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COBAS e 411 -ANALYSAATTORIN VALIDOINTI

— B12- ja D-vitamiinitutkimukset

B12-vitamiinia tarvitaan ihmisen elimistéssa solujen nukleiinihappojen valmistamiseen. Elimisto
ei itse pysty valmistamaan B12-vitamiinia, vaan sitd saadaan elainperaisestd ruoasta.
Kokonais-B12-vitamiinimaaritys P-B12-Vit on yleisimmin kaytetty veren B12-vitamiinipitoisuuden
laboratoriotutkimus.

D-vitamiini on sek& ravinnosta saatava vitamiini ettd elimiston muodostama hormoni. D-
vitamiinin kahdesta muodosta D2-vitamiinia saadaan ravinnosta tai lisdravinteista ja D3-
vitamiinia muodostuu ihossa auringon ultraviolettivalon vaikutuksesta. D-vitamiinin pitoisuutta
veressa mitataan laboratoriotutkimuksessa P-D-vitamiini-25-OH.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli Turun ammattikorkeakoulun bioanalyytikkokoulutukseen
hankitun Cobas e 411 -analysaattorin validointi B12- ja D-vitamiinitutkimusten osalta. Tydssa
tarkasteltiin Cobas e 411 -analysaattorin toistettavuutta B12- ja D-vitamiinitutkimusten osalta ja
Cobas e 411- analysaattorin tulostasoa verrattiin referenssilaitteena toimineeseen Tykslabin
Cobas e 602 -analysaattorin tulostasoon naisséa tutkimuksissa. Tavoitteena oli saada Cobas e
411 -analysaattori opetuskayttéon B12- ja D-vitamiinitutkimusten osalta sekd mahdollistaa
Tykslabin kanssa yhtendisten viitearvojen kayttd naissa tutkimuksissa.

Tuloksia tarkasteltaessa havaittiin, ettd Cobas e 411 -analysaattorin ja Tykslabin Cobas e 602 -
analysaattorin tulokset olivat keskenaan korreloivia ja yhtenevia B12- ja D-vitamiinitutkimusten
osalta. B12-vitamiinitutkimuksen tulokset olivat toistettavia Cobas e 411 -analysaattorilla. D-
vitamiinitutkimuksen osalta Cobas e 411 -analysaattorin toistettavuudessa oli tilastollisia eroja.
Kliininen merkitsevyys todettiin kuitenkin hyvéaksi molemmissa tutkimuksissa. Opinnaytetydn
tuloksena B12- ja  D-vitamiinitutkimukset  voitin  ottaa  opetuskayttéén  Turun
ammattikorkeakoulun bioanalyytikkokoulutuksessa. Néiden tutkimusten osalta voidaan kayttaa
Tykslabin kanssa yhtenéisia viitearvoja.
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VALIDATION OF COBAS E 411 -ANALYZER

— Vitamin B12 and vitamin D assays

Vitamin B12 is needed in human body to produce cell DNA. Human body can't produce vitamin
B12 by itself. Food of animal origin contains vitamin B12. Complete vitamin B12 assay is
commonly used assay for measuring blood vitamin B12 levels.

Nutriment includes vitamin D. Human body is also capable to form vitamin D as a hormone.
Vitamin D has two forms: vitamin D2 is related to food or dietary supplement and vitamin D3 is
formed in the skin influenced by ultraviolet light from the sun. Blood vitamin D levels are
measured in P-D-vitamin-25-OH assay.

The purpose of this thesis was to validate vitamin B12 and vitamin D assays for the new Cobas
e 411 analyzer of Turku University of Applied Sciences. In this thesis Cobas e 411 analyzers
repeatability in vitamin B12 and vitamin D assays was studied. The result levels between Cobas
e 411 analyzer and Tykslabs Cobas e 602 reference analyzer were compared in these assays.
This thesis’s target was to get Cobas e 411 -analyzer in use in student labs and enable Turku
University of Applied Sciences to use Tykslabs reference values of vitamin B12 and vitamin D
assays.

When studying results it was discovered that the results between Cobas e 411 analyzer and
Tykslabs Cobas e 602 analyzer correlated each other well and results were congruent in
vitamin B12 and vitamin D assays. The results of vitamin B12 assay were repeatable with
Cobas e 411 analyzer. However statistical differences were found in vitamin D assay with
Cobas e 411 analyzer. Clinical significance was found good in both assays. As the result of the
thesis Turku University of Applied Sciences can start to use vitamin B12 and vitamin D assays
in student labs and Tykslabs reference values can be used in these assays.
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1 JOHDANTO

Yleensa riittavan monipuolinen ravinto tyydyttaa elimiston vitamiinitarpeen (Laakarin
kasikirja 2014). B12-vitamiinin puutetta on aiemmin pidetty harvinaisena. Se on kuiten-
kin osoittautunut yleiseksi sairaudeksi, jonka oireet ovat monimuotoisia ja epaspesifi-
sia. (Irjala ym. 2005.) My6s D-vitamiinin liilan vahainen saanti on Suomessa yleista
(L&aa&karin kasikirja 2014).

Ihmisen elimistd tarvitsee Bl12-vitamiinia solujen nukleiinihappojen valmistamiseen.
B12-vitamiinia saa tarpeeksi normaalista ruokavaliosta. B12-vitamiinin puutosta esiin-
tyy padasiassa ikaantyneilla. Noin 10 % yli 65-vuotiaista suomalaisista on todettu B12-
vitamiinin puutos. Vanhemmalla vaestolla paaasiallinen syy vitamiinin puutokseen on
sen imeytymishairid. Vitamiinin imeytymishairiosta karsiville ja tiukkaa kasvisruokava-
liota noudattaville suositellaan B12-vitamiinilisda. (Salonen 2015.) B12-vitamiinin puu-
tos on kehittyvissd maissa paljon yleisempaa kuin lansimaissa, jolloin vitamiinin riitta-
matdn saanti johtuu eléinperaisten ruokien vahaisestda maarasta ravinnossa. Puutos

alkaa usein nuorena kestaen koko elinian. (Allen 2008.)

D-vitamiini on tavoittanut niin tieteellisten ja laaketieteellisten yhteistjen, ruokateolli-
suuden kuin yleisénkin huomion kuluneen 15 vuoden aikana. Taman todistaa tieteelli-
sen D-vitamiinia kasittelevan kirjallisuuden rajahdysmainen lisaantyminen seka laéka-
reiden potilaille pyytamien D-vitamiinitutkimusten voimakas nousu. Ruokavaliosuosi-
tuksia on uudelleenarvioitu, D-vitamiinilisien myynti on noussut ja kauppoihin on tullut

paljon D-vitaminoituja elintarvikkeita. (Cashman ym. 2016.)

D-vitamiinin terveyshyotdyista on saatu paljon uutta tietoa viime vuosien aikana. D-
vitamiinin saannilla on yhteys muun muassa luunmurtumien ehkaisyyn ja silla on todet-
tu olevan verenpainetta kohottavan reniinin tuotantoa vahentava vaikutus. D-vitamiinin
saantisuositusta nostettiin vuonna 2014. Yli kaksivuotiailla, nuorilla ja aikuisilla saan-
tisuositus on 10 pg/vrk sekéd yli 75-vuotiailla 20 pg/vrk. (Fogelholm ym. 2014.) D-
vitamiinin korvausannoksesta talvikautena ei ole paasty yksimielisyyteen ja annokseksi
on ehdotettu jopa 100 pg/vrk (Paakkari 2013).

Turun ammattikorkeakoulun Ruiskadun toimipisteen kliinisen biokemian opetukseen
hankittiin kevaalla 2015 uusi immunokemian analysaattori. Cobas e 411 -analysaattori

on suunniteltu vastaamaan pienten laboratorioiden tarpeita immunokemiallisten maari-



tysten osalta (Roche 2009). Analysaattori tulee validoida B12- ja D-vitamiinitutkimusten
osalta, jotta tutkimukset voidaan ottaa kayttoon. Validoinnin tarkoituksena on osoittaa
analyysimenetelméan sopivuus kayttotarkoitukseen ja se on tarkea toimenpide tulosten
luotettavuuden kannalta. (Matveinen ym. 2005).

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on Cobas e 411 -analysaattorin validointi B12- ja
D-vitamiinitutkimusten osalta. Validoinnissa varmistetaan Cobas e 411 -analysaattorin
toistettavuus B12- ja D-vitamiinitutkimuksissa ja verrataan analysaattorin tulostasoa
Tykslabin Cobas e 602 -analysaattorin tulostasoon naiden tutkimusten osalta. Taman
opinnaytetyon tavoitteena on saada Cobas e 411 -analysaattori opetuskayttoon B12- ja
D-vitamiinitutkimusten osalta sekd mahdollistaa Tykslabin kanssa yhtenaisten viitear-
vojen kayttd naissa tutkimuksissa.



2 B12- JA D-VITAMIINITUTKIMUSTEN VALIDOINTI

2.1 B12-vitamiini

B12-vitamiini eli kobalamiini toimii koentsyymina useissa kemiallisissa reaktioissa. Vi-
tamiini  muodostuu kobolttiatomista ja korriinirenkaasta. (H&anninen 2004.) B12-
vitamiinia tarvitaan solujen nukleiinihappojen valmistamiseen ja se on valttAmatonta
nopeasti jakautuvien kudosten, kuten luuydinsolujen ja suolen seinaman solujen, ja-
kautumiselle (Penttila 2004a; Salonen 2015). Elimisto ei itse pysty valmistamaan B12-
vitamiinia, vaan sitd saadaan elainperéisesta ruoasta, kuten sisaelimisté, maitotuotteis-
ta, kanamunista, lihasta ja kalasta. Elainperaisesta ravinnosta ihminen saa paivittain
noin 5-15 mg B12-vitamiinia, mika ylittdd selvasti minimitarpeen. B12-vitamiinin mini-

mitarve on aikuisilla 3 pg vuorokaudessa. (Savolainen & Parviainen 2010.)

Vitamiinin imeytymiseen vaaditaan intrinsic factoria, jota mahan limakalvo erittaa (Pent-
tild 2004a). Intrinsic factor on B12-vitamiinia sitova glykoproteiini. B12-vitamiini ja in-
trinsic factor muodostavat kompleksin, joka otetaan elimiston kayttdon suolen seina-
man solujen kautta. (Penttia 2004b.) Ohutsuolesta imeytynyt B12-vitamiini varastoituu
maksaan (Penttila 2004a).

B12-vitamiinin puutos voi syntya hitaasti pitkdn ajan, jopa vuosien, kuluessa (Penttila
2004a). Vitamiinipuutoksen syyna on lahes poikkeuksetta vitamiinin puutteellinen imey-
tyminen elimistoon (Savolainen & Parviainen 2010). Taman aiheuttaa yleensa vaurio
mahalaukun limakalvossa, jolloin intrinsic factoria ei muodostu ja B12-vitamiini ei imey-
dy elimistdon (Penttila 2004b). Muita B12-vitamiinin puutoksen aiheuttajia voivat olla
Crohnin tauti, synnynndinen B12-vitamiinin malabsorptio, puutteellinen ravinto tai la-
pamato (Punnonen 2010). Mikali B12-vitamiinia ei kerry tarpeeksi tai se ei imeydy, seu-
rauksena saattaa syntya anemia tai hermaoston oireita (Salonen 2015). B12-vitamiinin
puute on Suomessa yleisin megaloblastisen anemian aiheuttaja (Punnonen 2010).
Megaloblastisessa anemiassa DNA-synteesi on hairiintynyt, jonka seurauksena solujen
jakaantuminen on hidastunut ja erdiden solutyyppien ja niiden tumien koko kasvanut

(Savolainen & Parviainen 2010).

Wong, Ip, Leung, Leung, Cheng ja Siu (2015) tutkivat B12-vitamiinin puutoksen ja fo-
laatin puutoksen yleisyyttd yli 65-vuotiailla laitosasukkailla. Tutkimuksessa mitattiin

seerumin B12-vitamiinipitoisuudet 2176 yli 65-vuotiaalta laitosasukkaalta vuosina



2011-2013. 80 asukkaalla oli jo valmiiksi B12-vitamiinilisa kaytéssé ja 100 asukasta oli
letkuruokinnassa. Jaljella olevista 1996 asukkaasta 858 (43 %) oli miehia ja 1138 (57
%) oli naisia. Kaikilta oli mitattu seerumin B12-vitamiinipitoisuus aikaisemmin, mutta
vain 1885 asukkaalta oli mitattu seerumin folaatti. Seerumin B12-vitamiinin keskiarvo
oli 227 pmol/l ja folaatin 16,2 nmol/l. 34,9 prosentilla oli B12-vitamiinin puutos (seeru-
min B12-vitamiinipitoisuus alle 150 pmol/l) ja 11,8 prosentilla oli folaatin puutos (see-
rumin folaatti alle 6,8 nmol/l). B12-vitamiinin puutoksen yleisyydessa ei ollut eroa nais-
ten ja miesten valilla, mutta miehilla oli naisia enemman folaatin puutosta (16,2 % vs.
8,5 %). Asukkailla, joilla oli B12-vitamiinin puutos, B12-vitamiinin keskiarvopitoisuus oli
110 pmol/l ja folaatin puutosta sairastavilla folaatin keskiarvopitoisuus 5,4 nmol/l. Vain
4,9 prosentilla oli sekd B12-vitamiinin ettd folaatin puutos. B12-vitamiinin puutoksen
yleisyys on 34,9 % yli 65-vuotiailla laitosasukkailla. Suurin osa (68 %) B12-vitamiinin
puutoksista eivat olleet vakavia puutoksia. 24,2 prosentilla B12-vitamiinin puutosta sai-
rastavilta asukkailta l6ydettiin makrosytoosi. Makrosyytoosin esiintymisessa huomattiin

merkittdva nousu, kun seerumin B12-vitamiinipitoisuus laski alle 1200 pmol/l.

