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Hakamyrkytyksesta aiheutuva karboksihemoglobiinin (COHb) korkea pitoisuus ve-
resséa on yksi yleisimmista kuolemaan johtavista myrkytyksen aiheuttajista. Karbok-
sihemoglobiinin pitoisuus maaritetaan kokoverinaytteesta oksimetrisesti, usean aal-
lonpituuden absorptioon perustuvaa spektroskopiaa hyédyntaen. Taman opinnayte-
tyon tarkoituksena oli validoida THL:n oikeuskemiayksikon kayttoon ABL90 Flex Plus
-verikaasuanalysaattori korvaamaan kaytosta poistuva vanha oksimetrialaite.

Laboratorio-oksimetria tarvitaan oikeusladketieteellisen kuolemansyynselvityksen
COHb-mittauksia varten, joiden avulla poissuljetaan hdkamyrkytys vainajan kuolin-
syyna. ABL90 Flex Plus -laite on automatisoitu analysaattori, ja sitéa kaytetaan myos
muissa Pohjoismaissa vainajista tehtaviin COHb-maarityksiin. Kliiniseen potilastyo-
hon tarkoitetuille laitteille vainajanaytteet ovat haastavia matriiseja niiden huonon laa-
dun ja vaihtelevan koostumuksen vuoksi. Myds sailontaaineet tuottavat ABL90 Flex
Plus -laitteelle ongelmia. Kaikista toimivimmaksi matriisiksi validoinnin aikana osoit-
tautui sailontaaineettoman verinaytteen vesilaimennos, jossa on puolet naytetta ja
puolet laboratoriovetta. Muillekin tarkastelun kohteena olleille matriiseille kehitettiin
niille soveltuvat naytteenkasittelymenetelmat ja ne hyvaksyttiin toissijaisiksi nayte-
matriiseiksi.

Menetelman oikeellisuus maaritettiin biasprosenttina, joka oli -9,3 %. Maarityksen si-
séainen toistotarkkuus seké valitason toistotarkkuus tutkittiin suhteellisena keskihajon-
tana, ja ne olivat kaikki tutkitut matriisit mukaan luettuina 2,7 % ja 3,4 %. Alemmaksi
raportointirajaksi vainajanaytteille valittiin lahdetietojen perusteella 5 % ja ylemmaksi
75 % COHb:n suhteen, vaikka ABL90 Flex Plus -laite toimii valmistajan mukaan suu-
remmallakin mittausalueella. Menetelman laajennettu mittausepavarmuus 95 %:n
luottamustasolla 0—10 % karboksihemoglobiinia sisaltavilla naytteilla on 49 % ja 10—
75 % sisaltavilla naytteilla 19 %. Validoinnin aikana tehtiin kuitenkin havainto, etta ve-
rindytteen COHb-pitoisuus laskee, mikali ndyte on suorassa kosketuksissa ilman
kanssa ja tama taytyy jatkossa huomioida analyysin ndytteenkasittelyssa. Havainto
myaos selittdd menetelmén suuren epavarmuusalueen seka biasprosentin. ABL90
Flex Plus -laite soveltuu vainajien verinaytteista tehtéaviin hakamaarityksiin hyvin ja
tayttaa sille asetetut vaatimukset oikeuskemian yksikossa.
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Carbon monoxide is one of the most common causes of fatal poisoning. The
poisoning is caused by carboxyhemoglobin, and it is determined oximetrically from a
whole blood sample, using absorption spectroscopy. The purpose of this thesis work
was to validate the ABL90 Flex Plus blood gas analyzer to replace the old CO-oximeter
at THL'’s forensic chemistry laboratory.

The ABL90 Flex Plus is an automatic analyzer, which is also used in other Nordic
countries to exclude CO-poisoning as the cause of death. For many devices,
postmortem samples are challenging matrices due to their poor quality and variable
composition. Preservatives cause problems for the ABL90 Flex Plus device and the
most effective matrix turned out to be a water dilution of a preservative-free blood
sample with one half of the sample and the other half of water. Alternative
postmortem blood matrices were tested and accepted to be used as secondary
sample material.

The correctness was determined as a bias percentage, which was -9.3 %. The intra-
assay repeatability and inter-assay repeatability were examined as relative standard
deviations and were 2.7 % and 3.4 % including all examined matrices. 5 % and 75 %
were chosen to be the reporting limits for COHb, based on source data. The
extended measurement uncertainty of the method at a 95 % confidence level with a
carboxyhemoglobin concentration of 0—-10 % is 49 % and at the concentration level
from 10 % to 75 % of COHb it is 19 %. During the validation it was observed that the
COHb concentration of the blood sample decreases if the sample is in direct contact
with air and this must be considered in the sample processing during the analysis.
This observation also explains the large uncertainty range and the bias percentage of
the method.

In summary, it can be concluded that the ABL90 Flex Plus device is well suited for
carbon monoxide determinations made from blood samples in the postmortem
analysis and meets the requirements set by the forensic chemistry unit.

Keywords: carbon monoxide, oximetry, postmortem analysis
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Lyhenteet

AM-nayte

COHb

tHb

THL

MetHb

PM-nayte

RSD

Ante mortem-nayte. Ennen kuolemaa keratty potilasnayte, jota kay-

tetdaan kuolemansyynselvityksessa.

Carboxyhemoglobin. Karboksihemoglobiini. Hemoglobiini, jossa

happimolekyylin tilalle on sitoutunut hiilimonoksidi.

Infra-red, infrapunainen. Nakyvan valon aallonpituutta suuremmalla

aallonpituudella sateileva valo.

Total hemoglobin. Kokonaishemoglobiini. Veren kaikkien hemoglo-

biinityyppien yhteenlaskettu pitoisuus.

Terveyden ja hyvinvoinnin laitos. Sosiaali- ja terveysministerion
alainen tutkimuslaitos, joka tutkii ja seuraa vaeston hyvinvointia ja

terveyttd, seka kehittéda toimenpiteita niiden edistamiseksi.

Methemoglobiini, ferrihemoglobiini. Harvinainen hemoglobiinityyppi,
jossa raudan hapetusluku on +lI sijaan +lIl. MetHb ei osallistu ha-

pen kuljettamiseen veressa, ja on siksi haitallista elimistdssa.

Post mortem-nayte. Kuoleman jalkeen oikeuslaaketieteellisen ruu-

miinavauksen aikana keratty nayte.

Relative standard deviation, suhteellinen keskihajonta. limaistaan

prosentteina ja kuvaa ryhman keskimaaraista hajontaa.

Veri, pullossa. Pulloveri, eli halkaisijaltaan normaalia nayteputkea
suurempaan muoviseen nayteputkeen keréttava sailéntaaineeton
verinayte. Yksi oikeusladketieteellisessa ruumiinavauksessa keré-

tyistd matriiseista.



Vpt Veri, putkessa. Putkiveri, muoviseen nayteputkeen oikeuslaaketie-
teellisessa ruumiinavauksessa kerattava sailontaaineena natrium-

fluoridia sisaltava verinayte.



1 Johdanto

Haka on yksi yleisimmista kuolemaan johtavista myrkytyksen aiheuttajista niin
Suomessa kuin muuallakin maailmassa. Palokaasu- ja hakamyrkytys on valitén
kuolinsyy lahes puolella tulipalon uhreista [1], ja esimerkiksi vuonna 2019 tulipa-
loihin kuoli Suomessa 48 ihmista [2]. Tulipalokuolemissa yksi oikeuslaaketie-
teellisessé kuolemansyynselvityksessa tutkittavista analyyteista on veren kar-
boksihemoglobiini (COHDb) -pitoisuus, mikali on aiheellista olettaa henkilon me-
nehtyneen hakamyrkytyksen seurauksena. Veren COHb-pitoisuus tutkitaan
myo6s, mikali palaneesta rakennuksesta I6ytyneen vainajan epailladn menehty-
neen jo ennen tulipaloa. Tallaisessa tilanteessa veren hakapitoisuuden maaritys
on tarke&a etenkin, jos asiassa on syyta epailla rikosta. Vainajan veren COHb
tutkitaan lisdksi aina, mikali hakamyrkytys on olosuhteet huomioiden muulla ta-

voin mahdollinen kuolinsyy.

Oikeuslaéaketieteellinen kuolemansyyn selvittaminen tehdaan silloin, kun kuole-
man syy ei ole taysin selva. Tallainen tilanne on esimerkiksi, kun kyseessa on
kuolemaan johtanut tapaturma, itsemurha, hoitovirhe, kun henkil® l6ydetaan ko-
toaan menehtyneena, tai kun kuolema on ollut muulla tavoin yllattava. [3.] Vai-
najan kuolinsyy selvitetd&n oikeuslaéketieteellisen menettelyn mukaisesti, ja
tarvittaessa vainajalle tehdaan oikeuslaaketieteellinen ruumiinavaus. Oikeuslaéa-
ketieteellinen ruumiinavaustoiminta kuuluu Terveyden ja hyvinvoinnin laitokselle
(THL), joka myés valvoo ja ohjaa oikeuslaaketieteellista kuolemansyyn selvitta-
misprosessia. [4.] Ruumiinavauksen suorittaa oikeuslaakari, jolle THL:n alaisuu-
dessa toimiva oikeuskemiayksikko tuottaa ruumiinavauksessa saatujen nayttei-
den laboratoriotulokset kuolemansyylausuntoa varten. Oikeuskemiallinen tutki-

mus tehdaan noin 12 %:lle kaikista kuolleista [5].

Taman opinnaytetyodn tarkoituksena oli validoida THL:n kaytt6on vainajien veri-
naytteiden karboksihemoglobiinipitoisuuden maaritysta varten Radiometerin

ABL90 Flex Plus -verikaasuanalysaattori sekéa kehittaa naytteenkasittelymene-
telmat usealle eri verimatriisille. Laite hankittiin oikeuskemiayksikk6on ensisijai-

sesti korvaamaan kaytosta poistuva vanha oksimetrialaite. Validointi tehtiin



THL:n sisaisen ohjeen "Kemiallisten menetelmien validointiopas” ja sita tayden-
tavan oikeustoksikologiayksikdn "Validointiohje (TO-008)” mukaan. Validointi-
suunnitelmassa oleva taulukko validointiparametreista on esitetty liitteessa 1.
Validointisuunnitelma arkistoitiin kokonaisuudessaan THL:n sahkadisiin jarjestel-

miin.

Opinnaytetyon aikana pyrittiin luomaan naytematriiseille sopivat naytteenkasit-
telymenetelmat, joilla olisi mahdollista saada mahdollisimman luotettavia ja ta-
salaatuisia tuloksia, vaikka eri tapausten ruumiinavauksesta saatujen nayttei-

den, seké naytteiden laadun valilla on huomattavia eroja. Kuvassa 1 on esitet-

tyna tarkastelun kohteena oleva verikaasuanalysaattori.

