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Uudelle tuotteelle tarvitaan laadunvalvontamenetelmat, joilla tuotteen laatu voidaan varmistaa.
Téassa tyossa kehitettin ja validoitin laadunvalvontamenetelmét kaytettdavaksi Innotrac
Diagnosticsissa kehitetyn méaaritysmenetelmén kontrollituotteen valmistukseen.

Laadulla arkikielessa kasitetddn jotain hyvin tehtya tai toimivaa. Teollisuudessa laadukkuus
tarkoittaa tuotteelle asetettujen kriteerien tayttymista tai ettd asiakkaan vaatimukset tayttyvat.
Laatua voidaan saada aikaan, noudattamalla selkedsti maariteltyja prosesseja. Laadun
yllapitdmiseen on kehitetty standardeja, jonka lisdksi useimmat maat ovat asettaneet
diagnostiikkateollisuudelle vaatimuksia. Naitd viranomaisvaatimuksia on pyritty yhtenaistamaan.
Laadukkaisiin prosesseihin ja siten tuotteisiin pdastaan validoimalla valmistukseen kaytetyt
menetelmét. Validoinneissa voidaan kayttéaa hyvaksi riskianalyysia.

Kaytetty mittausjarjestelma koostui analysaattorista ja sille kehitetystd immunomaarityksesta.
Spesifinen signaali merkkiaineelle saadaan kahdella vasta-aineella; toinen Kiinnittda
merkkiaineen kuppiin ja toisessa olevasta fluoresoivasta leimasta saadaan signaali
aikaerotteisella fluoresenssilla.

Menetelmien kehitys aloitettin  maarittelemalla validointitarpeen laajuus, kriteerit seka
varsinainen menettely. Kehitettyja laadunvalvontamenetelmia toistettiin kolmesti eri laitteilla ja
reagenssieridlla saatuja tuloksia verrattiin asetettuihin kriteereihin. Lisaksi arvioitiin menetelmien
toistettavuutta.

Kaikki validoinnille asetetut kriteerit tayttyivat,| ja menetelmat saatiin validoitua, jolloin ne voitiin
ottaa tuotantokayttéon. Uusittavuusarvioinnit osoittivat heikkoa uusittavuutta, mutta menetelmét
oli suunniteltu ottamaan se huomioon.
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DEVELOPMENT OF A QUALITY CONTROL
METHOD

A new product needs quality control methods developed for quality assurance. In this thesis
project quality control methods were developed and validated for the production process of a
quality control product. Quality control methods were developed and validated to be used in the
manufacturing of quality control products that are used together with an assay developed
Innotrac Diagnostics.

The term “quality” in everyday usage means something well done or effective. In the industry,
the quality of a product refers to the fulfillment of set criteria or that the customer's requirements
are met. Quality can be achieved by following clearly defined processes. Quality standards have
been developed to maintain quality and most countries have imposed requirements on the
diagnostics industry. There have been efforts to harmonize regulatory requirements. The
validation of processes used in manufacturing leads to high quality products. Risk analysis is a
tool for determining validation needs.

The measurement system consisted of the analyzer and the developed immunoassay. The
specific signal was measured from a complex of two antibodies and the analyte. The first
antibody attaches the analyte in to the cup and the second contains a marker from which the
signal is measured utilizing time resolved fluorescence.

The development of methods was initiated by determining the extent and criteria of the
validation. The developed quality control methods were repeated three times with different
equipment and reagents, and the results were compared to the set criteria. In addition,
reproducibility was evaluated.

All the criteria were met thus validating the methods, which could then be introduced to the
production. Repeatability assessments indicated poor performance but the methods were
developed to take this into account.
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quality, quality control, validation, method development, immunoassay
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KAYTETYT LYHENTEET
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BNP
CLSI
Cv
CE
FMEA
IVDD
IVD
ICH

IMDRF
ISO
IUPAC

MDD
MIKES

PoC
QC

QSR
RPN
SOP

Analysis Of Variance, varianssianalyysi; tilastollinen mene-
telma tulosjoukkojen yhtenevaisyyden tutkimiseen

B-type natriuretic peptide

Clinical and Laboratory Standards Institute

Coefficient of variation, variaatiokerroin

Conformité Européenne

Failure mode and effect analysis, Riskianalyysi

In vitro Diagnostics Directive, Direktiivi in vitro diagnostiikalle
In vitro diagnostics, ns. Koeputkessa tapahtuva diagnostiikka

International Conference on Harmonisation of Technical Re-
guirements for Registration of Pharmaceuticals for Human
Use

International Medical Device Regulators Forum
International Organization for Standardization

International Union Of Pure And Applied Chemistry; Kan-
sainvalinen puhtaan ja sovelletun kemian liitto

Medical Devices Directive, Direktiivi |adketieteellisille laitteille
Mittatekniikan keskus

Number; rinnakkaistulosten maara

Point-of-care; vierihoito (laite)

Quiality control, laatukontrolli; laadunvarmistustapa tai -tuote
Quality System Regulations

Risk Priority Number, Riskin vakavuus tai priorieettiluku

Standard Operating Procedure, toimintaohje



1 JOHDANTO

Uutta diagnostista tuotetta kehitettaessa on tarpeen kehittdd laadunvalvonta-
menetelmat ja laadunvalvontaan kontrollimateriaalit, joilla valmiin tuotteen laatu
voidaan varmistaa. Kehitetyilla menetelmilla voidaan varmistaa, etta tuote toimii,
kuten on suunniteltu; lapaistessaan laadunvalvontatestit tuote voidaan hyvak-

sya ja toimittaa loppukayttajalle kaytettavaksi.

Tassa tydssa kehitettiin laadunvalvontamenetelma kontrollituotteen valmistus-
prosessiin. Kyseista kontrollituotetta kaytetddn sydamen vajaatoimintaa mittaa-
van maaritysmenetelman ja sitda hyodyntadvan mittausjarjestelméan oikean toi-
minnan varmistamiseen. Kuva 1 esittaa kontrollituotteen laadunvalvontamene-

telman sijoittumisen jarjestelmassa.

Mittausjarjestelma

Madritysmenetelma

Kontrollituote

aadunvalvontamenetelmai
kontrallituotte alle

Kuva 1. Kontrollituotteen laadunvalvontamenetelman sijoittuminen jarjestel-
maan.

Diagnooseihin kaytettavaa maaritysmenetelmaa kehitettdesséa on valttamatonta,
ettd jokainen tuote — maaritys ja sitad kayttava laite — toimii kuten on suunniteltu.
Oikein toimiessaan tata tarkoitusta varten kehitetyllda laadunvalvontatuotteella
(jatkossa: kontrollituote) voidaan varmistaa seka laitteiston ettd maarityksen

toiminta. Mittausjarjestelman virheellinen toiminta aiheuttaa virheellisen diag-



noosin riskin, joka voi johtaa vaaraan hoitoon tai hoitamatta jattdmiseen, ja siten

vaarantaa potilasturvallisuuden.

Innotracissa jokaiselle eri merkkiaineille kehitettavalle maaritysmenetelmalle
kehitetddn oma kontrollituote, vaikka kontrollituotteita olisi saatavilla myds kol-
mansilta osapuolilta. Kontrollituotteiden kehittdminen on perusteltua, silla lait-
teen, maarityksen ja kontrollituotteen ollessa saman valmistajan kehittamia ja

tuottamia, saadaan luotettava ja helppokayttdinen jarjestelma.
Innotrac Diagnostics

Innotrac Diagnostics toi markkinoille vuonna 2001 AiO! -laitteen ja siihen kolme
akuutin sydaninfarktin merkkiaineen maaritysmenetelmaa. Menetelmét perustu-
vat immunokemian — merkkiaineina toimivia antigeeneja ja vasta-aineita — ja
aikaerotteiseen fluoresenssiin (ks. luku 3: Kuva 4 ja Kuva 5). Menetelmissa kay-
tetddn kuivakemiaa, joka tekee reagenssien kasittelysta perinteistda markakemi-
aa helpompaa.

Radiometer ApS

Tanskalainen Radiometer osti vuonna 2006 Innotracin Diagnosticsin ja kehitti
Innotracin maarityksille uuden AQT90 FLEX — jarjestelman (ks. luku 3: Kuva 2).
Jarjestelman ideoita ovat helppokayttdisyys, nopeus ja laitteen hoitopaikalle
(engl. Point-of-care; PoC) sijoittamista tukeva pieni koko, joka samalla mahdol-

listaa tulosten nopean saannin keskuslaboratorioista riippumattomasti.
Danaher Corporation

Radiometerin omistaa yhdysvaltalainen Danaher. Danaher on tieteeseen ja tek-

niikkaan erikoistunut monialasijoitusyritys.