Plasman tai seerumin immunokemiallinen kokonais-B12-vitamiinimaaritys on yleisim-
min kaytetty veren B12-vitamiinipitoisuuden laboratoriotutkimus (Hanninen 2004). B12-
vitamiinipitoisuus ei kuitenkaan suoraan kuvasta biologisesti aktiivisen B12-vitamiinin
maaraa, koska vain noin 10-20 % vitamiinista on biologisesti aktiivisena ja suurin osa
varastoituneessa muodossa. Vaikka B12-vitamiinin kokonaispitoisuus olisikin viitealu-
eella, B12-vitamiinin puutostila saattaa olla olemassa. (Irjala ym. 2005.) Tall6in suosi-
tellaan B12-vitamiinin biologisesti aktiivisen muodon mittaamista (Savolainen & Parvi-
ainen 2010). Suomen laboratorioista ainakin Huslab ja Nordlab suosittelevat B12-
vitamiinin puutteen selvittelyssd ensisijaisena tutkimuksena aktiivisen B12-vitamiinin
maaritysta S-B12-TC2 (Huslab 2013; Nordlab 2015).

Potilailla, joilla on riittdva B12-vitamiinipitoisuus, mutta epdillddn B12-vitamiinin puutos-
ta esimerkiksi makrosyyttisen anemian tai neurologisten oireiden takia tulisi tutkia li-
saksi veren homokysteiini ja metyylimalonaatti (Wainwright ym. 2015). Metyylimalo-
naattia ja homokysteiinia kertyy elimistooén B12-vitamiinin puutteen seurauksena, ja
niité voidaan tutkia laboratoriotutkimuksilla P-Hcyst ja S-MetMal (Yhtyneet Medix Labo-
ratoriot 2015a; Yhtyneet Medix Laboratoriot 2015b).

P-B12-Vit -tutkimuksen viitearvo on 145-570 pmol/l. Sentrifugoimaton néayte sailyy
huoneenlamma@ssa kuusi tuntia. Eroteltuna ndyte sailyy huoneenlammaosséa yhden vuo-

rokauden, jadkaapissa kaksi vuorokautta ja pidempiaikaiseen sdailytykseen nayte pa-



kastetaan. (TYKSLAB 2014.) Naytteen hemolyysi ei aiheuta hairiota B12-
vitamiinim&arityksessé, kun naytteen hemoglobiinipitoisuus on alle 1,0 g/dl. Naytteen
lipemia ei aiheuta héairiota maarityksessa, kun naytteen triglyseridipitoisuus on alle
1500 mg/dl. (Vitamin B12 2015.)

2.2 D-vitamiini

D-vitamiini on sek& ravinnosta saatava vitamiini ettd elimiston muodostama hormoni
(Koskinen 2010). Tarkemmin D-vitamiini on rasvaliukoinen steroidi-hormonin esiaste.
Kaksi D-vitamiinin tarkeintd muotoa ovat D3 eli kolekalsiferoli ja D2 eli ergokalsiferoli.
Ihmisen elimistd ei pysty tuottamaan D2-vitamiinia, vaan se saadaan ravinnosta tai
lisaravinteesta. (Vitamin D total 2015.) D3-vitamiinia muodostuu ihossa auringon
ultraviolettivalon vaikutuksesta 7-dehydrokolesterolin  muuttuessa D3-vitamiiniksi
(Penttila 2004a; Aro 2005; Koskinen 2010). Auringon ultraviolettivaloaltistus on
ratkaiseva vitamiinin saannissa, silla vain harvat ruoat sisaltdvat D-vitamiinia
(Savolainen & Parviainen 2010). Ravinnosta vitamiinia saa kalaruoista sekd D-
vitamiinilla taydennetyistd ravintorasvoista ja maitovalmisteista (Koskinen 2010).
Kasvikuntaperdinen D2-vitamiini  on merkitykseltdan vahainen sen heikon
hyddynnettéavyyden, muun muassa huonomman imeytymisen, takia (Savolainen &
Parviainen 2010).

Kesalld muodostunut D-vitamiinivarasto loppuu noin 1-2 kuukaudessa. Tasta johtuen
talvisin tarvitaan D-vitamiinilisdd. (Paakkari 2013.) D-vitamiinilisaksi suositellaan
ensisijaisesti vitamiinin D3-muotoa, silla se on vitamiinin D2-muotoa tehokkaampi
(Hermanson 2012). Vuonna 2014 D-vitamiinin saantisuosituksia nostettiin yli
kaksivuotiailla, nuorilla ja aikuisilla 10 mikrogrammaan vuorokaudessa seka yli 75-

vuotiailla 20 mikrogrammaan vuorokaudessa. (Fogelholm ym. 2014).

D-vitamiini liséa kalsiumin ja fosfaatin imeytymisté suolistosta verenkiertoon ja yllapitaa
luuston mineralisaatiota (Koskinen 2010). D-vitamiini vaikuttaa myds lihaksiston toimin-
taan muun muassa pienentdmalld kaatumistapaturmien riskia. (Aro 2005). llman D-
vitamiinia kalsiumista imeytyy elimist6on vain 10-15 prosenttia (Holick ym. 2011). Vi-
tamiinilla on myds immunologisia ja solujen lisdantymiseen ja uudistumiseen kohdistu-
via vaikutuksia (Aro 2005).



D-vitamiini on biologisesti reaktiokyvyton ja se kay lapi kaksi perakkaistd hyd-
roksylaatiota maksassa ja munuaisissa.  D-vitamiini on veressa sitoutuneena
sitojaproteiiniin, joka siirtdd sen maksaan. Maksassa D-vitamiini hydroksyloituu
muodostaen 25-hydroksi-D-vitamiinia eli kalsidiolia, joka on aktiivisen D-vitamiinin
esiaste. Toinen hydroksylaatio tapahtuu munuaisissa, jolloin muodostuu biologisesti
aktiivista  1,25-dihydroksi-D-vitamiinia eli kalsitriolia. (Vitamin D total 2015.)
Lisakilpirauhasten tuottama parathormoni lisdd munuaisissa aktiivisen D-vitamiinin
tuotantoa (Koskinen 2010).

D-vitamiinin puutos aiheuttaa lihasheikkoutta, hypotoniaa ja luustomuutoksia. D-
vitamiinin puutos on nykyddn harvinainen suomalaisilla lapsilla tehokkaiden D-
vitamiinin supplementaatiohoitojen ansiosta. Altistavia tekijoita D-vitamiinin puutokselle
ovat pitkd imetysaika ja ruoansulatuskanavan taudit. (Weber 2010.) My®s D-vitamiinin
imeytymishairié voi johtaa D-vitamiinin puutokseen. Erdiden epilepsialddkkeiden pitka-
aikainen kaytté voi vahentaa D-vitamiinin muodostumista maksassa. (Penttila 2004a.)
D-vitamiinin synteesi ihossa on tummaihoisilla heikompi kuin vaaleaihoisilla (Weber
2010). Vitamiinin puutos voi johtaa osteomalasiaan aikuisilla ja riisitautiin lapsilla. D-
vitamiinin puutetta esiintyy varsinkin vanhemmalla vaestolla. (Savolainen & Parviainen
2010).

D-vitamiinin alhainen taso on yhdistetty muun muassa 1 tyypin diabetekseen, erisiin
syopiin ja sydan- ja verisuonitauteihin, autoimmuunisairauksiin ja synnynnaiseen vas-
tustuskykyyn. D-vitamiinin on myds osoitettu vaikuttavan yli 200 geenin ilmentymiseen.
(Vitamin D total 2015.) Todennakoisesti D-vitamiinin riittavalla saannilla on ihmisen

terveydelle paljon laajempi merkitys kuin aikaisemmin on ajateltu (Koskinen 2010).

D-vitamiinin pitoisuutta veressa voidaan mitata laboratoriotutkimuksella P-D-vitamiini-
25-OH (TYKSLAB 2014). Veren 25-hydroksi-D-vitamiinipitoisuuden on todettu kuvasta-
van seké endogeenista ettd eksogeenista vitamiininsaantia (Aro 2005). 25-hydroksi-D-
vitamiini maaritetdan, kun halutaan selvittdd kokonais-D-vitamiinitilanne, koska se on
D-vitamiinin varastomuoto. 25-hydroksi-D-vitamiinia on elimistdssa noin tuhat kertaa
enemman kuin vitamiinin aktiivista 1,25-dihydroksi-muotoa. Suurin osa mitattavasta D-
vitamiinista on D3-vitamiinia. (Vitamin D total 2015.) D-vitamiinin paivittainen 15-20
mikrogramman lisésaanti nostaa veren kalsidiolipitoisuuden keskim&érin tasolle 50

nmol/l ja 40-50 mikrogramman lisdsaanti tasolle 75 nmol/l (Paakkari 2013).



Rouillon, Dubourg, Gauvain, Baron, Glemarec, Cormier, Guillot ja Pascale (2012) ar-
vioivat tutkimuksessaan D-vitamiinitason puutostilaan Ranskassa yleisimmin kaytetyn
protokollan tehokkuutta. Tutkimukseen osallistuvien potilaiden D-25-Vit -taso oli alle 30
ng/ml. Tutkimukseen osallistui 257 osteoporoosipotilasta, jotka saivat kahden viikon
valein D3-vitamiiniannoksen, jonka suuruus riippui seerumin D25-pitoisuudesta. Tu-
lokseksi saatiin, ettd D3-vitamiinin antaminen nosti seerumin D25-tasoa potilailla, joi-
den painoindeksi oli alle 25 mutta ei ylipainoisilla potilailla. Melkein puolella potilaista
seerumin D25-taso oli kaksi kuukautta hoidon lopettamisen jalkeen alle 30 ng/ml, joten
tutkijat suosittelivat néille osteoporoosipatilaille saanndllistd D3-vitamiinilisda jatkossa-
Kin.

D-vitamiinitutkimuksista vain 25-hydroksi- ja 1,25-dihydroksi-D-vitamiinimaarityksilla on
Kkliinistd kayttdarvoa. 25-hydroksi-D-vitamiinimaarityksella voidaan todeta sekd D-
vitamiinin puutos etta yliannostuksen aiheuttama toksinen pitoisuus. 1,25-dihydroksi-D-
vitamiinimaaritysta kaytetdan riisitaudin, hyperkalsemian ja munuaisvaurion aiheutta-
man luutaudin selvittelyssa. (Risteli & Risteli 2010.) P-D-vitamiini-25-OH-tutkimuksen
viitearvot ja tavoitetasot vaihtelevat lahteen ja maaritysmenetelman mukaan (HUSLAB
2015). P-D-vitamiini-25-OH-tutkimuksen tavoitearvo on kaikilla yli 50 nmol/l (TYKSLAB

2015). Tutkimuksen pitoisuuksien tulkinta on esitetty taulukossa (Taulukko 1).

Taulukko 1. P-D-vitamiini-25-OH pitoisuuksien tulkinta (Kéypé hoito 2014).

Pitoisuus Tulkinta

< 25 nmol/l vakava puutos

< 50 nmol/l puutos

50-75 nmol/l yleensa riittavaksi katsottu pitoisuus
75-120 nmol/l tavoite osteoporoosipotilailla

> 375 nmol/l toksinen pitoisuus

P-D-vitamiini-25-OH -néayte tulee suojata suoralta auringon valolta. Huoneenlammaossa
sdilytetty nayte tulee analysoida vuorokauden kuluessa. Sdilytettdessa naytetta yli vuo-
rokauden sailytys tapahtuu jadkaapissa tai pakastimessa. Erotettu plasma sailyy 4 vrk

jadkaappilampotilassa ja tata pidemman ajan pakastettuna. (TYKSLAB 2014.) Nayt-




teet, joissa on silmin havaittavaa hemolyysia, voivat antaa epéluotettavia tuloksia. Kun
naytteen hemoglobiinipitoisuus vylittda 2 g/l, tuloksista saattaa tulla todellista korkeam-
pia. Naytteen lipeemisyys ei aiheuta hairiéta D-vitamiinimaarityksessa, kun veren ras-
vapitoisuus on alle 400 mg/dl. (Vitamin D total 2015.)

2.3 Cobas e 411 ja e 602 -analysaattorit

Turun ammattikorkeakoulun Ruiskadun toimipisteeseen hankittu Cobas e 411 -
analysaattori (Kuva 1) on taysin automatisoitu immunokemian analysaattori, jolla voi-
daan tehda seka kvantitatiivisia ettd kvalitatiivisia maarityksid (Roche Diagnostics
2013). Analysaattori on suunniteltu pienille laboratorioille, joiden analysointitarve on 25
000-250 000 testia vuodessa tai 50—-250 naytettd paivassa (Roche 2015). Laitteen
nykyaikainen elektrokemiluminesenssitekniikka (ECL) mahdollistaa erinomaisen ana-

lyyttisen suorituskyvyn. Analysaattori tarjoaa laajan valikoiman immunokemian ana-

lyyseja. (Roche 2009.)
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Kuva 1. Cobas e 411 -analysaattori.