Oy Cuahaty

ranomeren JH

Kuva 1. ABL90 Flex Plus -verikaasuanalysaattori [6, kansilehti]



2 Hakamaaritys

Oikeuskemian yksiktssa vainajien hakamyrkytyksen toteamisessa kaytettava
menetelma perustuu oksimetriaan. Hakamaaritykseen kaytettavan naytteen tay-
tyy sisaltdé elimiston punasoluja, silla punasolujen pinnan rakenneaine hemo-
globiini on se veren osa, johon hiilimonoksidi sitoutuu. TAman takia kokoveri on
ainoa hakamaaritykseen soveltuva matriisi. Naytteen on oltava homogeeninen
ja tasalaatuinen, eiké se saa sisaltdd huomattavia maaria spektrometrista maa-

ritysta haittaavia komponentteja, kuten rasvaa.

2.1 Hiilimonoksidin vaikutukset elimistossa

Hiilimonoksidi eli hdka sitoutuu happeen verrattuna punasolujen hemoglobiiniin
noin 240-kertaisella affiniteetilla muodostaen karboksihemoglobiinia. Karbok-
sihemoglobiini ei itsessaan ole myrkyllistd, mutta se vahentaa veren hapenkul-
jetuskapasiteettia radikaalisti. Soluhengityksen salpautuminen alkaa, kun
COHb-pitoisuus veressa kasvaa 40 %:iin, ja 70-prosenttinen veren karboksihe-
moglobiinipitoisuus aiheuttaa valitttman kuoleman. Kuitenkin jo 15 %:n COHb-
pitoisuus aiheuttaa oireita, kuten paansarkya, pahoinvointia, huimausta, nako-

hairi6ita ja sekavuutta. [1.]

Hengitysilmassa oleva hiilimonoksidi aiheuttaa myrkytystilan ja tajuttomuuden jo
melko pienina pitoisuuksina. Turvaraja hiilimonoksidin suhteen hengitysiimassa
on vain 0,0025-0,005 %, ja jo 0,2 %:n hak&pitoisuus aiheuttaa nopeasti tajun-
nanmenetyksen ja kuoleman. Hakaa ei ole mahdollista aistinvaraisesti tunnis-
taa, silla se on hajuton, mauton ja varitén kaasu, joka ei mydskaan arsyta hen-
gitysteita. Mikali palaminen tapahtuu niukkahappisissa olosuhteissa, hiilimonok-
sidin muodostuminen moninkertaistuu, ja jo muutama hengenveto palokaasuja
sisdltavaa ilmaa aiheuttaa tajunnanmenetyksen. [1.] Tamé&n vuoksi huoneilman
hakapitoisuuden pysymista kriittisen tason alapuolella on aiheellista seurata ha-
kavaroittimella, mikali tilassa on mahdollisia hiilimonoksidin lahteita, kuten tuli-

sija. Karboksihemoglobiinin rakenne-ero hapen ja hemoglobiinin



muodostamaan oksihemoglobiiniin, sek& hemoglobiinin ja hiilidioksidimolekyylin

muodostamaan karbaminohemaoglobiiniin on esitetty kuvassa 2.

Oxyhemoglobin Carbaminchemoglobin Carboxyhemoglobin

Kuva 2. Oksihemoglobiinin, karbaminohemoglobiinin ja karboksihemoglobiinin
rakennekaavat. [7.]

Hiilimonoksidia syntyy palamistuotteena kaikilla fossiilisilla polttoaineilla. Se se-
koittuu hengitysilmaan vaivattomasti, jolloin haan inhalaatiota alkaa tapahtua
valittdmasti. Hiilimonoksidi siirtyy helposti keuhkorakkuloista vereen aiheuttaen
hapenpuutteen eli hypoksemian, ja se liikkuu hemoglobiinin kuljettamana edel-
leen kudoksiin, joissa se aiheuttaa kudosten happikadon eli kudoshypoksian.
Hakamyrkytys vaikuttaa padasiassa runsaasti happea kuluttaviin solukoihin, ku-
ten esimerkiksi aivo- ja sydankudoksen soluihin. Aivohypoksian kanssa saman-
aikaisesti potilaalle voi ilmaantua sydamen happivajeen aiheuttamia EKG-muu-
toksia, kammioperéaisia rytmihairiditd seka pumppaushairio. Karboksihemoglo-
biinin ongelmallisuutta elimistdssa lisda sen allosteerinen vaikutus, jolloin hemo-
globiiniin sitoutunut happi irtoaa solujen kaytt6én normaalia heikommin. [1.] Li-
saksi hiilimonoksidin sitoutuminen hemoglobiiniin estda soluja siirtamasta ai-
neenvaihduntansa lopputuotetta hiilidioksidia hemoglobiinin kuljetettavaksi pois
elimistosta [8, s. 515].

Etenkin kaupunkiymparistosséd moottorilikenne on merkittdva hengitysilman hii-
limonoksidin lahde, jonka vuoksi asukkailla voi olla jatkuva hak&altistus. Tupa-

koimattomilla aikuisilla hakamyrkytyksen rajana pidetdan 5 %:sta veren COHb-



pitoisuutta, ja tupakoivilla 10-prosenttista veren COHb-pitoisuutta. [1.] YIi 50
%:sta veren karboksihemoglobiinipitoisuutta pidetadn yleisesti letaalina, mutta
esimerkiksi henkilon ikéa ja terveydentila voivat aiheuttaa kuoleman alhaisemmil-
lakin veren karboksihemoglobiinipitoisuuksilla. [8 s. 515]. Karboksihemoglobiini
on melko stabiili yhdiste, ja se poistuu elimistésta hitaasti. Normaalia ilmaa hen-
gitettdessa hemoglobiiniin sitoutuneesta hiilimonoksidista poistuu noin 15 %

tunnissa, ja 100-prosenttista happea hengitettdesséa noin 50 % tunnissa. [1.]

Kehossa muodostuu luonnostaan pienié pitoisuuksia hiilimonoksidia aineen-
vaihdunnan seurauksena, ja se toimii todennédkdisesti vélittdjaaineena elimis-
tossa. Hillimonoksidin on todettu eldinkokeiden perusteella olevan myds anes-
teetti, ja pienet hakapitoisuudet aiheuttavat keskushermoston elektrofysiologista
vasteettomuutta, vaikka aivohypoksiaa ei vield esiinny. On siis mahdollista, etta
myrkytystilanteessa syntyva hypoksia johtuu merkittavalta osin hallitsematto-
maan anestesiatilaan liittyvasta riittamattomasta hengityksesta ja hengitystien

tukkeutumisesta. [1.]

2.2 Hakamaarityksen periaate

Hakamyrkytys tutkitaan oksimetrisesti potilaan veren karboksihemoglobiinipitoi-
suutena. Oksimetriassa nayte analysoidaan spektrofotometrisesti absorptioon

perustuvaa spektroskopiaa kayttden. Verinaytteesta mittauksen tekeva labora-
torio-oksimetri (engl. CO-oximeter) on sormenpaahan sijoitettavaa pulssioksi-

metrid (engl. pulse oximeter) monipuolisempi analyysivaline veren hemoglobii-
nien tyypitysta seka niiden pitoisuuksien analysointia varten. Maaritys perustuu
kokonaishemoglobiinin (tHB) ja karboksihemoglobiinin suhteeseen, ja pitoisuus

prosenttiosuutena lasketaan kaavan 1 [9, s. 2, merkint6ja muutettu] mukaisesti.



% COHb = [COHD] - 100
° ~ [0,Hb] + [HHD] + [MetHB] + [COHD]
jossa Q)
Oz2Hb on veren oksihemoglobiinin osuus
HHb on veren deoksihemoglobiinin osuus
MetHb on veren methemoglobiinin osuus
COHb on veren karboksihemoglobiinin osuus.

Laskenta perustuu siihen, ettd mitattujen absorbanssien arvot eri aallonpituuk-
silla kerrotaan laitteen muistissa olevilla vakioilla, jotka on saatu analysoimalla
kunkin hemoglobiinimuodon suhteen 100-prosenttinen naytematriisi. Siten saa-
daan lasketuksi kunkin hemoglobiinityypin pitoisuus veressa ja kokonaishemo-

globiini on naiden pitoisuuksien summa. [10, s.1.]

Pulssioksimetri ei tarvitse erillista verinaytettd, vaan sen toiminta perustuu ku-
doskerrosten l&api vereen emittoitavaan kahteen aallonpituuteen: punainen valo
noin 660 nm:n aallonpituudella seka lahella infrapunaisen (Infra-red, IR) aallon-
pituuksia oleva valo noin 940 nm:n aallonpituudella. Happipitoisen veren ok-
sihemoglobiini absorboi paremmin IR-aallonpituuksia ja huonommin punaisen
aallonpituuksia kuin vahahappisen veren deoksihemoglobiini. Taméa on mahdol-
lista huomata my6s silméamaaraisesti, silla hapekas valtimoveri on savyltaan
kirkkaamman punaista, kuin hiilidioksidipitoinen laskimoveri. [11.] T&h&n eroa-
vaisuuteen perustuen pulssioksimetrilla on mahdollista seurata reaaliajassa ve-
ren happisaturaatiota, mutta se ei anna yksityiskohtaisempaa informaatiota eri
hemoglobiinityyppien osuuksista veressa, eika silla ole mahdollista esimerkiksi
todeta potilaalla olevaa hakamyrkytysta. Pulssioksimetrilla tehty mé&éaritys on
my0os epatarkka, silla epatavalliset hemoglobiinityypit, kuten karboksihemoglo-
biini seka kolmenarvoista rautaa (Fe3*) kahdenarvoisen (Fe?*) sijaan sisaltava
methemoglobiini (MetHb) [12], absorboivat myds jonkin verran valoa mitatuilla
aallonpituuksilla. [13.] Laboratorio-oksimetri mittaa verinaytteesta kaikki veren
hemoglobiinityypit useampaa valon aallonpituutta hydédyntaen kuin pulssioksi-
metri, ja se ilmoittaa tulokset prosenttiosuuksina. Mikéli liuoksessa on useita eri

aallonpituuksilla valoa absorboivia yhdisteitda, Lambert-Beerin lain mukaan



jokaisen yhdisteen pitoisuus on suoraan verrannollinen kyseiselle yhdisteelle
ominaisen aallonpituuden absorbanssiin, sekd naytteen lapi kulkevan valotien
pituuteen [14]. N&ain eri hemoglobiinityyppien osuudet on mahdollista maarittaa
verindytteesta tarkasti.

