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TIVISTELMA

Taman kvantitatiivisen opinnaytetyon tarkoituksena oli testata laktaattimaaritysta Konelab 20i -
kliinisen kemian analysaattorilla ja arvioida sen soveltuvuutta Oulun seudun ammattikorkeakoulun
palvelulaboratorion kayttoon. Palvelulaboratorio myy laboratoriokokeita Oulun seudun kuntoutus-
sairaalalle seka yksityisasiakkaille. Tutkimuksen tavoitteena oli saada laktaattimaaritys osaksi
palvelulaboratorion tutkimusvalikoimaa. Tyon tilaaja oli Oulun seudun ammattikorkeakoulun Sosi-
aali- ja terveysalan yksikko.

Tutkimus sisaltaa tietoa laktaatin muodostumisesta elimistossa, laboratoriodiagnostiikasta ja
maaritysmenetelmista. Tutkimuksessa vertailtin naytteenantajilta mitattuja laktaattipitoisuuksia
vierimittarilla ja kahdella samanlaisella klinisen kemian analysaattorilla. Vertailuun kaytettiin 23
naytetta.

Tutkimusmateriaalin kerays oli monivaiheinen. Naytteenantajat kutsuttiin naytteenottoon séhko-
postitse tarkoitusta varten laaditulla kutsukirjeella. Naytteet kerattin anonyymisti ja numeroitiin
juoksevalla numeroinnilla. Laktaattimaaritystulosten perusteella arvioitiin analysaattoreiden suori-
tuskykya. Lisaksi molempien analysaattoreiden tuloksia verrattiin seka keskenaan etta vierimitta-
rin tuloksiin.

Testauksen tulosten perusteella molempien analysaattorien maaritystarkkuus todettiin erinomai-
seksi. Varianssi, keskihajonta ja variaatioprosentti olivat hyvin pienet, ja tuloksissa oli erittdin va-
han vaihtelua analysaattoreiden valilla. Myos laktaattivierimittarin tulosvarmuus oli hyva, kun tu-
loksia verrattiin molempien analysaattorien tuloksiin.

Laktaattimaarityksen arvioitiin sopivan palvelulaboratorion kayttoon hyvin kaytannon jarjestelyi-
den osalta, mutta sen markkinointi yksityishenkildille voi olla haaste. Lisatestaukset korkeilla lak-
taattipitoisuuksilla katsottiin kuitenkin aiheellisiksi. Mikali laktaattimaaritykselle ei tule kayttéa Pal-
velulaboratoriossa, sita voidaan kayttaa opetuksessa muun muassa kliinisen kemian kurssilla.

Soveltuvuuden arvioinnin lisaksi maaritykselle laadittiin kayttdohje Palvelulaboratorion tutkimus-
ohjekansioon.

Asiasanat: laktaatti, kliininen kemia, entsymaattinen méaritys, verindytteenotto, verinéyte, vieritesti



ABSTRACT

Oulu University of Applied Sciences
Degree Programme in Biomedical Laboratory Science

Author: Katri Holappa

Title of thesis: Detection of Lactate with Konelab 20i Clinical Chemistry Analyzer: Testing and
Evaluating Suitability of Lactate Measurement for Rehearsal Laboratory of Oulu University of
Applied Sciences

Supervisors: Paula Reponen & Hanna-Maarit Aho

Term and year when the thesis was submitted: Autumn 2010

Number of pages: 41 + 10 appendix pages

ABSTRACT

The purpose of my study was to test lactate measurement with a clinical chemistry analyzer
Konelab 20i and evaluate the suitability of the measurement for the use of the Rehearsal
Laboratory of Oulu University of Applied Sciences. The main objective of the study was to add the
lactate detection to the measurement selection of the Rehearsal Laboratory. The assigner of this
study was School of Social and health care of Oulu University of Applied Sciences.

The theory of the study includes information of lactate production in humans, laboratory
diagnostics and the procedures used in detecting lactate. In this study the lactate results obtained
with a point-of-care testing device and two clinical chemistry analyzers were compared.
Comparison included 23 blood samples. The samples were collected anonymously from
voluntary participants. The capacity of the clinical chemistry analyzers was evaluated with the
help of the lactate measurements results by comparing both analyzers to each other and to the
results obtained with the point-of-care testing device.