Cobas e 411 -analysaattorilla voidaan analysoida jopa 86 testid tunnissa. Naytemateri-
aalina voidaan kayttdd muun muassa seerumia, plasmaa tai virtsaa, joita tarvitaan
maarityksesta riippuen 10—50 pl. Analysaattoria on seka kiekkomallina etta telinemalli-
na. Kiekkomallissa on 30 ja telinemallissa 75 paikkaa naytteille, kalibraattoreille ja kont-
rolleille. (Roche 2016a.) STAT (Short Turn Around Time) -paikalla voidaan analysoida
kiireellisia naytteita, jolloin analyysiaika on lyhyempi (Roche Diagnostics 2013). Analy-
saattorilla on mahdollista maérittda lahes 100 tutkimusta. Analysaattorilla voidaan teh-
da anemia-, luumerkkiaine-, sydanmerkkiaine-, diabetes-, hedelmallisyys-, hormoni-,
peruskemia-, kasvuhormoni-, hepatiitti-, tartuntatauti-, reuma-, spesifinen proteiini-,

ladkeaine-, kilpirauhas- ja kasvainmerkkiainemaarityksia. (Roche 2016a.)

Tykslabissa kayttssa oleva Cobas e 602 -analysaattori on suurten laboratorioiden tar-
peisiin suunniteltu taysin automatisoitu immunokemian analysaattori. Analysaattori
kayttaa elektrokemiluminesenssitekniikkaa (ECL) tarjoten laajan valikoiman laborato-
riomaarityksid. Cobas e 602 -analysaattorilla voidaan analysoida jopa 170 testia tun-
nissa. Yhteen testiin tarvitaan naytemateriaalia maarityksesta riippuen 1,5-35 pl. Ana-
lysaattorin tutkimusvalikoimaan kuuluvat samat tutkimukset kuin Cobas e 411 -

analysaattorin tutkimusvalikoimaan. (Roche 2016b.)

2.4 Kemiluminesenssi ja elektrokemiluminesenssi

Kemiluminesenssissa viritysenergian aiheuttaa kemiallinen reaktio (Halonen 2004a).
Kemiluminesenssissa hapetetaan orgaanista yhdistetta hapettimella. Hapetusreaktiot
tapahtuvat katalyyttien, kuten entsyymien, metalli-ionien tai hemin lasna ollessa. Ha-
pettumalla virittyneet yhdisteet emittoivat valoa, josta saadaan mitattava kemilumine-
senssi. (Halonen 2004a.) Menetelméan avulla vasta-aineeseen sitoutumaton ja sitoutu-
nut substraatti voidaan erottaa taydellisesti toisistaan. Kemiluminesenssimaarityksilla
paastaan toteuttamaan kvantitatiivista analytiikkaa hyvin pienillakin pitoisuuksilla. Ke-
miluminesenssianalyysilaitteissa kaytetdadn heterogeenisida analyysitekniikoita, joissa
erotteluvaihe tapahtuu paramagneettisten rautapartikkelien avulla. Rautapartikkelit ero-
tetaan magneettikentdssa. (Akerman ym. 2010.) Kemiluminesenssia sovelletaan ylei-
sesti vitamiinien, hormonien, proteiinien ja ladkeaineiden immunokemiallisissa maéari-

tyksissa (Halonen 2004a).

Elektrokemiluminesenssissa, ECL, kemiluminesenssireaktio kdynnistetddn sahkoisesti

elektrodin pinnalla. Elektrokemiluminesenssia kaytetdan immunokemian maarityksissa
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seka nukleiinihappomé&arityksessé. (Halonen 2004a.) Elektrokemiluminesenssi-
immunomaaritystd, ECLIA, kaytetddn muun muassa Kilpirauhas-, hormoni-, tuumori-
markkeri- ja sydanmerkkiainemaarityksiin (Halonen 2004b). Elektrokemiluminesenssi-
tekniikan etuja ovat hyva herkkyys, lyhyet inkubaatioajat, soveltuvuus laajalle analyytti-
valikoimalle seka laaja mittausalue, joka vahentdd laimennosten tarvetta. Elektroke-
miluminesenssitekniikan leima on myos erittain stabiili ja ei-radioaktiivinen. Tamé mabh-

dollistaa hyvin sailyvat kayttovalmiit reagenssit. (Roche Diagnostics 2011.)

Cobas e 411 -analysaattori kayttaa kolmea elektrokemiluminesenssiin perustuvaa me-
netelméaé. Nama ovat kilpailu-, kaksoisvasta-aine- ja sidepalkkiperiaate. Kilpailuperiaa-
tetta kaytetddn pienten ja kaksoisvasta-aineperiaatetta suurten analyyttien maarittami-
seen. Sidepalkkiperiaatetta kaytetaan vasta-aineiden méaarittdmiseen. (Roche Diagnos-
tics 2011.)

Cobas e 411 ja e 602 -analysaattorit kayttavat B12- ja D-vitamiinim&arityksissa kilpai-
luperiaatetta (Vitamin B12 2015; Vitamin D total 2015). Kilpailuperiaatteen ensimmai-
sessd vaiheessa reaktiokuppiin pipetoidaan naytettd eli tutkittavaa antigeenia ja spesi-
fistd Rutenium-leimattua vasta-ainetta. Antigeeni sitoutuu vasta-aineeseen. Seuraa
toinen vaihe, jossa seokseen lisatdan biotinyloitu antigeeni ja streptavidiinimikropartik-
kelit. Biotinyloitu antigeeni sitoutuu vapaaksi jadneeseen Rutemium-leimattuun vasta-
aineeseen, jolloin muodostuu vasta-ainehapteenikompleksi. Kompleksi sitoutuu edel-
leen mikropartikkeleihin. Toisen vaiheen jalkeen immunokomplekseja siséltava reak-
tioseos imetddn mittauskammioon, jossa immunokompleksit saadaan magneetin avulla
elektrodin pinnalle. Loput reaktioseoksesta pestaan pois ProCell-puskurin avulla. Pro-
Cell-puskurin mukana mittauskammioon tulee myds TPA:ta eli tripropylaminiinia. Elekt-
rokemiluminesenssireaktio kaynnistetddn johtamalla elektrodille séhkdinen jannite.
(Roche Diagnostics 2011.) Syntynyt valoemissio mitataan valomonistinputkella (Halo-
nen 2004b). Reaktiossa syntyneen valon maara on kaantaen verrannollinen naytteessa

olevaan antigeenimaaraan (Roche Diagnostics 2011).

2.5 Validointi

Laboratoriomdaritysten tulosten oikeellisuus voidaan todentaa osoittamalla, ettéd mitta-
usjarjestelma tuottaa oikeita tuloksia kyseisesta naytetyypista ja siina olevien analysoi-
tavien aineiden pitoisuuksista. Mittausjarjestelmaan kuuluvat nayte, analyysimenetel-

ma, mittalaite ja mittaaja sekd mittausymparistd. Jotta analyysitulosten laatu voidaan
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varmistaa, on kaikkia osatekijoita seurattava riittavan tarkasti. Laatu saavutetaan huo-
lellisesti suunnitelluilla, optimaalisesti kontrolloiduilla, tarkasti mitatuilla ja jatkuvasti
kehitettavilla tyovaiheilla (Westgard 2003). Analyysilaboratorioissa tarkeana osana laa-
tutoimintaa ovat sisaiset ja ulkoiset auditoinnit, joissa laboratorion laatujarjestelméan
toimivuus tarkastetaan. Laatujarjestelma perustuu laboratorion laatukasikirjaan, jossa
esitetddn menetelméat ja menettelytavat, joilla laboratorio saavuttaa laatutavoitteensa ja
osoittaa luotettavuutensa. Laadunvarmistuksen tavoitteena on, etta analyysitulos tayt-
taa sille annetut vaatimukset ja ettd mittaukset ovat jaljitettavia. (Lehtonen & Sihvonen
2006.)

Analyysipalveluita tuottavan laboratorion toiminnan on perustuttava validoitujen ana-
lyysimenetelmien kayttéon. Validoinnilla tarkoitetaan toimintaa tai prosessia, jolla todis-
tetaan, ettd kaytetty toimenpide, prosessi, laite tai menetelma toimii odotetusti ja antaa
oikeita ja tarkoituksenmukaisia tuloksia (Westgard 2003). Validoinnin tarkoituksena on
osoittaa, ettd analyysimenetelma on soveltuva aiottuun kayttétarkoitukseen. Validoinnin
tuloksena saatava tieto ja jo olemassa oleva tieto seka tausta-aineisto kerataan yhteen
ja niiden perusteella voidaan todeta onko menetelma luotettava. (Jaarinen & Niiranen
2005.)

Kemiallisen mittausmenetelman validointi on téarke&a, jotta kemiallisesta analyysista
saadut tulokset olisivat luotettavia. Validoinnissa olennaista on arvioida mittausmene-
telman suorituskykya. (Matveinen ym. 2005.) Kemiallisen mittausmenetelméan validointi
on tarpeen kun halutaan todistaa, ettd mittausmenetelman suorituskykyparametrit ovat
riittavat tietyn analyyttisen ongelman ratkaisuun. Validointi on tarpeellista muun muas-
sa uutta menetelméé kehitettdessa, kaytdssa olevaa menetelmééd uudistettaessa tai
kun menetelmassa kaytetaan uutta mittalaitetta. Validoinnin laajuuteen vaikuttaa millai-
sia muutoksia mittausmenetelmé&én on tehty. Vaikka menetelma olisi standardisoitu ja
validoitu kansainvalisella tasolla, tarvitaan kayttdlaboratorion jonkinasteinen oma vali-
dointi tai oikeastaan menetelman kayttokelpoisuuden tarkistus, jonka suorittaa oma
henkildkunta laboratorion omissa olosuhteissa omille naytteille. Oma validointi voidaan
suorittaa esimerkiksi sertifioidulla vertailumateriaalilla, jonka pitoisuus tunnetaan. (Mat-

veinen ym. 2005.)

Abdel-Wareth, Haq, Turner, Khan, Salem, Mustafa, Hussein, Pallinalakam, Grundy,
Patras ja Rajah (2013) vertasivat kahta eri analyysimenetelmaa seerumin D2- ja D3-
vitamiinin 25 -hydroksyloituneiden metaboliittien analysoinnissa. Toinen menetelma oli

Rochen elektrokemiluminometrinen menetelma ja toinen Chromsystemin HPLC -
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pohjainen menetelm&. Naytteina toimivat 96 ylijaaméaseerumia jotka analysoitiin mo-
lemmilla menetelmilla. Rochen ja Chromsystemin eri menetelmien tulosten yhtapita-
vyysprosentiksi saatiin 84 %. Yhtapitavyysprosentti oli 91 % naytteissé joissa D2-
vitamiinipitoisuus oli vdahemman kuin 10 nmol/l ja 82 % naytteissa joissa pitoisuus ylitti
10 nmol/l. Tulosten kokonaiskorrelaatioarvoksi saatiin 0,77. Havaitulla poikkeamalla on
vahan merkitystéa kliiniseen paatdksentekoon, joten se on kliinisesti hyvaksyttava.

Laboratorion mittausmenetelmien tulee tuottaa jatkuvasti mahdollisimman tarkkaa ja
luotettavaa tietoa mitattavasta muuttujasta (Lehtonen & Sihvonen 2006). Validoinnin
suunnitteluun vaikuttavat oleellisesti ndytteen ominaisuudet ja analyysitulosten vali-
doinnilla on suora yhteys analyysitulosten laatuun (Jaarinen & Niiranen 2005). Ana-
lyysimenetelman validoinnissa saaduilla tuloksilla osoitetaan, ettd validoitava menetel-
ma toimii hyvaksyttavasti tehtavassaan. Kriteerit validoinnin hyvéksymiselle asettaa
analyysilaboratorio, viranomainen tai asiakas. (Lehtonen & Sihvonen 2006.)

Laboratoriomenetelmien validoinnin osa-alueita ovat spesifisyys, lineaarisuus, tark-
kuus, toistettavuus, mittausalue, stabiilius ja hairionsietokyky. Menetelmén spesifisyy-
della tarkoitetaan menetelméan kykya maarittaa analyytti riittdvan tarkasti kaikkien mah-
dollisten naytteeseen liittyvien komponenttien joukosta. Lineaarisuuden kriteeriksi vali-
doinnissa riittda yleensa se, ettd menetelma on lineaarinen tietylla mittausalueella.
Analyysimenetelméan tarkkuus kuvaa sitd, miten lahella toisiaan mitattu arvo ja oikea
arvo ovat. Tarkkuutta voidaan arvioida vertaamalla omalla menetelmalla saatuja tulok-
sia toisen tarkaksi tunnetun menetelman saamiin tuloksiin. Tarkkuuden kriteeriksi voi-
daan asettaa oikean ja mittauksessa saadun arvon sallittava erotus tai sen osuus pro-
sentteina. (Lehtonen & Sihvonen 2006.) Toistettavuus liittyy testien valiseen vaihteluun,
jossa arvioidaan toisistaan riippumattomien tunnetuissa olosuhteissa saatujen mittaus-
tulosten keskinaista paikkansapitavyytta (Jaarinen & Niiranen 2005). Analyysimenetel-
man toistettavuus saadaan saman naytteen perattaisistd maarityksista tai rinnakkais-
maarityksista. Toistettavuus voidaan méaarittdd suorittamalla useita rinnakkaismaarityk-
sia erilaisista naytteista eri pitoisuuksilla (Matveinen ym. 2005). Mittausalue muodostuu
pitoisuusalueesta, jolla menetelman lineaarisuuden, tarkkuuden ja toistotarkkuuden
tasot ovat hyvaksyttavid. Analyysimenetelman stabiilius voidaan selvittaa toistamalla
maaritysta niin kauan, ettd vasteessa havaitaan selva muutos. Toistokerroilla tulee
kayttaa samoja standardeja, liuoksia ja naytteitd. Hairionsietokyvylla tarkoitetaan me-
netelméan kykya kestaa pienia muutoksia ymparistdssa, esimerkiksi lampdétilan tai pH:n
vaihtelua. (Lehtonen & Sihvonen 2006.)
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Analyysilaitteen on tuotettava johdonmukaisesti riittavan tarkkoja tuloksia ja laitteen
tulee olla sopiva siihen tarkoitukseen, johon sitéd kaytetaan. Kaytanndssa aina ennen
laitteen kayttoonottoa tulee osoittaa, ettéd se on tarkoituksenmukainen vaadittavaan
tehtavaan. Ennen kuin laite otetaan kayttéon, se on kalibroitava ja validoitava. Paata-
voitteena validoinnissa ja kalibroinnissa on varmistaa ja osoittaa, etta analyysilaite tayt-
taéd laatujarjestelméaén kirjatut tarpeellisuuden ja tarkoituksenmukaisuuden laatukritee-
rit. Validointiprosessista tehd&én kirjalliset dokumentit. Labratoriolaitteiden validoinnin
vaiheita ovat maaritysten tarkastus, suunnittelun tarkastus, asennustarkastus, toimin-
nallinen tarkastus, suorituskyvyn tarkastus ja tietokoneistettujen laitteiden ja jarjestel-

mien validointi. (Lehtonen & Sihvonen 2006.)

