verrannollinen naytteen
trijodityroniinin maaraan, eli mitd enemman naytteessa on ruteniumleimatun vasta-ai-
neen kanssa sitoutuvaa potilaan T3:a, sitd vahemman valoa syntyy. (Kainulainen 2021,
Luong & Vashist 2019.)

Biotiinihairio syntyy, kun potilaan plasman biotiini kilpailee streptavidiinilla paallystetty-
jen mikropartikkelien sitoutumispaikoista, jolloin ne jaavat sitoutumatta biotiinileimat-
tuun T3:een. Biotiinileimatun T3:n ja vasta-aineen muodostamat kompleksit eivat siirry
mittauselektrodille, jolloin valoa syntyy todellista tilannetta vahemman. Koska potilaan
T3 on k&anteisesti verrannollinen syntyvan valon maaraan, vaikuttaa pitoisuus virheelli-
sen korkealta. (Luong & Vashist 2019.)

3 Verifiointi kliinisen kemian laboratoriossa

Kliiniset laboratoriot noudattavat ISO-standardia SFS-EN 1SO 15189:2013, joka sisal-
taa ladketieteellisille laboratorioille ominaiset patevyys- ja laatuvaatimukset. Koska la-
boratoriopalvelut ovat ratkaisevassa roolissa potilaan hoidossa, tulee niiden pystya

vastaamaan hoidon vaatimiin tarpeisiin. Standardin maarittelemiin laboratoriopalvelui-



hin kuuluvat tutkimuspyyntéjen jarjestelyt, potilaan esivalmistelu ja tunnistaminen, nayt-
teenotto, naytteiden kuljetus, -séilytys ja -kasittely seka naytteiden tutkiminen yhdessa
tulosten tulkinnan ja raportoinnin kanssa. Palvelujen jarjestelyssd huomioidaan kliinisen
laboratoriotydn turvallisuuteen ja etiikkaan liittyvat asiat. (SFS-EN ISO 15189:2013.)

3.1 Validointi ja verifiointi

Validoinnin ja verifioinnin kasitteita kaytetaan sekaisin ja niiden merkitys vaihtelee ala-
kohtaisesti (Hagg 2016). Laboratorioalalla validointi (kelpuutus) on menettely, jossa ar-
vioidaan tutkimusmenetelman soveltuvuutta tiettyyn kayttdtarkoitukseen. Tavallisesti
validoinnin toteuttaa tutkimusmenetelman valmistaja. Laboratorio voi myos itse vali-
doida menetelmid, jotka eivat ole standardimenetelmia, tai laboratorion itse kehittamia
menetelmia, alkuperaisen soveltamisalan ulkopuolella kaytettavia standardimenetelmia
tai validoituja menetelmid, joita on myohemmin muutettu. Validoinnilla on varmistettava
objektiiviseen naytt66n perustuen, ettd tutkimuksen kayttétarkoituksenmukaiset vaati-
mukset on taytetty. (SFS-EN ISO 15189:2013.)

Verifiointi on yleensa validointia suppeampi menettely, joka suoritetaan otettaessa
kayttoon valmiiksi validoitua menetelmda. Myts menetelmaén tehdyt muutokset voivat
vaatia verifioinnin. Laboratorion on ennen kayttéonottoa verifioitava aiemmin validoidut
tutkimusmenetelmat. Valmistajan on annettava laboratoriolle tietoa menetelman suori-
tuskykyominaisuuksista. Laboratorio tekee objektiiviseen nayttéon perustuvan erillisen
verifioinnin, jolla varmistetaan, ettd menetelmén suorituskyky vastaa valmistajan ilmoit-
tamaa suorituskykya. Verifioidun menetelman suorituskyvyn on vastattava tulosten
kayttotarkoitusta. Verifioinnissa kaytetty menettely on dokumentoitava ja verifiointitulok-
set tallennettava. (SFS-EN I1SO 15189:2013.) Verifiointi taydentaa validointia, jolloin

menetelman tulostaso on luotettava (kuvio 5).



Validointi

Luotettavat

analyysitulokset

Kuvio 5. Valmistajan suorittama validointi ja laboratorion suorittama verifiointi tadydentavat toisi-
aan.

Verifiointia ohjaamaan laaditaan verifiointisuunnitelma. Suunnitelma kertoo verifioinnin
tarkoituksen ja ajankohdan seka listaa verifiointiin osallistuvat henkil6t. Verifioinnissa
voidaan vertailla analyysimenetelmaa toiseen menetelmaan. Menetelméaé, johon verifi-
oitavaa menetelmaa verrataan, kutsutaan referenssimenetelméksi. Referenssimenetel-
man ominaisuudet tunnetaan perusteellisesti ja sen tulosten on osoitettu olevan luotet-
tavia ja toistettavia. Menetelmaa voidaan kayttdd uuden samaa suuretta mittaavan me-

netelméan arvioimiseen. (Hagg 2016.)

3.2 Verifiointiparametrit

Verifioinneissa tarkastellaan erilaisia parametreja, jotka kuvaavat menetelmén suoritus-
kykya. Parametrien maaraan vaikuttaa verifioitava menetelma seké onko kyseessa ko-
konaan uusi menetelma vai ainoastaan vanhan menetelman paivitys. Parametrien
maarittamiseen kaytetaan erilaisia mittaussarjoja. Parametrien avulla méaaritetdan esi-
merkiksi mittausmenetelméan systemaattinen virhe, toistettavuus seka mittausalue. Mit-
tauksen systemaattisella virheella tarkoitetaan mittausvirhettd, joka pysyy mittausta
toistettaessa vakiona tai vaihtelee ennustettavasti. Systemaattisen virheen syntymisen
mahdollisuutta vahentaa luotettavasti suoritettu menetelman kalibrointi. (Hiltunen ym.
2011.)