The results indicated that the clinical chemistry analyzers were reliable when analyzing lactate
concentration. Also the point-of-care testing device was considered reliable when the results were
compared to the results obtained with the two clinical chemistry analyzers.

Lactate measurement was considered suitable for the use of the Rehearsal Laboratory but its
marketing could be challenging. Also further experiments were recommended as samples with
high concentration of lactate were not available for this study. If there is no use for lactate
measurement in the Rehearsal Laboratory it can be used for teaching in the Clinical Chemistry
course.

In addition to testing and evaluation, a user's guide for the lactate measurement was a
supplementary product of this thesis.

Keywords: lactate, clinical chemistry, enzymatic measurement, blood sample, blood sample collection,
point-of-care testing
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1 JOHDANTO

Oulun seudun ammattikorkeakoulussa bioanalytiikan opiskelijat harjoittelevat laboratoriotyosken-
telyd Pharmatest Services Oy:n alaisuudessa toimivassa palvelulaboratoriossa. Tutkimusvalikoi-
maan kuuluvat muun muassa veren rasvatutkimukset, pieni verenkuva (PVK), maksakokeita, se-
k& glukoosin ja C-reaktiivisen proteiinin (CRP) mittaukset. Palvelulaboratorion vakituinen asiakas
on Oulun seudun kuntoutussairaala, jossa opiskelijat kayvat ohjaajan johdolla ottamassa laski-
moverinaytteita potilaista. Opiskelijat analysoivat naytteet koululla, ja tulokset toimitetaan sairaa-
lalle. Palvelulaboratorio myy palveluitaan myds yksityisasiakkaille, jotka voivat ostaa laboratorio-

tutkimuksia ilman ladkarin lahetetta.

Palvelulaboratorion tutkimusvalikoimaa on haluttu laajentaa laktaattimaarityksella. Sité pystytaan
maarittamaan palvelulaboratorion kliinisen kemian analysaattoreilla. Ennen uuden maarityksen
kayttoonottoa haluttiin testata maaritysmenetelman luotettavuus ja tutkia sen soveltuvuus palvelu-
laboratorion kayttoon. Taman tutkimuksen tarkoitus oli testata laktaattimaaritysta palvelulaborato-
rion kliinisen kemian analysaattoreilla ja testaustulosten perusteella arvioida maaritysten luotetta-
vuutta seka arvioida testin soveltuvuutta palvelulaboratorion kayttoon. Lisaksi maaritykselle laa-
dittiin kayttoohje. Tavoite oli saada laktaattimaaritys osaksi palvelulaboratorion tutkimusvalikoi-
maa, mutta ei rutiinikayttoon. Sité voitaisiin myyda yksityishenkilGille ja erilaisiin kuntotestauspro-
jekteihin. Testaus suoritettin soveltaen Moodi-lehden Pienten laboratorioiden kliinisen kemian
analysaattorin koestusohjelman ohjetta (Kaihola, Rintola, & Sandbacka 1990, 176-181). Tulosten

vertailuun otettiin lisaksi mukaan Lactate Scout -laktaattivierimittari.

Laktaattimaaritys on kaytdssa ennen kaikkea Kliinisissa laboratorioissa, mutta sitd voidaan hyo-
dyntaa myos urheilumittauksissa maksimaalisen hapenottokyvyn maarityksessa. Maksimaalisen
urheilusuorituksen aikana veren laktaattipitoisuus voi lisdantya jopa 20-kertaiseksi lepotilaan
nahden. Pitoisuuden lisaantyminen johtuu kehon anaerobisen energiantuoton aktivoitumisesta.
(Heino & Vuento 2007, 93-95.) Jo ennen tutkimusta voitiin todeta, ettd laktaattimaaritys ei tule
palvelulaboratorion rutiinikayttoon, mutta sita voitaisiin tarjota muun muassa erilaisiin kuntoprojek-
teihin apuvalineeksi. Lisaksi opiskelijat voisivat toteuttaa projekteja myos muiden ammattialojen

opiskelijoiden kanssa.