Validoinnista tehdaan validointiraportti. Raportissa selvitetdan miten menetelmé sovel-
tuu aiottuun kayttotarkoitukseen ja miten menetelmén luotettavuuskriteerit tayttyvat.
Validointiraporttiin kirjattavia tietoja ovat muun muassa menetelmén tavoite ja toteutus,
mittausepavarmuuden arviointi ja laitteiden toimintakunto. Validoinnin yhteydessa
muodostetaan myos laadunvarmistusmenettelyt uudelle menetelmélle seka menetel-
maohje. Noudatettaessa menetelmaohjetta validoinnilla saavutetut tuloksen luotetta-
vuuden kriteerit toteutuvat. Mikali menetelmaa kaytettdessa huomataan systemaattisia
muutoksia laadunvarmistustulosten perusteella, validointi on uusittava. (Jaarinen &
Niiranen 2005.)
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA
TEHTAVAT

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on Cobas e 411 -analysaattorin validointi B12- ja
D-vitamiinitutkimusten osalta. Tutkimuksissa kaytettava menetelmé on validoitu laite-
toimittaja Rochen toimesta. Koska B12- ja D-vitamiinitutkimukset otetaan Ruiskadulla
kayttoon ensimmaista kertaa, tarvitaan kayttdlaboratorion oma validointi kyseisten tut-
kimusten osalta. Validoinnissa varmistetaan analysaattorin toistettavuus B12- ja D-
vitamiinitutkimusten osalta ja selvitetaan vastaako Cobas e 411 -analysaattorin tulosta-
so Tykslabin Cobas e 602 -analysaattorin tulostasoa néissa tutkimuksissa. Taméan
opinnaytetybn tavoitteena on saada Cobas e 411 -analysaattorin B12- ja D-
vitamiinitutkimukset opetus- ja tutkimuskayttéon sekd mahdollistaa Tykslabin kanssa
yhtendisten viitearvojen kayttd naiden tutkimusten osalta. Bl12- ja D-
vitamiinitutkimukset ovat taysin uusia tutkimuksia Ruiskadun toimipisteessa ja niiden

kayttédnotto tuo lisavalikoimaa opetuslaboratorion tutkimusvalikoimaan.
Tutkimusongelmat:

1. Ovatko Cobas e 411 -analysaattorin ja Tykslabin Cobas e 602 -analysaattorin
tulokset keskenaan korreloivia ja ovatko tulokset yhtenevia B12- ja D-
vitamiinitutkimusten osalta?

2. Ovatko Cobas e 411 -analysaattorin tulokset B12- ja D-vitamiinitutkimusten

osalta toistettavia?
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4 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

4.1 Tutkimuksen toteutus

Tassa opinnaytetydossad validoitin Cobas e 411 -analysaattori B12- ja D-
vitamiinitutkimusten osalta Turun ammattikorkeakoulun tilauksesta. Tutkimuspaikkana
toimi Turun ammattikorkeakoulun Ruiskadun toimipisteen kliinisen biokemian luokka
517. Opinnaytetydn tekeminen aloitettiin elokuussa 2015 osallistumalla laitetoimittajan
jarjestamaan laitekoulutukseen. Opinnaytetydlle laadittiin tutkimussuunnitelma ja anot-
tiin tutkimuslupa Turun ammattikorkeakoulun koulutusvastaavalta 9.12.2015. Tutkimus-
lupa saatiin 11.12.2015.

Tutkimusaineisto tilattiin Tykslabin osastolta 930. Aineistoksi pyydettiin mahdollisuuksi-
en mukaan eritasoisia naytteita. Tutkimusaineisto oli 20 kappaletta potilasnaytteita tut-
kimusta kohden, eli B12- ja D-vitamiinitutkimuksille yhteensa 40 potilasnaytettad (n=40).
Naytteet olivat pakastettua litiumhepariiniplasmaa. Tykslabin potilasnaytteiden hinta oli
seitseman euroa kappaleelta. Hinta kattoi naytteiden etsinnan ja kasittelyn kulut, yh-
teensa 280 euroa. Turun AMK vastasi naytteiden ja analysaattoritarvikkeiden kustan-

nuksista. Kustannukset hyvaksytettiin Ruiskadun koulutus- ja tutkimuspaallikolla.

Opinnaytetydn kaytanndénosuus suoritettiin joulukuun aikana kahtena eri paivana. En-
simmaisena tutkimuspaivana 21.12.2015 B12- ja D-vitamiinitutkimukset aktivoitiin ana-
lysaattorille ja suoritettiin kalibroinnit seka ajettiin kontrollit. Ennen tutkimusten kalib-
rointia  molempien tutkimusten kalibraattorit liuotettiin. Kalibrointiin k&ytettin B12-
vitamiinitutkimuksen osalta Vitamin B12 |l CalSet -kalibraattoria, joka sisélsi kaksi ta-
soa, Cal 1 ja Cal 2. D-vitamiinitutkimuksen osalta kalibrointiin kaytettiin Vitamin D total
CalSet -kalibraattoria, joka sisélsi kaksi tasoa, Cal 1 ja Cal 2. Myds kontrollit liuotettiin.
Kontrollina kaytettiin PreciControl Varia -kontrollia, joka sisalsi kaksi tasoa, PC V1 ja
PC V2. Ylijaanyt liuotettu kontrolli pakastettiin seuraavaa paivaa varten. Kalibraattorei-
den ja kontrollien ajoon kaytetyt ProCell ja CleanCell -puskurit oli avattu 12.11.2015.

Analysaattorille tehtiin my06s tarvittavat puhdistus- ja huoltotoimenpiteet.

Naytteet haettiin Tykslabin osastolta 930 analysointipdivan aamuna 22.12.2015 ja kul-
jetettiin kylmélaukussa tutkimuspaikalle. Naytteiden annettiin sulaa hyvin huoneen-
[Amma@ssa noin kaksi tuntia. Taman jalkeen naytteet sekoitettiin k&sin ja mikserilla seka

sentrifugoitiin.
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Kontrollit otettiin -80 °C pakkasesta huoneenlampdon sulamaan 25 minuuttia ennen
analysaattoriin laittoa. Kontrollit ajettiin kaksi kertaa, koska ensimmaisella kerralla ana-
lysaattori antoi virheilmoituksen. Kun kontrollit olivat menneet lapi, voitiin aloittaa nayt-

teiden analysointi.

Naytteet numeroitiin ja Tykslabin tulokset kirjattiin yl6s. Tarkasteltaessa naytteiden ul-
kondkda, havaittiin yksi D-vitamiininayte lievasti hemolyyttiseksi ja lipeemiseksi seka
ulkonaoltddn puuromaiseksi. Muut 39 naytettd olivat ulkonadltddn laadukkaita. Tarvit-
tavat reagenssit otettiin huoneenlampd6n puoli tuntia ennen kuin ne laitettiin analysaat-
toriin. B12-vitamiinitutkimuksen osalta kaytettin Vitamin B12 Il -reagenssia ja D-
vitamiinitutkimuksen osalta kaytettiin Vitamin D total -reagenssia. Kontrolleihin ja nayt-
teiden analysointiin kaytetyt ProCell ja CleanCell -puskurit avattiin 22.12.2015.

Analysointipaivana naytteet analysointiin ja kaikista naytteista ajettiin myos rinnakkaiset
maaritykset. Kolmen naytteen kohdalla analysaattori antoi virheilmoituksen liian vahai-
sesta naytemaarasta, jolloin kyseiset naytteet siirrettiin naytekuppeihin ja analysoitiin
uudelleen. Taman jalkeen naytekuppeihin siirrettiin kaikki naytteet, jotka nayttivat sil-
mamaaraisesti maaraltaan riittamattomiltd. Kahden D-vitamiinindytteen kohdalla tulos
oli yli mittausalueen, joten namé naytteet laimennettiin Diluent Universal -liuoksella ja
analysoitiin uudelleen. Naytteiden analysointi kesti kokonaisuudessaan noin viisi tuntia.
Samanaikaisesti B12- ja D-vitamiininaytteiden kanssa analysoitiin myts PSA-naytteita
toista opinnaytetydta varten. Analysoinnin paatteeksi analysaattorille suoritettiin tarvit-
tavat pesu- ja huoltotoimenpiteet seka poistettiin analysointipaivana tulostetut tulokset

analysaattorin muistista.

Tulosten analysointi tapahtui Excel ja SPSS -tilasto-ohjelmien avulla. Tulokset analy-
soitiin kevaalla 2016. Validoinnin tarkoituksesta, kaytannon toteutuksesta, tuloksista ja
tulosten tarkastelusta sek& johtopaatoksista laadittiin laatukasikirjan liitteeksi validointi-
raportti. Validointiraportissa kuvattiin myos validoinnissa kaytetyt reagenssit, kalibraat-
torit ja kontrollit. Koko opinndytetytn kaytdnndnosuuden ajan pidettiin laboratoriotyd-
paivékirjaa, johon Kirjattiin kaikki tyévaiheet ja tulokset seké kalibraattoreiden, kontrolli-
en ja muiden reagenssien eranumerot ja eraantymispaivat. Opinnaytetydta ohjasi bio-

analyytikkokoulutuksen lehtori.
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4.2 Tilastollinen kasittely

Cobas e 602- ja Cobas e 411 -analysaattoreiden antamien tulosten seké Cobas e 411 -
analysaattorin rinnakkaisajojen tulosten valista riippuvuutta arvioitiin tilastollisen kasitte-
lyn avulla. Tilastollista riippuvuutta tutkittiin Excel ja SPSS -ohjelmien avulla. Tilastolli-
sella kasittelylla tarkasteltiin tulosten korrelaatiota, yhtenevyytta ja toistettavuutta. Refe-
renssilaitteena kaytettiin Tykslabin Cobas e 602 —analysaattoria, jonka antamat tulok-

set toimivat referenssiarvoina.

Ensimmaiseksi laskettiin korrelaatiokertoimet B12- ja D-vitamiinim&aritysten tuloksille
verrattaessa Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattoreiden valista korrelaatiota. Kor-
relaatiokertoimia kaytettiin myds Cobas e 411 -analysaattorin toistettavuutta tarkastel-
taessa. Korrelaatiokertoimella, r, voidaan tarkastella muuttujien valisid yhteyksia. Kor-
relaatiokerroin kuvaa kahden muuttujan valistéa voimakkuutta standardoidulla asteikolla
-1:n ja 1:n valilla. (Nummenmaa ym. 2014.) Mitéd lahempé&na korrelaatiokerroin on ar-
voa +1, sitd voimakkaampi on muuttujien valinen positiivinen korrelaatio eli toinen
muuttuja kasvaa toisen muuttujan kasvaessa. Mitd lahempana korrelaatiokerroin on
arvoa -1, sitd voimakkaampi on muuttujien valinen negatiivinen korrelaatio eli kun toi-
nen muuttuja kasvaa toisen muuttujan arvo pienenee. Kertoimen ollessa lahella arvoa

0, muuttujien valilla ei ole lineaarista riippuvuutta. (Heikkila 2008.)

Analysaattoreiden valista korrelaatiota tarkasteltaessa tuloksista muodostettiin sironta-
kuviot. Sirontakuviot muodostettiin myds tarkasteltaessa Cobas e 411 -analysaattorin
toistettavuutta. Sirontakuviolla kuvataan graafisesti kahden numeerisen muuttujan va-
listd yhteytta (Nummenmaa ym. 2014). Sirontakuviossa arvopareja kuvaavat pisteet
sijoittuvat jollekin kayralle. Jos kahden muuttujan valilla on lineaarinen riippuvuus ja
toisen muuttujan kayttaytymista voidaan selittdd toisen muuttujan avulla, pystytdén
riippuvuutta kuvaamaan regressiosuoran avulla. (Heikkilda 2008.) Mita selvemmin pis-
teet sijoittuvat regressiosuoralle, sitd voimakkaampi on muuttujien valinen yhteys
(Nummenmaa ym. 2014). Sirontakuvioista saadaan selitysaste. Selitysaste kertoo,
kuinka suuren osan selittdvd muuttuja x selittaa selitettdvan muuttujan y vaihteluista.
Selitysaste saadaan kun korrelaatiokertoimen arvo korotetaan toiseen potenssiin. Seli-

tysaste ilmoitetaan usein prosentteina. (Heikkila 2008.)