2 LAATU IVD-ALALLA

Laatu on abstrakti, vaikeasti maariteltava ja kuvattava kasite. Arkikielessa silla
tarkoitetaan jotain kestavaa, hyvin tehtyd tai toimivaa. Teollisuudessa laatua
voidaan pitdd osaamisen mittana, joka kertoo laadukkaiden objektien — tuottei-
den tai prosessien — olevan virheettémia vailla puutteita tai merkittavia toistoker-
tojen valisia eroja. Laatua on mahdollista saada aikaan noudattamalla selkeasti
maariteltyja prosesseja, joille on my6s maaritelty hyvaksyttavat vaihteluvalit.
Laadukkaasta prosessista tai tuotteesta voidaan puhua myos silloin, kun asiak-

kaan tai kayttajan vaatimukset tayttyvat.

2.1 Laatu, standardit ja viranomaisvaatimukset

Laadun yllapitdAmisen helpottamiseksi on kehitetty monia laatustandardeja. Nain
kaikkien ei tarvitse kehittda omia jarjestelmiddn. Samalla saavutetaan tilanne,
jossa tietylla asialla tarkoitetaan samaa kaikkialla, missa ko. standardeja nouda-
tetaan. Osa standardeista on kansainvalisia, osa kansallisia. Standardit ovat
vapaaehtoisia ottaa kayttoon, mutta joidenkin standardien kaytté auttaa varmis-

tamaan viranomaisvaatimusten mukaisen toiminnan.

Laajimmin kaytettyja standardeja kehittda ja julkaisee kansainvalinen ISO (engl.
International Organization for Standardization). Yleisesti kaytossa oleva I1ISO
9001 laadunhallintajarjestelmastandardi kuvaa johtamista laadunhallinnan
kannalta. TAman tyén kannalta olennainen ISO 134852 on 9000-sarjan laadun-
hallintajarjestelméstandardeja taydentava standardi ladketieteellisille laitteille,

testeille ja reagensseille (engl. In vitro diagnostics, VD).

Mikali laatujarjestelmdd noudattava valmistaja haluaa sertifioinnin laatujérjes-
telmalleen, tarvitsee valmistaja virallisen tahon suorittaman laatujarjestelman
sertifiointiauditin ja tahan liittyvat saanndllisin valiajoin toistuvat seuranta-auditit.
Sertifiointi ja siihen liittyva audit on lisaksi uudistettava sadanndéllisin valiajoin,

esimerkiksi ISO 13485 sertifiointi uusitaan kolmen vuoden véalein. Serfiointimer-
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kinta kuten esimerkiksi CE-merkinta (ransk. Conformité Européenne), edellyttaa

tiettyjen 1SO-standardien kayttoa.

Euroopan unioni on asettanut ladketieteellisille laitteille direktiivit (engl. Medical
Devices Directive, MDD ja engl. In vitro Diagnostics Directive, IVDD)**, jotka
vastaavat sisallollisesti em. ISO 13485 standardia. Direktiivi on EU:n jasenmail-
le laadittu ohje, joka on lain veroinen ja jaAsenmaiden implementoitava omaan
lainsdadantoonsa. Erityyppisille tuotteille on laadittu omat direktiivinsa ja vaati-
muksensa, ja jos tuote tayttad ko. vaatimukset voidaan tuotteeseen liitdd CE-
merkki. Valmistajalle CE-merkistd on hyoétya, silla se mahdollistaa tuotteiden

vapaan liikkumisen EU-maiden valill&.

Yhdysvalloissa Medical Device ja IVD-tuotteille on laadittu laatuun liittyvat vi-
ranomaisvaatimukset sisaltavd QSR> (engl. Quality System Regulations), joka
on Euroopan direktiiveista poiketen laki. Se, ettd QSR on laki, tarkoittaa Yhdys-
valloissa kyseisen lain alaisten tuotteiden pakkoa tayttda vaatimukset myyntilu-
van saamiseksi. Vaatimusten rikkomuksista voi seurata rangaistuksia kuten tuo-
tantolaitoksen sulkeminen tai sakko- ja vankilatuomioita. Yhdysvaltain ulkopuo-
lella QSR:lla ei ole lain voimaa, mutta saadosten rikkomisesta saattaa vietava

tuote joutua myyntikieltoon.

Viranomaisvaatimuksia on pyritty harmonisoimaan eri maiden valilla, jolloin
harmonisoitujen vaatimusten mukaisesti toimiminen kattaa useamman harmo-
nisoinnin piiriin kuuluvan maan vaatimukset. Muun muassa IMDRF (engl. Inter-
national Medical Device Regulators Forum) on pyrkinyt luomaan yhdennetyn
ohjeistuksen, joka pitaa sisdlladn QSR- ja IVDD-ohjeistuksien vaatimukset.
Vaikka Japani yhdessa EU:n ja USA:n kanssa kuuluu IMDRF:n, vaativat Japa-
nin viranomaiset tuotetta rekisteroitdessa jonkin verran enemman, kuin mita

kuuluu IMDRF:n harmonisoinnin piiriin.

2.2 Menetelméan validointi

Kaytannossa uutta (maaritys)menetelmaa kehitettdessa on valttamatonta var-

mistaa, ettda sen antamat tulokset ovat oikeita. Kaytannollisistd syista jokaista
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saatua tulosta ei ole mielek&sta varmistaa toisella menetelmalla, joten uusi me-
netelma pyritaan yleenséd validoimaan tuloksen oikeellisuuden ja tarkkuuden
varmistamiseksi. Validoinnilla siis halutaan varmistaa, ettd menetelman tuloksiin

voidaan luottaa.

IUPAC (engl. International Union Of Pure And Applied Chemistry) on maaritellyt
menetelmavalidoinneissa tutkittavat parametrit, joille mittaustekniikan keskus
(MIKES) on koonnut suomenkieliset.®’ . Parametrit esitetaén alla yhdessa su-
luissa olevien CLSI:n (engl. Clinical and Laboratory Standards Institute) englan-

ninkielisten vastineiden kanssa mikéli mahdollista:
e lineaarisuus (CLSI: engl. Iinearityg),
e mittausalue (CLSI: engl. rangeg),
 toteamisraja (CLSI: engl. detection limit®),

e madritysraja (CLSI: engl. quantitation limit®),

e poikkeama (CLSI: engl. bias™),

e oikeellisuus (CLSI: engl. accuracy™),

e toistettavuus (CLSI: engl. precision™?),

e uusittavuus (CLSI: engl. reproducibility™'),

e mittausepavarmuus (CLSI: engl. measurement uncertainty*')

« selektiivisyys ja spesifisyys (engl. specificity*?),

e saanto (engl. recovery™?),

e hairidkestavyys, toimintavarmuus (engl. robustness®?).

Validointiin kuuluvia parametreja on yritetty harmonisoida kansainvalisesti mm.
ICH jarjeston toimesta (engl. International Conference on Harmonisation of

Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use).
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Kuitenkin on huomattava, etta harmonisointiyrityksistd huolimatta paikallisissa
laeissa, saadoksissa tai farmakopeoissa maaritelladan em. liséksi viela muita

vaatimuksia tai niité tarkennetaan jollain tapaa.

Validoinnissa kaikille valituille testausparametreille maaritellaan ennen suoritus-
ta hyvaksyntakriteerit, joiden tayttyessa voidaan katsoa menetelman toimivan.
Validointitestien toistomé&ara, ts. tarvitseeko validointia varten mittaukset toistaa
useamman kerran riittdvan luotettavuustason saavuttamiseksi, pitaisi maaritella
riskianalyysin (engl. failure mode and effect analysis, FMEA) kautta. Menetel-
mavalidointitestit tehddaan vain kerran (sis. toistoja), mutta esim. prosessivali-
doinnit on tapana toistaa vahintaan kolmella perakkaisella eralla. Tulosten pitaa

tayttaa kriteerit, jotta validoitava kohde voidaan hyvéksya kayttoon.

Poikkeamat validoinnissa — itse testien suorittamisessa tai kriteerien tayttymi-
sessd — ovat mahdollisia. Poikkeamat kuitenkin luovat aina riskin validoitavan
menetelman toimivuudelle tai hyvyydelle, ja yleensa ne vaativatkin riskianalyy-
sid ennen menetelméan kayttéonottoa. Monesti validointipoikkeamatapauksissa
poikkeava testi uusitaankin kokonaisuudessaan luotettavuuden vahvistamisek-

Si.

2.3 Riskianalyysi

Kehitettdessa uutta tuotetta tai prosessia joudutaan usein miettimaan asioiden
valisia vaikutussuhteita ja sita, aiheutuuko jonkin tekemisesta tai tekematta jat-
tamisesta riskia johonkin toiseen asiaan. Téallaisia pohdintoja voi tehda vapaa-
muotoisestikin, mutta myods formaalisia riskianalyysimenetelmid on kehitetty.
Esimerkiksi ISO 14971"2 riskinhallintastandardi tukee MD ja IVD direktiiveja.