Toistettavuus kuvaa tdsmallisyyttd johon menetelma yltaa, kun maaritys tehdaan tois-

tettavissa olosuhteissa lyhyella aikavalilla. Toistettavuutta voidaan maarittéda tekemalla
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rinnakkaismaarityksia erityppisista naytteista seka pitoisuuksista. Sarjan sisainen vaih-
telu on usein pienempdad, kuin sarjojen valinen. Jos sarjojen valinen vaihtelu on kuiten-
kin merkittavasti suurempaa, kuin sarjan siséinen, voidaan sarjojen valilla todeta esiin-
tyvan todellista vaihtelua. Hajonnan syy on pyrittava selvittamaan, silla verifiointia ei
voida hyvaksyd, jos menetelmé ei anna toistettavia tuloksia. Sarjojen valinen toistetta-
vuus pyritaan maarittamaan pitkalla aikavalilla, jotta analyysitekijoiden (lampétila, saily-

vyys, homogeenisyys ym.) vaihtelun vaikutus nahdaan. (Hiltunen ym. 2011.)

Mittausalue kuvaa tutkittavan analyytin pitoisuusaluetta, jossa menetelmaa voidaan
kayttaa kayttétarkoitukseensa sopivalla tarkkuudella. Lineaarinen alue kuvaa mittaus-
alueen osaa, jossa analyytin vaste on lineaarinen analyytin pitoisuuteen nahden. Mit-
tausalueen alkupddssa mahdollisena haasteena on menetelman maaritysraja. Maari-
tysrajalla (alempi maaritysraja, LLOQ) tarkoitetaan pieninta analyytin pitoisuutta, joka
voidaan havaita hyvaksyttavalla tarkkuudella. (EMA 2011). Loppupdaassa rajoittava te-
kija on analyysilaitteen kyky havaita analyytin pitoisuuden muutoksia (ylempi maaritys-
raja, ULOQ). (Hagg 2016).

4 Opinnaytetyon tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyon tarkoituksena oli verifioida reagenssimuutoksen vuoksi uudistettu analyy-
simenetelma T3-V-tutkimukselle Keski-Suomen Sairaala Novan laboratoriossa, eli ver-
rata menetelmien tulostasoja tilastollisen analyysin avulla. Reagenssimuutos tehtiin val-
mistajan toimesta T3-V-tutkimuksen biotiinih&irion poistamiseksi, jolloin syntyi myds
tarve verifioida uusi menetelma. Biotiinihdirion poistumisen myota tilaaja-asiakkaat saa-
vat luotettavia tuloksia myos niiltd potilailta, joilla on korkea veren biotiinipitoisuus. Poti-
las valttyy ylimaaraiselta esivalmistelulta ja turhilta laboratoriokdynneiltd. Asiakas hyotyy,
kun tutkimustulokset ovat luotettavia ja vaaran diagnoosin riski pienenee. Myds tutki-
musten tuottaja hyotyy, kun resursseja ei jouduta kayttamaan poikkeavien tutkimustu-

losten selvittelyyn. Tutkimuskysymykset olivat:

1. Miten vertailukelpoinen péivitetty T3-V-menetelm& on vanhaan menetelmaan nah-
den?

2. Miten vertailukelpoisia rinnakkaislaitteen tulokset ovat referenssilaitteen tulosten
kanssa?
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5 Opinnaytetyon menetelmat

Empiirisen eli havainnoivan tutkimuksen tavoitteena on vastata tutkimusongelmasta
johdettuihin tutkimuskysymyksiin. Tutkimusongelma ratkaisee kaytettavan tutkimusme-
netelman. Verifiointiin sopi parhaiten kvantitatiivinen eli maarallinen tutkimusmene-
telmd, silla tutkimusaineisto oli numeerisessa muodossa ja tarkoituksena oli selvittda
lukuja ja prosenttiosuuksia koskevia kysymyksia. Kvantitatiivinen tutkimus vastaa esi-
merkiksi kysymyksiin mika, missa ja kuinka paljon. Laadukkaaseen kvantitatiiviseen
tutkimukseen tarvitaan riittavan suuri ja edustava aineisto ja tutkittavaa ilmiéta kuvail-

laan aikaansaadun numeerisen tiedon pohjalta. (Heikkila 2014.)

5.1 Aineiston keruu

Empiirista tutkimusta varten tuotettuja tietoja kutsutaan tutkimusaineistoksi. Aineisto voi
olla primaarista, eli ko. tutkimusta varten hankittua, tai sekundaarista, eli alun perin
muuhun tarkoitukseen hankittua (Heikkila 2014). Aineistona kaytettiin 53:a anonyymia
potilasnaytettd, joissa oli erilaisia T3-V-pitoisuuksia. Varsinainen tutkimusaineisto muo-
dostui naytteistad kahdella eri menetelmalld ja laitteella saaduista analyysituloksista.
Naytemateriaalina kaytettiin litiumhepariiniplasmaa. Pitoisuudet vaihtelivat matalista
(1,3 pmol/l, aikuisvaeston viitevali Fimlabissa 3,1-6,8 pmol/l) erittdin korkeisiin (32,9—
47,3 pmol/l). Naytteet oli keratty kemian vastuuhoitajien toimesta Keski-Suomen kes-
kussairaalan potilasnaytteiden joukosta. Liséksi Fimlabin Tampereen keskuslaboratori-
osta lahetettiin naytteita, jolloin saatiin keréattya edustava naytemaara. Naytteet sailytet-

tiin pakastettuna analysointipdivaan asti.