B12- ja D-vitamiinim&aritysten tulosten yhtenevyyttd tarkasteltaessa suoritettiin one

sample T-testi. B12- vitamiinim&arityksen rinnakkaisajojen tulosten toistettavuutta tar-
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kasteltaessa suoritettiin parierojen T-testi. T-testilla tarkistetaan, ettei tulos johdu sa-
tunnaisvaihtelusta vaan tuloksen voidaan olettaa esiintyvan myos perusjoukossa. Ta-
ma& osoittaa, etta saatu tulos on oikeellinen. Testin tarkoituksena on tutkia, ovatko kah-
den ryhmén keskiarvot yhtd suuret. Muuttujien on oltava vahintaan valimatka-
asteikollisia ja noudatettava normaalijakaumaa, jotta T-testi voidaan suorittaa. (Valli
2015.)

D-vitamiinimaarityksen rinnakkaisajojen tulosten toistettavuutta tarkasteltaessa suori-
tettiin parierojen Wilcoxonin testi. Wilcoxonin testi on jakaumasta riippumaton epapa-
rametrinen testi. Wilcoxonin testid kaytetéén, jos tutkittavat muuttujat eivat noudata
normaalijakaumaa eli T-testid ei voida tehda. (Nummenmaa ym. 2014.)

T-testissd, normaalijakaumatestauksessa ja Wilcoxonin testissa tarkasteltiin merkitse-
vyystasoa. Merkitsevyystaso kertoo, kuinka suurella riskilla saatu ero tai riippuvuus
johtuu sattumasta. Merkitsevyystason lyhenne on p, joka tulee englanninkielen sanasta
probability, ja siita kaytetaan nimitystda P-arvo. P-arvolla mitataan tehdyn johtopaatok-
sen tilastollista luotettavuutta. Yleisimmin kaytettyja merkitsevyystasoja ovat 0,05 (5
%), 0,01 (1 %) ja 0,001 (0,1 %). Mitd pienempi merkitsevyystaso on, sitd merkittavampi
on tulos. (Valli 2015.)

4.3 Opinnaytetyon metodologiset lahtokohdat

Kvantitatiivisessa menetelmésuuntauksessa tutkittavaa kohdetta kuvataan ja tulkitaan
tilastojen ja numeroiden avulla (Jyvaskylan yliopisto). Kvantitatiivisessa tutkimuksessa
havaintoaineisto soveltuu maaralliseen mittaamiseen. Aineisto muokataan tilastollisesti
kasiteltavaan muotoon ja paatelmat tehddan havaintoaineiston tilastolliseen analysoin-
tiin perustuen. Kvalitatiivista eli laadullista ja kvantitatiivista eli maarallista tutkimusta on
hankala erottaa tarkasti toisistaan, ja yleensa ne taydentavétkin toisiaan ja niitéa kayte-
taan rinnakkain osana tutkimusprosessia. Asioiden mittaaminen sisaltaa aina seka kva-

litatiivisen etta kvantitatiivisen puolen. (Hirsjarvi ym. 2009.)

Kvantitatiivisen mittauksen luotettavuuden arviointiin liittyy tutkimuksen reliaabelius ja
validius. Reliabiliteetilla tarkoitetaan mittaustulosten toistettavuutta eli tutkimuksen ky-
kya antaa ei-sattumanvaraisia tuloksia. Validiteetilla eli patevyydella tarkoitetaan tutki-

muksen kykya mitata sita, mita kyseisessa tutkimuksessa on tarkoitus mitata. Kaikkien
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tutkimusten luotettavuutta tai patevyytta tulee arvioida jollain tavoin. (Hirsjarvi ym.
2009.)

Tassa opinnaytetyossa validoitin Cobas e 411 -analysaattori B12- ja D-
vitamiinitutkimusten osalta. Tama opinnaytety6 oli kvantitatiivinen opinnaytetyd, koska
havaintoaineisto soveltui maaralliseen, numeeriseen mittaamiseen ja kaytannénosuu-
dessa saadut tulokset voitiin taulukoida seka kasitella tilastollisesti. Paatelmat tuloksis-
ta tehtiin tilastolliseen analysointiin perustuen. Tassa opinnaytetydssa kasiteltiin teori-
aa, maariteltin keskeiset kasitteet, tarkasteltiin aiempia tutkimuksia seka laadittiin tut-

kimussuunnitelma ja validointiraportti.

4.4 Opinnaytetydn eettiset lahtdkohdat

Ennen tamén opinnaytetydn aloittamista tutustuttiin toisiin saman aiheisiin opinnayte-
toihin, jolloin saatiin kasitys opinndytetydn rakenteesta ja opinnaytetyoprosessista ko-
konaisuutena. Liséksi perehdyttiin tdhan opinnaytetydhaon liittyviin kéasitteisiin. Cobas e
411 -analysaattoriin ja sen toimintaan perehdyttiin huolellisesti laitetoimittaja Rochen
jarjestamana koulutuspaivana elokuussa 2015. Laitekoulutuksesta saatiin Cobas e 411
-koulutuskansio, josta oli apua opinnaytetydn toteutuksessa. Talle opinnaytetyélle han-
Kittiin tarvittavat ja asianmukaiset tutkimusluvat seka tehtiin tarkka tutkimussuunnitel-

ma.

Tassa opinnaytetytssa kaytettavat naytteet olivat Tykslabissa jo analysoituja potilas-
naytteita, joten suostumusta potilailta ei tarvittu. Naytteita kasiteltiin potilaiden yksityi-
syytta ja oikeuksia kunnioittaen (Suomen bioanalyytikkoliitto ry 2006). Naytteista oli
poistettu henkildtiedot jo Tykslabissa, ja opinnaytetyon tekijat analysoivat anonyymit
nayteputket. Analysoinnissa naytteiden tunnistamiseen kaytettiin juoksevaa numeroin-
tia, eika niita voitu yhdistaa potilaaseen tutkimuksen aikana tai sen jalkeen. Patilastieto-
ja ei kasitelty opinnaytetydssa eika validointiraportissa. Potilaille ei aiheutunut haittaa
eika vaivaa tutkimuksesta. Naytteita sdilytettiin oikeaoppisesti. Kun naytteet oli analy-

soitu, ne pakastettiin ja havitettiin mydhemmin asianmukaisesti.

Tutkimusprosessin aikana noudatettiin rehellisyyttd, huolellisuutta ja tarkkuutta niin
tulosten kasittelyssé ja esittdmisessa kuin tutkimusten ja niiden tulosten arvioinnissa.
(Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012). Kaytdnnénosuudesta pidettiin yksityiskoh-

taista laboratoriotyopaivékirjaa ja opinndytetydsta laadittiin validointiraportti. Opinnay-
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tetyossa kaytettavat lahteet olivat laadukkaita ja ne esitettiin huolellisesti seké tekstissa
etta lahdeluettelossa. Tutkimustuloksia ei poistettu tai muutettu ja opinnaytetyontekijat
saivat perehdytyksen tilasto-ohjelmien kayttoon. Télle opinnaytetytlle oli tarve ja sen
aihe oli tarked bioanalyytikko-opiskelijoille. Opinnaytetyon tuloksena B12- ja D-
vitamiinitutkimukset saatiin opetuskayttoon Turun ammattikorkeakoulun Cobas e 411 -
analysaattorille ja tutkimuksissa voitiin kayttaa Tykslabin kanssa yhtenéisia viitearvoja.
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5 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Cobas e 411 -analysaattori validoitiin B12-vitamiinitutkimuksen osalta 20 naytteella ja
D-vitamiinitutkimusten osalta 20 naytteelld. Naytteet oli analysoitu aikaisemmin Tyksla-
bin osastolla 930 Cobas e 602 -analysaattorilla, joka toimi validoinnin referenssilaittee-
na. Yhteensé 40 naytetta analysoitin Cobas e 411 -analysaattorilla, ja niista tehtiin
my06s rinnakkaiset maaritykset. Cobas e 411 -analysaattorin tuloksia verrattiin Cobas e
602 -analysaattorin tuloksiin, tarkoituksena selvittda, korreloivatko tulokset ja ovatko
tulokset yhtenevia. Cobas e 411 -analysaattorin toistettavuutta tutkittin vertaamalla

rinnakkaisten ajojen tuloksia toisiinsa.

B12-vitamiinitutkimuksen 20 analysoiduista naytteesta tilastollisesti tarkasteltin 17
naytteen tuloksia, koska kolmen naytteen tuloksissa oli yli tai alle Cobas e 411 tai Co-
bas 602 -analysaattorin B12-vitamiinitutkimuksen mittausalueen menevia tuloksia. Tu-
lokset kirjattiin Excel-tilasto-ohjelmaan ja tuloksista muodostettiin tunnusluvut. Korre-
laatiota ja yhtenevyytta tarkasteltaessa laskettiin korrelaatiokerroin ja muodostettiin
sirontakuvio seka suoritettiin one sample T-testi. Toistettavuutta tarkasteltaessa lasket-
tiin korrelaatiokerroin ja muodostettiin sirontakuvio seka tehtiin normaalijakaumatesta-
us, jonka perusteella voitiin suorittaa parierojen T-testi. Cobas e 602 -analysaattorin
tuloksista ja Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tulosten keskiarvoista lasket-
tiin erotukset ja eroprosentit. Taman jalkeen Cobas e 602 -analysaattorin tuloksista ja
Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tulosten keskiarvoista muodostettiin kuvi-
ot, joissa tarkasteltiin tulosten sijoittumista Tykslabin kanssa yhteneviin viitearvoihin.

Lisaksi tarkasteltiin tulosten Kliinistd merkitsevyytta.

D-vitamiinitutkimuksen 20 analysoiduista naytteesta tilastollisesti tarkasteltiin kaikkien
tuloksia. Kaksi naytetta oli laimennettu Cobas e 602 -analysaattorilla analysoitaessa,
jotta tulokset saatiin D-vitamiinitutkimuksen mittausalueelle. Naméa naytteet laimennet-
tiin myos analysoitaessa Cobas e 411 -analysaattorilla. Tulokset kirjattiin Excel-tilasto-
ohjelmaan ja tuloksista muodostettiin tunnusluvut. Korrelaatiota ja yhtenevyytta tarkas-
teltaessa laskettiin korrelaatiokertoimet ja muodostettiin sirontakuviot seka suoritettiin
one sample T-testi. Toistettavuutta tarkasteltaessa laskettiin korrelaatiokerroin ja muo-
dostettiin sirontakuvio sek& tehtiin normaalijakaumatestaus, jonka perusteella voitiin
suorittaa parierojen Wilcoxonin testi. Tuloksista laskettiin Cobas e 602 -analysaattorin

tulosten ja Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 ja ajon 2 tulosten erotukset ja eropro-
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sentit. Taman jalkeen Cobas e 602 -analysaattorin tuloksista ja Cobas e 411 -
analysaattorin ajon 1 ja ajon 2 tuloksista muodostettiin kuviot, joissa tarkasteltiin tulos-
ten sijoittumista Kaypa hoito -suosituksen mukaisiin 25-OH-D-vitamiinin pitoisuuden
tulkintoihin. Lisaksi tarkasteltiin tulosten kliinista merkitsevyytta.

5.1 Tunnusluvut

B12-vitamiinin tunnusluvut méaaritettiin Excel-tilasto-ohjelmalla (Taulukko 2). Cobas e
602 -analysaattorin tulosten keskiarvoksi saatiin 366. Cobas e 411 -analysaattorin ajon

1 tulosten keskiarvoksi saatiin 327 ja ajon 2 tulosten keskiarvoksi 329.

Taulukko 2. B12-vitamiinin tunnusluvut.

B12-vit. B12-vit. B12-vit.
Cobas e 602 Cobas e 411 ajo 1 Cobas e 411 ajo 2
Keskiarvo 366 327 329
Vaihteluvali 557 554 548
Minimi 150 122 130
Maksimi 706 676 679
Lukumaara 17 17 17

Cobas e 602 -analysaattorin tulosten pienin arvo B12-vitamiinimaarityksissa oli 150
pmol/l ja suurin 706 pmol/l, jolloin vaihteluvaliksi muodostui 557. Cobas e 411 -
analysaattorin ajon 1 tulosten pienin arvo oli 122 ja suurin 676, jolloin vaihteluvaliksi
muodostui 554. Ajon 2 tulosten pienin arvo oli 130 ja suurin 679, jolloin vaihteluvaliksi

muodostui 548.

D-vitamiinin tunnusluvut méaaritettiin Excel-tilasto-ohjelmalla (Taulukko 3). Cobas e 602
-analysaattorin tulosten keskiarvoksi saatiin 95. Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1

tulosten keskiarvoksi saatiin 100 ja ajon 2 tulosten keskiarvoksi 98.




Taulukko 3. D-vitamiinin tunnusluvut.

D-vit. D-vit. D-vit.
Cobas e 602 Cobase 411 ajo 1 Cobas e 411 ajo 2
Keskiarvo 95 100 98
Vaihteluvali 272 261 257
Minimi 21 28 27
Maksimi 293 288 284
Vinous 1,8 1,7 1,8
Huipukkuus 3,4 3,1 3,3
Lukumaara 20 20 20
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Cobas e 602 -analysaattorin tulosten pienin arvo D-vitamiinimaarityksissa oli 21 ja suu-
rin 293, jolloin vaihteluvaliksi muodostui 272. Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 tulos-
ten pienin arvo oli 28 ja suurin 288, jolloin vaihteluvaliksi muodostui 261. Ajon 2 tulos-

ten pienin arvo oli 27 ja suurin 284, jolloin vaihteluvaliksi muodostui 257.