Riskianalyysissa pyritdan analysoitavasta asiasta, esim. suunnitellusta proses-
sista tai tuotteesta tunnistamaan mahdolliset vikatilanteet. Tunnistetuille vikati-
lanteille pyritddn Idytamaan ns. juurisyy, eli mahdollisimman perustavanlaatui-
nen ominaisuus, josta kyseinen vika aiheutuu. Liséksi vikatilanteille maaritellaan
numeeriset vakavuus- (engl. severity, S), yleisyys- (engl. occurrence, O) ja ha-

vaitsemisarvot (engl. detection, D). Vakavuus- ja yleisyysarvot ovat sitd suu-
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rempia, mité& suurempi on toteutumistodennakdgisyys, kun taas havaitsemisarvo
kasvaa vikatilanteen huomaamatta jaamisen myota. Naiden arvojen avulla saa-
daan laskettua kokonaisuutta kuvaava riskille prioriteettiarvo (engl. Risk Priority
Number, RPN), joka monesti lasketaan kertomalla tekijat kesken&dén. Kun priori-
teettiarvo ylittdd maaritellyn rajan, on kyseisen riskin aiheuttaville tekijdille pyrit-
tava loytamaan juurisyy. Lisaksi riskille on pyrittdva tekemaéan lieventavia toi-
menpiteitd kokonaisriskiarvon ja siten itse riskin pienentamiseksi.** Yksittaisille
arvoille kuten myds prioriteettiarvoille, voidaan itse maarittda asteikot, mutta
standardit tarjoavat valmiita asteikkoja. Tassa tyossa kaytetddn skaalaa 1-5,
jossa 5 kuvaa pahinta mahdollista vikatilannearvoa, ja RPN > 36 vaatii korjaa-

vaa toimenpidetta.

Riskianalyysin soveltamisesimerkki

Seuraavassa esitetaan esimerkki riskianalyysin soveltamisesta validoinnissa,
jossa esiintyy validointipoikkeama. Validoinnissa asetetut kriteerit ylittyvat, mut-

ta kokonaisuus hyvaksytaan silti riskianalyysin tukemana poikkeaman kautta.

Prosessin osana oleva maaritysmenetelma haluttiin validoida. Riskianalyysin
kautta paastin tulokseen, ettd mittaustuloksen pitdisi olla toistettavasti oikea,
kun taas muilla menetelman ominaisuuksilla ei tassé ollut niin merkittavaa vai-
kutusta. Maaritysmenetelméan keskihajonta oli entuudestaan tiedossa ja taman
perusteella paatettiin hyvaksyntakriteeriksi CV < 5 %. Lisdksi sallittin kymme-
nen rinnakkaisnaytteen sarjassa olevan yksi poikkeava tulos, joka voitiin poistaa

riittavin perustein.

Maaritysmenetelma validoitin osana prosessivalidointia, eli se toistettiin kol-
mesti. Viimeisessa toistossa kuitenkin havaittiin kaksi poikkeavaa tulosta, jotka

kasvattivat CV:n 44 %:n. Poikkeavien tulosten poistamisen jalkeen CV oli 2 %.

Validoinnin tuloksista tehtiin poikkeamakasittely ja sen vaatima riskianalyysi
(taulukko 1). Poikkeamakasittelyn kautta viimeinenkin tulos paatettiin hyvaksya,

silla poikkeamakasittelyn yhteydessa havaittiin toisen poikkeavan tuloksen joh-
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tuvan virheellisestd naytteen kasittelysta, ei itse prosessista tai menetelmasta.
Koska kuitenkin RPN oli suurempi kuin 36, ei riskid voitu hyvaksya, joten pro-
sessiin lisattiin viela naytteenkasittelykirjaus, jonka arvioitiin pienentavan riskia
riittdvasti. Syntynytta jadnneriskia paatettiin viela arvioida seuraamalla viittd pe-

rakkaista prosessin lapikaynytta erdé varsinaisessa tuotannossa.

Taulukko 1. Riskianalyysiesimerkki (S:n, O:n ja D:n asteikko 1-5)

Toiminto | Mahdolli- | Mahdolli- | Vakavuus | Mahdolli- | Yleisyys | Kontrol- | Havait- RPN
nen vika- |nenseu- |(S) nensyy |[(O) lointitapa | seminen
tilanne raus D)
Pitoisuu- | Vaara Kontrolli- |5 Pitoisuus | 2 4 40
den mé&a- | pitoisuus | tuote maaritetty
ritys antaa vaarin
vaaran
tuloksen
Liian Pitoisuu- |3 Naytteen |4 Nayttei- 1 12
suuri teen ei vaara den sula-
hajonta voi luot- kasittely tus ja
pitoi- taa séilytys
suusmaa- ohjeistet-
rityksessa tu

2.4 Laadunvalvonta

Laadunvalvonta pyritddn varmistamaan, etta validoitu kokonaisuus — prosessi
tai tuote — tayttaa jatkuvasti sille asetetut vaatimukset. Laadunvalvonnan avulla
voidaan myds esim. havaita, jos prosessi on vahitellen siirtymasséa pois opti-
maaliselta toiminta-alueeltaan (esim. sekoitusaika lyhenee tai pakkausaika pite-
nee), jolloin tilanne voidaan korjata ajoissa, ennen kuin tuote ei enda tayta sille
asetettuja vaatimuksiaan. Yleensa laadunvalvontaa tehdaan kayttamalla hyvak-
Si statistisesti maariteltya naytteenottoa niin, ettei jokaista prosessin vaihetta tai
prosessissa syntyvaa tuotetta ole valttamatonta tarkistaa. Naytteenotto voidaan
valita esim. prosessin toleranssien mukaan tai tuotantoprosessissa valmistetta-
van erdkoon mukaan. ISO-standardit, kuten 1SO 2859-1:1999% - I1SO 2859-
10:2006% tarjoavat yksiselitteiset ohjeistukset naytteenottoon. Niiden avulla
saadaan maariteltyd esim. kaytetyn naytteenottofrekvenssin kautta saavutettu

luotettavuus koko eralle. Kaytannon esimerkkina valmistettaessa tuhat tulitikkua
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voidaan testata joka sadas, jolloin voidaan olettaa, etta testattavien valissa ol-
leet tulitikut ovat myo6s tayttaneet valmistusvaatimukset — kaikkia tulitikkuja olisi-
kin hieman epakaytanndéllista testata. Sopivalla naytteenotolla siis mahdolliste-
taan myos testattavan kohteen tuhoavien menetelmien kayttd. Kun laadunval-
vontamenetelm&d on oikein luotu ja se on asianmukaisesti validoitu, voidaan

laadunvalvonnalla taata oikea lopputulos tai asianmukainen tuote.
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3 KAYTETTY MITTAUSJARJESTELMA

Aiemmin kehitetty maaritysmenetelma ja sille tarkoitettu kontrollituote kehitettiin
osaksi AQT90 FLEX -jarjestelmédé (Kuvat 1 ja 2). Tydssa kehitetty kontrollituot-
teen laadunvalvontamenetelma (engl. quality control, QC) kehitettiin talle jarjes-
telmalla. Mittausjarjestelmalle on saatavilla my6és muiden merkkiaineiden méaari-
tysmenetelmia: akuuttiin sydaninfarktiin (troponit T ja I, kreatiinikinaasi MB seka
myoglobiini), syddmen vajaatoimintaan (BNP ja NT-proBNP), infektioon (CRP)
ja raskauteen (hCG).

3.1 Laite

AQT90 FLEX analysaattori (kuva 2) on ns. vierihoitolaite. Vierihoitolaitteiden
tarkoituksena on mahdollistaa hoitopaikan yhteydessa tehtavat analyysit ja ly-

hyessa ajassa saatavat tulokset tukemaan nopeaa kliinista paatdéksentekoa.

Maaritykset voidaan tehd& suoraan verindytteesta tai kasitellysta veriplasmasta.
Naytteet sybtetaan laitteeseen suljetuissa nayteputkissa, jotka voivat olla suo-
raan verinaytteiden ottoon tarkoitettuja putkia. Jatteena syntyva liuos ohjataan
suljettuun jatesailioon, joka voidaan havittda ilman roiskevaaraa. Nain kosketus
potentiaalisesti infektiiviseen vereen tai plasmaan valtetaan, mik& parantaa

naytteiden kasittelyn turvallisuutta.
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AQTHO

Kuva 2: AQT90 FLEX mittausjarjestelman analysaattori.’

3.2 Maaritys

Analysaattorin immunomaaritys perustuu kuivakemialliseen konseptiin, jossa
tarvittavat reagenssit, kuten sitomis- ja leimavasta-aine ja tarvittavat puskuri-

komponentit, kuivataan kaivon pohjalle (kuva 3).

Kuva 3. Yksittaisia kuppeja, kasetin kupit ja kasetti.*’

Naytteessa — veressa tai plasmassa — oleva maaritettdva merkkiaine, antigeeni,

siirretdaan nayteputkesta kaivoon automaattisesti. Maaritysten reaktiot (kuva 4)
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tapahtuvat nestefaasissa ja vaativat kullekin maaritykselle optimoidun tilavuu-
den. Laite lisaa kuppiin viela kullekin maaritykselle spesifisen tilavuuden reak-
tiopuskuria, jonka jalkeen kuppeja inkuboidaan maaritykselle optimoitu aika.
Inkuboinnin aikana antigeeni tarttuu kuppiin Kiinnitettyyn vasta-aineeseen ja
samalla toinen antigeeni, johon on Kkiinnitetty fluoresoiva leima eli europium-

kelaatti, tarttuu antigeeniin toiseen osaan.

excitation
340 nm

. b OXE / in situ
"""'-.-.
. \ emission
O : 616 nm
©XEu /——”' t=04-1ms

solid p-hase Eu-labelled DirectTimel-ResoIved
immunoreaction reagents fluorometric detection

Kuva 4. Immunokemiallisen maaritysmenetelméan reaktioperiaate.®

Inkuboinnin jalkeen sitoutumattomat vasta-aineet pestaan pois kupista puskuria
kayttaen. Ennen mittausta pesupuskuri poistetaan ja loputkin nesteet kuivataan
pois. Sitoutuneen antigeenin detektointi tehdaan kuivasta kupista aikaerotteista
fluoresenssia hyodyntaen (kuva 5).



