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Virtsan albumiinin ja kreatiniinin suhde (U-AlbKre) on yleinen virtsasta maaritet-
tava laboratoriotutkimus albuminurian diagnostiikassa. Toiminnallisen opinnayte-
tyon tarkoituksena oli tuottaa tydohje virtsan albumiini ja kreatiniini suhdetta ka-
sittelevasta laboratoriotutkimuksesta Tampereen ammattikorkeakoulun bio-
analyytikko-opiskelijoille kliinisen kemian opetuksen tueksi. Tydohjeen tavoit-
teena on antaa bioanalyytikko-opiskelijoille kokemusta laboratorioalan tydohjeen
ja kliinisen kemian analysaattorin kaytdsta seka virtsasta tehtavasta laboratorio-
tutkimuksesta.

Opinnaytetyoprosessi alkoi virtsan kreatiniinin pystyttamisellda Thermo Fisher
Scientificin Konelab 20XT -analysaattorille. Virtsan albumiini oli pystytetty aikai-
semmin kyseiselle analysaattorille. Virtsan kreatiniinin pystyttamisen tukena kay-
tettiin kaupallista, virtsanaytteille sopivaa positiivista kontrollia, minka avulla 16y-
dettiin testinaytteille sopiva laimennussuhde, jolloin kyseista kontrollia voitiin
kayttaa virtsanaytteiden manipulointiin. Testauksen onnistuttua U-AlbKre-tutki-
mus oli valmis kaytettavaksi bioanalyytikko-opiskelijoille.

Bioanalyytikko-opiskelijat testasivat tutkimuksen toimivuutta opinnaytetyonteki-
jéiden tekemalla tydohjeella, josta he antoivat kirjallista palautetta. Palautteen tu-
lokset kasiteltiin tilastollisin menetelmin seka sanallisesti ja niiden mukaan tyooh-
jetta muokattiin lopulliseen muotoon. Tybdohjeen rakenteeseen vaikuttivat erity-
sesti kohderyhma opiskelijat, joille haluttiin luoda mahdollisimman helppokayttoi-
nen ja yksinkertainen laboratorion tydohje.

Tulevaisuudessa bioanalyytikko-opiskelijoiden on mahdollista harjoitella virtsasta
tehtavaa kliinisen kemian laboratoriotutkimusta, mika ei ole aiemmin ollut mah-
dollista bioanalyytikon tutkinto-ohjelmassa Tampereen ammattikorkeakoulussa.
Tyoohje tuo opiskelijoille vaihtelevuutta kliinisen kemian laboraatiotunteihin, kun
naytemateriaalina voidaan kayttaa virtsaa perinteisen verinaytteen sijasta.
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The urine albumin-creatinine ratio (ACR) is a common laboratory test in the diag-
nosis of albuminuria determined from the urine. The purpose of this functional
thesis was to produce work instructions on the urine albumin-creatinine ratio for
bioanalyst students at Tampere University of Applied Sciences to support the
teaching of clinical chemistry. The goal of the work instructions is to give bioana-
lyst students experience to use the laboratory work instructions and the clinical
chemistry analyzer Konelab 20XT, as well as laboratory research on urine.

Bioanalyst students tested the functionality of the work instructions gave written
feedback. The results of the feedback were processed with statistical methods
and verbally. Based on the feedback from the target group, the work instructions
were modified into the final form to obtain an easy-to-use and simple laboratory
work instructions.

In the future, bioanalyst students will be able to practice clinical chemistry labor-
atory research on urine, which has not previously been possible in the Degree
Programme in Biomedical Laboratory Science at Tampere University of Applied
Sciences. The work instructions bring variety to students in clinical chemistry la-
boratory classes, when urine can be used as a sample material.

Key words: clinical chemistry, konelab 20XT, albumin, creatinine, urine



SISALLYS

1 JOHDANTO ... 5
2 VIRTSAN ALBUMIININ JA KREATINIININ SUHDE....................ooe. 6
P2 I | o1V 011 05 = RPN 6
2.2. Albumiinin ja kreatiniinin suhde..............cccccoiiiiiiiis 7

3 KONELAB 20XT JAMENETELMAT .....ccoiiiiiiieeece e, 9
3.1. Fotometriset menetelmat ... 10
3.1.1 Spektrofotometria ja Beer-Lambertin laki .............cccccceoo. 11

3.1.2 Turbidometrinen mittausperiaate...............cccoveiiiiiiinnnnns 11

3.1.3 Kolorimetrinen mittausperiaate............cccccooeveiiiiiiiiiiin e, 12

3.2. Entsymaattiset menetelmat...............uvvviiiiiiiiiiiiiiie 12
3.2.1 Entsymaattinen substraattimaaritys.............ccccccooeeiiiinin 13

3.2.2 Entsymaattinen paatepistemittaus...............cccceeeeeiiii 13

3.3. Albumiinin ja kreatiniinin mittausmenetelmat ............................... 13

4 REAGENSSIT, KONTROLLIT & KALIBRAATTORIT....cccvvvvvieierieeeenee. 15
5 LINEAARINEN KALIBROINTI....uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeees 19
6 TYOOHJEEN SISALTO ... 21
7 TOIMINNALLINEN OPINNAYTETYO ....ooioiieceee e 23
8 TOTEUTUS JAETENEMINEN ... 24
8.1. LaboratoriotyOskentely ...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 25
8.2. Tyoohjeen kirjallinen tyostaminen ............cccoooviiiiiiiiii e, 28
8.3. Testaus opiskelijoilla, palautteen kerays ja kasittely .................... 29
8.4. Tydohjeen viimeistely..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 33

O POHDINT A s nnnnnnnnnnnnnnnnnnn 34
LAHTEET ..ot te et te et eeete e ete e e eeeanens 37

L T T E T et eeeees 39



1 JOHDANTO

Virtsan albumiinin ja kreatiniinin suhde on yleinen virtsasta maaritettava labora-
toriotutkimus. Tutkimuksen avulla selvitetaan, karsiikd ihminen albuminuriasta el
albumiinin liiallisesta erittymisesta virtsaan. Albuminuriaa aiheuttaa muun mu-
assa erilaiset munuaissairaudet ja siihen liittyy useita riskitekijoita, kuten esimer-

kiksi kohonnut verenpaine, dyslipidemia, ylipaino ja tupakointi.

Taman toiminnallisen opinnaytetyon tarkoituksena oli tuottaa tydohje virtsan al-
bumiini ja kreatiniini suhde -laboratoriotutkimuksesta (U-AlbKre) Tampereen am-
mattikorkeakoulun bioanalyytikko-opiskelijoille kliinisen kemian opetuksen tueksi.
Tutkimus suoritetaan Thermo Fisher Scientificin valmistamalla Konelab 20XT -
analysaattorilla, mika on erikoistunut kliinisen kemian tutkimuksiin. Tyoohjeen tar-
koituksena on antaa bioanalyytikko-opiskelijoille kokemusta niin laboratorioalan
tyoohjeen kuin kliinisen kemian analysaattorin kaytosta seka virtsasta tehtavasta

laboratoriotutkimuksesta.

Konelab 20XT -analysaattorilla oli jo aiemmin pystytettyna virtsan albumiini (U-
Alb), mutta virtsan kreatiniini (U-Kre) tarvittiin viela tutkimusvalikkoon. Opinnay-
tetyOprosessin aikana virtsan kreatiniini pystytettiin kyseiselle analysaattorille.
Tutkimuksen testauksessa kaytettiin virtsatutkimuksiin tarkoitettua positiivista
kontrollia, minka tarkoituksena oli I0ytaa testinaytteille sopiva laimennussuhde,
jolloin kontrollia voidaan kayttaa virtsanaytteiden manipulointiin. Opiskelijoiden
virtsanaytteet eivat anna patologisia arvoja, joten opetuksessa joudutaan kaytta-
maan keinotekoisesti albumiinipositiivisiksi tehtyja naytteita. Tutkimuksen toimi-
vuus testattiin opinnaytetyon tekijoiden toimesta onnistuneesti ja U-AlbKre-tutki-

mus oli valmis opiskelijoille testattavaksi.

Testauksen jalkeen rakennettiin teoriatiedon ja kaytannon pohjalta tydohje tes-
tattavaksi bioanalyytikko-opiskelijoille kliinisen kemian laboraatiotunneille. Opis-
kelijat testasivat tyoohjetta ja tayttivat siitd palautekyselylomakkeen. Opiskelijoi-
den palautteet kaytiin lapi tilastollisin menetelmin ja tulosten perusteella tyoohje

(liite 1) muokattiin lopulliseen muotoon.



2 VIRTSAN ALBUMIININ JA KREATINIININ SUHDE

Albumiini on plasman proteiini, jota syntetisoidaan maksassa aminohapoista. Al-
bumiini toimii elimistossa kuljettajaproteiinina veteen liukenemattomille aineille
seka se yllapitaa plasman kolloidiosmoottista painetta. Tama paine vastustaa
nesteen taipumusta paeta kapillaarisuonista kohti ymparoivaa valitilaa johtuen
verenpaineesta suonen sisalla. (Higgins 2013, 181-182.) Normaalioloissa albu-
miinia ei paase erittymaan plasmasta munuaisiin ja sita kautta virtsaan kuin hyvin
pienia maaria, n. 2—12 ug/min, joita voidaan osoittaa ainoastaan hyvin herkilla
immunologisilla menetelmilla. Lisaantynyt albumiinin eritys virtsaan voi kertoa

munuaisvauriosta. (Pasternack 2012, 106—-113.)

Kreatiniini on kuona-aine, jota esiintyy terveella inmisella virtsassa pienin pitoi-
suuksin. Kreatiniini muodostuu kreatiinista, mika on osallisena tuottamassa ener-
giaa lihassolujen supistumiseen. Kreatiniinia vapautuu lihassoluista vereen, josta
se kuljetetaan munuaisiin erittyen lopulta virtsaan tasaisella nopeudella. (Higgins
2013, 78.) Kreatiniinin erittymisen maaraan vaikuttaa etenkin henkilon lihas-
massa ja niiden aktiivisuus, sukupuoli, ika seka jonkin verran ravinto (Pasternack
2012, 111, 119).