2.3 Vainajan kudokset naytematriiseina

Karboksihemoglobiinin on todettu olevan melko pysyva yhdiste. Sen pitoisuus
on mahdollista analysoida myrkytystapauksien todentamiseksi useaa valon aal-
lonpituutta hyddyntavalla oksimetrisella menetelmalla luotettavasti pitkankin
ajan kuluttua kuolemasta, vaikka kehon kuolemanjalkeiset reaktiot olisivat kayn-
nistyneet. [8, s. 516.] Koska analyysin tarkoituksena on poissulkea hakamyrky-
tyksen aiheuttama kuolema, menetelman voidaan todeta olevan tarpeeksi
tarkka kliinisille naytteille tarkoitettujen menetelmien mittausepavarmuutta suu-
remmallakin mittausepavarmuusalueella. Liséksi koska maarityksella tutkitaan
vain COHb:n osuutta kokonaishemoglobiinista, vainajaverinaytteiden usein hy-
vinkin vaihteleva konsentraatio ei vaikuta mittaustulokseen. Koska verinaytteen
tiheys on merkitykseton tekija mittaustuloksen kannalta, naytteen esikasittelylle
asetettavat vaatimukset eivat ole yhta kriittisia kuin useimmissa analyysimene-

telmissa.

Vainajanaytteet ovat haastavia matriiseja luotettavaan laboratoriotutkimukseen
niiden epatasaisen laadun vuoksi. Vainajanaytteet eroavat kliinisista elavilta ih-
misilta otetuista naytteista usein laadultaan merkittavasti, silla kuoleman jalkeen
keratyissa naytteissa esiintyy aina sailytyksesta aiheutuneita muutoksia kuten
jonkinasteista hemolyysia, seka usein myos kehossa tapahtuvien kuolemanjal-
keisten prosessien aiheuttamia muutoksia. Naihin lukeutuu muun muassa erilai-
set hajottajien toiminnan hallitsemattomasta lisdantymisesta johtuvat muutokset
kudoksissa, seké verisolujen sedimentaatio, hyytymien muodostuminen, kudos-
nestekontaminaatio ja matanemisprosessin tai bakteerikasvun aiheuttamat
muutokset. Naytteeksi keratty veri voi olla olosuhteista riippuen lisdksi kon-
sentroitunut ruumiin kuivumisen seurauksena tai laimentunut osmoosin vaiku-

tuksesta, mikali vainaja on l6ytynyt vesistosta. [15, s. 40.]



Myds naytteenkeraystapa on tarkea, silla vaarin keratty kudos voi aiheuttaa liséa-
kontaminaatioita jo ennestaankin heikkolaatuiseen naytteeseen ja vaaristaa tu-
losta. Esimerkiksi rasva muuttuu kuolemanjalkeisissa reaktioissa juoksevaksi ja
Oljlymaiseksi [16, s. 114], jolloin se voi kulkeutua muiden kudosten alueelle ja
liata kuolemansyynselvitysta varten kerattavat naytteet. On tavallista, etta ruu-
miinavauksen yhteydessa naytteenkeraystavat vaihtelevat vainajan ruumiin
kunnon mukaan, jolloin hajoamistilassa olevista vainajista kerattyjen naytteiden
kontaminaatioriski on suurentunut ja mahdollinen tulosten vaaristyma taytyy ot-
taa huomioon [15, s. 39] kuolemansyynselvitysta laadittaessa. Verinayte kera-
taan vainajilta reisilaskimosta kasivarren laskimon sijaan, eika sita oteta pista-
malla ihon lavitse, vaan vatsaontelon sisapuolelta. [16, s.144] Naytteenottopai-

kan ei ole todettu vaikuttavan analyysin lopputulokseen.

Post mortem -naytteet (PM-naytteet, kuoleman jalkeen keratyt naytteet) saatta-
vat tuottaa tuloksia, jotka eivat ole verrannollisia kuoleman hetkella elimistéssa
esiintyneisiin pitoisuuksiin, silla keho jatkaa haitallisten yhdisteiden kasittelya ja
poistoa niin kauan kuin elimist6 jatkaa mekaanisesti toimintaansa, vaikka aivo-
kuolema olisikin jo tapahtunut hypoglysemian tai hypoksian seurauksena [15, s.
36]. Esimerkiksi ihosolut pysyvat elossa jopa muutaman paivan ajan [16, s.106].
Valilla vainajista on saatavilla myos antemortem-naytteita (AM-naytteet, ennen
kuolemaa keratyt naytteet), mika saattaa joissain tapauksissa auttaa selvitta-
maan, onko kuolema aiheutunut kyseiselle henkildlle letaalista hakapitoisuu-
desta [15, s. 39] vai onko veressé olevan karboksihemoglobiinin aiheuttama ta-
junnantason aleneminen vain kuolemaan myoétavaikuttanut tekija. Kuolemaan
johtaneen hakamyrkytyksen toteamisessa veren karboksihemoglobiinipitoisuu-
den mahdollisella muuttumisella kuolemanjéalkeisten reaktioiden seurauksena ei
todennéakoisesti ole merkittdvaa vaikutusta, joten vainajan veren karboksihemo-
globiinipitoisuuden on mielekasta ajatella korreloivan kuolinhetken karboksihe-

moglobiinipitoisuuteen.



3 ABL90 Flex Plus -verikaasuanalysaattori

Oikeuskemiayksiktssa aiemmin kaytdssa olleen Gem OPL -oksimetrialaitteen
valmistajan tarjoama laitetuki lopetettiin, jolloin uuden analyysilaitteen hankkimi-
nen tuli ajankohtaiseksi. Muissa Pohjoismaissa saatujen positiivisten kayttajako-
kemusten vuoksi myds Suomessa paadyttiin valitsemaan hakamaaritysta varten
Radiometerin ABL90 Flex Plus -verikaasuanalysaattori. Koska laite on alun pe-
rin suunniteltu elavilta inmisiltd kerattyjen kliinisten naytteiden tutkimiseen, kayt-
toonottoa varten tarvittiin validointi suppeamman verifiointiprosessin sijaan.
ABL90 Flex Plus on automatisoitu analyysilaite, ja sen toiminnassa sovelletaan
neljaa eri mittausperiaatetta, potentiometriaa, amperometriaa, optista pO2-maa-
ritysta seka spektrofotometriaa [6, s. 327]. Osa sen tuottamista 19 parametrin
tuloksista on johdettuja, mutta COHb-fraktio on suoraan mitattava suure. Lisaksi
analyyseissa on huomioitu automaattisesti tarkeimmaét mittausta hairitsevét ai-

neet eli intralipidit seka sulfhemoglobiini [6, s. 358].

Tutkittaviksi naytematriiseiksi valittiin kaikki verinaytetyypit, joita oikeuslaéketie-
teelliseen ruumiinavaukseen paatyneista vainajista voidaan keratd. Naméa nay-
tetyypit ovat sailontdaineena natriumfluoridia sisaltava putkiveri (vpt), EDTA-
veri, seka sailontaaineeton pulloveri (vpl). Lisaksi tutkittiin AM-veri (saildntaai-
neesta ei tietoa), Gem OPL-laitteen kontrollindytteitéa kolmella eri pitoisuusta-
solla, seka vanhojen vertailumittauskierrosten ulkoisia laaduntarkkailunaytteita.
Kaikille valituille naytematriiseille kehitettiin sopiva esikasittelymenetelma

ABL90 Flex Plus -verikaasuanalysaattorilla tehtavia mittauksia varten.

Sensorikasetti

Sensorikasetti on ABL90 Flex Plus -verikaasuanalysaattorissa kaytettava useita
parametreja samanaikaisesti mittaava anturi, joka luo analyysin raakadatan.

Sensorikasetti on kuluva osa, joka taytyy vaihtaa saannollisesti.
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Reagenssipakkaus

Reagenssipakkaus sisaltaa liuokset ja kaasuseokset, joilla sensorit kalib-
roidaan, suoritetaan laaduntarkkailu, seka mittausjarjestelman huuhtelu. Liséksi
naytejate ohjataan reagenssipakkauksessa sijaitseviin jatepusseihin. [6, s. 374]
Reagenssipakkaus on my6s vaihdettava sdanndéllisesti. Laite suorittaa kontrolli-
mittaukset ja kalibroinnit itsenéisesti siihen asetetun aikataulun mukaisesti rea-
genssipakkauksen liuoksilla. Ainoastaan oksimetri taytyy kalibroida manuaali-
sesti erillisella kalibrointiliuoksella. Kuvassa 3 on esitetty reagenssipakkauksen

ja sensorikasetin lapileikkaus kaaviokuvana.

28

Kuva 3. Kaaviokuva ABL90 Flex Plus -laitteen mittauslaitteistosta ja reagenssi-
pakkauksen nesteiden kulkureiteistd. Numerot 1—8 ovat mittaustapahtuman
kannalta oleellisia komponentteja, numerot 9—27 nesteiden siirtymiseen ja sai-
lytykseen liittyvia rakenneosia ja numero 28 reagenssipakkauksen ymparilla
oleva sahkadinen suoja. [6, s. 329]

Oksimetri

Karboksihemoglobiinin pitoisuus mitataan oksimetrisesti hemolysaattoriyksikon
yhteydessa olevalla optisella jarjestelmélla. Hemolysaattori sijaitsee kuvan 3 nu-

meromerkin 2 kohdalla.
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Mittausprosessissa naytteen kulkureitti on naytteesta riippumatta aina sama, ja
merkitty punaisella kuvassa 3. Ensin nayte (potilasnayte, laaduntarkkailunayte
tai kalibrointiliuos) aspiroidaan sensorin mittauskammioon ja oksimetriakammi-
oon, joissa mittaus tapahtuu valittbmasti. Nestesensorit ohjaavat prosessia ja
havaitsevat mahdolliset ilmakuplat, naytteen homogenoimattomuuden tai liian
pienen naytetilavuuden, ja ongelmatilanteessa mittaus keskeytyy. Lopuksi suo-
ritetaan huuhtelu ja kaikille parametreille oksimetriaparametreja lukuun otta-
matta [6, s. 61] tehd&an tilakalibrointi. [6, s. 330]. Naytteen aspirointi analysaat-
toriin tapahtuu punaisia linjoja yhdeksan ja kymmenen pitkin. Aspiroinnin jal-
keen nayte kulkee sensorikasetin seké oksimetriamoduulin lapi reagenssipak-
kauksessa sijaitsevaan jatepussiin, joka on merkitty kuvassa 3 numerolla 19. Si-
niset linjat ovat reagenssipakkauksen sisélla olevien nesteiden ja kaasujen kul-

kureitteja.

Optinen jarjestelma kykenee mittaamaan kahdeksan parametria ja se toimii
hyodyntaen absorptioon perustuvaa spektroskopiaa [6, s. 354]. Laitteen oksi-
metriamoduulissa on nékyvan valon aallonpituudella toimiva spektrofotometri,
jonka mittausalue on 467—672 nanometria. Spektrofotometri liitetdén yhdistet-
tyyn hemolysaattoriin ja mittauskammioon optisella kaapelilla. [6, s. 353] Ku-

vassa 4. on esitetty ABL90 Flex Plus -laitteen optisen jarjestelman rakenne.