19

Excitation | = 340 nm 1000 cycles/S

| Counting ime |

Fluorescence

Time (uS)

Kuva 5. Aikaerotteisen fluoresenssin fluoresenssi-aika -kuvaaja.®

Tassa tyossa kehitetty laadunvalvontamenetelma luotiin BNP (engl. B-type nat-
riuretic peptide) maarityksen kontrollituotteelle. BNP on syddmen vajaatoimin-
taan merkkiaine, jota voidaan kayttdd mm. erottamaan johtuuko vajaatoiminnan
oire hengenahdistus sydamen vajaatoiminnasta vai muista syistad. Kohonnutta
BNP-pitoisuutta voidaan soveltaa myds akuutin sydaninfarktin diagnoosiin. Tal-
I6in tarvitaan diagnoosin tueksi muita merkkiaineita, kuten troponiinit, krea-

tiinikinaasi tai myoglobiini.*®
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4 LAADUNVALVONTAMENETELMAN KEHITYS JA
VALIDOINTISUUNNITELMA

Laadunvalvontamenetelmat pyrittiin sisdllyttamaan tuotantoprosessiin (Kuva 6)
niin, etta erillisilta tydvaiheilta olisi mahdollista valttya. Kdantaen myos koko tuo-
tantoprosessi pyrittiin suunnittelemaan sellaiseksi, etta kun maaritellyt ominai-
suudet kontrollituotteen tietyissa tuotantovaiheissa olivat hyvaksyttavia, voitiin

luottaa siihen, ettd myds lopullinen tuote tayttaa vaatimuksensa.

: Sisaantulotest Sekoitus, putkitus,
[Raaka-aing] — (QC) — yms.

:

-4— Valisailytys viileassa | —— Esipakkaus

FPitoisuuden maaritys
(QC)

Loppupakkaus ———®= Pakastus e Lo?g%[ilesn

Kuva 6. Prosessikaavio laadunvalvonnalliset vaiheet merkittyina (QC).

Tuotantovaiheet, joissa valvontaa tehdaan, ovat raaka-aineen sisaantulotesti ja
valmistetun kontrollin pitoisuuden maaritys (engl. target value assignment).
Suorittamalla laadunvalvonta paaosin em. vaiheissa, tuotteen lopputesti saatiin

yksinkertaiseksi asiakkaan kayttda simuloivaksi testiksi.

4.1 Laadunvalvontamenetelmén kehitys

Laadunvalvontamenetelman kehitys on ohjeistettu prosessi, jota ohjaa toiminta-
ohje (engl. standard operating procedure, SOP), kuten myds monia menetel-

makehityksessa sovellettuja prosesseja, mm. riskiarviointi, kriteerien maarittely,
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poikkeamat. Tuotteen laadunvalvonnan suunnittelu aloitettiin mé&arittelemalla
mika oli tarpeellista todentamaan, etta kehitetty kontrollituote toimii kayttotarkoi-
tuksessaan, ts. mitka asiat on tarpeen validoida. Osa kohdassa 2.2 maaritellyis-
ta parametreista oli jo validoitu itse maaritysmenetelmén validoinnin yhteydes-
s4, ja naiden parametrien voitiin katsoa olevan itse maarityksesta riippuvaisia,
ei kontrollituotteesta. Tuotteen kannalta menetelman tarkeimmiksi parametreiksi

paatettiin ottaa oikeellisuus ja toistettavuus.

Oikeellisuus ei ollut olennainen, silla BNP-merkkiaineelle ei ole olemassa yksi-
selitteisesti maariteltavaa tai sovittua kansainvalista pitoisuutta. Kuitenkin itse
maadritetyn pitoisuuden oikeellisuuden taytyi olla tilastollisesti mahdollisimman
edustava. Tuotteen pitoisuus, ns. target-arvo maaritettiin itse, ja méaaritetyn ar-
von piti jarjestelman mittausepavarmuuden rajoissa olla sama kaytetysta analy-
saattorista, reagenssierasta ja reagenssien iasta riippumatta. Toisin sanoen
target-arvon piti olla em. variaatioelementit huomioiden maaratyissa kontrollira-
joissa. Maaritysmenetelman validoinnissa kasitellyt parametrit olivat maaritysra-
ja, mittausalue ja lineaarisuus, eika niita tarvinnut siksi siséllyttdad enda laadun-
valvontamenetelman kehittdmiseen. Sama koskee spesifisyytta ja hairiokesta-
vyytta, silla ne ovat tarkeita vain, jos kaytettyjen naytteiden koostumus vaihtelee

— kontrollituotteella naytteiden koostumus on kaytannossa vakio.

Laadunvalvontatesteissd, lopputesti pois lukien, tarkasteltiin pd&aasiassa saatua
pitoisuutta seka toistettavuutta tuotespesifikaation maarittelemid vaatimuksia
vastaan. Kehitettyjen laadunvalvontamenetelmien validoinnin hyvaksyntakritee-
rit saatiin tuotespesifikaatiosta, silla menetelmavalidoinneissa kaytettiin mahdol-
lisimman tarkasti lopputuotetta vastaavia naytteitd. Nain toimimalla saatiin sa-
malla nayttoa siitd, ettd menetelmat toimisivat myos lopullisen tuotteen kanssa.
Toistettavuuskriteerit piti laskea kussakin testissa kaytettyja rinnakkaisméaaria
vastaaviksi (kaavat 1-3)% tuotespesifikaatiossa olleiden kriteerien ollessa maari-
teltyja yksittaiselle tulokselle.
|X§—D.D5(DF}

Cvfntarnﬂl = CVE:::tar'nE! * .,'J|X§—|},95(DF} 1.
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[ 5 5
Cﬂnrsrnﬂtfﬂmbinad = *JI CVEfam'EEnRun + cl[{f;ztsrnrz! 2.
.2
CUCriricrz!I'ast = Cwnrarnﬂlfombinad * |@ 3
Joissa
CVExteral Kayttajavaatimuksiin (SRS) méaaritelty kriteeri
CVinternal Sisédiseen testaukseen kaytettava kriteeri; sisaltaa 95 %
luotettavuuskertoimen
CVaetween-run Ajojen valinen variaatio
CVintemalcombined  Yhdistetty ajojen valinen ja ajojen sisdinen variaatio
CVciiticalTest Testin kriteeri, joka ottaa huomioon kaytetyn rinnak-
kaismaaran
DF Vapausasteluku (engl. Degrees of Freedom), tdssa
maaritelty DF = n-1
X3 Khi-neli6 -jakauman arvo i luottamustasolla

Kaikille testeille kirjoitettiin tuotanto-ohjeiden esiversiot, joita kaytettiin testaus-
vaiheen tekemisessa. Tuotanto-ohjeita ei hyvaksytetty erillisina ohjeina, vaan
ne liitettiin validointisuunnitelmaan?, vaikka yleensa tuotanto-ohjeiden pitaa olla
hyvaksyttyja, ennen kuin niita voi kayttaa. Tama siksi, etta validoinnin paatteek-
si tydohjeet oli tarkoitus korjata lopulliseen muotoonsa, mikéli validoinnin aikana
olisi havaittu jotain puutteita ohjeissa, tai validoinnin tuloksissa® olisi havaittu

jotain menetelman muuttamista vaativaa.

4.2 Sisadantulotesti

Sisdantulotestilla on tarkoitus varmistaa sisaan tulevan raaka-aine-eran vastaa-
van sille asetettuja spesifikaatioita. Nain varmistetaan, ettd vastaanotettu mate-
riaali on sellaista, mistd tuotespesifikaation mukainen tuote olisi mahdollista

valmistaa.

Kontrollituotteet ovat maaritykseen kaytettavista reagenssierista rippumattomia,
eli kontrollituotteelle annettu pitoisuus on milla tahansa reagenssierdlla sama.

Reagenssierilla kuitenkin tiedettiin olevan vaihtelua niiden antamissa tuloksissa
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(ns. erasta erédén -vaihtelu) ja lisaksi tiedettiin myos, etta kaytettavilla analysaat-
toreilla seka niiden kalibroinneilla oli oma vaihtelunsa. Kaikki tdmé& oli huomioi-
tava, silla vaihtelu olisi saattanut vaikuttaa mitattuun pitoisuuteen sisdantulevan
materiaan kelpoisuutta varmistettaessa. Mitattu pitoisuus voisi vaihtelusta joh-
tuen olla sellainen, ettad vaikka raaka-aine-era olisi arvioitu kelvolliseksi, sita ei
voitaisikaan kayttaa tuotteen valmistukseen. Taman johdosta pyrittiin sisdantu-
lotestista ja sen hyvaksyntéarajoista luomaan sellaiset, ettd ne ottivat vaihtelute-

kijat huomioon.