5.2 Verifioinnin toteutus

Kliinisen kemian ja immunokemian tutkimukset analysoidaan Keski-Suomen keskussai-
raalan laboratoriossa Cobas-analysaattoreilla. T3-V analysoidaan Cobas e801-yksi-
kolla. Analysaattoreita on kaksi kappaletta, Cobas 1:n toimiessa referenssilaitteena ja
Cobas 2:n rinnakkaislaitteena. Verifioinnin kokeellisessa osuudessa tukena oli kliinisen
kemian vastuuhoitaja. Tydskentely tapahtui sairaalakemistin laatiman verifiointisuunni-
telman mukaisesti. Aluksi luotiin analysaattoreille uusi testiapplikaatio uudistettua me-
netelmaa varten. Menetelman kalibraattori (TSH CalSet) vaihtui uuteen. Kalibrointi teh-
tiin FT3 Il CalSet-kalibraattorilla. Onnistuneen kalibroinnin jalkeen ajettiin tasokontrollit

ennen potilasnaytteitd osana laadukasta analysointiprosessia. Kontrolleina kaytettiin
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Precicontrol Universalin tasoja 1 ja 2. Kontrollitulokset tavoitearvoineen on esitetty tau-

lukossa 1.

Taulukko 1.  Precicontrol Universal level 1 ja 2. Kontrollitulokset uudelle T3-V-menetelmaélle,
Cobas 1 ja Cobas 2.

Kontrolli T3-V Co- T3-VCo- Tavoite Tavoite- 1SD Yksikko
bas 1 bas 2 rajat

Preci- 6.03 6.13 6.13 5.03-7.23 0.368 pmol/l
control

Universal

1

Preci- 24.7 24.6 24.1 19.8-28.4 1.45 pmol/l
control

Universal

2

Molempien kontrollitasojen tulokset olivat erinomaiset ja lahes taysin valmistajan tavoit-
teiden mukaiset. Kontrolloinnin jalkeen tehtiin potilasnaytevertailu analysoimalla kaikki
53 naytetta vanhalla ja uudella menetelmalla referenssilaitteena toimineella Cobas
1:l14. Laitteiden valilla tehtiin laitevertailu analysoimalla Cobas 2:lla yhdeksan eri ta-
soista naytetta. Lisaksi analysoitiin sarjan sisainen toistettavuus (15x) kolmella tasolla,
jotka olivat matala taso (n. 3 pmol/l), keskitaso (n. 7 pmol/l) ja korkea taso (n. 16
pmol/l). Kullekin tasolle saatiin sopiva pitoisuus poolaamalla potilasnaytteitd. Kunkin ta-
soisesta poolista jaettiin ndyte 15 eri ndyteastiaan. Aineistomuotoon tulokset saatettiin
tulostamalla ne suoraan analysaattoreilta ja syottamalla ne kasin Microsoft Exceliin.
Sarjojen valinen toistettavuus todettiin seuraamalla tasokontrollien tuloksia yhden kuu-

kauden ajan.

5.3 Aineiston analysointi

Fimlabin diagnostiikka- ja asiakaspalvelussa seka naiden tukitoiminnoissa kaytettavat
menetelmat valitaan siten, etta saavutetaan kayttdtarkoitukseen hyvaksyttava analyytti-
nen ja toiminnallinen laatutaso. Menetelmamuutoksia tehdaan havaittaessa mm. rea-
gensseihin liittyvid perusteita. Ennen menetelman kayttbonottoa varmistetaan sen toi-
minta verifioimalla, mikali kdytetd&n valmista metetelmakonseptia, joka on valmistajan
laajasti validoima. (Fimlab 2021.) Fimlabissa validoinnin ja verifioinnin parametrit vali-

taan tapauskohtaisesti. Yleenséd Tampereen keskuslaboratoriossa tehdaan kattavin ve-
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rifiointi ja pienemmat laboratoriot, kuten Keski-Suomen keskussairaalan laboratorio, te-
kevat suppeamman. Tassa tapauksessa verifiointi tehtiin kuitenkin kattavimpana Keski-
Suomen keskussairaalan laboratoriossa. Verifioitaviksi parametreiksi valikoitiin potilas-
naytevertailu kaytéssa olevaan menetelméan, laitevertailu referenssi- ja rinnakkaislait-
teen valilla, sarjan sisdinen toistettavuus sek& sarjojen valinen toistettavuus. Potilas-

nayte- ja laitevertailusta laskettavia hajonta- ja sijaintilukuja on selvennetty kuviossa 6.

— Ero%
= — Korrelaatiokerroin Regressioanalyysi
2
S
=} .
= — Keskiarvo
Variaatiokerroin
CV%

— Keskihajonta SD

Kuvio 6. Potilasnayte- ja laitevertailun tuloksista johdettavia lukuja.