1 -
2 I 2 .
- \ 7 —=
\ 3
4 I —9
' 5 B 11
1 Spektrofotometri 7 Hemalysaattori
2 Valodiodirivi 8 Hemolysaattoriyksikkd
3 Hila 9 LED-valo
4  Peilit 10 Kyvetti
5 Rako 11 Nayte
6 Optinen kaapeli

Kuva 4. ABL90 Flex Plus -laitteen optisen jarjestelman kaaviokuva. [6, s. 354]
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Laitteella tapahtuva mittausjakso siséltaa useita vaiheita. Se alkaa, kun veri-
nayte kulkeutuu hemolysaattoriyksikén (kuva 3 numeromerkki 2, seka kuva 4
numeromerkki 8) kyvettiin jonka lampdtila on 37 °C. Naytteeseen kohdistetaan
vastapaine, silla yhden ilmakehé&n ylipaine poistaa naytteesta ilmakuplat seka
tehostaa hemolysaatioprosessia. Ylipaine yllapidetddn koko hemolysaatio- ja
mittausjakson ajan. Kyvetissa (kuva 4, numeromerkki 10) oleva 1 ul:n nayte he-
molysoidaan noin 30 kHz:n taajuisella ultradanella. Hemolysointi aiheuttaa pu-
nasolujen seinamien repeytymisen, jolloin punasolujen sisaltd sekoittuu tasai-
sesti plasmaan ja syntyy optisesti kirkas neste. Seuraavaksi kyvetin lapi kohdis-
tetaan valkoista valoa, joka johdetaan optista kuitua (kuva 4, numeromerkki 6)
pitkin spektrofotometriin. Valo kulkee spektrometrin sisalla kapeasta raosta, jol-
loin se suuntautuu peilien ja hilan muodostamaa kokoonpanoa kohti (kuva 4,
numeromerkit 3, 4 ja 5). Hila erottelee valon aallonpituuksien mukaan, minka
jalkeen peili suuntaa sen mitattavaksi sahkovirtana valodiodiriviston 256 dio-
dista (kuva 4, numeromerkki 2). Muodostunut absorptiospektri |ahetetaan analy-
saattoriin oksimetriaparametrien arvojen laskemista varten. [6, s. 354]

Kaytannodssa absorbanssimittauksessa on kyse valon alkuperaisen intensiteetin
ja yhdisteen lapaisseen valon intensiteetin suhteen logaritmista. Naytteesta mi-
tatussa spektrissa naytteen sisaltamat yhdisteet vaikuttavat absorptioon eri aal-
lonpituuksilla. Vaikutuksien suuruudet mitataan ja niiden perusteella voidaan
maarittdd naytteessa olevien yhdisteiden pitoisuudet Lambert-Beerin lain mu-
kaisesti. Koska absorbanssi on additiivinen suure, useampia optisesti aktiivisia
yhdisteita sisaltavien naytteiden kokonaisabsorbanssi on yksittaisten yhdistei-
den absorbanssien summa. Téhan additiivisuuteen perustuu myds karboksihe-
moglobiinifraktion maaritys kokonaishemoglobiinista.
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4 Menetelmankehitys oikeuslaéaketieteellisessa
ruumiinavauksessa otetuille verinaytteille

Laitevalmistajat eivat tarjoa erillisia sairaalanaytteita heikkolaatuisempien vai-
najanaytteiden analysointiin tarkoitettuja valineistja, vaan vainajanaytteita ka-
sittelevat laboratoriot joutuvat soveltamaan hyvalaatuisten kliinisten sairaala-
naytteiden mittaamiseen tarkoitettuja laitteita ja luomaan naytteilleen esikasitte-
lymenetelmat, joilla niistd saadaan mittauskelpoisia. Valmistaja on méaarittanyt
ABL90 Flex Plus -laitteella mitattaville naytteille ohjeistuksen mitattavan nayt-
teen laadusta [6, s. 18 ja s. 24], jotta analyysin tulos olisi varmasti luotettava,
mutta vainajanaytteet eivat lahtokohtaisesti tayta laitevalmistajan asettamia hy-
valaatuisen naytteen kriteereitd. Koska THL:n oikeuskemiayksikén tarjoamat la-
boratoriotutkimukset kuolemansyyselvitysta varten ovat ainutlaatuiset Suomen
mittakaavassa, kayttoonotetun verikaasuanalysaattorin maahantuojan edusta-
jalla ei ollut kokemusta laitteen soveltuvuudesta haluttuun kayttotarkoitukseen.
[17.] Soveltuvuuden testaus sekéa naytteenkasittelyn kehittaminen jaivat nain ol-
len laboratorion vastuulle. Ennen varsinaista validointia laitteella suoritettiin esi-
testaus, jonka aikana kehitettiin valituille naytetyypeille soveltuvat esikasittely-
menetelmat, perehdyttiin laitteen toimintaan ja mittaustapoihin, seka valittiin ru-

tiinimittauksille soveltuva toimintamalli.

Vanhentuneella menetelmalla karboksihemoglobiinimittauksen naytematriisi on
natriumfluoridia antikoagulanttina sisaltava putkiveri, joka esikasitellaan nat-
riumditioniitilla. Menetelmésséa valon aallonpituudet johdetaan kertakayttdisessa
muovikyvetissa olevan ohuen nayteseindman lapi. Putkiverinaytteet esikasitel-
la&n laboratoriossa ja annostellaan mittausta varten kyvettiin kasin, laakeruis-
kua apuna kayttaen. Myos mittaus ja kontrollimittaus tapahtuu asettamalla jokai-
nen kyvetti yksitellen mittauskuoppaan. Korvattavaa menetelmééa mukaillen en-
simmaiseksi uudella laitteella testattiin putkiverta. Putkiveri aiheuttaa kuitenkin
sellaisenaan seké vesilaimennoksena aspiroituna virheen sensoreissa, eika val-
taosa mittauksista tuota tulosta lainkaan. Mikali laite onnistuu mittaamaan putki-

veren karboksihemoglobiinipitoisuuden, nayte aiheuttaa sensoriongelman,
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jonka seurauksena laitteen automaattinen kalibraatio hairiintyy, ja laite siirtyy

puhdistamaan sensoreita epamaaraiseksi ajaksi.

Putkiveren todettiin olevan sellaisenaan toimimaton matriisi, mutta natriumditio-
niitilla kasiteltyna ja tarvittaessa 10 %:sella Triton-X-liuoksella puoleen laimen-
nettuna laite pystyy mittaamaan karboksihemoglobiinipitoisuuden myés putkive-
resta. Natriumditioniitti on voimakas pelkistin, joka pelkistaa jopa jalometalleja.
Siitd on paateltavissa, ettd naytteessa tapahtuu voimakkaita pelkistysreaktioita,
jotka vahentéavat matriisin taustaa, jolloin mittaus onnistuu [18]. Natriumditioniit-
tikasittely alentaa naytteessa ainakin MetHb-, seké oksihemoglobiinipitoisuuksia
[8, s. 516]. Putkiveri on silti epasopiva ensisijaiseksi naytematriisiksi, silla se ai-
heuttaa esikasiteltynakin jokaisen mittauksen jalkeen laitteelle 2—4 minuutin
huuhtelun ja puhdistuksen, joka hidastaa rutiinimittausta merkittavasti. Toissijai-

sena naytematriisina putkiveri on kuitenkin toimiva.

Laite on suunniteltu kliinisten naytteiden valitttmaan ja nopeaan analysointiin,
jolloin voimakkaiden antikoagulanttien kayttd on kaytdnnossa tarpeetonta. Val-
mistajan ohjeen mukaan laitteella saa analysoida vain heparinoituja ja elektro-
lyyttitasapainotettuja ihmisen kokoverinaytteita, laaduntarkkailuliuoksia ja -kaa-
suja. Muunlaisten naytteiden analysointi voi vaurioittaa analysaattoria ja aiheut-
taa virheellisia tuloksia mydhemmin analysoitavien naytteiden kohdalla. [6, s. 2]
Taman takia paatettiin keskittya testaamaan seuraavana matriisina pulloverta,

joka on vainajan reisilaskimosta otettu kokoverinayte ilman sailéntaaineita.

Pulloveri ei aiheuttanut samalla tavalla sensoriongelmia kuin putkiveri, mutta
sailontdaineiden puuttumisen vuoksi se on rakenteeltaan usein paksua ja lisaksi
heterogeenista, jolloin laite ei saa aspiroitua naytetta oikein ja tukosriski on kor-
kea. Muiden Pohjoismaiden esimerkin mukaisesti paadyttiin laimentamaan
nayte veteen, jolloin aspirointiongelma poistui. Pulloverta testattiin viela samalla
natriumditioniitti-Triton-X-kasittelylla, mika todettiin putkiverelle toimivaksi, mutta
seka Triton-X ettd natriumditioniitti hairitsivat sensoreita niin, etta laite siirtyi au-

tomaattiseen huuhteluun ja puhdistukseen mittauksen jalkeen. Ensisijaiseksi
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naytematriisiksi valittiin pulloveren vesilaimennos, jossa on puolet naytetta ja

puolet laboratoriovetta.

Vaihtoehtoisiksi naytematriiseiksi paatettiin kokeilla viela EDTA-verta, seka en-
nen kuolemaa kerattyd AM-verta. Molemmat kasiteltiin pulloveren tavoin lai-
mentamalla nayte veteen. Laitevalmistaja ei suosittele EDTA:n kayttoa laitteella
mitattavien naytteiden antikoagulanttina, silla se vaaristaa tuloksia useilla para-
metreilla (mm. hiilidioksidisaturaatio) ja lyhentda kalsiumsensorin kaytt6ikaa. [6,
s. 18.] Suppean otannan perusteella voidaan paatella, ettd karboksihemoglobii-
nimittaukseen se kuitenkin soveltuu hakamyrkytyksen poissulkemiseen tarvitta-
van maaritystarkkuuden rajoissa. EDTA-verindyte otetaan vainajalta vain satun-
naisesti, joten se ei sen vuoksi sovellu ensisijaiseksi matriisiksi. My6s testattu
AM-veri antoi oikean suuruusluokan tuloksen. Vain harvoilta vainajilta pyyde-

taan tutkittavaksi AM-verinayte.

Liséksi testattiin viela kolme oikeuskemiayksikkdon toimitettua elavalta inmiselta
otettua verinaytetta (s-nayte). S-naytteiden hakapitoisuudet ovat kaytdnnossa
aina pienia, ja vanhentuneella menetelmalla ei ole mahdollista saada luotetta-
vasti alle 10 %:sia COHb-tuloksia. Uudella laitteella saatiin samaa suuruusluok-

kaa olevat tulokset kuin vanhalla.
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5 ABL90 Flex Plus -laitteen validointi

Validointi toteutettiin aiemmin laaditun ja THL:n séhkaisiin jarjestelmiin tallenne-
tun validointisuunnitelman mukaisesti. Liitteessa 1 validointisuunnitelma on esi-

tetty tiivistetysti taulukkomuodossa.