Valitsin aiheen, koska olin jo aiemmin opintojen aikana pohtinut, etta tahtoisin aiheen olevan ana-
lyysilaitteisiin liittyva. Laktaattimaarityksen testaus vaikutti mielestani heti mielenkiintoiselta ja so-



pivalta tyolta minulle. Lisaksi koestusohjelmaan perehtyminen ja sen hyodyntaminen opinnayte-
tyossa on ammatillinen etu, koska siihen ei perehdyta koulutusohjelman opinnoissa erityisen tar-

kasti.



2 LAKTAATTI C3Hs0s

2.1 Solun energiantuotto

Elimistoon tuleva energia on peraisin syomastamme ravinnosta. Ruuasta saadut ravintoaineet
pilkotaan ensin ruuansulatuskanavassa helpommin hyddynnettavaan muotoon: proteiinit pilko-
taan aminohapoiksi, hiilihydraatit glukoosiksi ja rasvat glyseroliksi ja rasvahapoiksi. Paaosa eli-
miston energiasta muodostetaan aerobisesti glukoosista solun sisélla. Solu saa tarvitsemansa
glukoosin veren plasmasta, jossa sita on liuenneena. Solukalvon kuljettajaproteiinit siirtavat glu-
koosin solun sisaan. Itse glykolyysi tapahtuu solulimassa, ja siina glukoosista muodostuu koent-
syymi NAD*:n avulla lopulta palorypalehappoa eli pyruvaattia ja NADH:ta. (Hiltunen ym. 2006,
104-105.) Koentsyymi on aine, joka on valttdmaton reaktion tapahtumiselle, silla se aktivoi ent-
syymin (Jokela & Akerman 2010, 68). Kun happi osallistuu reaktioon, palorypalehapon hajoami-
nen jatkuu solun mitokondrioissa sitruunahappokierrossa ja oksidatiivisessa fosforylaatiossa
adenosiinitrifosfaatti -energiaksi (ATP), hiilidioksidiksi ja vedeksi monivaiheisissa reaktioissa. (Hil-
tunen ym. 2006, 104-105.)

Ennen sitruunahappokiertoon siirtymista pyruvaatti muutetaan asetyylikoentsyymi A:ksi (asetyyli
KoA). Tassa vaiheessa pyruvaatti menettaa yhden hiiliatomin. Kyseinen hiiliatomi yhdistyy tassa
vaiheessa hapen kanssa hiilidioksidiksi. Myds rasvat hapetetaan asetyyli KoA:ksi, ennen kuin ne
voidaan hyodyntaa. Asetyyli KoA hapettuu sitruunahappokierrossa taysin. Sen hiiliatomit yhtyvat
happeen muodostaen hiilidioksidia (CO-), ja sen vetyatomit siirtyvat elektroninsiirtajakoentsyy-
meille nikotiiniamidi-adeniini-dinukleotidille (NAD*) ja flaviini-adeniini-dinukleotidille (FAD). (Heino
& Vuoento 2007, 93-95.)

NAD* on nikotiiniamidi-adeniini-dinukleotidi, ja NADH on sen pelkistynyt muoto. NAD* on elektro-
ninsiirtajakoentsyymi, joka voi vastaanottaa H* -ionin ja kaksi elektronia. Toinen vastaavantyyppi-
nen koentsyymi on flaviini-adeniini-dinukleotidi (FAD), joka voi ottaa vastaan kaksi vetyionia pel-
kistyen FADH2:ksi. Ne toimivat siirtdjakoentsyymeina sitruunahappokierrossa ja oksidatiivisessa
fosforylaatiossa. Elektroninsiirtajakoensyymin tarkoituksena on siirtda vetymolekyyleja ja elektro-
neja eteenpdin aerobisessa energiantuotannossa, jonka viimeinen vaihe on oksidatiivinen fosfo-
rylaatio. Siind NADH:n ja FADH2:n vetymolekyylit yhdistyvat happimolekyyleihin (O2) pelkistyen

vedeksi, ja pelkistymisestd vapautuva energia kaytetddn ATP-molekyylien muodostamiseen, eli



fosfaattiryhman kiinnittamiseen ADP:hen (fosforylaatio). (Stryer 1988, 320-321; Heino & Vuoento
2007, 93-95.)