Potilasnaytevertailun tavoite oli todentaa, ettd vanhalla ja uudella menetelmalla saa-
daan samasta naytteesta keskendaan samantasoisia tuloksia. Kaytanndssa molempia
menetelmia hyddyntamalla saaduista rinnakkaistuloksista laskettiin eroprosentit. Ero-
prosentti kuvaa tulostasojen eroavaisuuksia. Menetelmavertailussa tarkasteltiin korre-
laatiokertoimen avulla lineaarista riippuvuutta ja suoritettiin regressioanalyysi. Kahden
laitteen valisessé laitevertailussa toimittiin samalla tavalla, mutta otanta oli pienempi.
Sarjan sisdinen toistettavuus maadritettiin analysoimalla eritasoisia sarjoja referenssilait-
teella. Sisdinen toistettavuus koostui eroprosenttien, keskiarvon ja keskihajonnan las-
kemisesta kolmesta toistosarjasta. Liséksi laskettiin variaatiokerroin CV%, jota verrat-
tiin valmistajan ilmoittamaan variaatiokertoimeen. Liséksi maaritettiin sarjojen vélinen
toistettavuus tasokontrolleilla paivittaisrutiinin yhteydessa kuukauden ajan. Sarjojen va-
lista toistettavuutta kuvattiin laskemalla tasokontrollien tuloksista keskiarvo, keskiha-

jonta ja variaatiokerroin.
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5.3.1 Potilasnayte- ja laitevertailun menetelmat

Potilasnaytevertailu oli verifioinnin keskeisin osuus. Potilasndytevertailussa samat nayt-
teet analysoitiin kahdella menetelmalld, samalla laitteella. Laitevertailu tapahtui samalla
tavalla, mutta toisena muuttujana olivat rinnakkaislaitteen tulokset. Tulosten vélista riip-
puvuutta tarkasteltiin korrelaation avulla, joka ilmaisee muuttujien valisia riippuvuuksia.
Tavallisimmin kaytetdan Pearsonin korrelaatiota eli tulomomenttikerrointa, joka mittaa
lineaarisen riippuvuuden voimakkuutta. Korrelaatiokerroin vaihtelee -1:n ja 1:n valilla.
Arvo 0 kertoo, etta lineaarista riippuvuutta ei ole. Jos kerroin on 1, voidaan muuttujien
valilla todeta voimakas positiivinen korrelaatio, jolloin toisen muuttujan kasvaessa toi-
nenkin kasvaa. Mikali korrelaatiokerroin on -1 tai sen lahelld, voidaan muuttujien valilla
todeta olevan voimakas negatiivinen korrelaatio. Silloin muuttujan kasvaessa toisen

muuttujan arvo pienenee. (Heikkila 2014).

Mikali lineaarinen riippuvuus todetaan muuttujien valilla, voidaan riippuvuutta kuvata
regressiosuoran avulla. Toinen muuttuja asetetaan pistekaavion x-akselille (esim. poti-
lasnaytevertailussa uuden analyysimenetelman tulokset) ja toinen y-akselille (vanhan
menetelman tulokset). Pistekaavion yksittainen piste ilmaisee havaintoparia (x, y). Reg-
ressiosuoran yhtalé saadaan sovittamalla se havaintoparien muodostamaan pisteiden
joukkoon. (Heikkila 2014.)

Potilasnayte- ja laitevertailuissa tarked arvo on eroprosentti. Eroprosentti laskettiin Ex-

celissa seuraavalla kaavalla:

X—y
X

-100%

Kaavassa x kuvaa uuden applikaation tulosta ja y vanhan applikaation tulosta. Tulos-
ten erotus jaetaan uuden applikaation tuloksella ja kerrotaan sadalla, jolloin tuloksena

on prosenttiluku.

5.3.2 Sarjan sisédinen ja sarjojen valinen toistettavuus

Sarjan siséinen toistettavuus méaaritettiin analysoimalla kolme 15 néytteen sarjaa (kuvio
7). Kussakin sarjassa oli 15 keskend&n saman pitoisuuden omaavaa naytetta. Sisista
toistettavuutta tutkitaan maarittamalla variaatiokerroin (CV%), joka ilmoittaa tulosten

hajonnan, kun maaritykset tehdaan samasta naytteesta (Hagg 2016).
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Sarjan sisainen
toistettavuus

Viitealueen Selvasti korkea

Matala taso ylataso taso

Kuvio 7. Sarjan sisdinen toistettavuus kolmella pitoisuudella.

Hajontalukujen avulla voidaan kuvata toistomittausten hajontaa. Kaytetyin ja tarkein ha-
jontaluku on keskihajonta. Keskihajonta eli standardipoikkeama (SD) kuvaa, kuinka ha-
jallaan arvot ovat keskiarvosta (Heikkila 2014). Variaatiokertoimen eli suhteellisen ha-
jonnan (CV%) avulla saadaan eri muuttujien arvojen hajonnat vertailukelpoisiksi. Vari-
aatiokerroin v lasketaan jakamalla keskihajonta s keskiarvolla x. Variaatiokerroin ilmoi-

tetaan prosentteina:

v=—-100%

1R %)

Jakauman sijainnin kuvaamiseen kaytetaéan sijaintilukuja. Niistd keskiarvoa, moodia ja
mediaania kutsutaan ns. keskiluvuiksi. Toistettavuuksia tarkasteltaessa taytyy maarit-
taa keskiarvo, joka saadaan jakamalla havaintoarvojen summa niiden lukumaaralla.

Keskiarvo on sita kayttokelpoisempi suure, mitd enemman havaintoja on. Silloin poik-

keavat arvot eivat vaikuta keskiarvoon liiallisesti. (Heikkila 2014.)

Sarjojen vdlinen toistettavuus (kuvio 8) kuvaa menetelman toistettavuuden laboratori-
ossa esimerkiksi eri paivina tai eri henkildiden suorittamana (Hagg 2016). Sarjojen va-
lista toistettavuutta seurattiin rutiinianalytiikan yhteydessa kontrollituloksista aikavalilla
9.10.-8.11.2021 ja laskettiin niiden kontrollitulosten keskiarvo, keskihajonta seka vari-

aatiokerroin.
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Sarjojen valinen
toistettavuus

Matalan tason Korkean tason
kontrolli kontrolli

Kuvio 8. Sarjojen vélinen toistettavuus.