Validoinnissa kaytettiin seuraavia laitteita ja valineita:

. ABL90 FLEX PLUS —verikaasuanalysaattori
sarjanumero: 092R0269N0050

o sensorikasetti C90 BG, LYT, Met 1, OXI + QC
ABL90 Sensor Cassette 100

. reagenssipakkaus ABL90 FLEX Solution pack

o oksimetrin kalibrointiliuos, S7770 ctHb-kalibrointiliuos

o Gem OPL -laitteen kontrollinaytteet:
Critical Care QC Multi-4™ CO-Oximeter Control,
valmistaja: Instrumentation Laboratory.

Jokaisen kuolemansyynselvitystapauksen putkiverindytteet mitattiin kahtena rin-
nakkaisena vanhalla laitteella, seka pullo- ja putkiveret viitena rinnakkaisena uu-
della laitteella. EDTA-verinaytteet mitattiin padsaantdisesti viitend rinnakkaisena
uudella laitteella, samoin AM-kokoverinayte. Ulkoiset laaduntarkkailunaytteet
mitattiin uudella laitteella kahtena tai kolmena rinnakkaisena riippuen siitd, pal-
jonko naytetta oli kaytossa. Gem OPL -laitteen kontrollinaytteitd mitattiin uudella
laitteella viiden rinnakkaisen sarjoissa jokaisella mittauskerralla, kayttaen vaih-
televasti eri pitoisuustason kontrolleja. Mittausten valilla nayteputki suljettiin tii-
viisti, ja tulokset kirjattiin muistiin valittdbmasti. Tutkittavien suureiden arvot las-
kettiin tilastollisia menetelmid hyddyntéen tai selvitettiin muilla keinoin. Mittaus-
data ja datankasittely arkistoitiin Excel-tiedostona THL:n s&hkaisiin jarjestelmiin.

Yksityisyydensuojalain mukaisesti kaikki potilasdata on anonymisoitu.
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5.1 Tarkkuus

Uudelta laitteelta saatuja tuloksia verrattiin vanhan laitteen tuloksiin, seka ulkoi-
siin laaduntarkkailunaytteisiin, joiden tarkka COHb-pitoisuus on tiedossa. Li-
séaksi tutkittiin toistettavuus ja uusittavuus mittaamalla paivan sisalla viisi rinnak-
kaista naytettd (yhteensa 166 rinnakkaisten sarjaa), seka viitena paivana yksi
rinnakkainen nayte (yhteensa 19 naytesarjaa). Veripullo- ja veriputkimatriisia

verrattiin myos keskenaan.

5.1.1 Oikeellisuus

Oikeellisuus tutkittiin suhteellisena poikkeamana keskiarvosta (systemaattinen
virhe, bias). Se arvioitiin varmennetuista vertailunaytteista tehdyista mittauk-
sista. Validoinnin perusteella ABL90 Flex Plus -laite tuottaa jonkin verran syste-
maattista virhetta tulokseen. Suurimmassa osassa yksittain tarkastelluista laa-
duntarkkailunaytteista ABL90 Flex Plus -laitteella mitattujen pitoisuuksien ero
vertailuarvoon ei ollut t-testin perusteella 95 %:n luottamustasolla tilastollisesti
merkitseva, mutta parittaisen t-testin perusteella ABL90 Flex Plus -laitteen tu-
lokset eroavat vertailuarvoista 95 %:n luottamustasolla. Todenndkdéinen selitys
eroavaisuuksille on esitelty kohdassa 5.3. Kaytetyt testit ja niiden tulokset ovat
litteessa 2. Mitatuille laaduntarkkailunaytteille (14 kpl) keskimé&érainen syste-

maattinen virhe oli -9,3 % vertailuarvosta.

Mittaustuloksista koostettiin kuvaaja, joka on esitetty kuvassa 5. Kuvaajasta on
myo6s huomattavissa trendi, jossa ABL90 Flex Plus -laite antaa hieman vertai-
luarvoa matalampia, ja Gem OPL -laite hieman vertailuarvoa korkeampia tulok-

sia. Tah&n havaintoon on perehdytty tarkemmin kohdassa 5.4.
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Kuva 5. Kuvaaja ulkoisten laaduntarkkailunaytteiden mittauksista molemmilla
laitteilla. Vaaka-akselin suhteen saman pisteen tasolla oleva kuvaajan arvo tar-
koittaa samaa laaduntarkkailunaytetta. Kuvaaja on koostettu molempien laittei-
den osalta laaduntarkkailunaytteiden kahden rinnakkaismittauksen tuloksien
keskiarvoista. Mittausten tulokset on asetettu tulkinnan helpottamiseksi suu-
ruusjarjestykseen vertailuarvon suhteen.

Validoinnin aikana tutkittin myos, onko veripullo- ja veriputkimatriisien valilla
eroa. Samasta kuolemansyynselvitystapauksesta mitattiin ABL90 Flex Plus -
laitteella seka veripullo uudella naytteenkasittelylla ettd veriputki vanhalla nayt-
teenkasittelylla. Kuvaaja tilanteesta on esitetty kuvassa 6.
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Kuva 6. Veripullo- ja veriputkimatriisien 34 kuolemansyynselvitystapauksen rin-
nakkaismittaustulokset. Tapauksista mitattiin aina viisi rinnakkaismaaritysta
kummallakin matriisilla. Vaaka-akselin suhteen saman pisteen tasolla oleva ku-
vaajan arvo tarkoittaa samaa kuolemansyynselvitystapausta. Tulokset on ase-
tettu suuruusjarjestykseen veripullomatriisin tuloksen mukaan tulkinnan helpot-
tamiseksi.

Parittaisen kaksisuuntaisen t-testin perusteella 95 %:n luottamustasolla tarkas-
teltuna veripullo- ja -putkimatriisien mittaustulokset eivat eroa toisistaan tilastolli-

sesti merkitsevasti. Tehty testi on liitteessa 3.
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ABL90 Flex Plus -laitteelle haluttiin viela toinen toissijainen naytematriisi, mikali
veripulloa, eika veriputkea voida kayttaa hakamaaritykseen. EDTA-veren sovel-
tuvuus hakamaarityksen matriisiksi arvioitiin mittaamalla samana paivana veri-

putkinayte vanhalla laitteella, sek& veripullo- ja EDTA-naytteet uudella laitteella.

Kuvaaja tilanteesta on esitetty kuvassa 7.
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Kuva 7. Kahden kuolemansyynselvitystapauksen hakamaaritystulokset nayte-
matriiseittain.

EDTA-verinaytteiden tulokset tutkituilla kahdella kuolemansyynselvitystapauk-
sella olivat selkeasti samaa suuruusluokkaa veripullo- ja veriputkimatriisien
kanssa, joten EDTA-veri voidaan hyvaksya maaritykselle toissijaiseksi nayte-

matriisiksi.
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5.1.2 Maarityksen toistotarkkuus

Toistotarkkuus tutkittiin laskemalla eri naytetyypeille suhteelliset keskihajonta-
prosentit (relative standard deviation, RSD). Naytteille m&aritettiin seké labora-

torion sisainen toistotarkkuus, etta valitason toistotarkkuus.

Maarityksen sisainen toistotarkkuus tutkittiin mittaamalla naytteista useampi rin-
nakkainen saman péaivan aikana, ja laskemalla mittauksille suhteelliset keskiha-

jonnat. Tulokset on esitetty taulukossa 1.

Taulukko 1. Paivien sisaiset suhteelliset keskihajonnat esitettyna naytemat-
riiseittain. N tarkoittaa naytetapausten lukumaaraa.

Matriisi RSD% |n
Pulloveri 3,2 83
Putkiveri 2,6 34
Kontrolli 2,6 38
L1 2,6 13
L2 15 12
L3 3,8 11
EDTA 4,6 4
elavien nayte 7,7
AM-nayte 5,7
LGC TOX 4,8 16
Kaikki matriisit 2,7 166

Kaikkien matriisien suhteellinen keskihajonta oli tavoitteen mukainen, alle 15 %.
Saman paivan aikana mitatuista naytteista koostettiin viela kuvaaja, jossa siséi-
sen toistotarkkuuden mittaustulokset on esitetty kolmella eri pitoisuustason veri-

pullolla. Kuvaaja on esitetty kuvassa 8.
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Kuva 8. Kolmen naytteen karboksihemoglobiinipitoisuuden muutos saman pai-
van aikana mitatuilla rinnakkaisnaytteilla.

Veripulloista ja -putkista mitattujen naytteiden suhteellisista keskihajonnoista

muodostettiin myos kuvaaja. Kuvassa 9 on esitetty kuolemansyynselvitysta-

pauksittain pullo- ja putkiverestd ABL90 Flex Plus laitteella tehtyjen mittausten
RSD %:t.
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Kuva 9. Suhteellisten keskihajontojen vertailu pullo- ja putkiveren valilla.
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Kuva 9 on koostettu kummankin matriisin osalta rinnakkaismittausten keskiar-
voista. Vaaka-akselin suhteen samalla tasolla olevat pisteet tarkoittavat samaa
tapausta. Kuolemansyynselvitystapaukset on asetettu suuruusjarjestykseen
suhteellisen keskihajonnan mukaan tarkastelun helpottamiseksi. Mittausten pe-
rusteella voidaan paatelld, etta mittausten suhteelliset keskihajonnat eivat eroa

merkittavasti naiden kahden matriisin valilla.

Valitason toistotarkkuus tutkittiin mittaamalla samoja naytteitd useana paivana
siten, etta jokaiselle paivélle valmistettiin mittausta varten aina uusi nayte ana-
lyysin tekijan sadilyessé samana. Veripullonaytteita mitattiin viitena erillisena pai-
vana ja veriputkinaytteet, sekd EDTA-verinaytteet mitattiin kolmena tai neljana
eri paivana. Keskimaaraiset paivien valiset suhteelliset keskihajonnat on esitetty

taulukossa 2.

Taulukko 2. Paivien valiset suhteelliset keskihajonnat esitettyna naytematriiseit-
tain. N tarkoittaa naytetapausten lukumaaraa.

Matriisi RSD% |n
Pulloveri 4,2 10
Putkiveri 4,0

Kontrolli 1,9
L1 0,4
L2 3,3
L3 2,1
EDTA 0,3 2
Kaikki matriisit 3,4 19

Kaikkien matriisien suhteellinen keskihajonta oli tavoitteen mukainen, alle 15 %.
Mittaustuloksista koostettiin kuvaajat jokaiselle matriisille erikseen, jotta yksit-
taisten naytteiden naytesarjojen aikana tapahtuva COHb-pitoisuuden muutos oli
helpompi havaita. Kuvassa 10 on esitetty veripulloille tehdyssa paivien véli-

sessa vertailussa mitatut COHb-pitoisuudet.
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Kuva 10. Veripullojen COHb-pitoisuuksien mittaustulokset eri paivina.