Riskianalyysi sisdantulotestille esitetdaan taulukossa 2. Siitd havaitaan, etta si-
saantulotestissa riskit ovat pienia, eika niista seuraa riskia potilasturvallisuudel-
le. Arvioiduista vikatilanteista ensimmainen, vaara pitoisuus toimittajalta, voi-
daan estaa niin, ettei vaaralla pitoisuudella toimitettua materiaalia oteta sis&an,
vaan se reklamoidaan, ts. palautetaan toimittajalle korvausvaateen kanssa.
Toinen vikatilanne, jossa pitoisuus ei ole rajoissa, ei valttamatta esta tuotteen
valmistamista, koska tuotteelle myohemmin tarkemmalla menetelmalla maari-
tettdva pitoisuus saattaa olla halutulla pitoisuusalueella, vaikkei epatarkempi
sisdaantulotestipitoisuus olisikaan ollut. Epéatarkkuutta aiheuttavat tekijat mene-
telmassa aikaansaavat kolmannen vikatilanteen, joka ehkaistddn huomioimalla
em. vaihtelutekijat ja luomalla menetelmasta riittdvan yksinkertainen, etta mah-

dollisuudet kayttdvirheisiin saatiin mahdollisimman pieniksi.

Taulukko 2. Riskianalyysi sisdantulotestille.

Toiminto | Mahdolli- | Mahdolli- | Vakavuus | Mahdolli- | Yleisyys | Kontrol- | Havait- RPN
nenvika- [nenseu- |(S) nensyy |(O) lointitapa | seminen
tilanne raus (D)
Sisaantu- | 1. vaara | Kontrolli- |4 Valmista- |1 Verrataan | 1 4
lotesti pitoisuus | tuotetta ei jan virhe pitoisuut-
toimitta- | voi val- ta valmis-
jala mistaa tajan
toimitta-
maan
spesifi-
kaatioon
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Taulukko 2. (jatkuu)

Toiminto | Mahdolli- | Mahdolli- | Vakavuus | Mahdolli- | Yleisyys |Kontrol- |Havait- RPN
nen vika- |nenseu- |(S) nensyy |[(O) lointitapa | seminen
tilanne raus (D)

2. Mitattu | Kontrolli- |3 Valmista- |2 Verrataan | 2 12
pitoisuus | tuotetta ei jan virhe pitoisuut-
ei rajois- | voida ta valmis-
sa valmistaa tajan
toimitta-
maan
spesifi-
kaation
3. Mitattu | Kontrolli- | 4 Méaari- 2 Tarkistus |1 8
pitoisuus | tuotteen tysmene- pitoisuu-
ei rajois- | valmistus telma ei den maa-
sa keskeytyy toimi tai rityksessa
pitoisuu- sita kay-
den méaa- tetdén
ritykseen vaarin
tai loppu-
testiin

Sisaantulotesti rakennettiin niin, ettéa kahdella reagenssierélla ja kahdella analy-
saattorilla ajettiin 5 rinnakkaista naytetta. Nain saatu konsentraation kokonais-
keskiarvo olisi riittavan oikea uuden materiaalin kayttéonottohyvaksyntaan. Me-
netelmavalidoinnissa p&&asialliseksi kriteeriksi asetettiin konsentraation koko-
naiskeskiarvon (n=20) oleminen tuotespesifikaatiossa maaritellyissa rajoissa
(taulukko 3). Yksittaisille viiden rinnakkaisen sarjoille asetettiin hajontakriteerit
menetelman sisadiseksi laadunvalvonnaksi, eika ylitys niissa olisi aiheuttanut

testitulosten hylkaamista.

Taulukko 3. Konsentraatio- ja hajontarajat neljdlle raaka-ainetasolle sisdéntulo-
testissa.

Taso 1 Taso 2 Taso 3 Taso 4
Pitoisuus (ng/L) 30-60 100-250 1200-2000 3600-4235
Ajonsisdinen CV <21,1% <9,8% <9,8% <9,8%

Kriteereitd koko 20 sarjan CV:lle ei asetettu, sill& tuloksen oikeellisuus oli testis-

sa merkittdvampi kuin toistettavuus. Kaksikymmenta rinnakkaistulosta antoi
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mya0s riittavan tilastollisen voimakkuuden, jotta voitiin arvioida menetelman tois-
tettavuutta tilastollisella menetelmalld, jolla voidaan verrata useiden joukkojen
statistista ekvivalenttisuutta samanaikaisesti (ks. ANOVA kappaleessa 5). Tois-
tettavuuden mittana kaytetty statistinen ekvivalenttisuus paatettiin kuitenkin jat-
taa optionaaliseksi sisdéntulotestissd. Konsentraation poikkeaminen rajoista
paatettiin myos sallia, silla sisdantulotestilla pyritdédn minimoimaan tuotettavuus-
riskia, mutta sen tulokset eivat suoraan vaikuta kontrollituotteen toimintaan.
Konsentraatiopoikkeaman hyvaksynta maariteltiin vaatimaan riskianalyysia ja

poikkeamamenettelya.

4.3 Pitoisuuden maaritys

Pitoisuuden maaritys ja maaritysmenetelman toimivuus maariteltiin yhdeksi tar-
keimmista kontrollituotteen valmistusvaiheista ja siksi siihen kiinnitettiin erityista
huomiota. Vaikka erilaiset variaatiolahteet tiedettiin jo aiemmista tuotteen kehi-
tysvaiheista (vrt. 4.2), oli valttamatonta tutkia mika oli riittdva maara reagens-
sierid, analysaattoreita, ja analysaattorikohtaisia kalibraatioita pitoisuuden maa-
rittdmisessa. Toisin sanoen haluttiin varmistaa, ettei yksittainen yksittainen vaih-
telun lahde vaaristaisi tulosta. Pitoisuuden maaritykselle tehty riskianalyysi esi-
tetdan taulukossa 4. Vain toinen vikatilanne aiheuttaisi todellisen vaaran potilas-
turvallisuudelle, ja sekin tapahtuisi vain epasuorasti. Kontrollituotteen ilmoitetun
pitoisuuden ja mittausjarjestelmalla maaritetyn pitoisuuden ollessa (maaritellyis-
sa rajoissa) samat, voidaan mittausjarjestelman antamien tulosten olettaa ole-
van oikeita. Vikatilanne, siis vaara kontrollituotteelle ilmoitettu pitoisuus, saattai-
si mahdollistaa mittausjarjestelman kayton, vaikka kontrollituotteen olisi pitanyt
osoittaa jonkin olevan vialla. Kuitenkin kehitetty menetelméa ja useat eri valmis-
tusvaiheissa tehtavat varmistukset laskevat havaitsemattajaamisarvoa (D) niin,

ettei kokonaisriski (RPN) ylitd toimenpiderajaa.
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Taulukko 4. Riskianalyysi pitoisuuden maaritykselle.

Toiminto | Mahdolli- | Mahdolli- | Vakavuus | Mahdolli- | Yleisyys |Kontrol- |Havait- RPN
nen vika- |nenseu- |(S) nensyy |[(O) lointitapa | seminen
tilanne raus (D)
Pitoisuu- |1.Vaara |Kontrolli- |4 Vaara 1 Sisdantu- |1 4
den maa- | pitoisuus | tuotteen raaka- lotesti
ritys (tulos valmistus aineen
ulkona keskeytyy pitoisuus
rajoista)
Virheelli- |2 Pitoisuu- |1 15
nen me- den maa-
netelméan rityksessa
kayttoé sisaiset
varmen-
nukset
(Cv-
kriteerit).
Pitoisuu-
della
selkeat
rajat
2.Vvaara |Virheelli- |5 Virheelli- |2 Lopputes- | 3 30
pitoisuus | nen tuote nen me- ti
(mitattu kayttajalle netelméan
pitoisuus kayttod
eri kuin
todelli-
nen)
3. Hajon- | Vaara 2 Virheelli- |3 Cv- 1 6
ta (CV) pitoisuus nen nayt- kriteerit,
sallittua | tuotteelle teenkasit- ohjeistus
suurem- | (2.) tely uusinta-
paa ajoista
4. Paljon |V&ara 3 Virheelli- |3 Pitoi- 1 6
poik- pitoisuus nen nayt- suuskri-
keavia tuotteelle teenkasit- teerit,
tuloksia (2. tely ohjeistus
uusinta-
ajoista

Variaatiokomponenttien tutkimista varten suunniteltiin esitesti, jossa nelja sa-
maa pitoisuutta olevaa naytetta ajettiin neljalla rinnakkaisella naytteella, kuudel-
la laitteella ja kahdella yhden reagenssieran erillisella kalibraatiolla. Jokaisesta
ajosta saatiin yhteensa 16 tulosta (n=16), mutta resursointiongelmien vuoksi
suunnitellut toistot saatiin tehtya vain neljdlla laitteella. Saadut tulokset koottiin
(kuva 7) niin, ettd pystyttiin arvioimaan eri tekijoiden vaikutusta saatuihin kes-

kiarvoihin.
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Kuva 7. Keskiarvot ja variaatiot kalibraatio- ja laitekohtaisesti.