6 Tulokset

Tulokset koostuvat 53:n potilasnaytteen kahdella eri menetelmalla analysoiduista va-
paan trijodityroniinin pitoisuuksista. Sarjan sisaisen toistettavuuden tulokset on saatu
analysoimalla 15 kertaa sama nayte kolmella eri pitoisuudella. Vanhalla menetelmalla
viitataan vaistyvaan, 70 ng/ml potilaan plasman biotiinia sietavaan T3-V applikaatiover-
sioon 10082. Uudella menetelmalla tarkoitetaan verifioitavaa T3-V applikaatioversiota

10220, jonka biotiinih&iridén raja on 1200 ng/ml.

6.1 Potilasnaytevertailu vanhalla ja uudella menetelmalla

Referenssilaitteena toimivalla Cobas 1:lla analysoitiin kaikki 53 potilasnaytetta. Liit-
teessa 1 on kuvattu vanhan ja uuden menetelman analysaattorilta saadut tulokset. Tu-
loksissa voi jo silmamaéaraisesti havaita yhtenevaisyytta. Kuviossa 9 on kuvattuna poti-
lasnaytevertailun tulokset pitoisuusalueelta 1,3-47,3 pmol/l. Kuviossa vanhan ja uuden
menetelman rinnakkaistulokset muodostavat havaintopareja. Kuviosta havaitaan voi-
makas, positiivinen lineaarinen riippuvuus vanhan ja uuden menetelman valilla (korre-
laatiokerroin r = 0,99976).
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T3-V pmol/l

W w s b O
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y =1,0093x + 0,1014

T3-V vanha applikaatio
N
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20 R2=10,9995
15 n=>53
10
5
0
0 10 20 30 40 50

T3-V uusi applikaatio

Kuvio 9. Vanhan ja uuden menetelmén tulostasovertailu.

Lineaarisen riippuvuuden toteamisen jalkeen voidaan suorittaa regressioanalyysi. Ha-
vaintoparien joukkoon muodostetaan regressiosuora. Regressiosuoran yhtald ony =
1,0093x + 0,1014. Selitysasteeksi (R?) saadaan 0,9995 eli n. 99 %. Menetelmien valilla
on tilastollisesti todistettava lineaarinen riippuvuus, josta voidaan paatelld tulostasojen

olevan yhtenevaiset.

T3-V vanha ja uusi applikaatio
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Kuvio 10. Potilasnaytevertailun eroprosenttien hajonta, Cobas 1.

Kuviosta 10 ndhdéan eroja menetelmien tulostasoissa. Eroprosenttien hajonta Cobas
1:n tuloksien avulla tarkasteltuna on noin 2,3 %. Eroprosentit vaihtelevat nollan ja 8,5 %

valilla.
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6.2 Laitevertailu Cobas 1:n ja Cobas 2:n vélilla

Laboratorion kahdella Cobas-laitteella on tarkoitus saada samankaltaisia tuloksia. Vika-
tilanteessa toinen analysaattori on lahes aina kayttssa, jotta potilastuloksien vastaami-
nen varmistetaan. Laitevertailu tehtiin yhdeksalla naytteella (kuvio 11). Tulokset on tau-

lukoitu liitteeseen 2.

T3-V laitevertailu Cobas 1 ja Cobas 2

y =1,0131x - 0,091

T3-V Cobas 1
N
o

R2=0,9999
15 n=9
10
5
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40

T3-V Cobas 2

Kuvio 11.Laitevertailu eri laitteilla kdytetyn uuden menetelméan valilla.

Tulosten valilla havaitaan voimakas, positiivinen korrelaatio regressiosuoran yhtalon ol-
lessay = 1,0131x — 0,091. Selitysasteeksi saadaan 0,9999 = n. 99 %, josta voidaan
paatella analysaattorien tulostasojen olevan erittain lahella toisiaan.

6.3 Sarjan sisainen toistettavuus

Sarjan sisaista toistettavuutta tarkastellaan kolmella tasolla, jotka ovat matala taso, vii-
tealueen ylataso seka selvasti korkea taso (kuvio 12). Matalan tason pitoisuus on kes-
kimaarin 3,35 pmol/l, viitealueen ylataso 7,70 pmol/l ja selvasti korkea taso 16,14

pmol/l. Toistettavuussarjojen tulokset ovat liitteessa 3.
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Sarjan sisainen toistettavuus
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Kuvio 12. Sarjan sisainen toistettavuus kaaviona.

Taulukosta 2 voidaan tarkastella sarjan sisdisen toistettavuuden hajontalukuja ja verrata
variaatiokerrointa (CV%) valmistajan ilmoittamaan arvoon. Matalalla tasolla CV% on
2,38 % ja valmistajan ilmoittama tavoite 2,70 %. Viitealueen ylatasolla CV% on 1,39 %
ja valmistajan tavoite on 1,90 %. Selvasti korkealla tasolla CV% on 1,26 %, kun valmis-
tajan tavoite on 1,30 %.

Taulukko 2.  Sarjan sisdinen toistettavuus hajontalukuina.