Veriputkien paivien valisen toistettavuuden mittaustulokset ovat kuvassa 11.
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Kuva 11. Veriputkien COHb-pitoisuuksien mittaustulokset eri paivina.
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Seka veripullojen, ettd -putkien mittaustuloksissa péaivien valilla on huomatta-
vissa pienta heittelya, mutta erot ovat niin pienia, etta ne jaavat mittausepavar-
muusalueelle. Paivien vélinen toistotarkkuus tutkittin myés EDTA-verinaytteilla
ja kontrollinaytteiden kaikilla kolmella eri pitoisuustasolla. EDTA-verinaytteille

tehdyn péaivien vélisen vertailun mittaustuloksista koostettu kuvaaja on esitetty

kuvassa 12.
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Kuva 12. Kahden eri kuolemansyynselvitystapauksen EDTA-verinaytteiden pi-
toisuudet mitattuna kolmena eri paivana.

EDTA-verinaytteiden karboksihemoglobiinipitoisuudet eivat mittausten perus-
teella muuttuneet merkittavasti paivien valilla. Naytteilla havaittu pieni tulosten
vaihtelu jaa mittausepavarmuusalueelle. EDTA on sailontéaaine, joten se toden-
nakoisesti edesauttaa karboksihemoglobiinipitoisuuden pysymisté tasaisena

naytteessa.

Kontrollinaytteille tehtyjen paivien vélisen vertailun mittaustulosten kuvaajat on
esitetty kuvissa 13, 14 ja 15. Kontrolli L1 on COHb-pitoisuudeltaan korkein, ja
sen karboksihemoglobiinipitoisuus on selvasti ihmiselle tappavalla pitoisuusalu-

eella. Kontrolli L1:n pdivien valisen vertailun kuvaaja on esitetty kuvassa 13.
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Kuva 13. Kontrolli L1 mitattuna eri paivina. Kontrollinaytteen hyvaksytty pitoi-
suusalue on esitetty kuvassa vihreélla ja sen tavoitearvo 55,4 %.

Kontrolli L2 on pitoisuusalueeltaan matalin, se edustaa kohonnutta, mutta oi-
reettomalla alueella olevaa veren COHb-pitoisuutta. L2-kontrollin paivien véli-

sen vertailun kuvaaja on esitetty kuvassa 14.
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Kuva 14. Kontrolli L2 mitattuna eri paivina. Kontrollindytteen hyvaksyttya pitoi-
suusaluetta on esitetty kuvassa vihredlla ja tavoitearvo on 3,1 %.
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Kontrolli L3 edustaa haitallista COHb-pitoisuutta, joka aiheuttaa jo huomattavia
oireita, mutta ei ole viela hyvakuntoiselle aikuiselle ihmiselle letaali. L3-kontrollin

paivien valisen vertailun tuloksista muodostettu kuvaaja on esitetty kuvassa 15.
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Kuva 15. Kontrolli L3 mitattuna eri paivin&. Kontrollinaytteen hyvaksytty pitoi-
suusalue on esitetty kuvassa vihreélla ja tavoitearvo 21,2 %.

Kuvaajista on nahtavissa myos silmamaaraisesti, ettd ABL90 Flex Plus -laitteen
mittaustulokset eivat myodskaan kontrollimittausnaytteilla tehtynd muutu merkit-
tavasti paivien valilla. Etenkin pienen karboksihemoglobiinipitoisuuden nayt-
teilla, joille laite on suunniteltu, ABL90 Flex Plus -laite antaa tasalaatuisia mit-

taustuloksia.

Pulloverinaytteilla paivien valisessa vertailussa havaittiin vahainen COHb-pitoi-
suuden pienentyminen mittaussarjan loppua kohti. Asia on selitettavissa kohdan
5.3 havainnolla. Naytteenvalmistusta varten verindytteen sailytysastia jouduttiin
avaamaan useita kertoja, jolloin nayte paasi tekemisiin hengitysilman kanssa,
mika vaikutti naytteen karboksihemoglobiinipitoisuuteen sailéntdaineen puuttu-
essa. Putkiverinaytteilla ja kontrollinaytteilla vastaavaa ongelmaa ei ollut, silla
mittausta varten avattiin aina uusi kontrollinayteampulli samasta valmistus-
erasta ja ruumiinavauksessa keréattyihin veriputkiin on lisatty sailontaaine stabili-

soimaan naytteessé olevien aineiden pitoisuuksia.
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5.2 Mittausalue

Valmistaja ilmoittaa laitteen mittausalueeksi 0—100 % COHb:a.

Alempi raportointiraja

Validoinnin perusteella vainajaverinaytteen alemmaksi raportointirajaksi valittiin
5 %, silla tupakoivilla ihmisilla veren COHb-pitoisuus voi hetkittain olla yli 5 %
ilman myrkytystilaa. Validoinnin aikana laaduntarkkailunaytteilla tehdyilla mit-
tauksilla mittausepavarmuus alle 10 % karboksihemoglobiinia siséltavilla nayt-
teilla asettui hyvaksyttavissa olevan maksimiarvon 30 % ylapuolelle, mutta var-
sinaisten validointimittausten jalkeen menetelméalla on osallistuttu vertailumit-
tauskierroksille, joissa ABL90 Flex Plus -laite on saanut erinomaisia tuloksia

myos pienilla pitoisuuksilla.

Ylempi raportointiraja

Validoinnin perusteella vainajaverinaytteiden ylemmaksi raportointirajaksi valit-
tiin 75 %, joka vastaa Gem OPL -laitteen mittausalueen ylarajaa. Tassa pitoi-
suudessa on kyse jo selvastd myrkytyskuolemasta, joten tulosten tulkinta on

selkeaa eika korkeampi raportointiraja tuottaisi tulokselle lisdaarvoa.

5.3 Analyytin stabiilius naytteenkasittelyn ja mittauksen aikana

Validoinnin aikana huomattiin, ettéa verindytteen COHb- pitoisuus laskee sita
mukaa, mitd useampia rinnakkaismaarityksia siitd tehdaan. Tasta tehtiin johto-
paatos, etta mikali ilma paasee vuorovaikutukseen verinaytteen kanssa, se
muuttaa ndytteen hemoglobiinityyppien suhteita. Havainto varmistettiin teke-
malla mittaussarja, jossa samasta naytteesta mitattiin perékkain nelja viiden rin-
nakkaismittauksen sarjaa. Mittaukset on tehty L1 -kontrollinaytteelld, jonka ta-
voitepitoisuus on 55,4 % COHb:n suhteen ja sallittu vaihteluvali valmistajan mu-
kaan 52,4—58,4 %:a. Huomattiin, ettd kahden ensimmaisen sarjan jalkeen
naytteen karboksihemoglobiinipitoisuus alkaa laskea huomattavasti, vaikka nay-
teputki suljettiin tiiviisti aina mittausten valilla. Kuvaaja L1-kontrollindytteen
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COHb-pitoisuuden pienentymisestéa rinnakkaissarjojen edetessa on esitetty ku-

vassa 16.
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Kuva 16. Saman naytteen karboksihemoglobiinipitoisuuden muutos mittaussar-
jojen edetessa. Valmistajan mukaan alin hyvaksytty tulos on 52,4 % COHb:a.

Tama havainto todennakoisesti selittdd vanhojen ulkoisten laaduntarkkailunayt-

teiden mittauksissa havaitun vaihtelevuuden sen suhteen, eroaako yksittdinen

ABL90 Flex Plus -laitteen saama tulos vertailuarvosta tilastollisesti merkitsevasti

95 %:n luottamustasolla vai ei. Liséksi se on todennékoisin syy, miksi parittai-

sen t-testin mukaan ABL90 Flex Plus -laitteen tulokset eroavat varmennetuista

vertailuarvoista tilastollisesti merkitsevasti kyseisella luottamustasolla.
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Tapauksissa, joissa ero oli tilastollisesti merkitseva (nolla-vertailuarvoa lukuun
ottamatta) kaikissa ABL90 Flex Plus -laitteella mitattu tulos jai vertailuarvoa al-
haisemmaksi. Samoja vertailunaytteita oli analysoitu eri tilanteissa tassa vali-

doinnissa kaytetyista nayteputkista monesti aiemminkin, joten todennakdisesti
putkien naytteet olivat olleet kosketuksissa ilman kanssa useaan kertaan. Vuo-
rovaikutus hengitysilman kanssa oli siis luultavasti ehtinyt muuttamaan karbok-

sihemoglobiinipitoisuuksia osassa tutkituista laaduntarkkailunaytteista.

Putken avaamisen aiheuttama vaikutus karboksihemoglobiinipitoisuuteen huo-
mioitiin sisallyttamalla uuteen tyéohjeeseen kohta, jossa kehotetaan mittauksen
suorittajaa ripeyteen ja huolellisuuteen mittausta tehdessa, jotta verinayte olisi

kosketuksissa hengitysilman kanssa mahdollisimman vahan aikaa.

5.4 Vertailu vanhan laitteen kanssa

Validointia varten valitut kuolemansyynselvitystapaukset mitattiin aina myo6s
vanhalla laitteella tulosten oikeellisuuden ja matriisiefektin tarkastelemiseksi.
Laitteiden mittaamia tuloksia vertailtaessa otettiin huomioon vain Gem OPL -
laitteen tuloksen mukaan yli 10 % ja alle 75 % COHb:a sisaltavat naytteet, jotta
vanhan laitteen tulosta voidaan pitaé luotettavana. Laitteiden ero ei ollut parittai-
sen t-testin perusteella tilastollisesti merkitseva 95 %:n luottamustasolla. Suori-
tettu testi on esitetty liitteessa 4. Verrattaessa uuden laitteen tuloksia vanhan
laitteen tuloksiin ABL90 Flex Plus-laitteen systemaattinen virhe oli 4,3 %. Ulkoi-
silla laaduntarkkailunaytteilla ABL90 Flex Plus -laite antoi lahes systemaattisesti
vertailuarvoa pienempia, ja Gem OPL -laite vertailuarvoa suurempia lukemia.
Gem OPL -laite muodostaa tulokset pienemmalla maaralla tarkasteltavia aallon-
pituuksia [14], kuin ABL90 Flex Plus -verikaasuanalysaattori.

Osassa tuloksista oleva ero laitteiden valilla selittyy mahdollisesti mittauksissa

kaytetyilla eri matriiseilla (Gem OPL -laitteella putkiveri ja ABL90 Flex Plus -lait-
teella pulloveri), seka yleisesti vainajanaytematriisien heterogeenisuudella: mm.
naytteessa oleva rasva ja muut partikkelit hairitsevat mittausta. T&man huomion

takia uuteen tydohjeeseen sisallytettiin kohta, jossa analyysin suorittajaa
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ohjeistetaan poistamaan sentrifugoinnin aikana naytteen pinnalle kertynyt rasva
huolellisesti ennen naytteen aspiroimista laitteeseen. Kuvaaja laitteiden vastaa-

vuudesta 32 naytteen satunnaisotoksessa on esitetty kuvassa 17.
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Kuva 17. Laitteiden vastaavuus. Vaaka-akselin suhteen samalla tasolla olevat
arvot tarkoittavat samaa kuolemansyynselvitystapausta. Tulokset on asetettu

suuruusjarjestykseen laitteiden keskiarvoisten tulosten mukaisesti tarkastelun
helpottamiseksi.