2.1. Albuminuria

Albuminurialla tarkoitetaan tilaa, jossa albumiinia erittyy virtsaan normaalia
enemman. Lisaantynytta eritysta esiintyy munuaissairauksissa, diabeteksen ai-
heuttamassa munuaistaudissa seka glomerulaaristen hiusverisuonten vaurioitu-
essa (Pasternack 2012, 110-111). Munuaisissa glomerulaaristen hiusverisuon-
ten seinamissa on aukkoja ja suonia ymparoi tyvikalvo, jolloin plasmalla on yh-
teys tyvikalvoon. Tyvikalvon negatiivisen varauksen takia myoskaan negatiivi-
sesti varautunut albumiini ei paase vuotamaan tyvikalvon ulkopuolella olevaan
virtsatilaan. Jos tyvikalvo vaurioituu, se muuttuu positiivisesti varautuneeksi ja al-
bumiinia paasee erittymaan virtsatilaan, jolloin ilmenee albuminuriaa. (Jenssen
2019.)



Lisaantynyt albumiini virtsassa on yhteydessa muun muassa kohonneeseen ve-
renpaineeseen, dyslipidemiaan, verenpainetta ja nestetasapainoa saatelevan
hormonaalisen jarjestelman yliaktiivisuuteen, suolaherkkyyteen, elimiston tuleh-
dusaktiivisuuteen, ylipainoon seka tupakointiin. Se voi ennakoida munuaisvau-
rion kehittymisen lisaksi myos sydan- ja verenkiertoelintapahtumien kohonnutta
riskia. (Pasternack 2012, 534.) Eritysta voi lisata myos virtsatieinfektio, kuume,
fyysinen rasitus, sydamen vajaatoiminta ja kuukautiset (Diabeteksen munuais-
tauti: Kaypa hoito -suositus 2020). Lisaantyneeseen albuminurian toteamiseen
voidaan kayttaa vuorokausivirtsan keraysta, ajastettua yoOkeraysta tai kertanay-
tettd. (Ronnemaa & Makela 2019).

2.2. Albumiinin ja kreatiniinin suhde

Kaytannollinen menetelma lisaantyneen albumiinin erityksen toteamiseen virt-
sasta on albumiinin ja kreatiniinin suhde virtsan kertanaytteesta. Tutkimus on
hyva seulonta- ja seurantamenetelma diabeettisen munuaisvaurion tai verenpai-
netaudin aiheuttamien munuaiskomplikaatioiden selvittelyssa, kun tauti on en-
nalta tiedetty. (Niemela & Pulkki 2014, 126—-127.) Albuminurian toteaminen kui-
tenkin perustuu useisiin ja toistettuihin positiivisiin 10ydoksiin virtsanaytteista,
koska albumiinin eritys vaihtelee paivittain seka eri tekijat voivat hetkellisesti li-

sata sita (Diabeteksen munuaistauti: Kaypa hoito -suositus 2020).

Albumiinin ja kreatiniinin suhde tutkitaan puhtaasti lasketusta virtsanaytteesta el
ns. keskisuihkunaytteesta. Virtsan rakkoaika tulisi olla noin 4-6 tuntia. Ennen
naytteenottoa runsasta nesteen nauttimista on valtettava sen laimentavan vaiku-
tuksen vuoksi. Aamuvirtsanayte on suositeltavin, koska virtsanmuodostus on aa-
muyolla vahaisinta ja talldin virtsa on konsentroituneinta. Aamuvirtsassa ei myos-
kaan nay fyysisen rasituksen mahdollisia vaikutuksia virtsan koostumukseen.
Virtsanaytteen kontaminoitumista ihon ja ulkoisten sukuelinten bakteereilla on
valtettava. Virtsanayte otetaan tehdaspuhtaaseen nayteastiaan, josta nayte siir-
retaan tehdaspuhtaaseen nayteputkeen viimeistaan puolen tunnin kuluessa nayt-
teenotosta. Lampo6 heikentda naytteen sailyvyytta. (Friman & Kuparinen 2021,
181, 183.)



Koska kertavirtsan vakevyys vaihtelee ihmisella paivassa virtsanerityksen mu-
kaan, vaihtelee siina myods albumiinin pitoisuus. Taman kompensoimiseksi tutki-
muksessa kaytetaan mukana kreatiniinia osatutkimuksena ja sen laskennallista
suhdetta albumiiniin, silla yksilon kreatiniinin tuotto paivassa on melko vakio. Sen
vuoksi yksittainen kertanayte on kaytannollisempi albumiinin pitoisuuden maarit-
tamiseksi kuin virtsan vuorokausi- tai yokerays. (Ahmed 2011, 77, 519.) Virtsan
albumiinin pitoisuus kreatiniiniin suhteutettuna (ACR) saadaan laskettua kaavan

(1) mukaisesti;

ACR = albumiini (aniz, l ™)

kreatiniini (= )

Normaali albumiinin maara virtsassa ihmisella on alle 3 mg/mmol (taulukko 1).
Kun potilaalla on lisdantynyt albuminuria, ovat U-AlbKre:n arvot toistuvasti yli 3
mg/mmol. Selvasti lisdantynyt albuminuria tai jo proteinuriaksi muodostuneen
raja-arvoksi on maaritelty yli 30 mg/mmol. (Diabeteksen munuaistauti: Kaypa
hoito -suositus 2020.)

TAULUKKO 1. Raja-arvot albuminurian toteamisessa kertanaytteesta (Diabetek-
sen munuaistauti: Kaypa hoito -suositus 2020).
Kertanayte U-AlbKre

Normaali

< 3 mg/mmol
Lisdantynyt albuminuria
(mikroalbuminuria) 3-30 mg/mmol

Selvasti lisdantynyt albuminuria

(makroalbuminuria tai proteinuria) > 30 mg/mmol




3 KONELAB 20XT JA MENETELMAT

Konelab 20XT on kliinisen kemian automatisoitu analysaattori rutiinimittauksiin
seka joihinkin erikoisempiin analyyseihin (kuva 1), jolla voi analysoida 250 nay-
tettd tunnissa. Analysaattoria kaytetddn Tampereen ammattikorkeakoulun kliini-
sen kemian opetuksessa harjoituslaboratoriossa. Analysaattorilla voidaan suorit-
taa spesifisten proteiinien, elektrolyyttien, entsyymien, substraattien seka |aa-
keainepitoisuuksien maarityksia, joita mitataan joko paatepistemittauksella tai ki-
neettisesti. Naytemateriaalina voi olla seerumi, plasma, virtsa tai likvori. Analy-
saattori vaatii Windows®- tydaseman graafisella kayttoliittymalla. Tiedot analy-
saattorille syotetaan verkossa hiirella, nappaimistolla tai viivakoodinlukijalla.
(Thermo Fisher Scientific 2017.)

Analysaattori sisaltaa fotometrin ja ISE (ioniselektiivinen elektrodi) -yksikon. Fo-
tometrin valonlahde on halogeenilamppu lineaarisella absorbanssialueella 0,2-
0,5 A. ISE-yksikko kayttaa suoraa potentiometriaa sisaltaen Na*-, K*- ja Cl--elekt-
rodit. Lisavarusteena voidaan liittda myos Li* -elektrodi. Mittauksissa analysaat-
tori kayttaa turbidometrista, kolorimetrista tai suoraa potentiometrista menetel-
maa analyysin mukaan. Halutun analyysin mukaan analysaattorille valitaan tuo-
tevalmistajan ohjeiden mukaisesti reagenssit, kontrollit ja kalibraattorit. (Thermo
Fisher Scientific 2007.) Tassa opinnaytetydssa keskitytaan virtsan albumiinin ja
kreatiniinin suhteen maarityksessa kaytettaviin menetelmiin, jotka ovat immuno-

turbidometrinen, kolorimetrinen seka entsymaattinen paatepistemittaus.
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3.1.Fotometriset menetelmat

Fotometrisissa menetelmissa mitataan valoa. Fotometrisia mittalaitteita on eri-
tyyppisia, jotka mittaavat eri asioita, kuten esimerkiksi emittoitunutta eli sateile-
vaa, transmittoitunutta eli lapaisevaa, absorboitunutta eli imeytyvaa, reflektoitu-
nutta eli heijastuvaa, siroutuvaa tai flueresoivaa valon maaraa. Toimintaperiaate
perustuu valon aiheuttaman sateilyenergian mittaamiseen vakioiduissa olosuh-
teissa. Valo on sahkdmagneettisen energian muoto, joka etenee aaltomaisesti.
Aallonpituus eli valoaaltojen valinen etaisyys riippuu energian maarasta. Valon
vari riippuu aallonpituudesta. Kun mittauskyvetissa olevaan kirkkaaseen, varilli-
seen naytteeseen osuu tiettya aallonpituutta sisaltava valo, osa valosta absorboi-
tuu ja osa transmittoituu ja osuu detektorille. Liuoksessa olevan yhdisteen pitoi-
suus on suoraan verrannollinen absorboituneen valon maaraan. (Penttila & Ha-
lonen 2004, 54-56.)
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3.1.1 Spektrofotometria ja Beer-Lambertin laki

UV:n ja nakyvan spektroskopian yleisin kayttd biokemiassa on absorboivien kro-
moforien kvantitativinen maaritys, joka tunnetaan nimelld spektrofotometria
(Gore 2000, 2). Spektrofotometrillda voidaan mitata valon intensiteettia UV-alu-
eelta infrapuna-alueelle saakka halutulla aallonpituudella (Penttila ym. 2004, 67).
Kaikki spektrofotometriset menetelmat, jotka mittaavat absorptiota, perustuvat
kahteen perussaantoon, jotka yhdessa tunnetaan nimella Beer-Lambertin laki.
Lain mukaan nayteliuokseen osuvan valon maara vahenee sen absorboituessa
naytteeseen. Valon kulkiessa liuoksessa, vahenee valon intensiteetti pienentyen
eksponentiaalisesti. Nayteliuoksen lapi kulkiessa valo on vuorovaikutuksissa ato-
mien tai kromoforimolekyylien kanssa nostaen ne korkeammalle energiatasolle.
Se, missa maarin sita tapahtuu, riippuu liuoksen pitoisuudesta ja siina kuljetusta
matkasta eli naytekyvetin pituudesta. Laissa absorboituneen valon maara liuok-
sessa, minka lapi valo kulkee, on verrannollinen kromoforimolekyylien konsent-
raatioon eli liuoksen pitoisuuteen. (Gore 2000, 2—-3; Kealey & Haines 2002, 197.)

Beer-Lambertin laki voidaan esittda muodossa (2);

A= ecl (2)

A = absorbanssi
€ = molaarinen absorptiokerroin
¢ = kromoforin konsentraatio eli pitoisuus

I = spektrofotometrin naytekyvetin valotien pituus

3.1.2 Turbidometrinen mittausperiaate

Turbidometrinen mittausperiaate on fotometrinen menetelma, jolla mitataan nay-
tekyvetin Iapi sironneen, reflektoituneen tai absorboituneen valon kokonaismaa-
raa. Valon voimakkuuteen vaikuttavat partikkelin koko seka yhdisteen pitoisuus.
Immunoturbidometrisessa menetelmassa valo siroaa samean suspension liuke-

nemattomista partikkeleista. Menetelma sopii isompien partikkeleiden, kuten esi-
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merkiksi immunokompleksien mittaukseen. Immunoturbidometrisesti voidaan mi-
tata muun muassa virtsasta proteiinien pitoisuuksia, kuten esimerkiksi albumiinia.
(Niemela ym. 2014, 58; Penttila ym. 2004, 71-72, 99.)