Esitestissa kalibraatioiden valilla ei havaittu merkittdvaksi arvioitua eroa, vaan
laitteiden véliset erot seka ajonsisainen variaatio muodostivat suurimmat erot.
Tulosten perusteella paatettiin pitoisuuden maarityksessa kayttaa kuutta analy-
saattoria, vaikka nelja analysaattoria olisi riittanyt tulosten luotettavuuteen. Li-
saksi paatettiin kayttdd kahta reagenssieraa erasta eraan -variaation huomioi-
miseksi (vrt. 4.2)

Padaasialliseksi hyvaksyntakriteeriksi asetettiin jalleen konsentraation kokonais-
keskiarvon (n=72 = 6 analysaattoria x 2 reagenssieraa x 2 ajokierrosta x 3 rin-
nakkaista) oleminen tuotespesifikaatio maaritellyissa rajoissa rinnakkaisten
maaritysten lukumaarda huomioiden. Rinnakkaisten maaran vaikutus kriteeriin
lasketaan kaavojen 1-3 avulla. Lisaksi yksittaisten rinnakkaissarjojen (n=3) si-
sainen CV otettiin kriteeriksi laskien se samoin kuin kokonaiskeskiarvon kriteeri.
Rinnakkaissarjojen ajon sisaistd hajontaa kaytettiin menetelman sisaisena laa-
dunvalvontana; suuri CV viittaisi ongelmaan itse naytteessa, maarityksessa tai
laitteessa (vrt. 4.2). Lisaksi kaytetty rinnakkaisten mé&éara tarjosi riittavan tilastol-

lisen luotettavuuden menetelman uusittavuusarviointiin (ks. ANOVA kappalees-



28

sa 5). Kuten sisaantulotestissékin, statistinen ekvivalenttisuus paatettiin jattaa
harkinnanvaraiseksi, mutta vaadittaisiin perusteellinen tulosanalyysi, jotta me-

netelmaa ei otettaisi kayttéon liian suurella vaihtelevuudella.

Tuotespesifikaatiossa oli maaritelty neljd konsentraatioaluetta lopulliselle tuot-
teelle seka niille vaatimukset. Naista johdettiin kaavojen 1-3 avulla kriteerit ajon
sisaiselle- ja kokonaishajonnalle (CV:lle). Maaritellyt konsentraatioalueet seka
lasketut kriteerit esitetdan taulukossa 5.

Taulukko 5. Konsentraatio- ja hajontarajat neljdlle kontrollituotetasolle pitoisuu-
den maarityksessa.

Taso 1 Taso 2 Taso 3 Taso 4
Pitoisuus (ng/L) 30-60 100-250 1200-2000 3600-4235
ﬁigg)ssamen Ccv <23.8 % <9.8% <98% <£9,8%
Kokonais CV <183 % <929 <92 % £9,2%
(n=20) 1 ’ ’ ’

Koska immunomaaritysten luonteeseen kuuluu satunnaisesti esiintyvat poik-
keavat tulokset (engl. outlier), arvioitiin niiden vaikutusta maarityksen luotatta-
vuuteen. Arviossa todettiin maarityksen tilastollisen voimakkuuden pysyvan riit-

tavana vaikka 72 rinnakkaisen joukosta poistettaisiin yksi tulos.

4.4 Lopputesti

Ennen tuote-eran vapauttamista myyntiin on se testattava. Lopputestissa halu-
taan simuloida asiakasajoa mahdollisimman tarkasti, jotta voidaan todentaa
tuotteen toimivan myo6s asiakkailla, kuten on tarkoitettu. Haittapuolena asia-
kasajosimulaatiossa on, ettd sen tarjoama statistinen luotettavuus on heikko,
silla asiakasajot suoritetaan ilman rinnakkaisméaarityksia. Taulukko 6 esittda
lopputestin riskianalyysin. Era jouduttaisiin hylkddmaan, jos tuotteen pitoisuus

on vaaralla tasolla lopputestisséd (ensimmainen vikatilanne). Jos lopputesti an-
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taisi hyvaksyttavissa rajoissa olevan pitoisuuden, saattaisi kontrollituotteen toi-
minta silti olla virheellistd. Virheellinen kontrollituote ja siitd aiheutuvat virheelli-
nen tulos mahdollistaisivat, ettd viallisella mittausjarjestelmalla tehtaisiin dia-
gnostisia maarityksia. Tuotteen pitoisuuden maarityksen jalkeen ei prosessissa
enda tehd& muita pitoisuuteen vaikuttavia toimia kuin pakastaminen, jonka vai-
kutus on tutkittu ja validoitu tahan tydhon kuulumattomassa prosessivalidoinnis-
sa. Nain saatiin yleisyysarvoksi (O) riittdvan pieni luku, joten lopputesti voitiin

rakentaa hyvin yksinkertaiseksi.

Taulukko 6. Riskianalyysi lopputestille.

Toiminto | Mahdolli- | Mahdolli- | Vakavuus | Mahdolli- | Yleisyys | Kontrol- | Havait- RPN
nen vika- | nenseu- |(S) nensyy |[(O) lointitapa | seminen
tilanne raus (D)
Lopputes- | 1. Tuot- Kontrolli- |4 Valmis- 1 Pitoisuu- |1 4
ti teen tuotetta ei tusvirhe den maa-
pitoisuus | voi vapa- ritys +
ei rajois- | uttaa lopputesti
sa
2.Vaara | Toimimat- |5 Valmis- 1 Pitoisuu- |5 25
pitoisuus | toman tusvirhe den maa-
tuottees- | laitteen ritys
sa tai méaari-
tyksen
kayttd
Menetel- |1 Pitoisuu- |5 25
mavirhe den maa-
ritys

Lopputestiksi kehitettiin ajo yhdellda analysaattorilla, yhdella reagenssierélla ja
yhdella rinnakkaisella (n=1). Reagenssiera pyrittiin valitsemaan niin, ettei se
olisi kumpikaan aiemmassa pitoisuuden maarityksessa kaytetty. Lopputestille
asetettiin kaksi kriteeria: ensimmaiseksi maaritetyn konsentraation taytyy olla
taulukossa 3 maaritellylla tasokohtaisella konsentraatioalueella, jotta tuote yli-
paatansa tayttaisi spesifikaationsa. Toiseksi yksittaisen tuloksen oli oltava tuote-
erakohtaisissa kontrollirajoissa, toisin sanoen maaritetty konsentraatio saa poi-
keta pitoisuuden maarityksessa saadusta target-arvosta enintdan Taulukossa 7

esitetyn maaran.
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Taulukko 7. Tasokohtaiset kontrollirajat prosentteina.

Taso 1 Taso 2 Taso 3 Taso 4

Maksimipoikkeama +33 % +16 % +16 % +15 %

Kontrollirajoista lasketaan jokaiselle kontrollituote-erédlle sitd vastaavat pitoi-

suusrajat target-arvoa kayttaen.
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5 VALIDOINTITULOKSET

Testeista kerattyja tuloksia analysoitiin SAS/JMP tilasto-ohjelmalla. Kaikista tu-
loksista laskettiin keskiarvo ja CV (engl. Coefficient of Variation) pois lukien lop-

putesti, jossa ajettiin vain yksi rinnakkainen nayte.

Lisdarvoa tuottavaa uusittavuutta tarkasteltiin tilastollisesti varianssianalyysilla
(engl. Analysis Of Variance, ANOVA) 95 % luottamustasoa kayttden. ANOVA
on menetelma, jolla pystytaan testaamaan eri tulosjoukkojen kuulumista sa-
maan populaatioon kyseisten joukkojen varianssien avulla. ANOVA:a kaytettiin
t-testin sijaan, koska silla pystyttiin testaamaan useita joukkoja samanaikaisesti
ja saamaan yksi joukkojen yhtenevaisyytta kuvaava todennakoisyysluku, P-

arvo.>324

5.1 Sisdantulotesti

Sisdantulotesti toistettiin kolmesti kayttaen vaihtelevina kombinaatioina kahta
reagenssieraa neljalla laitettella (taulukko 8). Toistot tehtiin kaikille neljalle raa-

ka-ainetasolle

Taulukko 8. Sisaantulotestissa kaytetyt reagenssierat ja laitteet toistoittain.

Toisto 1 Toisto 2 Toisto 3
Reagenssierat | 08233 08235 08233

08247 08341 08235
Laitteet R67N10 R67N10 R68N5

R74N4 R74N4 R70N5

Taulukko 9:n ja taulukko 10:n esittdméat konsentraatiot ja kokonaishajonnat saa-
tiin toistoista 1-3. Ajonsisdaisid hajontoja (n=5) ei esitetd, koska niilla haluttiin

ainoastaan arvioida yksittaisten ajojen luotettavuutta. Sisd&ntulotestissa saadut
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konsentraatiot olivat niille asetetuissa rajoissa ja niiden kokonaishajonta oli hy-

vaksyttava.