Kuvaajasta on huomattavissa, ettd paasaantoisesti kummankin laitteen tulokset
noudattavat ennalta-arvattavaa trendia ja Gem OPL:n mittaustulokset ovat hie-
man ABL Flex Plus -laitteen mittaustuloksia suurempia. Seitsemassa tapauk-
sessa mitatuista 22:a, eli noin viidesosassa, Gem OPL:n tulos jaa kuitenkin pie-
nemmaksi.
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5.5 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus tutkittiin Mukit-ohjelmistoa hyédyntaen kahdella eri pitoi-
suustasolla. Tuloksien muodostamisessa otettiin huomioon toistettavuus, seka
ulkoisten laaduntarkkailunaytteiden avulla selvitetty biasprosentti. Laajennettu
mittausepavarmuus 95 %:n luottamustasolla pitoisuusalueella 0—10 prosent-
tiyksikk6a COHb:a sisaltavilla naytteilla on 49 %:a ja pitoisuusalueella 10—100

prosenttiyksikk6d COHb:a 19 %:a. Mukit-tulosraportit on esitetty liitteessa 5.

6 Paatelmat

Validoinnin perusteella ABL90 Flex Plus -verikaasuanalysaattori soveltuu vaina-
jista otettujen verinaytteiden COHb-maarityksiin, joiden tavoitteena on vahvistaa
tai poissulkea hakamyrkytys kuoleman aiheuttaneena tai siihen myétavaikutta-
neena tekijana. Hakamaarityksen tarkoituksena ei ole ainoastaan tuottaa ana-
lyysituloksia karboksihemoglobiinin maarasta veressa, vaan viime kadessa toi-
mia oikeuslaékarin tydkaluna maaritettdessa, aiheuttiko hiilimonoksidi kyseisen
vainajan elimistdssa kuolemaan johtavia tai siihen mydétavaikuttaneita tapahtu-
mia. Oireiden ilmaantuminen on yksilokohtaista, joten pitoisuusalueet, joilla ne
iimenevat, ovat jopa kymmenia prosentteja. Tulosten tulkinta tapahtuu vertaa-
malla saatua tulosta pitoisuusalueiden rajoihin, joten mittaustarkkuus paadyttiin
toteamaan riittavaksi, vaikka ulkoisten laaduntarkkailunaytteiden tulokset erosi-
vat vertailuarvoista merkitsevasti. Paadyttiin myos pitadytymaan nykyisissa ver-
tailunaytteiden mittaustuloksissa, vaikka uudempien vertailumittauskierrosten
naytteilla olisi mahdollisesti saavutettu paremmat systemaattisen virheen ja mit-
tausepavarmuuden tulokset, kun naytteiden kasittelyyn osattiin kiinnittd& huo-

miota ja siten minimoida huoneilman vaikutus karboksihemoglobiinipitoisuuteen.

Tulosten perusteella kaikki testatut matriisit soveltuvat rutiinikayttoon; anti-
koagulanttia siséltdmaton pulloveri ensisijaisena matriisina. Naytematriisi vaikut-
taa mittauksen lopputulokseen hieman, mutta koska tavoitteena ei ole ainoas-

taan karboksihemoglobiinipitoisuuden selvittdminen, vaan ensisijaisesti
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myrkytystapauksen poissulkeminen, ero ei ole niin merkittava, etta se voisi vai-
kuttaa ratkaisevasti tulosten tulkintaan, jolloin jokin matriiseista jouduttaisiin hy-

lata.

Validoinnin aikana menetelman akkreditoinnista paatettiin luopua, silla haka-
maaritys on melko harvoin oikeusladketieteellisen kuolemansyynselvityksen yh-
teydessa pyydetty analyysi. Menetelmalla osallistutaan kuitenkin myos jatkossa
ulkoiseen vertailututkimukseen kerran kuukaudessa, jolloin se on sdanndllisesti
ulkoisen laaduntarkkailun kohteena. TAmé& néhtiin tarkeana, silla uudella mene-
telmalla tehtyjen potilasmittausten yhteydessa ei suoriteta erillisia kontrollimit-

tauksia, vaan laite huolehtii suoritettavista kontrollimittauksista automaattisesti.

Validoinnin aikana ei tutkittu sikiGverenpunaa sisaltavien hakamyrkytysnayttei-
den tulosten asettumista menetelmén mittausepavarmuusalueelle, silla sikiotyy-
pin hemoglobiinia sisaltavia hakamyrkytysnaytteita tulee analysoitavaksi erittain
harvoin eika niita ollut opinnaytetyn puitteissa saatavilla. Laitteeseen on kui-
tenkin mahdollista asettaa automaattinen korjaus, mikali se nahdaan tarpeel-
liseksi, jolloin alle 20 %:n karboksihemoglobiinipitoisuuksissa laite suorittaa las-
kennallisen korjauksen mittaustulokseen, mikali kokonaishemoglobiinista yli 20
% on sikidverenpunaa. Yli 20 %:n karboksihemoglobiinipitoisuuksilla kyseessa
voidaan tulkita olevan jo myrkytystila, eikd hemoglobiinityyppien erosta johtuva
mittauksen epatarkkuus todennékdisesti muuta tuloksen tulkintaa ratkaisevasti.

Uuden ABL90 Flex Plus -laitteen kayttéonotto helpottaa ja nopeuttaa vainaja-
naytteista tehtavaa hakamaaritystd huomattavasti aiempaan menetelméaan ver-
rattuna, kun tyolas naytteiden esikasittelyprosessi korvataan yksinkertaisella ve-
silaimennoksella. Myds vertailumittauksissa uudella menetelmaélla on saatu hy-
via tuloksia. ABL90 Flex Plus -laite voidaan ottaa kaytt66n oikeuskemiayksi-
kossa tehtavia vainajien hakamyrkytysmaarityksia varten, ja sen voidaan todeta

tayttavan sille asetetut vaatimukset erinomaisesti.
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Validointiparametrit

Taulukko 1. Validointisuunnitelman mukaiset parametrien tavoitearvot

Liite 1
1(1)

Parametri Tavoitearvo tai vastaava
Toistettavuus RSD % <15 %
Uusittavuus RSD % <15 %
Toteamisraja (Cut-off) Ei maariteta.

Maaritysraja ja mittausalue

Laitteen mukaiset arvot.

Kalibroinnin tarkkuus ja oikeellisuus

COHb kalibroidaan kerran 3 kuukaudessa, ei

muuta validointia. Muut parametrit laite kalib-

roi automaattisesti kitin avulla, joten niita ei voi

testata.

Menetelmén lineaarisuus

Ei voida validoida.

Spesifisyys ja selektiivisyys

Ei voida validoida.

Saanto

Ei ndytteenkasittelya, ei validoida.

Hairidalttius

Ei ndytteenkasittelya, ei validoida.

Tulosten oikeellisuus

ja matriisiefekti

Verrataan vanhojen laitteiden kanssa,

ME %:n rajoissa.

Ulkoinen naytto tulosten

oikeellisuudesta

Ulkoiset laadunvalvontakierrokset,

LGC TOX BLD.

Mittausepavarmuus (ME%)

<30%

Raportointiraja

1 % (COHb), muille parametreille laitteen mu-

kaan tai tarvittavien laimennosten mukaan.

Naytteiden/laimennosten sailyvyys

Laimennosten sailyvyys 5 paivas,

ME %:n rajoissa




ABL90 Flex Plus -laitteen mittaustuloksen vertaaminen

laaduntarkkailunaytteen tunnettuun pitoisuuteen

Testin valinta:
Keskiarvon vertaaminen tunnettuun arvoon: t-testi

Merkitsewyystaso=riskitaso Vapausasteet:
alfa=0,05 n-1

Hypoteesit: Yksi- vai kaksisuuntainen:
H_0: p=vertailuarvo kaksisuuntainen

H_1: p#vertailuarvo

Testisuure: £ _ 1Epel
(tlask) taskettu = g/m

Kriittinen arvo:

(t.krit) =T.INV(1-alfa/2;n-1)

Vertailuarvo [x (rinnakk.) s (rinnakk.) n t. lask =t krit t.lask>t.krit
4,5 3,4 0,21 3 8,9 4,3 kylla
61,3 60,3 0,99 3 1,7 4,3 ei
6,7 5,7 0,21 2 7,0 12,7 ei
42 39,5 0,99 2 3,6 12,7 ei

0 1,1 0,32 2 5,0 12,7 ei
10,7 8,8 0,35 2 7,8 12,7 ei
8,5 5,8 0,21 2 18,3 12,7 kylla
17,4 14,7 0,21 2 18,3 12,7 kylla
35,6 33,2 0,14 2 24,0 12,7 kylla
64,9 63,0 0,42 2 6,3 12,7 ei
70,4 70,2 0,07 2 5,0 12,7 ei

0 2,3 0,61 3 6,6 4,3 kylla

0 1,3 0,28 2 6,5 12,7 ei
26 23,0 0,78 2 5,5 12,7 ei

Johtopaatdkset kriittisen arvon perusteella
Jos t.lask > t.krit, niin H_O hylataan.
Saatu keskiarvo eroaa tilastollisesti merkitsevasti
tunnetusta arvosta luottamustasolla 95 %.

Jos t.lask < t.krit, niin H_0:aa ei hylata.
Saatu keskiarvo ei eroa tilastollisesti merkitsevasti
tunnetusta arvosta luottamustasolla 95 %.

5/14 = 0,357 =
n. 36 % yksittaisistda ABL90 Flex Plus mittaustuloksista
eroaa tilastollisesti merkitsevasti vertailuarvosta

Liite 2
1(2)



Parittainen kahden otoksen t-testi
alfa = 0,05
kaksisuuntainen

Hypoteesit
H_O:pd=0
H_1: ud#0

Testisuure | ﬂTl
t.lask = t1 cpeery = —fir_ = 2,407651

S/

Vapausasteet
df = naytteiden lukumaara-1 = 13

Kriittinen arvo
t.krit =T.INV.2T(0,05;13) = 2,160369

Johtopaatokset
tlask = 2,4077 > 2,1604 = t.krit,
joten H_0O hylataan.