3.1.3 Kolorimetrinen mittausperiaate

Kolorimetrinen mittausperiaate on yksinkertaistettu fotometrinen menetelma, jolla
mitataan transmittoituneen ja edelleen absorboituneen valon kokonaismaaraa.
Kolorimetri mittaa vaihdettavien erivaristen suodattimien avulla absorbansseja
nakyvan valon aallonpituuksilla, jotka valitaan maarityksen mukaan tietyille aal-
lonpituuksille. (Penttila ym. 2004, 67.) Menetelmassa maaritettava aine on varil-
linen tai siita on syntetisoitavissa varillinen yhdiste ja mittauksen tulee tapahtua
aina kirkkaissa liuoksissa, tietylla absorbanssialueella (Kealey ym. 2002, 199;
Lehtonen & Sihvonen 2004, 216).

3.2. Entsymaattiset menetelmat

Entsyymit ovat proteiineja, jotka katalysoivat biologisia reaktioita. Entsyymireak-
tio tarvitsee toteutuakseen entsyymin (E), substraatin (S), entsyymisubstraatti-
kompleksin (ES) ja reaktiotuotteen (P). (Niemeld ym. 2014, 67.) Entsyymireaktio

esitetty kaavassa (3);

E+S &ES &oP+E (3)

Entsyymisubstraattikompleksin muodostuminen perustuu Michaelis-Menten ki-
netiikkaan. Jos entsyymin konsentraatio on vakio ja substraatin puolestaan vaih-
televa reaktioliuoksessa, on reaktionopeus verrannollinen substraatin konsent-
raatioon alhaisilla substraattinopeuksilla. Substraattipitoisuuden kasvaessa yha
suurempi osuus entsyymeista on sitoutuneena reaktioon ja niiden maara muo-
dostuu reaktiota rajoittavaksi tekijaksi. Kun kaikki entsyymit ovat sidottuja reakti-
oon, on saavutettu kyseisella entsyymipitoisuudella suurin nopeus. (Niemela ym.
2014, 67.)
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3.2.1 Entsymaattinen substraattimaaritys

Entsymaattinen substraattimaaritys perustuu entsymaattisiin reaktioihin eli tutkit-
tavan aineen eli substraatin ja reagenssina toimivan entsyymin valiseen reakti-
oon. Entsyymi katalysoi reaktioita, jossa substraatti voi sitoutua entsyymin aktii-
viseen keskukseen. Entsyymireaktioissa substraatti sitoutuu entsyymin aktiivi-
seen keskukseen, joka sitoo tietyn rakenteen omaavia molekyyleja. Entsyymi-
substraattikompleksi muodostumisessa entsyymin konsentraatio pysyy vakiona
ja substraatin konsentraatio puolestaan muuttuu. Substraatin pitoisuuden ollessa
alhainen, reaktionopeus on verrannollinen sen konsentraatioon. (Niemela ym.
2014, 67.)

3.2.2 Entsymaattinen paatepistemittaus

Paatepistemittausmenetelmassa analyytti muutetaan kromoforiseksi yhdisteeksi.
Menetelman etuna on, etta kaikki vaihtelut eri tekijoissa, kuten esimerkiksi lam-
potila tai entsyymin maara, eivat vaikuta lopulliseen mittaukseen, koska ne ta-
pahtuvat vasta reaktion paattyessa. (Gore 2000, 187-188.) Paatepistemittauk-
sessa reaktiotuote muutetaan toisen reaktion avulla, joka on kytkettyna maarityk-
seen. Tavallisesti tassa toisessa reaktiossa suoritetaan fotometrinen mittaus ja
maarityksen kvantitointi. Paatepistemittauksessa reaktio saatetaan niin pitkalle,
etta substraatti on lahes kokonaan tai kokonaan kulutettu loppuun. Nykypaivana
paatepistemittaus on usein korvannut kineettiset substraattimaaritykset, koska ki-
neettiset mittaukset vaativat onnistuakseen nykyaikaiset tietokoneohjatut analyy-

silaitteet ja ovat teknisesti vaikeasti suoritettavia. (Niemeld ym. 2014, 69-70.)

3.3. Albumiinin ja kreatiniinin mittausmenetelmat

Virtsan albumiinia maaritetaan immunoturbidometrisesti. Puskuroituun nayttee-
seen lisataan spesifistd antiseerumia (Albumin antiserum from rabbit), joka on
kanin soluissa tuotettu vasta-aine ihmisen albumiinille. Jos naytteessa on albu-
miinia eli antigeenia, muodostaa se reagenssina olevan vasta-aineen kanssa im-

munokomplekseja, joka aiheuttaa kokonsa puolesta mitattavan aineen sameu-
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den. (Thermo Fisher Scientific 2016, 1.) Sameus ja massiivinen albuminuria voi-
vat hairita turbidometrista mittausta ja johtaa vaariin alhaisiin tuloksiin (Dasgupta
& Sepulveda 2019, 143). Virtsanaytteessa absorbanssi mitataan 450 nm:lla, kun
reaktio on saavuttanut paatepisteen. Absorbanssin kasvu on suhteessa muodos-
tuvien immunokompleksien maaraan eli albumiinin maaraan liuoksessa. Albumii-

nin mittausrajat ovat 5-188 mg/l. (Thermo Fisher Scientific 2016, 1.)

Virtsan kreatiniinia maaritetaan entsymaattisesti kolorimetrisella menetelmalla.
Ensimmaisessa reaktiossa kreatininaasientsyymi katalysoi kreatiniinin ja veden
muuttumista kreatiiniksi. Toisessa reaktiossa kreatinaasientsyymi katalysoi
kreatiinin ja veden muuttumista sarkosiiniksi ja ureaksi. Seuraavassa reaktiossa,
jossa on mukana sarkosiinia, vetta ja happea, syntyy glysiinia, formaldehydia ja
vetyperoksidia. Reaktiota katalysoi sarkosiinioksidaasientsyymi. Talloin syntyy
vetyperoksidia hapetuspelkistysreaktiossa samassa suhteessa kuin naytteessa
on ollut kreatiniinia. Viimeisessa reaktiossa peroksidaasientsyymi katalysoi reak-
tiota, jossa reagenssina olevat 4-aminofentsoli ja HTIB reagoivat vetyperoksidin
kanssa muodostaen varillisen yhdisteen, kinoni-imiinikromogeenin. Lisaksi muo-
dostuu vetta ja HI:ta. Syntyvan tuotteen varin voimakkuus on suoraan verrannol-
linen kreatiniinipitoisuuteen, joka mitataan fotometrisesti 540 nm:ssa. Kreatiniinin
mittausrajat ovat 0,2—40 mmol/l. (Dasgupta ym. 2019, 108; Thermo Fisher Scien-
tific 2020, 1.) Tassa reaktiossa maaritettava yhdiste on kinoni-imiinikromogeeni.

Reaktioyhtalo esitetty kaavassa 4;

. kreatininaasi L
kreatiniini + H,0 ——— kreatiini (4)

L kreatinaasi L.
kreatiini + H,0 ——— sarkosiini + urea

sarkosiinioksidaasi
sarkosiini + H,0 + 0, ——— > glysiini + formaldehydi + H,0,

i . peroksidaasi i . i
H,0, + 4 — aminofenatsoli + HTIB ———— kinoni — imiinikromogeeni + H,0 + HI



15

4 REAGENSSIT, KONTROLLIT & KALIBRAATTORIT

Tassa opinnaytetyossa kaytetyt reagenssit, kontrollit ja kalibraattorit ovat Thermo
Fisher Scientificin valmistamia ja soveltuvia Konelab 20XT -analysaattorille. Ana-
lysaattorilla olevat aplikaatiot eli menetelmien kulkuparametrit ovat laitevalmista-
jan testaamat ja naille tutkimuksille on laadittu menetelmaohjeet. Virtsan albumii-
nin ja kreatiniinin suhteen maarittamiseen tarvitaan useita eri reagensseja, kont-
rolleja ja kalibraattoreita. Lisaksi tarvitaan puskuria, pesuliuosta ja laborato-
riovetta. Kaikki maarityksessa tarvittavat reagenssit, laboratoriovetta lukuun otta-

matta, l6ytyvat menetelmaohjeista Albumin MST ja Creatinine (Enzymatic).

Albumiinin maarityksessa tarvittavat reagenssit (taulukko 2) ovat kanin soluissa
tuotettu vasta-aine ihmisen albumiinia kohtaan eli Albumin antiserum from rabbit,
proteiinimaarityspuskuri 2 eli Protein Buffer 2 ja naytteen laimennusliuos eli Spe-
cimen diluent, jolla eliminoidaan sameat naytteet. Kontrolleina tarvitaan virtsa-
naytteille tarkoitettu normaalitason kontrolli eli Albumin U Control ja korkean ta-
son kontrolli eli Albumin U Control High, jotka ovat nestemaisia inmisperaisia ver-
tailuvalmisteita. Kalibraattorina tarvitaan kantaliuoksessa olevaa Albumin U Ca-
libratoria, jota kaytetaan varastokalibraattorina virtsassa olevan albumiinin maa-
rittamiseksi. Kyseinen kalibraattori on myds ihmisperainen nestemainen vertailu-
valmiste. (Thermo Fisher Scientific 2016.) Analysaattori laimentaa kalibraatiokan-
taliuoksesta (Albumin U Calibrator) 5 kalibraatiopistetta. Kalibraatioon tarvitaan
my0Os Specimen diluent -puskuria, joka laimentaa naytteet. Analysaattori kayttaa
puskuria O-kalibraattorina. Puskuri pipetoidaan segmentin eli naytetelineen ky-
vettiin kuten kontrollit ja kalibraattori. Specimen diluent ei kuulu kalibraatiopak-

kaukseen, vaan se on erikseen tilattava reagenssi.