Sarja Keskiarvo SD CV% Valmistajan
ilmoittama
CV%

Selvasti kor- 16,14 0,20 1,26 1,30

kea taso

Viitealueen 7,70 0,11 1,39 1,90

ylataso

Matala taso 3,35 0,08 2,38 2,70

6.4 Sarjojen valinen toistettavuus

Sarjojen valista toistettavuutta tarkastellaan tasokontrollien tuloksista kuukauden ajan-
jaksolta. Taulukosta 3 ndhdaan kontrollitulosten variaatiokertoimet seka valmistajan il-

moittamat tavoitteet.
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Taulukko 3.  Sarjojen valinen toistettavuus tasokontrolleilla mitattuna.

Precicontrol Uni-  Precicontrol Uni-
versal 1 (CV%) versal 2 (CV%)

Cobas 1 1,9 % 1.5%
Cobas 2 1,6 % 1,4 %
Valmistajan ta- 2,0% 15%
voite

Sarjojen vélinen toistettavuus on variaatiokertoimella esitettynd matalan tason kontrollilla
1,9 % (Cobas 1) ja 1,6 % (Cobas 2). Korkean tason variaatiokerroin on 1,5 % (Cobas 1)
ja 1,4 % (Cobas 2).

7 Pohdinta

7.1 Tulosten tarkastelu

Verifiointi toteutettiin analysoimalla naytteita referenssilaite Cobas 1:l1a seka laitevertai-
lua varten Cobas 2:lla. Verifioinnin tavoitteena oli vertailla uuden menetelméan tulosta-

soa vanhaan menetelm&an seka vertailla referenssilaitteen ja rinnakkaislaitteen uudella
menetelmalla antamia tuloksia. Verifiointiin sisallytettiin erilaisia parametreja, joita olivat
potilasnaytevertailu vanhalla ja uudella menetelmalld, laitevertailu referenssi- ja rinnak-

kaislaitteen valilla, sarjan sisdinen toistettavuus seka sarjojen valinen toistettavuus.

Potilasnaytevertailussa tarkasteltiin vanhan ja uuden menetelman antamia tuloksia 53
potilasnaytteen aineistosta. Tulosten valinen korrelaatiokerroin oli r = 0,99976. Regres-
siosuoran yhtalo ony = 1,0093x + 0,1014 ja selitysasteeksi R* saatiin 0,9995. Tulosten
valilla on voimakas, positiivinen korrelaatio ja tuloksia voidaan pitaa erittain yhtenevai-
sind. Keskimaarainen tulostasoero (eroprosentti) menetelmien valilla oli 2,3 %, joka ei
ole kliinisesti merkittava. Vastaus ensimmaiseen tutkimuskysymykseen on, etta mene-
telmien tulokset ovat keskenaan erittdin hyvin vertailukelpoiset. Menetelman tulostaso

ei kaytdnndssa muutu reagenssivaindoksen myota.

Laitevertailu tehtiin yhdeksalla naytteella, joiden pitoisuudet vaihtelivat valilla 3,14-35,0
pmol/l. Tulostasoero oli ainoastaan 0,1 %. My6s laitteiden vélinen regressiosuoran ku-

vaaja ilmaisee voimakasta, positiivista lineaarista riippuvuutta. Regressiosuoran yhtalo
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ony=1,0131x — 0,091 ja korrelaatiokerroin 0,9999. Vastaus toiseen tutkimuskysymyk-
seen on, etté laitteiden valiset tulokset ovat erittain hyvin vertailukelpoiset. Potilastulos-
ten kannalta ei ole valid, kumpaa laitetta analysointiin kaytetaan.

Sarjan siséinen toistettavuus kertoo, kuinka samankaltainen tulos saadaan, kun sa-
masta naytteesta tehdaan perattaisia analyyseja. Sarjan sisainen toistettavuus tehtiin
poolaamalla naytteita haluttujen pitoisuuksien saamiseksi. Naytepooleja tehtiin kolme
kappaletta, joiden T3-V-pitoisuudet olivat n. 3,3 (matala taso), 7,7 (viitealueen ylataso)
ja 16,1 pmol/l (selvasti korkea taso). Kustakin naytepoolista jaettiin naytetta 15 nay-
teastiaan ja naytteet analysoitiin Cobas 1:lla Sarjan siséinen toistettavuus on kauttaal-
taan hyvaa luokkaa CV%:n vaihdellessa 1,26 % ja 2,36 % valilla. Variaatiokertoimet

vastaavat valmistajan ilmoittamia tavoitteita hyvin.

Sarjojen valista toistettavuutta ei mitattu opinnaytetyén kokeellisen osuuden yhtey-
dessd, vaan sita seurattiin tasokontrolleista yhden kuukauden ajan aikavalilla
9.10.2021-8.11.2021. Roche Diagnostics oli ilmoittanut sarjojen valisen toistettavuu-
den variaatiokertoimeksi matalan tason kontrollille 2,0 % ja korkean tason kontrollille
1,5 %. Verifioinnin jalkeisena seuranta-aikana sarjojen valiset toistettavuudet olivat ma-
talalla tasolla 1,9 % (Cobas 1) ja 1,6 % (Cobas 2). Matalan tason kontrolleilla mitatut
toistettavuudet vastasivat siis valmistajan ilmoitusta erittéin hyvin. Korkean tason kont-
rollin tavoite oli 1,5 %. Cobas 1:lla saatiin toistettavuudeksi 1,5 % ja Cobas 2:lla 1,4 %.
Myds korkean tason toistettavuus vastasi valmistajan tavoitetta hyvin, suorastaan erin-

omaisesti.