ABL90 Flex Plus -laitteella saadut tulokset
eroavat vertailuarvoista tilastollisesti
merkitsevasti luottamustasolla 95 %

Liite 2

2(2)
(D) (2) ABL9O |Erotusd
Tapaus Vertailuarvo  Flex Plus |= (1) - (2)
1 4,5 3,4 1,07
2 61,3 60,3 0,97
3 6,7 57 1,05
4 42 39,5 2,50
5 0 1,1 -1,13
6 10,7 8,8 1,95
7 8,5 5,8 2,75
8 17,4 14,7 2,75
9 35,6 33,2 2,40
10 64,9 63,0 1,90
11 70,4 70,2 0,25
12 0 2,3 -2,33
13 0 1,3 -1,30
14 26 23,0 3,05
Keskiarvo 1,134((d)
Otoskeskih. 1,698 (sd)
n 13
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1(2)
Veripullo- ja veriputkimatriisien vertailu
Erotus d
Parittainen kahden otoksen t-testi Tapaus | vpltulos  vpt tulos = vpl - vpt
alfa=0,05 1 0,6 2,86 -2,26
kaksisuuntainen 2 2,18 4,28 -2,1
3 2,2 4,22 -2,02
Hypoteesit 4 2,26 3,6 -1,34
H_0:ud=0 5 2,34 4,06 -1,72
H_1: ud=0 6 2,48 4,2 -1,72
7 2,5 4 -1,5
Testisuure l'iﬂ 8 3,54 6,52 -2,98
tlask=  liasketru = = = 0,2263 9 4,6 7,24 -2,64
Sa/Vn
10 5,28 58 -0,52
11 7 7,6 -0,6
Vapausasteet 12 7,36 7,5 -0,14
df = ndytteiden lukumaara-1 =33 13 8,76 10,34 -1,58
14 13,38 13,8 -0,42
Kriittinen arvo 15 16,72 11,2 5,52
t.krit =T.INV.2T(0,05;33) =2,0345 16 29,32 20,22 9,1
17 31,9 32,1 -0,2
Johtopaatdkset 18 32,68 35,86 -3,18
t.lask = 0,2263 < 2,0345 = t.krit, 19 34,74 34,18 0,56
joten H_O ei hylata. 20 35,08 34,7 0,38
21 38,62 40,94 -2,32
Veriputki- ja veripullomatriiseista saadut 22 50,5 53,08 -2,58
tulokset eivat eroa tilastollisesti 23 54,7 57,2 -2,5
merkitsevasti luottamustasolla 95 % 24 56,16 55,4 0,76
25 56,36 56,16 0,2
26 58,1 55,56 2,54
27 58,44 50,62 7,82
28 62,86 64,3 -1,44
29 64,3 64,7 -0,4
keskiarvo 0,119 ((d) 30 71,78 69,94 1,84
otoskeskih.| 3,0766 |(sd) 31 71,94 69,9 2,04
n 34 32 72,22 73,64 -1,42
33 73,2 66,7 6,5
34 74,36 71,98 2,38




Laitteiden vastaavuuden tutkiminen t-testilla

Parittainen kahden otoksen t-testi

alfa=0,05
kaksisuuntainen
Hypoteesit
H_0:pd=0
H_1: pd#0
Testisuure | ﬂTl
t.lask = ¢ = = 0,3045
lazkettu Sd.l"r\"fﬁ
Vapausasteet

df = naytteiden lukumaara-1 = 37

Kriittinen arvo
t.krit =T.INV.2T(0,05;37) = 2,0262

Johtopaatokset
t.lask = 0,30465 < 2,0262 = t.krit,
joten H_O ei hylata.

Gem OPL ja ABL90 Flex Plus -laitteilla saadut

tulokset eivat eroa tilastollisesti
merkitsevasti luottamustasolla 95 %

keskiarvo 0,499

otoskeskih.| 10,100

n 38

(d)
(sd)

Liite 4
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Tapaus (1) ABL9O 2 Erotus
Flex Plus GemOPL [d = (1) - (2)
1 56,16 58,8 -2,64
2 35,08 32,95 2,13
3 2,5 12,45 -9,95
4 73,2 70,05 3,15
5 64,3 68,1 -3,8
6 54,7 60,45 -5,75
7 58,1 59,75 -1,65
8 58,44 53,25 5,19
9 16,72 14,25 2,47
10 74,36 74,55 -0,19
11 38,62 44,2 -5,58
12 71,78 69,25 2,53
13 62,86 66,7 -3,84
14 50,5 61,25 -10,75
15 32,68 36,85 -4,17
16 75,18 36,25 38,93
17 13,14 14,7 -1,56
18 42,2 44,4 -2,2
19 46,4 19,75 26,65
20 60,78 51,05 9,73
21 50,96 70,85 -19,89
22 29,32 36,9 -7,58
23 31,9 34,8 -2,9
24 13,38 15,45 -2,07
25 42,35 19,8 22,55
26 56,34 58,3 -1,96
27 34,36 36,1 -1,74
28 71,92 72,4 -0,48
29 66,14 70,45 -4,31
30 57,18 60 -2,82
31 56,96 60 -3,04
32 59,36 58,55 0,81
33 36,46 36,1 0,36
34 72,16 67,4 4,76
35 65,9 67,6 -1,7
36 60,02 55,95 4,07
37 67,08 68,85 -1,77
38 57,82 59,85 -2,03
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Mukit-tulosraportit
Taulukko 1. Mukit-tulosraportti pitoisuusalueelle 0—10 % COHb:a
Nordtest Report Page 1 of 2
MEASUREMENT UNCERTAINTY ESTIMATION
Step | Action COHb 0-10 3.8.2021
Measurand: COHb
Concentration range: 0-10 %
1 Specify Measurand g‘ %
Sample Type (Matrix): Blood
Analysis Principle (Analyzer etc.): ABIS@Flex Plus
A: Control samples
Number of control samples: 13
Average concentration: 1,65692 %
Quantify within- Standard deviation, S&w : 2,65 %
laboratory
reproducibility, B: Routine replicate samples
2 u(R,) Number of routine replicate series: 50
A: Control sample B: p ]
Possible steps not Number of parallell measurements: 5
covered by control Concentration range: 0,48-8,76 %
sample &
Pooled standard deviation, °»: 7,55 %
u(R,) =+ Sg, > +5,° 8,00 %
Method and laboratory bias from interlaboratory
comparisons
Interlaboratory comparison count, N : 4
i 1 2 3 4
Assigned concentration, ‘¢’ 45% |6,7% |85% |59%
Measured concentration, 34% | 57% |58% 5%
100% .24,44 14,93 ;'31,76 -15,25
% % % %
Between laboratories 5,00 5,00 5,00 5,00
standard deviation, "¢ % % % %
Consensus value robust mean
or median, No No No No
2 Fived 1.25 - s34
Quantify method and Fixed standard deviation, 5,00 5,00 5,00 5,00
3 laboratory bias, y vl % % % %
u(blas) Number of participating
N 50 50 50 50
laboratories,
ot 0,71 0,71 0,71 0,71
refe 0/0* O/Ox O/OX O/Dx
Assigned Value Estimation
Method
Analyte
Sample Type (Matrix)
Date
PT provider
Additional information
* Not using the proficiency test provider's uncertainty value, U(Cref),
but calculating the uncertainty in the following way:
about:blank 3.8.2021
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2 (4)
Nordtest Report Page 2 of 2
N
_ El:lu (Crsf i)
U(Cpep) = =L
10,71 %
, N _bias,’
RMS, .= |=iE=1 7t
bias \J N
022,70 %
u(bias) = JRMSM“Z + u(Crep)?
122,72 %
Notice! According to the Nordtest TR537 report, uncertainty evaluation
requires at least six interlaboratery comparisens.
Convert components u(R,) - g 00 %
4 to standard . !
uncertainty u(bias) _ 22,72 %
Calculate combined .
5 standard uncertainty, U, = \fu(x‘?w)2 + u(bias)? _ 24 08 %
U, '
Calculate expanded
U= 2-U, _
6 uncertainty, U € =49%
3.8.2021

about:blank



Taulukko 2. Mukit-tulosraportti pitoisuusalueelle 10—100 % COHb:a

Nordtest Report

Liite 5
3(4)

Page 1 of 2

MEASUREMENT UNCERTAINTY ESTIMATION

Possible steps
not covered by
control sample

Concentration range: 10,34-75,18 %

Pooled standard deviation, Sr. 2,48 %

W) = Lo 5 550

Step | Action COHb 10-100 3.8.2021
Measurand: COHb
Specify Concentration range: 10-100 %
E Measurand Sample Type (Matrix): Blood
Analysis Principle (Analyzer etc.): ABL90
A: Control samples
Number of control samples: 14
Quantify Average concentration: 53,22643 %
within- Standard deviation, *&w : 2,03 %
laboratory
re?;zod)uablhty, B: Routine replicate samples
u(R,, y s —
2 A: Control Number of routine replicate series: 88
sample B: Number of parallell measurements: 4-5

about:blank

Method and laboratory bias from interlaboratory comparisons

Interlaboratory comparison count, N: 12

i 1 2 3 4 5 6 7 8

Assigned 61,3 | 42 10,7 | 17,4 [ 356 [ 64,9 [ 70,4 | ¢ o,

concentration, "/ % % % % % % % 2

Measured 60,3 | 39,5 | 8,8 14,7 33,2 | 63 70,2 | 53¢,

concentration, % % % % % % % >
bia " 100% 1,63 | 595 | 17,76 | 15,52 | 6,74 | 2,93 | 0,28 | 11,54

% % % % % % % %

Between laboratories | 5 o | 509 | 5,00 | 5,00 |5,00] 500/ 5,00 500

standard deviation, % % % % % % % %

Consensus value

robust mean or

median, No No No No No No No No
¥ P 1.25 - s

Fixed standard 5,00 | 5,00 [ 5,00 | 500 |5,00]5,00]| 5,00/ 5,00

deviation,' fived % % % % % % % %

Number of

participating 50 50 50 50 50 50 50 50

laboratories,

sl 0,71 |0,71 [ 0,71 0,71 0,71|071(0,71] 0,71
. %* | %* | %* %* %* | %* | %* | %*

Assigned Value

Estimation Method

Analyte

Sample Type

(Matrix)

Date

PT provider

Additional

information

3.8.2021
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Nordtest Report Page 2 of 2
i 9 10 11 12
Assigned concentration, “rer .?/021 3,2'6 3,?’8 .}/05’6
C 52,3 58,7 14,3
Measured concentration, % 19% | o %
" £ 1005 0,38 -7,77 | -0,17 -8,33
N ; - % % % %
Between laboratories standard deviation, 5,00 5,00 5,00 5,00
% % % %
Consensus value robust mean or median,
Tacor 1.25 - s, No No No No
5 5,00 5,00 5,00 5,00
Fixed standard deviation, ™" /7*7 " % % % %
Number of participating laboratories, 50 50 50 50
w(Cur)) 0,7 0,71 0,71 0,71
veof 0/0 - D/o . 0/0 * 0/0 *
Quantify Assigned Value Estimation Method
method and Analyte
Ibaiggratory Sample Type (Matrix)
S Date
u(bias)
PT provider
Additional information
* Not using the proficiency test provider's uncertainty value, U(Cref), but calculating the
uncertainty in the following way:
N
_ X u (Cref i)
u(craf) - N
10,71 %
. 2
e YN, bias;
bias N
18,71 %
u(bias) = JRMSMSZ i)
18,74 %
Convert
components to u(R,) = 3,21 %
standard u(bias
uncertainty ( )= 8,74 %
Calculate
combined .
standard U, = Ju(Rw)? + u(bias)® _ g 3; o,
uncertainty, !
U
Calculate
expanded L
uncertainty, U=2-Uc _ 1909
U
about:blank 3.8.2021