TAULUKKO 2. Albumiinin maaritykseen tarvittavien
(Thermo Fisher Scientific 2016, muokattu).
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reagenssien ainesosat

Albumin antiserum

Protein Buffer 2

Specimen diluent

ainesosat | albumiiniantiseerumi

kanista

fosfaattipuskuroitu
polymeeriliuos

suolaliuoksessa

PBS 0,01 mol/l

NaN3< 0,1 %

NaN3 < 0,1 %

NaNs3 < 0,1 %

Kreatiniinin maarityksessa tarvittavat reagenssit (taulukko 3) ovat Reagent A ja

Reagent B. Kontrolleina tarvitaan virtsanaytteille tarkoitettu normaalitason kont-

rolli eli uTrol ja korkean tason kontrolli eli uTrol High, jotka ovat nestemaisia ih-

misperaisia vertailuvalmisteita. Kalibraattorina tarvitaan laitevalmistajan yleiska-

libraattori sCal, jota kaytetaan erityisesti substraattimaarityksissa. Se on valmis-

tettu naudan seerumista eika sisalla ihmisperaisia ainesosia. (Thermo Fisher

Scientific 2014.) Lisaksi kreatiniinin maarityksessa tarvitaan WashFluid -pesu-

liuos, joka eliminoi ristikontaminaatioriskin pesemalla pipetoivan naytekarjen

(Thermo Fisher Scientific 2020). Pesuliuos asetetaan reagenssiluukun kautta.

WashFluid ei kuulu reagenssipakkaukseen, vaan se on erikseen tilattava tuote.
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TAULUKKO 3. Kreatiniinin maaritykseen tarvittavien reagenssien ainesosat
(Thermo Fisher Scientific 2020, muokattu).

Reagent A Reagent B
ainesosat | TAPS buffer 30 TAPS buffer 50
pH 8,1 mmol/| pH 8,0 mmol/l
kreatinaasi = 333 kreatininaasi = 500
(mikro-organismit) pkat/l (mikro-organismit) pkat/l
sarkosiinioksidaasi =133 peroksidaasi >16.7
(mikro-organismit) pkat/| (piparjuuri) pkat/|
askorbaattioksi- =33 4-aminofenatsoni 2.0
daasi pkat/| mmol/l

(mikro-organismit)

HTIB 5.9 kalium- 163
mmol/| heksasyanofer- pumol/l
raatti (I1)
pesuaineet pesuaineet
sailontaaine sailontaaine

Segmentin kyvettiin pipetoidaan myos laboratoriovetta, joka toimii kreatiniinin O-
kalibraatiopisteena. Laboratoriovesi on puhdistettua vetta, jota tuotetaan vesijoh-
tovedesta. Puhdistuksessa vesijohtovedesta poistetaan epapuhtauksia, kuten or-
gaanisia ja epaorgaanisia ainesosia, vesilaitoksen lisaamaa klooria, liuenneita
kaasuja, suoloja seka mikrobeja. Laboratoriovetta kaytetaan esimerkiksi nayte-
laimennuksiin seka reagenssien ja standardiliuosten valmistukseen. (Hanninen
2004, 112; Niemela ym. 2014, 52.) Kalibrointinollan antaman konsentraation on
oltava huomattavasti pienempi kuin pienin mitattava pitoisuus, jotta tulokset olisi-

vat luotettavia (Jaarinen & Niiranen, 2005, 23).

Menetelmien testauksessa kaytettiin laitevalmistajan MAS UA -kontrollia positii-

visten naytteiden valmistamiseen. MAS UA -kontrolli on nestemainen kayttoval-
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mis liuos virtsa- ja liuskatestien kontrolloimiseen. Silla voidaan kontrolloida ylei-
simpia liuskatesteja, kuten hCG:ta, mikroalbumiinia tai kreatiniinia. (Thermo
Fisher Scientific 2020.)
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5 LINEAARINEN KALIBROINTI

Kliinisessa kemiassa kaytetaan analyyttisen kemian menetelmia ja periaatteita.
Siind maaritettavan aineen, eli analyytin pitoisuus, maaritetdan useimmiten kvan-
titatiivisen analyysin avulla. Kaytettavat mittalaitteet, kuten esimerkiksi spektrofo-
tometrit, tuottavat analyyttista mittaussignaalia, mutta eivat yleensa anna lukuar-
voa analyytille suoraan. Mittalaitteen ohjelma muuttaa mittaussignaalin, esimer-
kiksi absorbanssin, laitteella olevan kalibrointikuvaajan avulla maaralliseksi tu-
lokseksi. Mittausalueen tulee olla mittalaitteen nayttdman ja mitattavan suureen
valilla lineaarinen, jolloin mittauksen herkkyys on vakio ja kalibrointikuvaaja
suora. (Lehtonen ym. 2004, 81-83.)

Kalibrointi voidaan suorittaa itse laitteelle tai analyysille. Tassa opinnaytetydssa
kalibroinnit suoritettiin mittausmenetelmille. Menetelman kalibrointi on toimen-
pide, jolla varmistetaan sen toimintakunto. Silla saadaan maaritettya vastaavia
arvoja, kuin tunnettu vertailuarvo. Se suoritetaan maaravalein ja tarvittaessa, jos
tulostasossa on poikkeamaa. Kalibroinnilla varmistetaan tulosten oikeellisuutta ja

sita, etta mittalaite mittaa oikein ja tarvittavalla tarkkuudella. (FINAS 2022.)

Kalibrointisuoran laskeminen perustuu pienimman neliocsumman menetelmaan,
jossa lasketaan kalibrointisuoran kulmakerroin ja leikkauspiste. Liuoksen pitoi-
suus yhtaldssa on x ja mittaussignaali y. (Lehtonen ym. 2004, 81-83.) Yhtalo

esitetty kaavassa (4);

y=bx+a (4)

Menetelman edellytyksena on lineaarinen mittausalue, kalibrointiliuosten riittava
maara ja niiden tarkat pitoisuudet, jotka ovat standardien valisella alueella. Line-
aarisessa kalibroinnissa liuosten pitoisuudet tulee olla erisuuruisia ja mahdolli-
simman laajasti pitoisuusalueella seka niita tulee olla vahintaan viisi, jotta suo-
rasta saadaan luotettava. Tarkimman suoran saa, kun mittausalueen alku- ja lop-

pupaassa on yhtd monta mittausta ja sen lineaarisuudesta voidaan olla varmoja
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vain siten, etta mittauksia tehdaan laajasti mittausalueella. Kalibroinnin onnistu-
mista kuvaa korrelaatiokerroin tai kertoimen nelid, joka vaihtelee -1:n ja +1:n va-

lilld, mutta ideaalisin arvo on 1. (Lehtonen ym. 2004, 81-83.)

Tassa opinnaytetyossa virtsan albumiinin maarityksessa kaytettavan immunotur-
bidometrisen menetelman kalibrointiin tarvitaan useita mittauksia, kalibraatiopis-
teitd. Kalibroinnissa tarvitaan kalibraatiopisteita useampi, koska alimman ja kor-
keimman standardin valilla olevat mittaukset eivat ole lineaarisella viivalla. Mit-
tauksessa siis mitataan tietyssa ajassa syntyneet antigeeni-vasta-ainekomplek-
sien maara sameuden maarana. Kompleksien syntyyn vaikuttaa antigeenien ja
vasta-aineiden suhde. Kun antigeenin suhde vasta-aineeseen on pieni, syntyy
enemman komplekseja tietyssa ajassa ja mikali vasta-ainetta on enemman suh-
teessa antigeeniin, syntyy komplekseja vahemman. Antigeeni-vasta-ainekomp-
leksien syntyessa, hidastuu samalla vauhti liuoksen konsentraation kasvaessa ja
siten useita kalibraatiopisteita tarvitaan laajasti mittausalueelle. Silloin voidaan
kalibraatiopisteista laskea pitoisuus, muutoin absorbanssin muutos ei ole suo-
raan verrannollinen naytteen pitoisuuteen. (Dodig 2009, 54, 56-57; Lehtonen ym.
2004, 81-83.)
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6 TYOOHJEEN SISALTO

Kliiniset laboratoriot tarvitsevat menetelma- ja tyoohjeita analysaattorien kayt-
toon, jotta laboratorion tyontekijat kykenevat niiden avulla suorittamaan tyon itse-
naisesti ja luotettavasti. Standardit luovat pohjan hyvan tydohjeen rakentamiselle
ja lisdavat niiden luotettavuutta. Kirjallisen viestinnan avulla voidaan vaikuttaa
huomattavasti tydohjeen rakenteeseen ja lopputulokseen. Tybohjeen rakentami-
nen ja Kirjoittaminen vaatii kattavaa perehtyneisyytta aiheeseen, jotta tyoohjetta

voidaan pitaa validina.

Tybohjeen tarkoituksena on saada lukija ymmartamaan ja toimimaan ohjeiden
mukaisesti. Lopputuloksen tulisi olla houkutteleva, innostava, selkea ja tarkka.
Sisallon kannalta olennaista on, etta tekeminen ohjautuu oikein ja oikeassa jar-
jestyksessa. Tydohjeen laatijan on erityisen tarkeaa tarkastella oppimista. Tavoit-
teena on, etta tyoohjeen kayttaja ymmartaa ohjeiden sanoman ja toimii niiden
mukaisesti. (Repo & Nuutinen 2003, 138.)

Tyoohjeen rakentuminen on oppimisprosessi, joka koostuu motivoinnista, orien-
toinnista ja ohjaamisesta. Motivoinnin ideana on herattaa lukijan mielenkiinto tyo-
ohjeeseen. Tyoohjeen tulee ilmaista, miksi se on tarkea seka mita tapahtuu, jos
tyoohjetta ei noudateta. Lisaksi on tarkeaa ilmaista, mihin tydohje on tarkoitettu
ja miten lukija hyotyy sen noudattamisesta. Orientoinnin ideana on aktivoida lu-
kija perehtymaan kokonaisuuteen. Tyoohjeen kirjoittajan on selvitettava tydoh-
jeen kokonaisuus itselleen ja miettia, mika on sen kannalta olennaista. Valmis
lopputulos kuvataan, joka syntyy tyoohjetta noudatettaessa. Tarkeaa on maari-
tella keskeiset kasitteet ja selittdaa, millaisista osista kokonaisuus muodostuu.
Orientoitumista edistaa yksinkertaiset ilmaisutavat, kuvien kayttdé seka havainnol-
listaminen. Ohjaamisen ideana on esittaa asiat toimintajarjestyksessa niin peri-
aattein kuin esimerkein. Tyoohje on paras mahdollinen, jos sen kirjoittaja tekee
itse ohjaamaansa tyota. Tarkeaa on kirjata tyd vaihe vaiheelta muistiin ja sen
tekemiseen tarvittavat taustatiedot. Hyva tapa on myos heittaytya tydohjeen kayt-
tajan asemaan huomioiden, mitka asiat pitaisi tietda ja huomioida seka mitka
asiat voivat olla vaikeita. (Repo ym. 2003, 138-139.)
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Tyoohjeen toimintavaiheet on hyva numeroida ja kayttaa kuvia sanallisen tekstin
lisaksi. Lyhyiden lauseiden ja kdskymuodon kayttaminen on suotavaa, koska se
ilmaisee asiat lyhyesti aktivoiden vastaanottajaa. Tarkeaa on tuoda ilmi, mista
nakee tyoohjetta noudatettavan oikein ja miten tyon tulisi sujua. Mahdolliset vir-
hetoiminnot tulee osoittaa seka selittaa niiden syyt ja mahdolliset korjaustoimen-
piteet. (Repo ym. 2003, 139.)