Verifiointia voidaan pitdd onnistuneena. Potilasndytevertailujen tulokset ovat hyvaksyt-
tavissa. Sarjan sisdinen ja sarjojen valinen toistettavuus ovat hyvin vastaavat valmista-
jan ilmoittamien tavoitteiden kanssa. Reagenssin vaihto parantaa menetelman biotiinin
sietoa merkittavasti (hairibraja nousee 70:sta 1200:n nanogrammaan litrassa) ja mah-

dollistaa luotettavat tulokset myds potilaille, joilla on suuriannoksinen biotiinihoito kayn-

nissa.

7.2 Tulosten luotettavuus

Tutkimuksen luotettavuutta voidaan tarkastella termeilla validiteetti, eli patevyys, ja reli-
bialiteetti, eli luotettavuus. Validiteetilla tarkoitetaan karkeasti systemaattisen virheen
puuttumista. Tutkimusta suunniteltaessa on asetettu tasmalliset tavoitteet, jotta tutki-

muksessa mitattaisiin oikeita asioita ja tiedonkeruu kohdistettaisiin oikein. Reliabiliteetti
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sen sijaan kuvaa tutkimustuloksien tarkkuutta. Jotta tulos on luotettava, taytyy tutki-
muksen olla toistettavissa samankaltaisin tuloksin. Tyén huolellinen suunnittelu ja do-
kumentointi vahent&a virheiden mahdollisuutta. Luotettavuuteen liittyy myos relevant-
tien tilastollisten menetelmien kaytto tulosten analysointiin ja tutkijan taito tulkita tilas-
toja. (Heikkila 2014.)

Verifioinnit tehd&&n kliinisen kemian laboratoriossa arkipaiviné ja rutiinianalytiikan yh-
teydessa. Verifiointiajankohta on syyta suunnitella huolellisesti ja aina ei voida varmis-
taa, etta esimerkiksi laitevikoja ei satu suunniteltuna ajankohtana. Luotettavien verifi-
ointitulosten aikaansaamiseksi on myos tarkeaa kerata eri pitoisuuksia omaavia nayt-
teita. Jotta voidaan arvioida menetelman tarkkuutta esimerkiksi pitoisuuksilla 3 pmol/l ja
35 pmol/l, tAytyy molempia pitoisuuksia olla saatavilla. Menetelméan kalibroinnin ja kont-
rolloinnin onnistuminen takaa luotettavat tulokset ja siten saadaan minimoitua syste-
maattisen virheen mahdollisuus. Verifioinnin toteutusta ohjaa verifiointisuunnitelma ja
toteutus tapahtuu aina sairaalakemistin valvonnassa. Verifiointisuunnitelma ja -raportti
mahdollistavat verifioinnin toistamisen tarvittaessa. Tuloksia tarkastellaan ainoastaan
relevanttien tilastollisten menetelmien avulla, jolloin valtytaan turhalta ty6lta. Tulosten
tarkastelusta ja luotettavuudesta on vastuussa sairaalakemisti ja kliinisen merkityksen

arvioinnin tekee kliinisen kemian ja laboratorioldéketieteen erikoislaakari.

7.3 Opinnaytetyon eettisyys

Bioanalyytikon eettisissa ohjeissa (Bioanalyytikkoliitto 2017) on méaaritelty bioanalyyti-
koiden ja laboratoriohoitajien tyon eettisia lahtokohtia. Potilaan hyvinvointi ja héanen oi-
keuksiensa kunnioittaminen ovat bioanalyytikon ensisijaisia tavoitteita kaikissa labora-
toriotutkimusprosessin vaiheissa. Opinnaytetyossa potilaiden yksityisyytta suojattiin
kayttamalla anonymisoituja naytteitd. Ammattitaidon syventaminen ja kehittaminen on
keskeinen tavoite opinnaytetydssa. Myos eettiset ohjeet mainitsevat osaamisen kehit-
tamisen ja tieteellisin menetelmin hyvaksyttyjen menetelmien omaksumisen. Bioanalyy-
tikon tulee kayttaa hyvaksyttyja menettelytapoja ja vastata laboratoriotutkimusten laa-
dusta seka luotettavuudesta. Verifiointi on yksi laboratorion laatutydskentelyn perusasi-
oista. Bioanalyytikko kunnioittaa kollegojen ja muiden ammattiryhmien asiantunte-
musta. Tassa opinnaytetydssa hyddynnettiin kokeneiden vastuuhoitajien seka sairaala-
kemistin ammattitaitoa. Bioanalyytikko pyrkii edistamaan yksilén, vaeston ja elinympa-
riston terveytta ja opinnaytetyo tehtiin osana pyrkimysté luotettavien laboratoriotulosten

aikaansaamiseen. (Bioanalyytikkoliitto 2017.)
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Tutkimuseettisen neuvottelukunnan (2012: 6—7) mukaan tutkimus voi olla luotettavaa ja
etiikaltaan hyvaksyttavaa vain, jos noudatetaan hyvaa tieteellista kaytantoa. Lahtokoh-
tana tutkimusprosessissa ovat tieteelliset toimintatavat eli huolellisuus, tarkkuus ja re-
hellisyys. Opinnaytetydssa em. toimintatavat nakyivat lahdekriittisyytend, riittavan tieto-
perustan hankkimisena sekd oman, alkuperaisen tekstin tuottamisena. Tiedonhakua
tehtiin hyodyntamalla tietokantoja (padasiassa PubMed), joka nakyy lahteina kaytetty-
jen tieteellisten artikkelien maarassa. Myos tiedonhaun tydpajaan osallistuttiin jo suun-
nitelmavaiheessa. Lisaksi opinndytetydssa kaytettiin eettisesti kestavia tiedonkeruu-,
tutkimus- ja arviointimenetelmia. Muiden tekemiin tieteellisiin julkaisuihin viitattiin asian-
mukaisesti ja pyrittiin tuomaan esiin niiden merkitys omassa tyssa. Valmis opinnayte-
tyd tallennetaan asianmukaisesti. Tutkimuslupaa tiedusteltiin Fimlab Laboratoriot Oy:n
HR-koordinaattorilta. Tutkimusluvan hankkimiselle ei todettu olevan tarvetta, koska
tydssa ei kaytetty henkilttietoja. Salassapitosopimus kuitenkin laadittiin laboratorion toi-
mintatavan mukaisesti. Salassapitovelvollisuus lukeutuu my6s bioanalyytikon eettisiin
ohjeisiin. Verifioinnissa kaytettaviksi naytteiksi kerattiin oikeita potilasnaytteita. Potilas-