ATP-energiaa tarvitaan kaikkiin ihmiskehossa tapahtuviin toimintoihin. Niita ovat solujen liikkeet,
kuten lihasten supistuminen, molekyylien ja ionien aktiivinen siirtaminen soluun ja solusta ulos,
seka makromolekyylien muodostaminen pienemmista rakennusaineista. Energia solujen reaktioi-
den yllapitoon tulee aina solun ulkopuolelta. Ihmiskehossa se tulee ravinnosta, jota syomme.
Energia pitaa solujen reaktiot poissa tasapainotilasta. Solun reaktiot saavuttavat tasapainotilan
solukuolemassa, jolloin solun sisaan ei enda tule ulkopuolista energiaa ja sen toiminnot sammu-
vat. ATP on nukleotidi, joka muodostuu adenosiiniosasta, riboosi- eli sokeriosasta ja kolmesta sii-
hen sitoutuneesta fosfaattiosasta. ATP:n kyky toimia energianlahteend perustuu siihen, etta se
luovuttaa kaksi fosfaattiosaansa herkasti, jolloin vapautuva energia saa aikaan energiaa kulutta-
van prosessin (esimerkiksi like). ATP:n fosfaattiosan luovuttamista sanotaan hydrolysoitumiseksi.
ATP:sta tulee ADP (adenosiinidifosfaatti), kun se menettdd yhden fosfaattiryhman, ja AMP
(adenosiinimonofosfaatti), jos toinenkin fosfaattiryhma vapautuu. ATP on energiaa tuottavan ja
energiaa kuluttavan prosessin yhdistava energiaa siirtava molekyyli. Sitd muodostetaan ja kulute-
taan koko ajan. (Stryer 1988, 316-317; Heino & Vuoento 2007, 10-13.)

2.2 Laktaatin muodostuminen

Glykolyysi nopeutuu muun muassa rankan urheilusuorituksen aikana, koska ATP-energiantarve
kasvaa. Glykolyysissa muodostuvan pyruvaatin maara voi ylittaa sitruunahappokierron kyvyn ha-
pettaa sita. Talloin muodostuvan NADH:n maara ylittaa hengitysketjun kyvyn hapettaa sita takai-
sin NAD*:ksi. NAD*:aa tarvitaan kuitenkin glykolyysin jatkumiseen, jolloin laktaattidehydrogenaasi
muuttaa ylimaaran pyruvaattia laktaatiksi samalla hapettaen NADH:n takaisin NAD*:ksi. Reakti-
ossa vapautuva energia kaytetdan suoraan ATP:n muodostamiseen, ilman sitruunahappokiertoa.
(Stryer, 1988, 444-445.) Nopeaan glykolyysiin osallistuvat lihaksissa ns. nopeat lihassolut. No-
peaa glykolyysia tapahtuu myds ihmisen ollessa levossa, ja siksi laktaattia on aina jonkin verran
veressa. Nopea glykolyysi voi tuottaa energiaa enimmillaan 100 kJ minuutissa. (Heinonen 2005,
140-142.)

Laktaatti siirtyy lihassoluista ulos verenkiertoon solukalvon lapi solukalvon pinnalla olevan siirta-
japroteiinin avulla. Laktaatin ajautuessa maksaan se hapetetaan takaisin pyruvaatiksi ja edelleen
glukoosiksi. Maksa muuttaa glukoosia myds glykogeeniksi, joka voidaan varastoida lihaksiin ja



maksaan. (Heinonen, 2005, 140-142.) Energiaa ei mene hukkaan vaikka laktaattia muodostuu-
kin. Lihakset toisin sanoen siirtavat osan aineenvaihduntaansa maksaan, jotta ne pystyisivat itse
toimimaan tehokkaammin. Laktaatiksi muuttunut osa palautuu kayttoon myohemmin. Nopeiden
lihassolujen lisaksi punasolut tuottavat laktaattia aineenvaihduntatuotteenaan, silla punasoluilla ei
ole mitokondrioita. (Stryer 1988, 444-445.) Pyruvaatin pelkistyminen laktaatiksi on kuvattu reak-

tiokaavalla kuviossa 1.