Onnistuneen tydohjeen kannalta on tarkeaa hankkia palautetta tydohjeesta. Tyo-
ohje on hyva testata, jotta mahdolliset vaikeat ja hamarat kohdat voidaan tunnis-
taa. Tyoohjeen kirjoittajan on huomioitava, etta han ehka osaa itse ”liilan hyvin”
tydohjeen sisaltaman tiedon ja pitaa asioita itsestaan selvina. Palautetta on hyva
analysoida laajakatseisesti ja tunnistaen mahdollisia solmukohtia. (Repo ym.
2003, 139.)
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7 TOIMINNALLINEN OPINNAYTETYO

Tama opinnaytetyo on toteutettu toiminnallisena opinnaytetyona. Toiminnallinen
opinnaytetyo on ammattikorkeakouluissa kaytetty yksi tutkimuksellisen kehittami-
sen tapa, jossa naytetaan ammatillinen kehitys ja osaaminen. Se on kaytannolli-
nen kehittamistyo, jonka tavoitteena on tehda tutkimuksellisella ajatuksella ra-
portti tuotosprosessista ja ammatillinen tuotos. Toiminnallisen opinnaytetyon ke-
hittamistyota ei maarittele tutkimus, mutta sen tutkimuksen teon menetelmalliset
kaytannot ja ajattelutapa ohjaa tatd ammatillista kehittdmista. (Airaksinen &
Vilkka 2022, 11-12.)

Opinnaytetyona tehty tuotos palvelee tiettyd kohderyhmaa tydpaikalla tai muuta
organisaatiota. Tuotos voi olla konkreettinen asia tai tapahtuma. Tehtava tuotos
maaraytyy tuotoksen toimeksiantajan ja tekijoiden mukaan seka tekoprosessiin
ja valmiiseen tuotokseen liittyy neuvotteluita ja suunnittelua. Eri ammattialojen
mukaan kehittamistyona voidaan tehda esimerkiksi opas, oppimateriaaleja,
kurssi, koulutus tai esitteita. Opinnaytetyéna voidaan myos kehittda aikaisempia
tuotoksia. (Airaksinen ym. 2022, 12—-13.)

Opinnaytetyohon kuuluu kirjoitettu raportti tuotosprosessista, jota useimmiten kir-
joitetaan tuotoksen tekemisen aikana korkeakoulun yhteison jasenille ja ammat-
tilaisille. Sen tarkoituksena kehittamistyon tekijat muovautuvat tuotoksensa asi-
antuntijoiksi ja kehittyvat ammatillisesti. Raportti on asiatyylinen teksti tehdysta
tyosta, jossa kuvaillaan perusteellisesti tuotoksen prosessiin liittyvia Iahtokohtia,
valintoja seka ratkaisuja. Raportin teoriatietoja ja prosessia on kuvattu kayttaen
apuna ammatillista lahdekirjallisuutta, aiempia tutkimustuloksia seka tuotosta

varten kerattya tai tuotettua aineistoa. (Airaksinen ym. 2022, 11, 105-107.)
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8 TOTEUTUS JA ETENEMINEN

Kevaalla 2021, ennen toiminnallisen osuuden toteuttamista, suunniteltiin tapaa-
mista Thermo Fisher Scientificin aluepaallikdon kanssa liittyen Konelab 20XT -
analysaattorin kayttéon ja muihin opinnaytetyohon liittyviin asioihin. Tapaaminen
saatiin sovittua elokuulle 2021 Tampereen ammattikorkeakoulun kliinisen kemian
harjoituslaboratorioon, jossa toiminnallinen osuus suoritetaan. Tapaamisen poh-
jalta laadittiin tarkempi suunnitelma, mita toiminnallinen osuus tulee pitamaan si-
sallaan, mitd mahdollisesti sen tekemiseen tarvitaan ja millaisella aikataululla ko-
konaisuus toteutetaan (taulukko 4). Lisaksi kaytiin kdytanndssa lapi, miten yksit-
tainen tutkimus pystytetaan tutkimusvalikkoon ja kuinka laitevalmistajan appli-
kaation tiedot syotetaan analysaattorille. Aluepaallikolta saatiin kattavaa tietoa
analysaattorin toiminnasta ja huollosta, mika oli jo osittain tuttua aiempien opin-

tojen myota.

TAULUKKO 4. Opinnaytetyon aikajana.

kevat 2021

Toiminnallisen osuuden suunnittelua

elokuu 2021

Thermo Fisher Scientificin aluepaallikon tapaaminen

syyskuu 2021

Virtsan kreatiniinin pystyttaminen analysaattorille

lokakuu 2021

1. laboraatio: tutkimuksen ensimmaiset testaukset

2. laboraatio: tietyn laimennossuhteen testaus

3. laboraatio: tutkimuksen toimivuuden lopullinen testaus

loka-marraskuu
2021

Tyoohjeen tydstamisen aloitus

marraskuu 2021

Tyoohjeen raakaversion testaus opiskelijoilla

tammikuu 2022

Tybohjeen palautteiden lapikaynti ja tulosten analysointi

kevat 2022

Opinnaytetyon tydstaminen

elokuu 2022

Opinnaytetyon ja tydohjeen viimeistely

syyskuu 2022

Opinnaytetyon palautus
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8.1.Laboratoriotyoskentely

Syyskuussa 2021 pystytettiin virtsan kreatiniini syottaen applikaation mukaisesti
tietoja ja kulkuparametreja analysaattorille. Lokakuussa 2021 lisattiin U-Kre-tut-
kimukselle viela kaytettavat kontrollit tutkimuksen tietoihin, joka ei aikaisemmalla
kerralla onnistunut. Virtsan kreatiniini saatiin valmiiksi testattavaksi ensimmaisia
kokeiluja varten, joilla varmistettin menetelman toimivuus. Lisaksi kokeiltiin,
missa suhteessa MAS UA -kontrolli tulee laimentaa, jotta saadaan sopiva mit-
tausalue. Jatkossa opetuksessa kaytetaan lisaksi keinotekoisesti patologisia ar-
voja sisaltavia naytteita, koska opetuskayttoon on haastavaa I6ytaa potilasnayt-
teiden kaltaisia naytteita. Samalla tarkistettiin tutkimusvalikosta valmiina I0ytyvan
virtsan albumiinin parametrit oikeiksi applikaatiosta. Analysaattori laitettiin kayt-

tovalmiiksi pystytettyjen tutkimuksien testaamiseksi.

Analysaattorille syotettiin maarityksiin tarvittavat reagenssit, kontrollit ja kalibraat-
torit. Kreatiniinin kalibrointi onnistui hyvaksytysti, mutta albumiinin kohdalla ana-
lysaattori herjasi laimentimen puuttumista lisayksesta huolimatta. Kavi ilmi, etta
laimennin piti laittaa erilliseen kyvettiin segmenttiin, jolloin analysaattori sai tun-
nistettua laimentimen. Sen jalkeen albumiinin kalibrointi saatiin suoritettua hyvak-

sytysti.

Molempia tutkimuksia varten tehtiin albumiinia sisaltavasta MAS UA -kontrollista
(positiivinen nayte) laimennokset (1:10, 1:50, 1:100, 1:200) tislatulla vedella 500
ul lopputilavuudella (taulukko 5), koska laimentamattomana se olisi ollut pitoisuu-
deltaan liilan vahvaa analysaattorille. Laimennoksien avulla haettiin virtsan albu-
miinille sellaisia pitoisuuksia, jotka osuvat insertin maaraamalle mittausalueelle
5-188 mg/l. Manipuloidut naytteet ja negatiivinen nayte ajettiin analysaattorilla ja
tuloksista saatiin liilan korkeita pitoisuuksia. Negatiivinen nayte oli negatiivinen.

Mittausalueelle osui laimennussuhde 1:200, joka valittiin lisalaimennoksille.
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TAULUKKO 5. Yksittaislaimennokset tislatulla vedella MAS UA -kontrollista.

Laimennos- | MAS UA Vesi Tulokset Laimennossuhteella
suhde Control (ul) (ul) (mg/l) kerrotut tulokset (mg/l)
1:10 50 450 70 700
1:50 10 490 83 4150
1:100 5 495 35 3500
1:200 2,5 497,5 23 4600
negatiivinen -1

Toistettavuutta laimennokselle haettiin tekemalla viisi rinnakkaislaimennosta lai-
mennossuhteesta 1:200 (taulukko 6). Naista laimennoksista saatiin nelja toistet-
tavaa tulosta albumiinille. Yhden laimennoksen pitoisuus oli muihin tuloksiin ver-
rattuna huomattavasti alhaisempi, joka mahdollisesti johtui pipetointivirheesta.
Nelja rinnakkaistulosta on kuitenkin riittava, jotta laimennossuhde 1:200 voitiin
hyvaksya. Pipetoinnin helpottamiseksi pienet pipetoitavat maarat olisi voinut pyo-

ristaa kokonaisluvuiksi.

TAULUKKO 6. Rinnakkaislaimennokset tislatulla vedella MAS UA -kontrollista.

Laimennos- MAS UA Control Vesi Tulokset (mg/l)
suhde (V)] (uh)
1:200 2,5 497,5 25
1:200 2,5 497,5 4
1:200 2,5 497,5 25
1:200 2,5 497,5 22
1:200 2,5 497,5 23

Toisella laborointikerralla tarkoituksena oli tehda sarjalaimennos laimennossuh-
teesta 1:200, jotta saadaan edelleen pienempia pitoisuuksia (taulukko 7). Kaikki
laimennokset tehtiin yksittaisina laimennoksina, koska 1:500 laimennos tehtiin er-
heellisesti nain, vaikka tarkoituksena oli tehda sarjalaimennos. Paatettiin jatkaa
yksittaisilla laimennoksilla sarjalaimentamisen sijaan, jotta jo tehty yksittainen lai-
mennos ei menisi hukkaan. Kokonaistilavuus laimennoksissa on eri, jotka suun-
niteltiin niin, ettd suurimmat tilavuudet voidaan pipetoida yhdella kerralla ilman

pyoristyksia seka samalla kasvatettua pienivolyymisia maaria pipetointivirheiden
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valttamiseksi. Laimennetuista naytteista pyydettiin laitteella virtsan albumiini ja
kreatiniini. Analyysista saatiin tuloksia, jotka puhuvat albumiinin laimentumisen
puolesta seka kreatiniinin vakioivasta luonteesta sen pitoisuuden pysyessa sa-

mana albumiinin pitoisuuden muuttuessa eri laimennossuhteissa.