Taulukko 9. Sisaantulotestissa saadut konsentraatiot (n=20) rajoineen tasoittain
eri toistoissa.

Konsentraatio (ng/L)

Toisto 1 Toisto 2 Toisto 3 Rajat
Taso 1 48 45 49 30-60
Taso 2 169 169 164 100-250
Taso 3 1432 1434 1423 1200-2000
Taso 4 3721 3746 3731 3600-4235

Taulukko 10. Sisdantulotestissa saadut kokonaishajonnat (n=20) rajoineen ta-
soittain eri toistoissa.

Hajonta (%)

Toisto 1 Toisto 2 Toisto 3 Rajat
Taso 1 4,1 7,4 10,9 <211
Taso 2 2,8 2,9 4,0 <8,7
Taso 3 55 4,0 3,2 <8,7
Taso 4 3,6 3,7 1,5 <8,7

Menetelman uusittavuutta arvioitiin kayttamalla ANOVA:a, jolla kaikkien vertail-
tavien ryhmien statistinen yhtenevaisyys voitiin osoittaa yhdella P-arvolla. P-
arvon ollessa alle 0,05, ryhmia ei pidetad yhtenevaisind. Saadut tulokset esite-
taan taulukossa 11 ja kuvassa 8. Kuvassa nelikulmioiden oleminen rinnakkain
osoittaa ryhmien kuulumista samaan populaatioon. Kaytetylla tilasto-ohjelmalla
oli mahdollista tehda myos useita t-testeja ja yhdistaa tulokset toistokerroista.
Selkeyden vuoksi esitetaan kuvassa myos t-testitulokset (renkaiden paallekkai-

Syys osoittaa kuulumisen samaan populaatioon).
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Taulukko 11. Toistojen ANOVA-tulokset tasoittain sisaantulotestissa.

Taso 1 Taso 2 Taso 3 Taso 4
I I
P-arvo 0,0051 0,0015 0,8285 0,7893
55 185
180
50 | - . N
. . 175 4 - - .
i - ——i() f '
. : = _ 170 4 H — i O
- T ==
B : 160 o X
40 4 . ;
155 o -
* 1 T 2 T 3 Each Pair 150 1 T 2 T 3 Each Pair
QCRu Oéglgdanl's QCRu USISL;GEM 's
Taso 1 Taso 2
1600 4100
1550 -| ) 4000 -
1500 = : . 3900 -
o 1450 z ; i _ 3800 4 . 7
I ; i ;f i — A
8 1400 | & 3700 i = - v
1350 4 - : . 3600 | - - :
1300 i ’ R 3500
1250 7 T 2 T 3 Each Pair 3400 7 T 2 T 3 Each Pair
QcRy Students QcRy Student's
005 0,05
Taso 3 Taso 4

Kuva 8. Sisaantulotestitoistokertojen rinnakkaispopulaatioiden yhtenevaisyydet
tasoittain.

Tasoilla 1 ja 2 havaittiin tilastollisesti merkittava ero (P < 0,05); yksi kolmesta
toistosta poikkesi merkittavasti muista. Ero viittasi heikkoon uusittavuuteen. Ha-
vaittua eroa ei kuitenkaan pidetty prosessin kannalta merkittavana, silla jos raa-
ka-aineen konsentraatio on maaritellyissa rajoissa, voidaan siitd valmistaa tuo-
te, jonka pitoisuus maaritetdédn uudelleen myéhemmin tarkemmalla menetelmal-
la.

| Alle 0,05:n arvot osoittavat eroja sarjojen valilla
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5.2 Pitoisuuden maaritys

Pitoisuuden maaritysta varten valmistettiin koetuotantoerat neljalle pitoisuudelle.
Valmistetuilla erilla toistettiin pitoisuuden maaritys kolmesti kayttden vaihtelevi-
na kombinaatioina kahta reagenssieraa ja kuutta laitetta (taulukko 12). Naytteet
ajettiin kahdesti samalla kalibraatiolla riittdvan rinnakkaismaaran saamiseksi (n=

6 analysaattoria x 2 reagenssieraa x 2 ajokierrosta x 3 rinnakkaista= 72).

Kolmatta toistoa varten paatettiin viela vaihtaa maarittdjaa, jotta menetelman
uusittavuutta voitaisiin arvioida, koska laitteita ei ollut kaytettavissa eri kombi-
naatioiden saamiseksi. Koska maarittajia ei ole mahdollista validoida, eika ky-
seista variaatiokomponenttia ollut sisallytetty alkuperdiseen suunnitelmaan, sille
ei myodskaan ollut hyvaksyntakriteeria. Maarittdjan vaikutus menetelmaan oli
otettava huomioon, jotta menetelmésta saataisiin riittavan toimintavarma. Uu-

sittavuutta arvioitiin kayttamalla ANOVA:a.

Taulukko 12. Maarityksessa kaytetyt reagenssierat, laitteet ja maarittajat tois-
toittain.

Toisto 1 Toisto 2 Toisto 3
Reagenssierat | 08233 08233 08235
08235 08341 08341
Laitteet R19N3 R19N3 R19N3
R20N4 R20N4 R20N4
R21N2 R21N2 R21N2
R67N10 R67N10 R67N10
R68N5 R68N5 R68N5
R74N4 R74N4 R74N4
Maarittaja A A B

Taulukoissa 13 ja 14 esitetdan saadut konsentraatiot ja vastaavat hajonnat.
Kaikki konsentraatiot ja toistettavuudet olivat asetetuissa rajoissa. Ajonsisaisia
toistettavuuksia (n=3) ei esitetd, silla niitd kaytettiin vain ajonsisdiseen laadun-
valvontaan. Seké pitoisuudet etta toistettavuudet olivat niille asetetuissa rajois-

sa.
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Taulukko 13. Maaritetyt pitoisuudet (n=72) rajoineen tasoittain eri toistoissa.

Konsentraatio (ng/L)

Toisto 1 Toisto 2 Toisto 3 Rajat
Taso 1 48 46 45 30-60
Taso 2 170 169 166 100-250
Taso 3 1464 1453 1444 1200-2000
Taso 4 3810 3796 3793 3600-4235

Taulukko 14. Pitoisuudet méaarityksen kokonaishajonnat (n=72) rajoineen tasoit-

tain eri toistoissa.

Hajonta (%)

Toisto 1 Toisto 2 Toisto 3 Rajat
Taso 1 4,1 7,4 10,9 < 18,3
Taso 2 2,8 2,9 4,0 <9,2
Taso 3 5,5 4,0 3,2 <9,2
Taso 4 3,6 3,7 1,5 <9,2

Pitoisuuden méaarityksesta tehtiin ANOVA-analyysi (taulukko 15). Maaritetyt rin-

nakkaissarjat esitetdéan myos kuvassa 9, jossa nelikulmioiden oleminen rinnak-

kain osoittavat ryhmien kuulumista samaan populaatioon. Laatikko-palkki — ku-

vaajat osoittavat yksittaisten tulosten kuulumisen populaatioon. On kuitenkin

huomattava, etta populaatioon kuulumattomat tulokset poistettiin joukosta en-

nen ANOVA-testin tekemista. Poisto tehtiin, jos yksittainen

e tulos > ¥ osakvarttiili + 1,5 * kvartiilinsisainen vali tai jos

e tulos < ¥ osakvarttiili - 1,5 * kvartiilinsisédinen vali.

Tasoittain poistettuja tuloksia oli 6 tasolla 1, 4 tasolla 2 ja 3 tasolla 3. Tasosta 4

ei poistettu tuloksia.




Taulukko 15. Pitoisuuden maarityksen ANOVA:n tulokset tasoittain.
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Kuva 9. Rinnakkaispopulaatioiden yhtenevaisyydet tasoittain pitoisuuden maari-

tyksessa.

Uusittavuuden puutteen vuoksi tasolla 1 (P=0,0001) tehtiin lisaarviointi. Tason

suurimmaksi eroksi keskikonsentraatioiden valilla laskettiin (taulukko 16) 5,5 %

toistojen 1 ja 3 valilla. Koska kokonaishajonta oli samaa kokoluokkaa havaitun

eron kanssa, paatettin ANOVA:n olevan liian kriittinen menetelméa. Paatosta

tuki havainto kolmen muun samalla menetelmall&a maaritetyn tason pitoisuuksi-

en olevan statistisesti samoja, joten voitiin olettaa tason 1 eron johtuvan muista

Il Alle 0,05:n arvot osoittavat eroja sarjojen valilla
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syista kuin menetelmasta itsestaan, ilmeisesti mittausjarjestelman kokonaisha-

jonnasta.

Taulukko 16: Toistojen véliset erot prosentteina.