Laktaatin hyodyntamisesta energiantuotossa on tehty vastikaan tutkimuksia. Ne ovat osoittaneet,
ettd luustolihakset pystyisivatkin hyddyntamaan muodostamaansa laktaattia suoraan, ilman etta
maksan taytyy muuttaa se takaisin glukoosiksi. Vaikuttaisi myos silta, ettd munuaiset ja sydan
pystyvat hyddyntamaan laktaattia energialahteenaan urheilusuorituksen aikana. Laktaattia pide-
taan enemmankin aineenvaihdunnan oleellisena osana kuin haitallisena liikuntasuoritusta rajoit-
tavana seikkana. (Heinonen 2005, 140-142.)

Aerobinen energiantuotto on elimistolle paljon taloudellisempi keino tuottaa energiaa kuin anae-
robinen, jossa vain 6 % glukoosimolekyylin energiasta vapautuu solun kayttéon heti. Kovassa li-
hasrasituksessa laktaattimaara veressa voi nousta 10-20-kertaiseksi lepotilaan nahden. Terveel-
la ihmisella tilanne normalisoituu kuitenkin jo muutamassa tunnissa. (Tykslab ohjekirja 2007, ha-
kupaiva 29.12.2009.)

Pyruvaatti Laktaattidehydrogenaasi Laktaatti

0\ /0' 0\ /0'

C C

| N

C—0 + NADH + H' H—C—OH + NAD"
CH, CH,

KUVIO 1. Rakennekaavakuva pyruvaatin pelkistymisesté laktaatiksi laktaattidehydrogenaasi

-entsyymin avulla (Mukaillen Stryer 1988, 444)
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2.3 Laktaatti laboratoriodiagnostiikassa

Laktaattipitoisuus veressa muodostuu sita kehossa tuottavien ja poistavien mekanismien tehon
erotuksena (Heinonen, 2005, 141). Laktaattikokeen indikaatio on yleisesti laktaattiasidoosiepaily.
Laktaattiasidoosissa laktaatin muodostus on nopeampaa kuin sen eliminointi maksassa. Tama
johtaa veren happo-emastasapainon hairioon veren pH:n laskun vuoksi. Laktaattiasidoosia voivat
aiheuttaa &killisesti heikentynyt kudosten hapetus (hypoksia), yleissairaudet kuten diabetes melli-
tus ja maksasairaudet sekd eraat [aakeaineet. Harvinaisia laktaattiasidoosin aiheuttajia ovat syn-
nynndiset entsyymipuutostilat sek& mitokondriaaliset aineenvaihduntahairiot. (B-Laktaat. Oyslab
ohjekirja 2008; Uotila 2010, 115.) Viitearvovali laktaatille on kaikilla 0.6-2.4 mmol/l (P-Lakt. Tyks-
lab -ohjekirja 2009, hakupaiva 29.12.2009).

Hypoksiassa laktaattia kertyy elimistoon, koska keho tuottaa hapen puutteessa energiaa anaero-
bisesti. Hypoksiaa voi aiheuttaa sydamen, keuhkojen tai verenkierron toimintahéirio, ja se voi olla
paikallinen tai koko kehon kudoksiin yleistynyt. Epatasapainoisessa diabetes mellituksessa lak-
taatin ohella vereen kertyy myds ketohappoja. Laktaatti on yksi orgaanisista happoioneista. Nii-
den kertymisesta elimistoon seuraa metabolinen asidoosi. Toisaalta metabolinen asidoosi voi joh-
tua myds bikarbonaatin (eméaksen) menetyksesta, jolloin happojen vapauttama H* ei paase rea-
goimaan emaksen kanssa, vaan kertyy elimistoon. Laktaattipitoisuus ei yksin kerro mistaan sai-
raudesta, vaan sitd maaritetddn muiden kokeiden ohella diagnoosin tueksi. (Uotila 2010, 115—
116.)