TAULUKKO 7. Yksittaislaimennokset tislatulla vedella MAS UA -kontrollista (al-
bumiini laimentui, kreatiniini pysyi vakiona).

Laimennos- MAS UA Vesi Albumiini Kreatiniini
suhde Control (pl) (M) (mg/ml) (mmol/l)
1:200 3 498 28 0.5
1:500 8 2000 14 0.4
1:800 6 2000 11 0.3
1:1000 6 2500 7 0.3

Kolmannella laborointikerralla haluttiin testata tutkimuksen toimivuutta kayttaen
ihmisen virtsaa laimentimena positiiviselle MAS UA -reagenssille. Reagenssista
ja virtsasta valmistettiin laimennossuhteella 1:200 kantaliuos sarjalaimennoksille
2000 ul kokonaistilavuudella. Kantalaimennoksesta jatkettiin sarjalaimennoksilla
lisaten 1 ml aina edellisesta laimennoksesta ja 1 ml virtsaa (taulukko 8). Ensiksi
analysoitiin virtsanaytteet (2 kpl) todetaksemme ne negatiivisiksi ja nain ollen
hyodyntaa niita laimentimena. Virtsanaytteet oli otettu analysointipaivan aamuna
tehdaspuhtaisiin putkiin. Naytteet numeroitiin 1 ja 2. 1.nayte oli otettu aamun en-
simmaisesta virtsasta ja 2.nayte oli kertavirtsanayte. 1. naytteen albumiinin tulos
oli 16 mg/l eli negatiivinen ja kreatiniinin tulos 8,9 mg/l. 2. naytteen albumiinin
tulos oli 2 mg/l eli negatiivinen ja kreatiniinin tulos 8,6 mg/l. Naytteen 2 albumiinin
tuloksen kohdalla tuli halytys "Test limit low”, joka tarkoittaa tuloksen olevan mit-
tausrajan ulkopuolella. Ensimmaisen naytteen tulosten perusteella voidaan ana-
lyysi todeta toimivaksi opetuskayttoon kliinisen kemian laboraatiotunneille Tam-

pereen ammattikorkeakoulussa.
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TAULUKKO 8. Sarjalaimennokset ihnmisen virtsalla MAS UA -kontrollista.

Laimennos- | MAS UA Virtsa Albumiini Kreatiniini
suhde Control () (mg/ml) (mmolll)
(V)] 1.nayte | 2.ndyte | 1.nayte | 2.nayte
kantaliuos 10 1990 42 23 9,1 9,0
1:200
1:400 - 1000 29 12 9,0 8,8
1:800 - 1000 22 7 8,8 8,8
1:1600 - 1000 19 4 9,0 8,7
1:3200 - 1000 17 3 9,0 8,7
1:6400 - 1000 16 2 8,9 8,6

8.2.Tyoohjeen kirjallinen tyéstaminen

Loka-marraskuussa 2021 U-Kre-tutkimuksen kayttoonoton ja testauksen jalkeen
aloitettiin tutkimuksen kirjallisen ohjeen tydstaminen kliinisen kemian opetuksen
tueksi. Ensiksi suunniteltiin tydohjeen runko pohtien samalla, millainen on yksin-
kertainen ja selkea tyoohje. Tyoohjeen runko muuttui matkan varrella useaan ot-
teeseen ja aivan loppuvaiheessa se muovautui lopulliseen muotoonsa. Tydohje
koostui kansilehdesta, sisallysluettelosta, lyhyesta teoreettisesta osuudesta ja

tutkimuksen suorittamisesta.

Ensimmaisen tyoohjeen version loppuun lisattiin palautekysely, jolla toivottiin pa-
lautetta opiskelijoilta sen toimivuudesta seka mahdollisista ongelma- ja kehitys-
kohdista. Palautekyselyssa oli viisi vaittdmaa vastausasteikkona Likertin asteikko
seka kolme avointa kysymysta. Palauteosuus haluttiin pitdaa mahdollisimman yk-
sinkertaisena ja selkeana. Lisaksi kiinnitettiin huomiota palauteosuuteen ja sen
pituuteen. Palauteosion tulisi olla tarpeeksi lyhyt, jotta opiskelijat jaksaisivat vas-
tata vaittamiin ja kysymyksiin kattavasti. Palautetta haluttiin monipuolisesti niin
tyoohjeen sisallosta, kayttokelpoisuudesta kuin ulkonadstakin. Halusimme myos
saada avointa palautetta, koska niissa vastaaja paasee kertomaan vapaamuo-
toisemmin ja tarkemmin mielipiteen tyéohjeesta. Ensimmainen versio tyéoh-
jeesta lahetettiin opinnaytetydn ohjaajalle teoriatiedon oikeellisuuden tarkista-

miseksi, ennen kuin tyoohje jaettiin testattavaksi.
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8.3. Testaus opiskelijoilla, palautteen kerdys ja kasittely

Marraskuussa 2021 testattiin U-AlbKre-tutkimuksen tydohjeen ensimmaista ver-
siota alemman vuosikurssin bioanalytiikan opiskelijoilla ja heilta pyydettiin kirjal-
lista palautetta. Tyoohjeen testaus tapahtui kliinisen kemian oppitunneilla opetta-
jan ohjauksessa neljalla eri laboraatiotunnilla. Opettaja tulosti tydohjeita opiskeli-
joille, jotta he voisivat kirjoittaa palautteen kirjallisesti. Opettaja toimitti palautteet
opinnaytetyon tekijoille testauksen jalkeen. Toivottiin, etta opiskelijat tayttaisivat
itsenaisesti oman palautelomakkeen, mutta tunnilla he olivat tyoskennelleet tyo-
ohjeen parissa ryhmina, joten he olivat vastanneet palautelomakkeeseen myos
ryhmina, mika oli jarkevaa kaytannossa. Ryhmat olivat pienehkdja muutaman
hengen ryhmia, joiden osallistujamaarat vaihtelivat. Opettajan mukaan tyéohjeen

testaus oli sujunut hyvin.

Tammikuussa 2021 aloimme kasittelemaan opiskelijoiden kirjallisia palautteita
tyoohjeesta. Tyoohjeita oli tulostettu opiskelijoille kahdeksan kappaletta, joista
viiteen oli vastattu ja kolme oli tyhjia. Ensimmaisessa vaittamassa hyoddynnettiin
Likert -asteikkoa (kuva 2), jossa vastaaja valitsi parhaiten omaa mielipidetta vas-
taavan vaittaman ympyréimalla numeron. Vaittamissa kysyttiin tydohjeen sisallon
tavoitteen onnistumista, riittdvaa teoriatietoa seka tydohjeen helppokayttoisyytta,

selkeytta, ymmarrettavyytta seka ulkonadon asianmukaisuutta.
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1. Ympyrdi numero vaittaman kohdalta, joka kuvaa lahimpana mielipidet-
tdsi tydohjeesta.
1 Taysin eri mielta
2 Jokseenkin eri mielta
3 Ei samaa eiké eri mielta
4 Jokseenkin samaa mielta

5 Taysin samaa mielta

Siséltd vastaa tavoitetta. 1 2 3 4 5
Teoriatietoa on tarpeeksi. 1 2 3 4 5
Tybohje on helppokayttéinen. 1 2 3 4 5
Tybohje on selkea ja ymmarrettava. 1 2 3 4 5
Ulkon&kd on asianmukainen. 1 2 3 < 5

KUVA 2. Palautelomakkeen vaittamien Likert -asteikko.

Opiskelijoiden tulokset analysoitiin IBM SPSS Statistics -ohjelmistolla, joka on
suunniteltu tilastotieteelliseen analyysiin. Koska palautteita oli vain viisi kappa-
letta, palautteen otanta jaa kapeaksi. Pieni otanta ei valttamatta kata kaikkien
ryhmalaisten mielipidetta tydohjeesta. Kysyttaessa mielipidetta, kuinka tydohjeen
sisaltd vastaa tavoitetta (taulukko 9), mielipiteet jakaantuivat. Suurin osa (40 %)
oli sitd mielta, ettd sisaltd vastaa jokseenkin tavoitetta. Kuitenkin 20 % oli sita

mielta, etta tydohjeen sisaltod ei vastannut jokseenkin tavoitetta.

TAULUKKO 9. Sisalto vastaa tavoitetta -tulokset.

frekvenssi prosentti (%)
Taysin eri mielta 0 0
Jokseenkin eri mielta 1 20
Ei samaa eika eri mielta 1 20
Jokseenkin samaa mielta 2 40
Taysin samaa mielta 1 20
summa 5 100
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Kysyttaessa tydohjeen teoriatiedon riittavyytta (taulukko 10), suurin osa (60 %)
oli samaa mielta, etta sita oli tarpeeksi. Kuitenkin 40 % oli jokseenkin eri mielta,

etta teoriatietoa ei ollut tarpeesi.

TAULUKKO 10. Teoriatietoa on tarpeeksi -tulokset.

frekvenssi prosentti (%)
Taysin eri mielta 0 0
Jokseenkin eri mielta 2 40
Ei samaa eika eri mielta 0 0
Jokseenkin samaa mielta 0
Taysin samaa mielta 3 60
summa 5 100

Kysyttaessa tydohjeen helppokayttdisyydesta (taulukko 11), 20 % vastanneista
oli taysin eri mieltad ja 40 % jokseenkin eri mieltd. Nama teemat toistuivat myos
avointen kysymysten vastauksissa. Kuitenkin 40 % vastanneista oli jokseenkin

samaa mielta.