naytteisiin ei liittynyt henkilGtietojen kasittelya, silla naytteet olivat anonymisoituja.

7.4 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetydprosessi kaynnistyi kevaalla 2021 opinnaytetydn aiheen sopimisella yh-
teistydtahon kanssa. Aihe tarkentui elokuussa 2021 T3-V-menetelmaverifioinniksi. Elo-
kuussa aloitettiin myds opinnaytetydn suunnitelman kirjoittaminen. Opinnéytetyon ko-
keellinen osuus oli lyhyt, koska verifioinnit tehdaan rutiinianalytilikan lomassa sopivana
ajankohtana. Raportin kirjoittaminen tapahtui paaosin joulukuun 2021 ja tammikuun
2022 aikana. Opinnaytetyon sujuvaa etenemista tuki yhteisty6taholta saatu ohjaus ja
muutenkin sujuva yhteisty6. Tydn tekeminen syvensi ymmarrysta kliinisen kemian labo-
ratorion laadusta ja sitd ohjaavista sdadoksista. Tieteellisen tiedon hankintaa harjoitel-
tiin runsaasti koulutuksen aikana ja hyddyt tulivat esiin opinnaytetydn tiedonhankin-
nassa. Tiedonhankintataidot olivat jo hyvalla tasolla prosessin alkaessa. Oppimista ta-
pahtui tietoperustan hankinnassa, kun ymmarrys kilpirauhashormoneista lisaantyi.
Myds perusteellinen perehtyminen menetelméaperiaatteeseen tuntui palkitsevalta,
vaikka opinnaytetydn tavoite olikin ainoastaan menetelman verifiointi. Vasta-ainereakti-
oiden ymmartaminen on kuitenkin tarke& osa bioanalyytikon osaamista, jota tarvitaan
kaytannossa kaikilla bioanalyytikon tyékenttaan kuuluvilla erikoisaloilla. Tilastollisten
menetelmien hyddyntadminen vaati jonkin verran perehtymista ja opiskelua. Tilastojen

analysointi ja tulkinta poikkeaa bioanalyytikon ns. suorittavasta roolista ja avaa my6s



sairaalakemistin tydonkuvaa laboratoriossa. Sita kautta laboratoriotytn kokonaisuus

hahmottuu aikaisempaa kattavammin.
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T3-V tulokset vanhalla ja uudella menetelmalld, Cobas 1
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2,93
4,44
4,44
4,48
4,25
6,50
3,85
4,87
6,37
46,6
4,60
11,0
14,5
1,30
1,69
11,3
8,87
8,17
12,4
15,1
16,5
32,6
4,74
2,21

7,476

2,40
4,00
3,35
2,94
4,35
4,46
4,60
4,51
6,63
4,13
4,97
6,57
47,3
4,79
11,7
15,0
1,41
1,77
11,5
8,75
8,61
12,3
15,8
16,8
32,9
4,79
2,27

7,647

0,1
0,1
0,2
0,0
-0,1
0,0
0,1
0,3
0,1
0,3
0,1
0,2
0,7
0,2
0,7
0,5
0,1
0,1
0,2
-0,1
0,4
-0,1
0,7
0,3
0,3
0,0
0,1

0,17

6,2
2,3
4,7
0,3
-2,0
0,5
2,7
6,1
2,0
7.3
2,1
3,1
15
4,1
6,4
3,4
8,5
4,7
18
-1,4
5,4
-0,8
4,6
18
0,9
11
2,7

2,29

Liite 1
2(2)



T3-V laitevertailu Cobas 1 ja Cobas 2

ka

T3-V uusi app.
Cobas 1

3,24
4,84
5,24
7,99
11,7
14,9
34,6
4,66
4,13
10,14

T3-V uusi app.
Cobas 2

3,14
4,89
5,29
7,99
11,6
15,0
35,0
4,70
4,07
10,19

erotus

-0,1
0,0
0,0
0,0
-0,1
0,1
0,4
0,0
-0,1
0,04

Liite 2

ero%

-3,1
1,0
1,0
0,0
-0,9
0,7
1,2
0,9
-1,5
-0,1



Liite 3

Sarjan sisainen toistettavuus kolmella tasolla

T3-V T3-V T3-V

matala viite- sel-
taso alueen vasti
ylataso korkea
taso

3,55 7,70 16,2
3,22 7,77 16,2
3,36 7,63 16,2
3,36 7,71 16,1
3,30 7,87 16,3
3,40 7,58 16,3
3,28 7,87 16,3
3,39 7,78 16,0
3,38 7,75 15,6
3,37 7,73 15,9
3,27 7,74 16,3
3,30 7,72 16,1
3,38 7,61 16,4
3,31 7,47 16,0
3,44 7,62 16,2
ka 3,35 7,70 16,1
sd 0,08 0,11 0,20
cv% 238% 139% 1,26%