Toistot 1 vs. 2 Toistot 2 vs. 3 Toistot 3vs. 1
Taso 1 3,.3% 2.2% -5,3%
Taso 2 0,6 % 1.5% -2,1%
Taso 3 0,8 % 0,6 % -1,4 %
Taso 4 0,4 % 0,1 % -0,5%

Uusittavuus ei ole pitoisuuden maarityksessa taysin valttamatonta, silla maari-
tettya pitoisuutta kaytetaan yhdessa kontrollirajojen kanssa testaamaan jarjes-
telman toimivuutta. Kontrollirajoihin on sisallytetty jarjestelmén vaihtelu, joka
kaytannossa poistaa vaateen uusittavuudelle, mika vahvistettiin lopputestin hy-

vaksytyilla tuloksilla (5.3).

5.3 Lopputesti

Asiakasajoa simuloiva lopputesti ajettiin yhdella laitteella ja yhdella reagens-
sieralla. Liséksi vaihdettiin toistojen valilla maarittajaa (taulukko 17). Laitteita ei
suunnitelmasta poiketen voitu valita toistokerroittain niin, etta ne olisivat olleet

eri kuin pitoisuuden maarittdmiseen kaytetyt.

Taulukko 17. Lopputestissd kaytetyt reagenssierat ja laitteet sekda maarittajat
toistoittain.

Toisto 1 Toisto 2 Toisto 3
Reagenssierat | 08241 08235 08233
Laitteet R74N4 R67N10 R74N4
Maarittaja A B A
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Lopputestin rajat eli kontrollirajat oli maaritelty prosentteina (taulukko 7). Kont-
rollirajat maarittivat suurimman sallitun poikkeaman kyseiselle toistokerralle
saadusta pitoisuudesta (target-arvosta). Lopputestia varten laskettiin toistoille
kontrollirajat konsentraatioina maaritetyista pitoisuuksista (taulukko 13). Taulu-
kossa 18 on esitetty lopputestistd saadut konsentraatiot ja niitd vastaavat taso-
ja toistokohtaiset rajat. Kaikki tulokset olivat rajoissa.

Taulukko 18. Lopputestin pitoisuudet (n=1) rajoineen tasoittain eri toistoissa.

Toisto 1 Toisto 2 Toisto 3
Taso 1 Pitoisuus 47 46 49
(ng/L) Rajat 32-64 31-62 30-60
Taso 2 Pitoisuus 168 158 170
(ng/L) Rajat 143-197 142-196 140-193
Taso 3 Pitoisuus 1448 1394 1454
(ng/L) Rajat 1231-1700 1220-1685 1213-1675
Taso 4 Pitoisuus 3677 3571 3843
(ng/L) Rajat 3239-4382 3226-4365 3224-4362

5.4 Tulosten arviointi

Kaikki validointikriteerit tayttyivat, mutta uusittavuusarvioinnit osoittivat puutteita
uusittavuudessa. ANOVA:sta saadut P-arvot osoittivat, etteivat kaikki tulosjou-
kot kuuluneet samaan populaatioon. Kuitenkin tarkasteltaessa joukkoja visuaa-

lisesti havaittiin, ettd kaksi joukkoa oli statistisesti ekvivalentteja.

Pitoisuuden maarityksessa jouduttiin uusittavuusanalyysia varten poistamaan
huomattava maara yksittaisia tuloksia (8 % tuloksista tasolla 1, 6 % tasolla 2 ja
4 % tasolla 3; vrt. 5.2). Kun poistettujen tulosten maara oli suurin alimmalla
konsentraatiotasolla (taso 1), jossa myo6s uusittavuusongelmat ilmenivéat, voitiin-

kin epailla jarjestelman suorituskyvyn riittdvyyttad ko. konsentraatioalueella.

Syyta uusittavuuden puutteeseen ei tutkittu, mutta yhden kaytetyn reagens-
sierdn poikkeava suorituskyky olisi saattanut olla havaintojen syy. Poikkeavan

eran raakasignaalin tasoero tai kalibraatiokayran poikkeava muoto, jonka avulla
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raakasignaaleista lasketaan konsentraatiot, voisi aiheuttaa jonkin verran poik-
keamaa saaduissa konsentraatiossa niin, ettd vaikkei ero olisikaan maaritys-
menetelman kayttotarkoituksen kannalta merkittava ts. kliinisesti, se voisi tulla

esiin statistisessa tarkistelussa.
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6 PAATELMAT

Tydssa validoitin kolme kontrollituotteen valmistusprosessin osana toimivaa
laadunvalvontamenetelmda. Validoinnissa menetelmat toistettin  kolmesti.
Jokaisen toiston tulosten piti olla asetetuissa rajoissa. Kaikki asetetut kriteerit
tayttyivat tehdyissa validoinnissa: sisaantulotestissa, pitoisuuden maarityksessa
ja lopputestissa. Nain ollen voitin olla mybds varmoja etta tuote, jonka
valmistusta validoiduilla menetelmilla valvottiin, tayttda spesifikaationsa, ja on

siten kayttotarkoituksensa mukainen.

Varsinaisten hyvaksyntakriteerien lisdksi jokaista menetelmé&a arvioitiin
toistettavuuden suhteen. Tam&n mahdollisti jokaisessa kolmessa toistoissa
kaytetyt samat naytteet, seka se etta kaytetty jarjestelma ja maaritysmenetelma
olivat itsendisesti validoituja. Nain toistokertojen statistisissa
uusittavuusvertailuissa havaittujen erojen olisi pitdnyt olla vain kehitytyista
laadunvalvontamenetelmisté riippuvia. Vaikka uusittavuutta ei siséallytettykaan
validointeihin pakollisena kriteering, haluttiin statistinen tarkastelu sisallyttaa
tulosten tarkasteluun sen antaman lisdinformaation vuoksi. Menetelmét todettiin
uusittaviksi korkeammilla konsentraatioilla (tasot 3 ja 4), mutta uusittavuuden

havaittiin heikkenevan konsentraation ollessa alhainen (tasot 1 ja 2).

Vaikka seka sisdantulotestissa ettd pitoisuuden maarityksessa havaittiin ongel-
mia uusittavuudessa, eivat ne aiheuttaneet laadunvalvontamenetelmien kehit-
tamistarvetta ja uusintavalidointia. Nain voitiin menetelld, silla seka tuote etta
sen valmistukseen kaytetty prosessi oli suunniteltu riittavan vakaiksi kestamaan
jonkin verran vaihtelua rutiininomaisessa tuotantoprosessissa. Kehitetyt laadun-

valvontamenetelmaét oli siis kehitetty vaihtelu huomioiden.
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7 VALIDOIDUN MENETELMAN ARVIOINTI

Arvioitaessa menetelman vahvuuksia todettiin etta mittausjarjestelma tunnettiin
riittdvan hyvin ja menetelmien kehityksen taustatyo oli ollut riittdva. Asetettujen
validointivaatimusten tayttyminen salli menetelmien kayttéénoton tuotannossa,
silla paaasialliset hyvaksyntakriteerit tayttyivat validoinnin kaikissa osissa. Myos
menetelmien ohjeistus (vrt. 4.1) oli riittava, silla menetelmat saatiin validoitua

ilman poikkeamia.

Uusittavuuden puute on menetelman heikkous. Se oli kuitenkin tiedostettu jo
validointisuunnitelmaa suunnitellessa, eik& uusittavuutta sen johdosta ollut ase-
tettu kriteeriksi. Uusittavuusanalyysi haluttiin kuitenkin toteuttaa, silla merkittavat
ongelmat olisivat saattaneet olla osoitus koko mittausjarjestelman ongelmista.
Tallaiset nakokohdat olivat rajattu tamén laadunvalvontamenetelmakehityksen
ulkopuolelle. Ne olisivat kuitenkin saattaneet vaatia kyseisten mittausjarjestel-
man osien — joko maaritysmenetelman, tai sekd menetelman etta laitteen — pa-

lauttamista kehitysvaiheeseen.

Osa uusittavuusarvioinneista lapaisi kriteerinsa, joka néhtiin osoituksena siita,
ettei kyseessa ollut systemaattinen ongelma menetelmissa. On mahdollista,
ettd rinnakkaismaaritysten liséaminen olisi parantanut uusittavuuden tuloksia;
arviointiin kaytetty ANOVA-menetelméa on vahvasti riippuvainen tulosjoukkojen
sisdisestd hajonnasta ja rinnakkaismaaritysten maaran lisaantyessa hajonta
pienenee. Myds suurempi reagenssierien maaré kehitetyissd menetelmissa olisi
antanut lisdvarmuutta uusittavuudesta. Normaalia useampien erien kaytto vali-
doinneissa, ts. eri toistokerroilla eri erat, olisi myds tuonut lisdvarmuutta mene-
telmiin, vaikka rutiinikaytossa olisikin kaytetty vain menetelmien vaatimia kahta.
Rutiinituotannossa useamman kuin kahden reagenssieran kayttaminen olisi
hankalaa laadunvalvontamenetelmissa, silla yleensd saatavilla on vain 2-3
erdd, ja lisderien pitaminen saatavilla ei valttamatta tuottaisi riittdvaa tuotannol-
lista hyotya reagenssierien varaamisen ja varastoimisen maksaessa ja kaytetyn

kahden erén tuottaessa kuitenkin riittavan varmoja tuloksia.
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