TAULUKKO 11. Ty6ohje on helppokayttdinen -tulokset.

frekvenssi prosentti (%)
Taysin eri mielta 1 20
Jokseenkin eri mielta 2 40
Ei samaa eika eri mielta 0 0
Jokseenkin samaa mielta 2 40
Taysin samaa mielta 0 0
summa 5 100

Kysyttaessa tydohjeen selkeydesta ja ymmarrettavyydesta (taulukko 12), mielipi-
teet jakaantuivat. Suurin osa (40 %) ei ollut samaa eika eri mielta. 20 % oli taysin
eri mielta ja 20 % jokseenkin eri mielta, joka viittaa siihen, etta tydohje oli ymmar-
retty enemman analysaattorin kayttdohjeeksi. Tama kavi ilmi myos avoimissa ky-
symyksissa. Kuitenkin 20 % oli jokseenkin samaa mielta, etta tyoohje oli selkea

ja ymmarrettava.
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TAULUKKO 12. Ty6ohje on selkea ja ymmarrettava -tulokset

frekvenssi prosentti (%)
Taysin eri mielta 1 20
Jokseenkin eri mielta 1 20
Ei samaa eika eri mielta 2 40
Jokseenkin samaa mielta 1 20
Taysin samaa mielta 0 0
summa 5 100

Kysyttaessa tydohjeen ulkonadn asianmukaisuudesta (taulukko 13), suurin osa
(60 %) oli jokseenkin samaa mielta. Kuitenkin 40 % oli jokseenkin eri mielta tyo-

ohjeen ulkonadsta.

TAULUKKO 13. Ulkonako on asianmukainen -tulokset.

frekvenssi prosentti (%)
Taysin eri mielta 0 0
Jokseenkin eri mielta 2 40
Ei samaa eika eri mielta 0 0
Jokseenkin samaa mielta 3 60
Taysin samaa mielta 0 0
summa 5 100

Kolme seuraavaa kysymysta olivat avoimia kysymyksia, joihin opiskelijat saivat
sanallisesti kirjoittaa palautetta vastaten kysymyksiin. Ensimmaisessa avoimessa
kysymyksessa kysyttiin yleisesti kehitysideoita. Kolme ryhmaa toivoi, etta rea-
genssien, kontrollien ja kalibraattoreiden pipetoitavat maarat olisivat ilmaistuna
tyoohjeessa. Lisaksi yksi ryhma lisasi, etta naytteen lisaaminen analysaattoriin
puuttuu ja toivoi enemman “step by step”-tyyppista tydohjetta. Yhden ryhman
mielesta tarvittavien komponenttien taulukko oli sekava, mutta sita ei avattu
enempaa. Sama ryhma oli myds kyseenalaistanut sitd, miksi komponenttien tau-
lukossa tarvitsee olla tuotteen tilavuus. Yksi ryhma ei ollut vastannut kehityside-

oihin ollenkaan.
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Toisessa avoimessa kysymyksessa kysyttiin, mita opiskelijat jaivat kaipaamaan
tydohjeeseen. Yksi ryhma totesi, etta analysaattoriin ohjelmoidut tutkimusnimik-
keet (U-ALB MST ja U-CREA E) puuttuvat. Toinen ryhma mainitsi, etta
WashFluid -pesuliuos puuttui reagensseista. Kolmas ryhma kaipasi verinaytteen
viitearvoja albumiinista ja kreatiniinista, vaikka tyoohjeen tarkoituksena oli tutkia
albumiinin ja kreatiniinin suhdetta virtsanaytteesta. Pipetoitavia maaria kaivattiin

my0s tassa osiossa.

Kolmannessa avoimessa kysymyksessa pyydettiin avointa palautetta tai mahdol-
lisia lisakommentteja. Yksi ryhmista kehui tydohjeen olevan hyva ja selkea ja toi-
nen ryhma puolestaan sanoi ulkonaon olevan kiva. Viitearvojen nakyminen tyo-
ohjeessa sai yhdelta ryhmalta plussaa. Kahden ryhman kohdalla Specimen di-
luent -puskurin kaytto aiheutti hammennysta ja epaselvyytta, etta laitetaanko pus-
kuri reagenssiluukkuun, segmenttiin vai molempiin. Eras ryhma luuli virheelli-
sesti, ettd Specimen diluent -puskuri laitetaan seka reagenssiluukkuun etta seg-
menttiin. Viimeisena palautteena mainittiin, etta "ohjeessa” ei pida olettaa kaytta-
jalla olevan pohjatietoa aiheesta, mutta tata ei avattu enempaa. Toivottiin jokai-

nen tyovaihe ylos selkeyden vuoksi.

8.4. Tydohjeen viimeistely

Tyoohjeen (liite 1) viimeistely tehtiin opiskelijoiden palautteiden perusteella. Tar-
keana pidettiin sita, etta tydohje olisi mahdollisimman helppokayttdinen opiskeli-
joille, mutta myds tarpeeksi kattava niin oikean kliinisen kemian laboratorion kayt-
toonkin. Tydohjeen sisaltda ja ulkonakda muokattiin opiskelijoiden palautteiden
perusteella. Kiinnitettiin huomiota myos tyoohjeen pituuteen, koska testikaytossa
ollut tydohje oli jopa 14 sivua, joka on liian pitka tamankaltaisen laboratoriotutki-
muksen tydohjeeksi. Tydohjeen sisallosta luotiin selked, tiivis seka helposti luet-
tava. Tyoohjeen ulkonakoon otettiin vaikutteita tyoelamassa ja koulussa kayte-
tyista tyoohjeista.
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9 POHDINTA

Opinnaytetyoprosessi sujui hyvin alusta loppuun ja huomioimme kaikessa tyos-
kentelyssamme eettisyyden. Teoreettisen viitekehyksen kohdalla halusimme
kayttaa mahdollisimman luotettavia laboratorioalan ja ladketieteen lahteita. Haas-
teita loivat mahdollisimman tuoreiden teorialdhteiden Idytaminen, joten jou-
duimme jossain tapauksissa tyytymaan vanhempiin lahteisiin. Laboratoriossa
tyoskennellessa noudatimme hyvia ja oikeanlaisia tydskentelytapoja, joita
olimme aikaisemmin oppineet harjoituslaboratoriossa laboraatiotunneilla. Kaikki
opinnaytetyohon liittyvat tulokset on dokumentoitu avoimesti ja kiinnitimme eri-
tyista huolellisuutta oikeellisuuteen. Tavoitteena oli luoda toimiva tyoohje, jota
bioanalytiikan opiskelijat voivat hydodyntaa tulevaisuudessa Tampereen ammatti-

korkeakoulun kliinisen kemian laboratoriossa.

Opinnaytetyon itsenaisen laboratoriotydskentelyn aikana huomattiin, etta osa tut-
kimukseen tarvittavista reagensseista vanhenevat opinnaytetyon teon aikana.
Kalibraattorit ja kontrollit olivat viela kayttokelpoisia. Luotettavien tulosten perusta
on voimassa olevat reagenssit, kalibraattorit ja kontrollit. Opinnaytety6 tehdaan
opetuskayttoon, joten kliinisen kemian opettajan luvalla paatettiin kayttaa poik-
keuksellisesti vanhentuneita reagensseja. Reagenssit ovat kalliita ja vanhenevat
tietyn ajan kuluessa, joten uusia ei ole mahdollista hankkia opetuskayttoon jatku-
vasti. Tiedostettiin kuitenkin, ettd vanhoja reagensseja ei voida kayttaa tyoela-

massa, koska ne voivat vaikuttaa tuloksiin virheellisesti.

Suurin osa laimennoksista tehtiin yksittaislaimennoksina, vaikka sarjalaimennos
olisi ollut parempi pipetointivirheiden minimoimiseksi. Asia huomattiin jalkikateen
ja tulosten perusteella pystyimme todentamaan tulokset luotettaviksi yksittais-
laimennoksista huolimatta. Lisaksi pipetointimaaria pyoristettiin pipetoinnin hel-
pottamiseksi, koska pienien maarien pipetointi lisaa pipetointivirheita, eika siksi
ole suositeltavaa. Pipetoinnissa kaytettiin suoraa pipetointitekniikkaa, mutta pie-
nien maarien pipetoinnissa kaanteispipetointi olisi ollut tekniikkana parempi,
koska virtsa on vaahtoavaa ja ulos pipetoitaessa nestetilavuus ei ole valttamatta
sama nestetta sisaan pipetoitaessa. Aikataulu oli erittain tiukka toiminnalliseen
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osuuden suorittamiseksi, joten valmistautumiseen ei jaanyt tarpeeksi aikaa. Itse-
nainen tyoskentely laboratoriossa oli haastavaa, koska meilla ei ollut siita aikai-

sempaa kokemusta.

Tyoohjeen tyostaminen tapahtui melko ripealla aikataululla, koska ensimmaiset
testaukset opiskelijoilla tapahtuivat jo marraskuun loppupuolella. Tyostamiseen
vaikutti vahvasti myOs useiden viikkojen kestavat tyoelaman harjoittelujaksot,
jotka vahensivat tyoohjeen tekoon varattua aikaa. Lisaksi teimme tyoohjeen kay-
tannossa taysin etayhteyksin, koska olimme molemmat eri kaupungeissa harjoit-
telujaksoilla. Etatyoskentelysta huolimatta meilla oli selked tyonjako ja tydohjeen

raakaversio saatiin ajoissa valmiiksi opiskelijoille testattavaksi.

Tyoohjeen ulkonako tuotti haasteita, koska ei ole olemassa taysin absoluuttista
totuutta siita, minkalainen tyoohjeen ulkonako tulisi olla. Etsimme internetista eri-
laisia tydohijeita, joista saisi ideoita tydohjeen ulkonakéon. Emme kuitenkaan I0y-
taneet kovinkaan paljoa inspiraatiota internetista 10ytyneista tydohjeista, joten
tyoohjeen ulkonako jai ensimmaiseen raakaversioon yksinkertaiseksi ja selke-
aksi. Olisimme halunneet panostaa tydohjeen ulkonakdé6én enemman, mutta ai-
kataulun puitteissa siihen ei ollut mahdollisuutta, koska pidimme siind vaiheessa
tydohjeen sisaltoa tarkeampana. Toivoimme saavamme opiskelijoilta palautetta
ulkonaosta, jotta voisimme parantaa sita lopulliseen tydohjeen. Pohdimme myods
ennen tyoohjeen varsinaista testausta opiskelijoilla, etta tydohjeen ulkonako jai
hieman tylséksi ja vaisuksi, mutta muokkaisimme sita lopulliseen versioon.
Teimme tydohjeen raakaversion TAMK:n opinnaytetydn raporttipohjaan, joka

asetti tiettyja rajoitteita tydohjeen pituuteen ja ulkonakoon.