Cobas e 411 antamien tulosten vinous D-

vitamiinimaarityksissa oli ensimmaisessa ajossa 1,7 ja toisessa ajossa 1,8. Tama tar-

-analysaattorin jakauman
koittaa, etta jakaumassa on poikkeuksellisen suuria havaintoarvoja (Holopainen ym.
2004). Molempien ajojen jakauman vinouden ja keskivirheen osamaara oli noin 0,1.
SPSS-ohjelman mukaan, jos otoksessa muuttujan jakauman vinous jaetaan sen keski-
virheelld ja saatu tulos on —2-2, perusjoukon jakaumaa voidaan pitdd symmetrisena
(Holopainen ym. 2004). Cobas e 411 -analysaattorin antamien tulosten jakauman hui-
pukkuus oli ensimmaisessa ajossa 3,1 ja toisessa ajossa 3,3. Koska huipukkuus on

positiivinen, havaintoarvot keskittyvat keskiarvon laheisyyteen (Holopainen ym. 2004).

B12-vitamiinitunnuslukuja tarkasteltaessa voitin havaita, ettd Cobas e 411 -
analysaattorin tulosten keskiarvot olivat pienempia kuin Cobas e 602 -analysaattorin
tulosten keskiarvo. Lisaksi havaittiin, etta Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 ja ajon 2
tulosten keskiarvot olivat hyvin lahella toisiaan. Vaikka molempien analysaattoreiden
pienimmat ja suurimmat arvot poikkesivat jonkin verran toisistaan, vaihteluvali ei mer-
kittavasti muuttunut. D-vitamiinitunnuslukuja tarkasteltaessa voitiin havaita, ettd Cobas
e 411 -analysaattorin tulosten keskiarvot olivat suurempia kuin Cobas e 602 -

analysaattorin tulosten keskiarvo. Liséksi havaittiin, ettd Cobas e 602 -analysaattorin
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tulosten keskiarvo ja Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 ja ajon 2 tulosten keskiarvot
olivat kaikki hyvin lahella toisiaan. Molempien analysaattoreiden pienimmat ja suurim-
mat arvot olivat lahella toisiaan, eivatka vaihteluvalin arvot poikenneet paljon toisistaan.

5.2 Tulosten korrelaatio

Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattoreiden tulosten korrelaatiota tarkasteltiin kor-
relaatiokertoimien ja sirontakuvioiden avulla. B12-vitamiinimaarityksissa verrattaessa
Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tulosten keskiarvoja Cobas e 602 -
analysaattorin tuloksiin korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,986, joka oli erittdin voimakas
positiivinen Kkorrelaatio. Korrelaatiokertoimen perusteella analysaattoreiden tulokset
korreloivat keskendan voimakkaasti. Sirontakuviossa (Kuvio 1) verrattiin Cobas e 602 -
analysaattorin ja Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tulosten keskiarvoja.
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Kuvio 1. Bl2-vitamiini Cobas e 602 -analysaattorin tulokset vs. Cobas e 411 -

analysaattorin rinnakkaisajojen tulosten keskiarvot.
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B12-vitamiinituloksista muodostetusta sirontakuviosta né&htin Cobas e 602 -
analysaattorin tulosten ja Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tulosten kes-
kiarvojen vélinen yhteys. Tulokset sijoittuivat hyvin regressiosuoralle, joten ajojen valilla
oli voimakas yhteys. Vain muutamat tulokset sijoittuvat regressiosuoran ulkopuolelle.
Sirontakuvion selitysaste, R?, oli 0,972 eli Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen
tulosten keskiarvojen vaihteluista pystyttiin selittimaan 97,2 % Cobas e 602 -

analysaattorin tulosten avulla.

D-vitamiinimaarityksissa verrattaessa Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 tuloksia Co-
bas e 602 -analysaattorin tuloksiin korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,998, joka oli erittéain
voimakas positiivinen korrelaatio. Verrattaessa D-vitamiinimaaritysten Cobas e 411 -
analysaattorin ajon 2 tuloksia Cobas e 602 -analysaattorin tuloksiin korrelaatiokertoi-
meksi saatiin 0,999, joka oli myds erittdin voimakas positiivinen korrelaatio. Korrelaa-
tiokertoimien perusteella analysaattoreiden tulokset korreloivat kesken&an voimakkaas-
ti. Sirontakuvioissa (Kuvio 2 ja Kuvio 3) verrattiin Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 ja

ajon 2 tuloksia Cobas e 602 -analysaattorin tuloksiin.
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Kuvio 2. D-vitamiini Cobas 602 -analysaattorin tulokset vs. Cobas e 411 -analysaattorin

ajon 1 tulokset.
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D-vitamiinituloksista muodostetusta sirontakuviosta nahtiin Cobas e 602 -analysaattorin
tulosten ja Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 tulosten valinen yhteys. Tulokset sijoit-
tuivat todella hyvin regressiosuoralle, joten tulosten valilla oli voimakas yhteys. Kaksi
tulosta olivat huomattavasti muita korkeammat, mutta nekin sijoittuvat hyvin regres-
siosuoralle. Sirontakuvion selitysaste, R?, oli 0,996 eli Cobas e 411 -analysaattorin ajon
1 tulosten vaihteluista pystyttiin selittaémé&an 99,6 % Cobas e 602 -analysaattorin tulos-

ten avulla.
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Kuvio 3. D-vitamiini Cobas e 602 -analysaattorin tulokset vs. Cobas e 411 -
analysaattorin ajon 2 tulokset.

D-vitamiinituloksista muodostetusta sirontakuviosta nahtiin Cobas e 602 -analysaattorin
tulosten ja Cobas e 411 -analysaattorin ajon 2 tulosten véalinen yhteys. Tulokset sijoit-
tuivat todella hyvin regressiosuoralle, joten tulosten valilla oli voimakas yhteys. Kaksi
tulosta olivat huomattavasti muita korkeammat, mutta nekin sijoittuivat hyvin regres-
siosuoralle. Sirontakuvion selitysaste, R?, oli 0,997 eli Cobas e 411 -analysaattorin ajon
2 tulosten vaihteluista pystyttiin selittdmé&an 99,7 % Cobas e 602 -analysaattorin tulos-

ten avulla.
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Tuloksia tarkasteltaessa voitiin todeta, ettd verrattaessa Cobas e 411 ja Cobas e 602 -
analysaattoreiden tuloksia B12-vitamiinitutkimuksen ja D-vitamiinitutkimuksen osalta
korrelaatiot olivat hyvia. Taman perusteella analysaattoreiden tulokset korreloivat kes-
ken&an eli niiden valilla oli yhteys.

5.3 Tulosten yhtenevyys

Tykslabin Cobas e 602 -analysaattori, joka toimi tAman opinnaytetydn referenssianaly-
saattorina, oli kaytdssa ja se oli validoitu. Sen antamia tuloksia voitiin siis pitaa oikeina
ja valideina. Taman vuoksi sen antamien tulosten keskiarvoon voitiin verrata Cobas e

411 -analysaattorin ajojen keskiarvoja.

Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattoreiden tulosten yhtenevyytta tarkasteltiin one-
sample-T-testin avulla. B12-vitamiinimaarityksissd Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1
tuloksista ja ajon 2 tuloksista laskettiin keskiarvot, joita verrattin Cobas e 602 -
analysaattorin tulosten keskiarvoon one-sample T-testilla. T-testilla tutkittin poik-
keavatko Cobas e 411 -analysaattorin ajojen tulosten keskiarvot tilastollisesti merkitta-
vasti Cobas e 602 -analysaattorin tulosten keskiarvosta. P-arvot olivat molemmissa
vertailuissa yli 0,05. Taman perusteella laitteiden tulosten valilla ei ollut tilastollisesti

merkittdvaa eroa.

D-vitamiinimaarityksissa Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 tuloksista ja ajon 2 tulok-
sista laskettiin keskiarvot, joita verrattiin Cobas e 602 -analysaattorin tulosten keskiar-
voon one-sample T-testilld. P-arvot olivat molemmissa vertailuissa yli 0,05. Taméan pe-

rusteella laitteiden tulosten valilla ei ollut tilastollisesti merkittavaa eroa.

Testien tulosten perusteella Cobas e 411- analysaattorin tulokset olivat yhtenevia Co-
bas e 602 -analysaattorin tulosten kanssa B12- ja D-vitamiinitutkimuksien osalta. T&-
man perusteella voitiin todeta, ettd analysaattorit antoivat yhtenevid tuloksia naiden

tutkimusten osalta.

5.4 Tulosten toistettavuus

Cobas e 411 -analysaattorin tulosten toistettavuutta tarkasteltiin korrelaatiokertoimien,
sirontakuvioiden, normaalijakaumatestauksen, parierojen T-testin ja Wilcoxonin testin

avulla. B12-vitamiinimaarityksissa Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajoja verrat-
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taessa korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,994, joka oli erittdin voimakas positiivinen korre-
laatio eli rinnakkaisajojen tuloksien valilla oli voimakas yhteys. Tuloksista muodostettiin
sirontakuvio (Kuvio 4), jossa verrattiin Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen
tuloksia.

B12-vit. Cobas e 411 ajo 1 vs. ajo 2
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Kuvio 4. B12-vitamiini Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 tulokset vs. ajon 2 tulokset.

B12-vitamiinituloksista muodostetusta sirontakuviosta nahtin Cobas e 411 -
analysaattorin ensimmaisen ja toisen ajon valinen yhteys. Tulokset sijoittuivat hyvin
regressiosuoralle. Vain muutamat tulokset sijoittuivat regressiosuoran ulkopuolelle.
Sirontakuvion selitysaste, R?, oli 0,988 eli ensimmaisen ajon tulosten vaihteluista pys-

tyttiin selittimaan 98,8 % toisen ajon tulosten avulla.

B12-vitamiinimaarityksissa Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tuloksille teh-
tiin normaalijakaumatestaus. Testin tuloksena P-arvo oli yli 0,05, joten tulokset noudat-
tivat normaalijakaumaa ja voitiin suorittaa parierojen testaus eli T-testi. T-testilla tutkit-

tiin, poikkesivatko Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tulokset toisistaan ti-
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lastollisesti merkittavasti. Testin tuloksena P-arvo oli yli 0,05, joten rinnakkaisajojen

tulokset eivéat poikenneet toisistaan merkittavasti.

D-vitamiinimaarityksissa Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajoja verrattaessa kor-
relaatiokertoimeksi saatiin 0,999, joka oli erittdin voimakas positiivinen korrelaatio el
rinnakkaisajojen tuloksien valilla oli voimakas yhteys. Tuloksista muodostettiin sironta-
kuvio (Kuvio 5), jossa verrattiin Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tuloksia.
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Kuvio 5. D-vitamiini Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 tulokset vs. ajon 2 tulokset.

D-vitamiinituloksista muodostetusta sirontakuviosta nahtiin Cobas e 411 -analysaattorin
ensimmaisen ja toisen ajon valinen yhteys. Tulokset sijoittuivat todella hyvin regres-
siosuoralle. Kaksi tulosta olivat huomattavasti muita korkeammat, mutta nekin sijoittui-
vat hyvin regressiosuoralle. Sirontakuvion selitysaste, R?, oli 0,997 eli ensimmaisen

ajon tulosten vaihteluista pystyttiin selittaméaan 99,7 % toisen ajon tulosten avulla.

D-vitamiinimaarityksissd Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tuloksille tehtiin
normaalijakaumatestaus. Testin tuloksena P-arvo oli alle 0,05, joten tulokset eivat nou-
dattaneet normaalijakaumaa eika parierojen T-testia voitu suorittaa. T-testin sijaan teh-

tiin jakaumasta riippumaton parierojen Wilcoxonin testi, jonka tuloksena P-arvo oli alle
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0,05. Taman perusteella Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tuloksien valilla
oli tilastollisesti merkittavia eroja.

B12-vitamiinitutkimuksen osalta Cobas e 411 -analysaattorin toistettavuutta tarkastel-
taessa havaittiin rinnakkaisajojen tulosten vélilla voimakas positiivinen korrelaatio. Kor-
relaation ja sirontakuvion perusteella ajojen valilla oli voimakas yhteys. T-testin perus-
teella voitiin todeta, ettd Cobas e 411 -analysaattorin toistettavuus oli hyva B12-
vitamiinitutkimuksen osalta. D-vitamiinitutkimuksen osalta Cobas e 411 -analysaattorin
toistettavuutta tarkasteltaessa havaittiin rinnakkaisajojen tulosten valilla voimakas posi-
tiivinen korrelaatio. Korrelaation ja sirontakuvion perusteella ajojen valilla oli voimakas
yhteys. Wilcoxonin testin perusteella voitiin todeta, ettd Cobas e 411 -analysaattorin
tulokset eivét olleet toistettavia D-vitamiinitutkimuksen osalta. Rinnakkaisajojen tulokset
korreloivat kesken&én, mutta tilastollisesti tarkasteltaessa ne eivét olleet toistettavia D-

vitamiinitutkimuksen osalta.

5.5 Tulokset, erotukset ja eroprosentit

B12-vitamiinin kohdalla Cobas e 602 -analysaattorin tuloksia verrattiin Cobas e 411 -
analysaattorin rinnakkaisajojen tulosten keskiarvoihin laskemalla tulosten erotukset ja

eroprosentit (Taulukko 4).



Taulukko 4. B12-vitamiinin tulokset.
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B12-vit. B12-vit. B12-vit. B12-vit. Erotus Eroprosentti
Cobas Cobas Cobas Cobas (cobas e 602
e 602 ed4llajol |edllajo2 |edllka — cobas e 411

ka)
pmol/l pmol/l pmol/l pmol/l pmol/l %
150 122 130 126 24 16
153 126 144 135 18 12
193 169 173 171 21 11
214 212 196 204 10 5
236 205 226 215 21 9
248 228 215 221 27 11
265 219 164 192 73 28
303 280 281 280 22 7
323 295 320 307 16 5
371 317 328 322 49 13
374 323 319 321 54 14
389 360 367 364 26 7
446 388 401 394 52 12
562 550 563 557 6 1
627 569 570 570 58 9
656 517 523 520 136 21
706 676 679 677 29 4

B12-vitamiinituloksista nahtiin, etta kaikkien 17 nayteajon tulokset olivat matalampia

Cobas e 411 -analysaattorilla mitattaessa. Cobas e 602 -analysaattorin tulosten ja Co-

bas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tulosten keskiarvojen pienin erotus oli 6

pmol/l, suurin erotus 136 pmol/l ja erotusten keskiarvo oli 38 pmol/l. Cobas e 602 -

analysaattorin tulosten ja Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tulosten kes-

kiarvojen eroprosenteista pienin oli 1 %, suurin 28 % ja eroprosenttien keskiarvo oli 11

%.