Laktaattia voidaan maarittaa myos aivo-selkaydinnesteesta eli likvorista. Taustalla on tuolloin
epaily bakteerimeningiitistd, mutta myos plasman kohonneet arvot nostavat likvorin pitoisuuksia.
Laktaatin rinnalla maaritetaan usein myos likvorin glukoosipitoisuus. Bakteerimeningiitissa likvorin
laktaattipitoisuus on koholla plasman laktaattin nahden ja glukoosipitoisuus voi olla matalampi
plasman arvoon nahden. Se johtuu likvorissa olevien anaerobibakteerien metaboliasta: bakteerit
kayttavat likvorin glukoosia ravinnoksi ja tuottavat aineenvaihduntatuotteena laktaattia. Laktaattia
muodostuu, koska bakteereilla ei ole mitokondrioita ja olosuhteet ovat anaerobiset. Viitevali likvo-
rin laktaattipitoisuudelle on lapsilla 1.1-2.2 mmol/l ja aikuisilla 0-2.8 mmol/l. (Li-Laktaat. Oyslab
ohjekirja 2008, hakupaiva 25.9.2010.)
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2.4 Laktaatti ja urheilu

Laktaattimaaritysta voidaan kayttaa kliinisten tarkoitusten lisaksi likuntafysiologian mittauksiin.
Laktaattia muodostuu nopeassa glykolyysissa. Pitoisuus veressa nousee huomattavasti, kun
kuormitus on 60-70 % maksimaalisesta hapenottokyvystd. Maksimaalinen hapenottokyky
(VO2max) on yksikkd sille enimmaismaérélle happea, jonka yksild voi aikayksikkoa kohti kuluttaa
aarimmaisen fyysisen rasituksen aikana merenpinnan tasolla. Kestavyysurheilijoilla kyseinen arvo
on tarked, silla se kertoo keuhkojen ja verenkiertoelimiston kunnosta ja niiden suorituskyvysta
kuljettaa happea tydskenteleviin lihaksiin. (Deuster & Heled 2008, 522-523.)

Laktaattimaaritysta kaytetaan niin sanotun anaerobisen kynnyksen mittaamiseen. Siina mitataan,
milld rasitustasolla lihassolut pystyvat viela tuottamaan energiaa aerobisesti. Niin kauan kuin
energiantarve ei ylita elimiston kykya tuottaa sita, ihminen ei periaatteessa vasy. Laktaatin muo-
dostuksessa vapautuu energiaa paljon vahemman kuin aerobisella tavalla, joten laktaattia muo-

dostuu suuret maéarat aarimmaisessa rasituksessa. Heinonen 2005, 141-142.)

Laktaattiarvojen tulkitseminen ei kuitenkaan ole aivan yksinkertaista, silla kaikki muodostunut lak-
taatti ei siirry verenkiertoon. On viela epavarmaa, mitka eri kudokset pystyvat kayttdmaan laktaat-
tia suoraan hyodyksi, mutta ainakin luustolihasten, sydamen ja munuaisten uskotaan tekevan
niin. Lisaksi adrenaliinilla on huomattu olevan tarkea merkitys laktaatin tuoton saatelyssa, silla lii-
kunnan aiheuttama adrenaliinivalitteinen B-adrenerginen stimulaatio lisdéd nopeaa glykolyysia.
(Heinonen 2005, 141-142.)

Kestavyysharjoittelun on tutkimuksissa todettu vahentavan laktaatin muodostumista. Testitilan-
teessa ennen kestavyysharjoittelujaksoa koehenkililta on mitattu rasituksen jalkeen suurempia
laktaattiarvoja kuin harjoittelujakson jalkeen. Tasta voisi paatella kehon aerobisen energiantuo-
tannon kehittyvan tehokkaammaksi kestavyysharjoittelulla, mutta luustolihakset ovat myds voi-
neet kehittya kayttdmaan laktaattia tehokkaammin hyodykseen. Vahéisten tutkimusten vuoksi
varmoja johtopaatoksia ei voida tehda. Laktaattipitoisuuden lisaantyminen veressa osoittaa kui-
tenkin energiantuotannon kuormittuneen ja nopean glykolyysin osuuden energiantuotannosta
kasvaneen. (Armstrong & Chia 2007, 106-107; Tolfrey 2007, 229-230.)
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2.5 Laktaattimaaritysmenetelman periaate Konelab 20i:11a

Konelab 20i -kemian analysaattorin laktaattimaaritys tapahtuu paatepistemittauksena fotometri-
sesti. Ennen mittausta tapahtuvat reaktiot naytteen ja reagenssin valilla ovat entsymaattisia. Laite
pipetoi naytteen ja reagenssin kyvettiin, jossa reagenssin laktaattioksidaasi -entsyymi hajottaa
naytteen laktaatin pyruvaatiksi ja vetyperoksidiksi. Muodostunut vetyperoksidi saa reagenssin pe-
roksidaasin reagoimaan 4-aminoantipyriinin ja fenolin kanssa muodostaen punaisen kinoni-imiini
-varin. Varin intensiteetti on suoraan verrannollinen naytteen laktaattipitoisuuteen (kaava 1).