Etatyoskentelysta huolimatta tydohjeen tyostaminen vaati useita kaynteja Tam-
pereen ammattikorkeakoulun kliinisen kemian laboratoriossa. Esimerkiksi viimei-
sella laboraatiokerralla otimme valokuvia analysaattorin tietokoneen ruudulta mo-
lempien tutkimuksen kalibraatiotuloksista, jotka havainnollistavat tydohjeessa,
millainen on hyvaksyttava kalibraatiotulos tutkimuksille. Myds reagenssien, kont-
rollien ja kalibraattoreiden teoriatieto 10ytyi ainoastaan tuotteiden pakkauksien

kyljissa olevien QR-koodien kautta.
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Haasteita prosessissa toivat se, etta opinnaytetyo ja tydohje keskustelevat kes-
kenaan ja molemmissa on samat teoreettiset tiedot. Teoreettiset tiedot muovau-
tuvat koko opinnaytetyOprosessin aikana, joten oli muistettava muokata opinnay-
tetyd ja tyoohje samalla tavalla. Teoreettisen tiedon |dytaminen oli toisinaan
haastavaa, koska se ei ollut aina helposti Ioydettavissa. Esimerkiksi reagenssien,
kontrollien ja kalibraattoreiden teoriatieto 10ytyi lopulta QR-koodin kautta tuottei-
den pakkauksien kyljesta. Lisaksi teoriatiedon sisaistaminen oli tarkeaa kyetak-
seen kokoamaan yksinkertaisen ja selkean tyoohjeen opiskelijoille, joilla on va-
hemman kokemusta laboratoriossa tyoskentelysta ja opiskelutaustaa kliinisesta
kemiasta. Valilld pohdimme, onko alemman vuosikurssin opiskelijoilla tarpeeksi
aiempaa tietoa kliinisesta kemiasta, jotta he ymmartaisivat samalla tavalla tydoh-
jeen kuin me opinnaytetyon tekijat, jotka ovat perehtyneet aiheeseen syvemmin.
Koimme, etta mekin osaltamme opittiin paljon uutta kliinisesta kemiasta ja ylipaa-

taan laboratoriossa tydskentelystd, kun teimme opinnaytetyo6ta ja tydohjetta.

Toivoimme opiskelijoilta palautetta yksilona, mutta kaikki palaute oli annettu pien-
ryhmissa johtuen oletettavasti aikataulusyista. Yksilopalaute olisi ollut kattavampi
monipuolisempaan analysointiin, mutta saimme kuitenkin Kirjallisen palautteen
perusteella arvokasta palautetta tydohjeesta. Palaute oli vaihtelevaa, mutta saa-
tiin selkea kasitys siita, mita tydohjeesta tulisi korjata. Opiskelijoiden palautteiden
perusteella tydohje oli osittain kasitetty virheellisesti analysaattorin kayttooh-
jeeksi, vaikka kyseessa oli tyoohje U-AlbKre-tutkimuksen maaritykseen. Tyooh-

jeessa oli kuitenkin viitattu analysaattorin pikaohjeen kayttoon.
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Tampereen ammattikorkeakoulu Tyoohje opetuskayttoon
Bioanalyytikon tutkinto-ohjelma Syyskuu 2022

Kliininen kemia Laatijat:

Konelab 20XT Eveliina Laara & Meri Mannisto

ALBUMIININ JA KREATINIININ SUHDE (VIRTSA)

TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Albuminurian selvittely, jossa albumiinia erittyy virtsaan normaalia enemman. Lisaantynytta
eritysta esiintyy muun muassa munuaissairauksissa, diabeteksen aiheuttamassa munuais-
taudissa seka glomerulaaristen hiusverisuonten vaurioituessa. Albuminuriaan liittyy useita
riskitekijoita, kuten esimerkiksi kohonnut verenpaine, dyslipidemia, ylipaino ja tupakointi.

Kertavirtsan vakevyys ja albumiinin pitoisuus vaihtelee paivassa virtsanerityksen mukaan.
Taman kompensoimiseksi tutkimuksessa kaytetaan kreatiniinia osatutkimuksena ja sen las-
kennallista suhdetta albumiiniin, koska yksilon kreatiniinin tuotto on paivassa melko vakio.
Sen vuoksi yksittainen kertavirtsanayte on kaytanndllinen albumiinin pitoisuuden maaritta-
miseksi.

PERIAATE

Virtsan albumiini (U-Alb): immunoturbidometrinen menetelma

Virtsan kreatiniini (U-Kre): entsymaattinen kolorimetrinen menetelma

NAYTE

Puhtaasti laskettu virtsanayte eli ns. keskisuihkunayte. Rakkoaika tulisi olla noin 4—6 tuntia.
Nayte otetaan kertanaytteena tehdaspuhtaaseen nayteastiaan, josta nayte siirretaan teh-
daspuhtaaseen nayteputkeen viimeistaan puolen tunnin kuluessa naytteenotosta. Lampd
heikentaa naytteen sailyvyytta.

Ennen naytteenottoa runsasta nesteen nauttimista on valtettava sen laimentavan vaikutuk-
sen vuoksi. Aamuvirtsanayte on suositeltavin, koska virtsanmuodostus on yolla vahaisinta
ja talléin virtsa on konsentroituneinta. Aamuvirtsassa ei mydskaan nay fyysisen rasituksen
mahdollisia vaikutuksia virtsan koostumukseen.

(jatkuu)



REAGENSSIT, KONTROLLIT JA KALIBRAATTORIT
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Nayte, reagenssit, kontrollit, kalibraattorit ja muut tarvittavat komponentit lisataan analysaat-
torille Konelab 20XT -pikaohjeen mukaisesti. Reagenssien tulee olla huoneenlampdisia en-

nen maarityksen aloittamista. Pipetoitaessa on valtettava ilmakuplien muodostumista. Tar-
vittavat reagenssit on esitetty alla olevassa taulukossa. Tarvittavien komponenttien perassa
on mainittu tuotteen REF-numero ja pakkauksen tilavuus.

ALBUMIN MST CREATININE
(ENZYMATIC)
REAGENSSIT Albumin antiserum Reagent A
(981927; 3 ml) (981896; 20 ml)
Protein Buffer 2 Reagent B
(N09873; 20 ml) (981896; 10 ml)
Specimen diluent
(N09867; 20 ml)
KONTROLLIT Albumin U Control uTrol
(981878; 2 ml) (981821; 5 ml)
Albumin U Control High uTrol High
(981879; 2 ml) (981822; 5 ml)
KALIBRAATTORIT | Albumin U Calibrator sCal
(981877; 2 ml) (981831; 3 ml)
MUUT WashFluid

(981842; 20 ml)

laboratoriovesi

NAYTTEEN MAARITYS

Analysaattori laskee tulokset automaattisesti kayttamalla kalibrointikayraa. Y-akselilla on
responssi eli absorbanssi ja X-akselilla konsentraatio eli pitoisuus. Albumiinin (U-ALB MST)
kalibrointikdyra on epélineaarinen (kuva 1) ja kreatiniinin (U-CREA E) kalibrointikdyra on
lineaarinen (kuva 2). Albumiinin konsentraation yksikkd on mg/ ja kreatiniinin mmol/l. Mo-
lemmissa tutkimuksissa absorbanssi ja konsentraatio tulisi nousta suhteessa toisiinsa, jol-

loin kalibrointi voidaan hyvaksya manuaalisesti.

Ks. seuraava sivu: kalibraatiotulosten esimerkkikuvat.

(jatkuu)
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Kalibraatiota El hyviksytty | Resp.(A)
-—
| 0.300
i Hyvaksytty - - |
.............. /J
. ----- /I./ =
Komelaatio 000823 / """""" .
0.000
Virheet 0
N Keons. (mgil)
Standardi Ruponuil Laskettu | Kons. I Virheet 3
1
2 |AlbUCal 0.009 48 46
3 |AlbUCal 0.025 15.8 14.7
4 |Alb U Cal 0.070 515 515 >
5 [Alb U Cal 0125 102.7 103.0 o
6 |AlbUCal 0.235 206.0 206.0 }
o S—
(1B
e
F1 F2 F3 Fal ¥ F5 F6 F7 F8
Nayta Hyviéksy Vertailu Valitse Kayta ed. Kalibroi Tulosta ~jathuu--
lisdtiedot kalibrointi padlle testi kalibrointia uudelleen kalibraatio

KUVA 1. Esimerkki albumiinin kalibraatiotuloksista.

Kallbraatiota El hyvaksytty Resp.(3) 1
0100
Hyviksytty a - il :
Factori 2843 i ;
. Bias 0.011 1l
Korrelaatio 0.999947
! 0.010 :
| Virheet 0
Kons. (mmolll)
Standardi Responssi| Laskettu | Kons. I Virheet
] I {
| | 2 |water o011 0.00 0.00 i
3 |scal 0.097 3.91 389 !
4 |scal 0.096 387 ase T T T e i i ;
1 E 1
Qe e T T R TR i
F1 F2 F3 F4 = FS F6 F7
Nayta Hyvaksy Vertallu Valitse Kidyta ed. Kalibroi Tulosta ~jatkuu--
lisdtiedot kalibrointi paille testi kalibrointia uudelleen kalibraatio

KUVA 2. Esimerkki kreatiniinin kalibraatiotuloksista.

(jatkuu)
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ALBUMIININ JA KREATINIININ SUHTEEN LASKEMINEN

Albumiinin ja kreatiniinin suhde virtsassa (ACR= albumine creatinine ratio) lasketaan manu-
aalisesti analysaattorin antamista albumiinin ja kreatiniinin tuloksista seuraavalla kaavalla:

albumiini (%)

ACR =

mmeol

l )

kreatiniini (
Esimerkki 1:

Konelab 20XT -analysaattori antaa virtsan albumiinin tulokseksi 23 mg/l ja kreatiniinin tu-
lokseksi 9,0 mmol/l. Laske albumiinin ja kreatiniinin suhde. Onko tulos normaali?

ACR = 23mg/l

- 9,0 mmol/l

=2,555... ~ 2,56 mg/mmol

Vastaus: 2,56 mg/mmol eli tulos on normaali.

(jatkuu)



TULOSTEN TULKINTA
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Konelab 20XT -analysaattorin mittausrajat virtsan albumiinille ja kreatiniinille on esitetty alla

olevassa taulukossa:

MITTAUSRAJAT

ALBUMIINI

KREATINIINI

5-188 mgll

0.2—40 mmol/l

Normaali albumiinin maara virtsassa ihmisella on alle 3 mg/mmol. Kun potilaalla on lisdan-
tynyt albuminuria, ovat U-AlbKre:n arvot toistuvasti yli 3 mg/mmol. Selvasti lisdantynyt albu-
minuria tai jo proteinuriaksi muodostuneen raja-arvoksi on maaritelty yli 30 mg/mmol. Virt-
san albumiinin ja kreatiniinin suhteen viitearvot on esitetty alla olevassa taulukossa:

VIITEARVOT NAISET MIEHET
ALBUMIINI < 30 mg/l < 30 mg/l
AR 2.55-20.0 mmol/l 3.54-24.6 mmol/l

ACR < 3 mg/mmol < 3 mg/mmol
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