Tilastollisesta tarkastelusta poisjatetyt kolmen naytteen B12-vitamiinitulokset esitetdan

taulukossa (Taulukko 5).



Taulukko 5. Tilastollisesta tarkastelusta poisjatetyt B12-vitamiinitulokset.

32

B12-vit. Cobas

B12-vit. Cobas

B12-vit. Cobas

e 602 e4llajol e 411 ajo 2
pmol/l pmol/l pmol/l

Y 1480 Y 1476 Y 1476

Y 1480 1399 Y 1476

70 A 37 41

Tilastollisesta tarkastelusta poisjatetyistd naytteistd ensimmaisen naytteen tulokset

olivat yli mittausalueiden kaikissa ajoissa. Toisen naytteen tuloksista kaksi oli yli mitta-

usalueiden, mutta Cobas e 411 -analysaattorin ajo 1 antoi naytteelle mitattavan tulok-

sen. Mitattava tulos oli hyvin l&hella mittausalueiden yléarajoja. Kolmannen naytteen

tuloksista kaksi oli mitattavia tuloksia, mutta Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 tulos

oli alle mittausalueen. Kolmannen naytteen mitattavat tulokset olivat hyvin matalia B12-

vitamiiniarvoja.

D-vitamiinin kohdalla Cobas e 602 -analysaattorin tuloksia verrattin Cobas e 411 -

analysaattorin ajon 1 tuloksiin laskemalla tulosten erotukset ja eroprosentit (Taulukko

6).




33

Taulukko 6. D-vitamiini Cobas e 602 ja Cobas e 411 ajo 1 tulokset.

D-vit. D-vit. Erotus Eroprosentti
Cobas e 602 Cobas e 411

ajol
nmol/l nmol/I nmol/I %
21 28 -7 -33
36 35 1 3
37 40 -3 -9
41 44 -3 7
46 47 -2 -4
48 51 -3 -6
54 61 -7 -12
63 72 -9 -15
68 82 -14 -21
78 85 -7 -9
86 93 -7 -9
92 99 -7 -8
95 102 -7 -8
101 108 -7 -7
114 119 -5 -4
117 116 2 2
120 121 -1 -1
141 147 6 4
251 257 -6 -2
293 288 5 2

D-vitamiinituloksista nahtiin, ettd Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 tulokset olivat
kolmea tulosta lukuun ottamatta korkeampia kuin Cobas e 602 -analysaattorin antamat
tulokset. Cobas e 602 -analysaattorin tulosten ja Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1
tulosten pienin erotus oli 1 nmol/l, suurin erotus 14 nmol/l ja erotusten keskiarvo oli 5,5
nmol/l. Cobas e 602 -analysaattorin tulosten ja Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 tu-

losten eroprosenteista pienin oli 1 %, suurin 33 % ja eroprosenttien keskiarvo oli 8,3 %.
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Cobas e 602 -analysaattorin D-vitamiinimaaritysten tuloksia verrattiin Cobas e 411 -
analysaattorin ajon 2 tuloksiin laskemalla tulosten erotukset ja eroprosentit (Taulukko
7).

Taulukko 7. D-vitamiini Cobas e 602 ja Cobas e 411 ajo 2 tulokset.

D-vit. D-vit. Erotus Eroprosentti
Cobas Cobas

e 602 e 411 ajo 2

nmol/l nmol/l nmol/l %
21 27 -7 -32
36 42 -6 -16
37 40 -3 -8
41 46 -4 -11
46 44 1 3
48 52 -4 -9
54 58 -4 7
63 69 -6 -10
68 73 -6 -8
78 81 -3 -4
86 87 -1 -1
92 95 -3 -3
95 100 -5 -5
101 109 -8 -8
114 117 -3 -2
117 113 5 4
120 123 -3 -2
141 139 2 1
251 258 -7 -3
293 284 9 3

D-vitamiinituloksista néhtiin, ettd Cobas e 411 -analysaattorin ajon 2 tulokset olivat nel-
jaé tulosta lukuun ottamatta korkeampia kuin Cobas e 602 -analysaattorin antamat
tulokset. Cobas e 602 -analysaattorin tulosten ja Cobas e 411 -analysaattorin ajon 2

tulosten pienin erotus oli 1 nmol/l, suurin erotus 9 nmol/l ja erotusten keskiarvo oli 4,5
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nmol/l. Cobas e 602 -analysaattorin tulosten ja Cobas e 411 -analysaattorin ajon 2 tu-
losten eroprosenteista pienin oli 1 %, suurin 32 % ja eroprosenttien keskiarvo oli 7 %.

B12-vitamiinituloksia tarkasteltaessa voitin havaita, ettd kaikki Cobas e 411 -
analysaattorin tulokset olivat matalampia kuin Cobas e 602 -analysaattorin tulokset.
Taméan perusteella voidaan todeta, etta Cobas e 411 -analysaattori antoi matalampia
tuloksia kuin Cobas e 602 -analysaattori. D-vitamiinituloksia tarkasteltaessa voitiin ha-
vaita, ettd suurin osa Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 ja ajon 2 tuloksista oli suu-
rempia kuin Cobas e 602 -analysaattorin antamat tulokset. Tilastollisesta tarkastelusta
poisjatetyt tulokset olisivat mahdollisesti parantaneet analysaattoreiden valista korre-
laatiota ja yhtenevyyttd sekd Cobas e 411 -analysaattorin toistettavuutta B12-

vitamiinitutkimuksen osalta.

5.6 Tulosten sijoittuminen viiterajoihin ja vitamiinipitoisuuksien tulkintoihin

B12-vitamiinimaarityksissa tarkasteltiin Cobas e 602 -analysaattorin tulosten ja Cobas
e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tulosten keskiarvojen sijoittumista Tykslabin vii-
tearvoihin 145-570 pmol/I (Kuvio 6).

Cobas e 602 B12-vit. tulosten Cobas e 411 B12-vit. tulosten ka
sijoittuminen viitearvoihin sijoittuminen viiterajoihin
tulokset viiterajoissa m tulokset alle viiterajan
m tulokset yli viiterajan tulokset viiterajoissa

m tulokset yli viiterajan

82%

76%

Kuvio 6. Cobas e 602 B12-vit. tulosten sijoittuminen viiterajoihin ja Cobas e 411 tulos-
ten ka sijoittuminen viiterajoihin.

Tarkasteltaessa Cobas e 602 B12-vitamiinitulosten sijoittumista viiterajoihin n&htiin,

ettd 82 prosenttia tuloksista oli viiterajoissa ja 18 prosenttia yli viiterajan. Cobas e 411
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rinnakkaisajojen tulosten keskiarvoista 76 prosenttia oli viiterajoissa, 12 prosenttia alle
ja 12 prosenttia yli viiterajan.

D-vitamiinimaarityksissa tarkasteltin Cobas e 602 -analysaattorin tulosten ja Cobas e
411 -analysaattorin ajon 1 ja ajon 2 tulosten sijoittumista Kaypa hoito -suosituksen mu-

kaisiin 25-OH-D-vitamiinin pitoisuuden tulkintoihin (Kuvio 7 ja Kuvio 8).

Cobas e 602 D-vit. tulosten
tulkinta

mvakava puutos
B puutos
m yleensa riittavaksi katsottu pitoisuus

tavoite osteoporoosipatilailla

Cobas e 411 D-vit. ajo 1 tulosten
tulkinta

H puutos
m yleensa riittavaksi katsottu pitoisuus
tavoite osteoporoosipotilailla

yli osteoporoosipotilaan suosituksen,

alle toksisen pitoisuuden

yli osteoporoosipotilaan suosituksen,
alle toksisen pitoisuuden

15% 20%

40% 40%

Kuvio 7. Cobas e 602 D-vit. tulosten tulkinta ja Cobas e 411 D-vit. ajo 1 tulosten tulkin-
ta.

Tarkasteltaessa Cobas e 602 D-vitamiinitulosten sijoittumista tulkintoihin néahtiin, etta 5
prosenttia tuloksista tulkittiin vakavaksi puutokseksi, 25 prosenttia puutokseksi, 15 pro-
senttia yleensa riittévaksi pitoisuudeksi, 40 prosenttia osteoporoosipotilaan tavoitepitoi-
suudeksi ja 15 tuloksista oli yli osteoporoosipotilaan tavoitepitoisuuden, mutta alle tok-
sisen pitoisuuden. Cobas e 411 ajo 1 tulosten sijoittumisesta tulkintoihin néhtiin, etta 25
prosenttia tuloksista tulkittiin puutokseksi, 15 prosenttia yleensa riittavaksi pitoisuudek-
si, 40 prosenttia osteoporoosipotilaan tavoitepitoisuudeksi ja 20 prosenttia tuloksista oli

yli osteoporoosipotilaan tavoitepitoisuuden, mutta alle toksisen pitoisuuden.



Cobas e 602 D-vit. tulosten
tulkinta

mvakava puutos
H puutos
m yleensa riittavaksi katsottu pitoisuus

tavoite osteoporoosipotilailla

Cobas e 411 D-vit. ajo 2 tulosten
tulkinta

H puutos
m yleensa riittavaksi katsottu pitoisuus
tavoite osteoporoosipotilailla

yli osteoporoosipotilaan suosituksen,
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alle toksisen pitoisuuden

yli osteoporoosipotilaan suosituksen,
alle toksisen pitoisuuden

15% 20%

40% 35%

Kuvio 8. Cobas e 602 D-vit. tulosten tulkinta ja Cobas e 411 D-vit. ajo 2 tulosten tulkin-
ta.

Tarkasteltaessa Cobas e 602 D-vitamiinitulosten sijoittumista tulkintoihin néhtiin, etta 5
prosenttia tuloksista tulkittiin vakavaksi puutokseksi, 25 prosenttia puutokseksi, 15 pro-
senttia yleensa riittavaksi pitoisuudeksi, 40 prosenttia osteoporoosipotilaan tavoitepitoi-
suudeksi ja 15 tuloksista oli yli osteoporoosipotilaan tavoitepitoisuuden, mutta alle tok-
sisen pitoisuuden. Cobas e 411 ajo 2 tulosten sijoittumisesta tulkintoihin néhtiin, etta 25
prosenttia tuloksista tulkittiin puutokseksi, 20 prosenttia yleensa riittavaksi pitoisuudek-
si, 35 prosenttia osteoporoosipotilaan tavoitepitoisuudeksi ja 20 prosenttia tuloksista ol
yli osteoporoosipotilaan tavoitepitoisuuden, mutta alle toksisen pitoisuuden.

B12-vitamiinim&aritysten tulosten jakautumista tarkasteltaessa voitiin havaita, ettd Co-
bas e 411 -analysaattorin tuloksista useampi sijoittui viiterajojen ulkopuolelle kuin Co-
bas e 602 -analysaattorin tuloksista. Cobas e 411 -analysaattori antoi mygs viiterajan
alapuolelle jaavia tuloksia toisin kuin Cobas e 602 -analysaattori. Cobas e 602 -
analysaattorin tulosten tulkinnan ja Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tulos-
ten keskiarvojen tulkinnan perusteella analysaattoreiden tulokset jakautuivat samoihin

tulkintoihin 88 prosenttisesti.
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D-vitamiinimaaritysten tulosten jakautumista tarkasteltaessa voitiin havaita, etta Cobas
e 411 -analysaattorin ajo 1 ei antanut vakavaksi puutokseksi tulkittavia tuloksia toisin
kuin Cobas e 602 -analysaattori. Cobas e 411 -analysaattorin tuloksista suurempi osa
oli yli osteoporoosipotilaan tavoitepitoisuuden, mutta alle toksisen pitoisuuden. Cobas e
602 -analysaattorin tulosten tulkinnan ja Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 tulosten
tulkinnan perusteella analysaattoreiden tulokset jakautuivat samoihin tulkintoihin 95
prosenttisesti.

D-vitamiinimaaritysten tulosten jakautumista tarkasteltaessa voitiin havaita, etta Cobas
e 411 -analysaattorin ajo 2 ei antanut vakavaksi puutokseksi tulkittavia tuloksia toisin
kuin Cobas e 602 -analysaattori. Cobas e 602 -analysaattorin tulosten tulkinnan ja Co-
bas e 411 -analysaattorin ajon 2 tulosten tulkinnan perusteella analysaattoreiden tulok-
set jakautuivat samoihin tulkintoihin 90 prosenttisesti.

Tykslabin D-vitamiinin tavoitearvo kaikille oli yli 50 nmol/l. Cobas e 602 -analysaattorin
tuloksista yli tavoitearvon oli 70 % tuloksista. Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 tulok-
sista yli tavoitearvon oli 75 % ja ajon 2 tuloksista 75 %.