(Thermo Scientific reagenssipakkauksen ohje 2008.)

KAAVA 1. Laktaattiméérityksessé tapahtuvat reaktiot ennen mittausta mukaillen Thermo Fisher

Scientificin laktaattireagenssipakkauksen ohjeen kaavaa

LOX

Laktaatti + O2 EEE— Pyruvaatti + H.0;

POD

2 H>0, + Fenoli + H* + 4-aminoantipyrini ——— Kinoni-imiini + 4 H,O

jossa,
LOX = Laktaattioksidaasi
POD = Peroksidaasi

Paatepistemittaus tarkoittaa, etta reagenssin ja naytteen valisten reaktioiden annetaan kulua lop-
puun ennen mittausta niin, etta reaktio on tasapainossa ja substraatti on kokonaan kulutettu. Fo-
tometrinen mittaus tarkoittaa, etta laite mittaa reaktiossa muodostuneen yhdisteen absorbanssin
ja muuntaa sen kaavan avulla konsentraatioksi eli pitoisuudeksi (tdssé tapauksessa mmol/l) tai
joissakin tapauksissa maaraksi. Fotometria perustuu valon absorbanssiin eli imeytymiseen valiai-
neeseen seka transmittanssiin eli valon lapéisevyyteen valiaineessa. Absorbanssi on maaritelty
logaritmiseksi funktioksi (kaava 2). Se tarkoittaa, ettd maaritettdvéan aineen pitoisuuden kasvaes-
sa liuoksessa sen lapi transmittoituneen valon maara vahenee logaritmisessé suhteessa. Foto-
metrisissa maarityksissa mitataan lahes aina absorbanssia. Mitattavalla aineella on tietty absorp-
tiohuippu, jolloin valon absorptio valiaineeseen on suurin. Fotometrisessa mittauksessa kaytetaan

monokromaattista eli vain yhta aallonpituutta sisaltavaa valoa. Mittauksiin kaytettava valo on na-
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kyvaa valoa, jonka aallonpituus on 380-750 nm. Kullekin maaritettavalle aineelle on oma aallon-

pituutensa, jolloin absorptiohuippu on suurin. (Jokela & Akerman 2010, 54-56, 69-70.)
KAAVA 2. Absorbanssin mééaritelmé
=—1log Is/lo=-1log T, jossa

A = absorbanssi
T = transmittanssi
ls = naytteen lapaisseen sateilyn intensiteetti

lo = ndytteeseen tulevan sateilyn intensiteetti

Lambert-Beerin lain mukaan tietylla aallonpituudella absorboituneen valon maara on talloin suo-
raan verrannollinen valon kulkureitilla olevan absorboivan aineen maaraan eli pitoisuuteen. Maa-
ritettavan aineen pitoisuus voidaan laskea kaavalla 3, mikali tiedetaan mitattavalle aineelle omi-

nainen molaarinen absorptiokerroin (Jokela & Akerman 2010, 55):
KAAVA 3. Lambert-Beerin laki
A = abc, jossa

A = absorbanssi
a = mitattavan aineen molaarinen absorptiokerroin
b = mittakyvetin lapimitta (valon kulkema matka mittakyvetissa)

¢ = maaritettavan aineen pitoisuus

Konelab 20i:11d mitattaessa laktaattipitoisuutta reaktioaika on 420 sekuntia ja mittaus tapahtuu va-
lon aallonpituudella 510 nm. Sivuaallonpituutta mittauksessa ei tarvita. Tulokset, jotka ovat valilla
0.40-75.00 mmol/l, voidaan mitata talld menetelméalld. Laimennos tehdaan tuloksen ylittaessa
ensimmaisella mittauksella 15.00 mmol/l. Suora mittaus on tahan pitoisuuteen asti lineaarinen.
Laitevalmistaja suosittelee maarityksen vakiointiin sCal-nimisté kaupallista vakiota. Vakiokéyran
kuvaaja on nouseva suora. Kontrolleina maaritykselle voi kayttaa kaupallisia laaduntarkkailusee-
rumeja Nortrolia ja Abtrolia. (Thermo Scientific reagenssipakkauksen ohje 2008.) sCal sopii use-