5.7 Kliininen merkitsevyys

Vaikka tutkimustuloksella on tilastollista merkitsevyyttd, silla ei valttamatta ole kaytan-
non merkitystad. Terveyteen liittyvissa tutkimuksissa halutaan olla varmoja terveyteen
vaikuttavista péatelmista ja niiden oikeellisuudesta, jonka vuoksi kaytetdan tiukkaa
merkitsevyystasoa. Tutkimustuloksissa voi olla tilastollisesti merkittavia eroja, mutta
kaytannodn hoidon kannalta talla ei ole valttamatta merkitystd. (Nummenmaa ym. 2014.)
Kliinisesti B12- ja D-vitamiinitutkimusten tulosten merkityksen arviointi oli tassa tydssa
vaikeaa muun muassa siksi, etta vitamiinien pitoisuuksia veressa arvioidaan eri tavoil-
la. B12-vitamiinissa oli viitearvot ja D-vitamiinissa taas tavoitearvo. D-

vitamiinipitoisuuden tulkinnan rajat ovat osteoporoosin Kaypa hoito -suosituksesta.

Tulosten Kliiniseen merkitsevyyteen vaikuttaa, onko asiakkaan naytteen tuloksen tulkin-
ta sama sekd Cobas e 411 ettda Cobas e 602 -analysaattorilla. B12-
vitamiinitutkimuksen tulokset kategorisoidaan Tykslabin viiterajojen perusteella kol-
meen luokkaan: alle viiterajan, viiterajoissa ja yli viiterajan menevat tulokset. Sen sijaan

D-vitamiinitutkimuksessa tulokset kategorisoidaan Kaypa hoito -suosituksen mukaisiin
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tulkintoihin: vakava puutos, puutos, yleensa riittavaksi katsottu pitoisuus, tavoite osteo-
poroosipotilailla ja toksinen pitoisuus.

B12-vitamiinimaarityksissa 17 analysoidusta naytteesta 12 tulokset sijoittuivat viitera-
joihin molemmilla analysaattoreilla. Kahden naytteen kohdalla molempien analysaatto-
reiden antamat tulokset olivat viiterajan ylapuolella. Kahden naytteen kohdalla Cobas e
411 -analysaattorin tulokset olivat viiterajan alapuolella, kun taas Cobas e 602 -
analysaattorin tulokset olivat viiterajoissa. Yhden néytteen kohdalla Cobas e 602 -
analysaattorin tulos oli viiterajan yl&puolella, kun taas Cobas e 411 -analysaattorin tu-
los oli viiterajoissa. Tarkasteltaessa B12-vitamiinitulosten sijoittumista viiterajoihin ha-
vaittiin, etté 14 naytetta 17 olivat samassa viiterajakategoriassa. Valtaosa naytteisté oli
samassa kategoriassa molemmilla analysaattoreilla. Taman perusteella tulosten eroilla
ei ollut suurta merkitysta kaytannon hoidon kannalta. Tilastollisesta tarkastelusta pois-
jatetyt tulokset olisivat parantaneet kliinistd merkitsevyytta, koska tulokset olivat yh-

tenevasti hyvin korkeita tai hyvin matalia.

D-vitamiinimaarityksissa 20 analysoidusta néaytteestd 16 naytteen kohdalla tuloksen
tulkinta oli sama molempien analysaattoreiden antamissa tuloksissa. Yhden naytteen
kohdalla Cobas e 602 -analysaattorin antama tulos tulkittiin vakavana puutoksena, kun
taas Cobas e 411 -analysaattorin ajojen 1 ja 2 tulokset tulkittiin puutoksena. Yhdessa
naytteistd Cobas e 602 -analysaattorin antama tulos tulkittin puutoksena, kun taas
Cobas e 411 -analysaattorin ajojen 1 ja 2 tulokset tulkittiin yleensa riittavaksi katsotuksi
pitoisuudeksi. Yhden naytteen kohdalla Cobas e 602 -analysaattorin ja Cobas e 411 -
analysaattorin ajon 2 antamat tulokset tulkittiin yleensa riittavaksi katsotuksi pitoisuu-
deksi, kun taas Cobas e 411 -analysaattorin ajon 1 tulos tulkittin osteoporoosipotilaan
tavoitepitoisuudeksi. Yhden naytteen kohdalla Cobas e 602 -analysaattorin antama
tulos tulkittiin osteoporoosipotilaan tavoitepitoisuudeksi, kun taas Cobas e 411 -
analysaattorin ajojen 1 ja 2 tulokset olivat yli osteoporoosipotilaan tavoitepitoisuuden,

mutta alle toksisen pitoisuuden.

Tarkasteltaessa D-vitamiinimaaritysten tulosten tulkintoja havaittiin, ettd 16 naytetta 20
naytteesta olivat samassa tulkintakategoriassa. Suurin osa naytteista oli samassa ka-
tegoriassa molemmilla analysaattoreilla. Tamé&n perusteella tulosten eroilla ei ollut
suurta merkitysta kaytdnnon hoidon kannalta. Kun tarkasteltiin D-vitamiinitulosten sijoit-
tumista tavoitearvon 50 nmol/l molemmin puolin, havaittiin, etta vain yhden naytteen
kohdalla tulkinta oli eri Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattoreilla. T&man naytteen

kohdalla Cobas e 602 -analysaattori antoi tavoitearvon alle sijoittuvan tuloksen kun
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taas Cobas e 411 -analysaattorin antamat arvot olivat yli tavoitearvon. Taméan perus-
teella tulosten eroilla ei ollut suurta merkitysta kaytannon hoidon kannalta, joten kliini-

nen merkitsevyys voitiin todeta hyvaksi.

Cobas e 411 -analysaattorin toistettavuutta tutkittaessa D-vitamiinin rinnakkaisajojen
tulokset poikkesivat toisistaan tilastollisesti. Tarkasteltaessa rinnakkaisajojen tuloksia
kliinisen merkitsevyyden kannalta huomattiin, etta tilastollisesta erosta huolimatta kliini-
nen merkitsevyys oli hyva, koska rinnakkaisajot antoivat 20 D-vitamiinindytteesta 19
naytteen kohdalla saman tulkinnan. Tarkasteltaessa tulosten sijoittumista D-vitamiinin
tavoitearvon molemmin puolin kaikkien naytteiden rinnakkaisajojen tulokset saivat sa-

man kliinisen merkityksen.
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6 POHDINTA

Opinnaytetydn tutkimusongelmiin saatiin vastaukset tulosten analysoinnin avulla. Joh-
topaatoksend voitiin todeta, ettd Turun ammattikorkeakoulun Cobas e 411 -
analysaattorin ja Tykslabin Cobas e 602 -analysaattorin tulokset olivat keskendan kor-
reloivia ja yhtenevid B12- ja D-vitamiinimaaritysten osalta. Cobas e 411 -analysaattorin
tulokset olivat toistettavia B12-vitamiinitutkimuksen osalta. D-vitamiinitutkimuksen osal-
ta Cobas e 411 -analysaattorin tulokset olivat toistettavia korrelaatiokertoimen ja siron-
takuvion osalta, mutta tilastollisesti tarkasteltaessa tulokset eivat olleet toistettavia.
Tutkimustuloksissa voi olla tilastollisesti merkittavia eroja, mutta kaytannén hoidon
kannalta talla ei ole valttamattad merkitystd (Nummenmaa ym. 2014). Tassa opinnayte-
tydssa verrattiin potilaan tulosten tulkintoja molemmilla analysaattoreilla, jolloin todet-
tiin, ettei tilastollisella erolla ollut merkitysta kaytannoén hoidon kannalta ja kliininen

merkitsevyys voitiin todeta hyvaksi molempien tutkimusten osalta.

Opinnaytety® aloitettin kerdaamalla aineistoa ja osallistumalla Cobas e 411 -
analysaattorin laitekoulutukseen, jolloin opinnaytetyon tekijat perehtyivat aiheeseen
hyvissa ajoin. Opinnaytetydn viitekehys koottiin huolellisesti ja lahdekriittisesti laaduk-
kaita lahteita kayttaen. Tyon keskeiset kasitteet maariteltiin ymmarrettavasti ja selkeas-
ti. Opinnaytetydlle laadittiin tarkka tutkimussuunnitelma, jota noudatettiin koko tutki-

musprosessin ajan. Nama tekijat lisasivat opinnaytetyon luotettavuutta.

Opinnaytetyon kaytannonosuudessa noudatettiin tarkasti ohjeita. Naytteiden kuljetus ja
sdilytys toteutettiin niin, etta naytteet sailyivat analyysikelpoisina. Kaytannénosuuden
ajan pidettiin laboratoriotytpaivakirjaa, johon merkittiin tydvaiheet ja tulokset mythem-
paa raportointia varten. Ennen tulosten analysointia opinnaytetydn tekijat saivat pereh-
dytyksen Excel ja SPSS -tilasto-ohjelmien kayttoon. Tybvaiheita kirjatessa ja tulosten
tallentamis- ja analysointivaihneessa noudatettiin erityistd huolellisuutta. Tuloksista
muodostetut taulukot, kuviot ja tunnusluvut kuvasivat todellisia tutkimustuloksia oikein
ja havainnollisesti. Opinnaytetyon luotettavuutta lisasi myds validoinnista tehty validoin-
tiraportti, jolla osoitettiin, ettd B12- ja D-vitamiinitutkimusten luotettavuus on varmistettu
otettaessa ne kayttoon Cobas e 411 -analysaattorille. Koko opinnaytetyo tehtiin rehelli-

syyttd, huolellisuutta ja tarkkuutta noudattaen.

Otoksen koko riippuu otantamenetelmasta ja tuloksen halutusta tarkkuudesta. Liian

pieni otoskoko voi aiheuttaa otantavirheen. (Holopainen ym. 2004.) Opinnaytety6n luo-
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tettavuutta saattoi heikentééa pieni otoskoko. D-vitamiinimaarityksen osalta tilastolliseen
tarkasteluun voitiin ottaa 20 naytetta (n=20) ja B12-vitamiinim&arityksen osalta vain 17
naytetta (n=17). Otoksesta kuitenkin pyrittiin tekemaan mahdollisimman kattava pyyta-
mall& validointiaineistoksi eritasoisia naytteita.

Opinnaytetyon luotettavuutta saattoi heikentaa myds se, etta kalibrointeja ja ensimmai-
sia kontrolleja tehtédessa ProCell- ja CleanCell -puskurit olivat olleet avattuina 39 vuo-
rokautta, vaikka puskurit sailyvét avattuina kayttokelpoisina vain 30 vuorokautta. Kalib-
roinnit kuitenkin onnistuivat ja kontrollit olivat tavoitearvoissa. Kontrollit ajettiin toisen
kerran analyysipaivand, jolloin kaytossa olivat uudet ProCell- ja CleanCell -puskurit.
Kontrollit olivat talldinkin tavoitearvoissa. Kalibraatiot onnistuivat ja molempien paivien
kontrollitulokset olivat hyvin l&hella toisiaan ja kontrollitulokset olivat |&hella kohdearvo-
ja, joten ProCell- ja CleanCell -puskurit olivat todennakoisesti kayttokelpoisia eikd pus-
kureiden lilan pitk& aukioloaika heikentényt tutkimuksen luotettavuutta.

Yksi D-vitamiinindytteista oli lievasti hemolyyttinen, lipeeminen ja ulkon&éltdan puuro-
mainen, mika saattoi aiheuttaa virheellisesti korkeampia tuloksia. Naytteen tulokset
olivat yli D-vitamiinipitoisuuden tavoitearvon 50 nmol/l, mutta ne eivat kuitenkaan olleet
erityisen korkeita. Reagenssien annettiin lammeta huoneenlampddon puoli tuntia ennen
analysaattoriin laittoa, vaikka reagenssien tulisi olla huoneenlammadssa vahintaan tunti
ennen niiden laittoa analysaattoriin. Kun naytteet olivat sulaneet, osa niista oli melko
kauan huoneenldmmdssa ja osa jaakaapissa ennen analysointia. Nama tekijat saattoi-

vat heikentaa tulosten luotettavuutta.

Tassa opinnaytetydssa B12-vitamiinin puutteen yleisyys Cobas e 602 -analysaattorilla
oli 0 % ja Cobas e 411 -analysaattorilla 12 %. (vrt. Wong ym. 2015). Tassa opinnayte-
tyossa ei kuitenkaan ollut tiedossa naytteiden henkilGtietoja, joten potilaiden ik&a ei
tiedetty.

Taman opinnaytetyon tuloksena voitiin B12- ja D-vitamiinitutkimukset ottaa opetuskayt-
t66n Turun ammattikorkeakoulun bioanalyytikkokoulutuksessa. Koska Cobas e 411 -
analysaattorin ja Tykslabin Cobas e 602 -analysaattorin tulokset olivat keskenaan kor-
reloivia ja yhtenevia B12- ja D-vitamiinim&aritysten osalta, voidaan Turun ammattikor-
keakoulussa kayttaa Tykslabin kanssa yhtenevia viitearvoja naissa tutkimuksissa. B12-
ja D-vitamiinitutkimusten kayttoonotto lisasi Ruiskadun opetuslaboratorion tutkimusvali-

koimaa.
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Jatkotutkimuksena suositellaan validoinnin uusimista suuremmalla otoskoolla, jolloin
validoinnin luotettavuus kasvaa. Varsinkin D-vitamiinin osalta tdma olisi kannattavaa,
koska D-vitamiinitutkimuksen toistettavuudessa Cobas e 411 -analysaattorilla oli tilas-
tollisesti merkittavia eroja. Toisena jatkotutkimuksena ehdotetaan aktiivisen B12-
vitamiinim&arityksen validointia Cobas e 411 -analysaattorille. Mahdollisessa jatkotut-
kimuksessa pyydettdessa eritasoisia naytteita validointia varten naytteiden tulee olla
sellaisia, ettd niiden tulokset sijoittuvat mittausalueelle. Jos néyte on laimennettavissa,
sen numeerinen tulos on oltava selvilla. "Alle mittausalueen” tai "yli mittausalueen” il-

moitettuja tuloksia ei voida kayttaa tilastollisessa tarkastelussa.
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