an eri testin vakioksi, ja se on valmistettu naudan seerumista. Se ei sisalla ihmisperaisia aineita.
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(sCal -vakiopakkauksen ohje. 2007) Kontrolli Nortrol on ihmisperaista seerumia. Se sisaltaa li-
saksi ei-ihmisperaisia entsyymeja ja antibakteerisia aineita. Se on testattu negatiiviseksi hepatiitti
B -viruksen pinta-antigeeneille seké& HIV- ja hepatiitti C-vasta-aineille. Seka vakio etta kontrollit on
kylmékuivattu eli lyofilisoitu, ja ne taytyy liuottaa tislatulla vedelld ennen kayttéa. (Nortrol -
kontrollipakkauksen ohje 2009.)

Kontrolleja kaytetaan laboratorioissa sisdiseen laadunohjaukseen, joka on osa laadunvarmistus-
ta. Silla tarkoitetaan laboratorion henkilokunnan itse suorittamaa jatkuvaa analyysimenetelmien
kontrollointia erilaisilla kontrolleilla, tulosten seurantaa ja tilastointia seka poikkeamiin puuttumista
korjaavin keinoin. Toimet pyritaan varmistamaan se, etta laboratorion vastaamat tulokset ovat riit-
tavan luotettavia. (Linko 2004, 60.)

2.6 Nayte ja vakioitu naytteenotto

Konelab 20i -analysaattoreilla tehtaviin mittauksiin tarvitaan plasmanayte, joka otetaan laskimo-
verinaytteena fluoridi-oksalaattiputkeen. Putki sisaltdd 2.5 mg natriumfluoridia ja 2.0 mg ka-
liumoksalaattia. Kun maaritetaan plasman laktaattipitoisuutta paaston jalkeen lepotilassa, nayte
olisi hyva ottaa iiman puristussidetta (staasia). Jos puristussidetta joudutaan kayttamaan suonen
etsimiseen, sit saa kayttaa enintdan 30 sekuntia. Naytteen sentrifugointi ja plasman erottelu tu-
lee tehda 30 minuutin kuluessa naytteenotosta. Ennen tutkimusta potilaan pitaa paastota eli olla
ravinnotta 12 tuntia ja olla levossa ainakin 30 minuuttia ennen naytteenottoa. (Huslab ohjekirja,
hakupéaiva 20.2.2010.) Maaritys voidaan tehda tarpeen mukaan myds selkaydinnesteesta (Lak-

taattireagenssipakkauksen ohje 2008).

Ihopistosnaytteenotossa verinayte sisaltdéd pienista kapillaarisuonista, arterioleista ja venuoleista
perdisin olevaa veriseosta. Lisaksi naytteessa on hieman kudosnestetta ja solunsisaista nestetta.
Nayte otetaan punktoimalla iho erityiselld ihopistoslansetilla. Aikuiselta ndyte otetaan tyypillisesti
keskisormen tai nimettdman paastd kdmmenen puolelta, hieman sivusta. (Seppald & Tuokko
2010, 29-30.)

Vakioitu naytteenotto tarkoittaa, ettd naytteet on otettu yhteisia, suositettuja naytteenottokaytanto-
ja noudattaen, jolloin on eliminoitu naytteen laatuun vaikuttavat asiat. Naytteen laatuun vaikutta-
vat muun muassa, ravinto, alkoholin nauttiminen, fyysinen rasitus, tupakointi, ndytteenottoasento

ja puristussiteen kaytto. Vakioidusti otetun naytteen katsotaan edustavan potilaan senhetkista fy-
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siologista tilaa hyvin, ja analyysista saatuja tuloksia voi silloin luotettavasti verrata viitearvoihin.
(Seppéléd & Tuokko 2010, 22-25.)
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3 TUTKIMUSONGELMAT

Tutkimusongelmat laadittiin niin, etta niiden tulosten perusteella voitiin arvioida menetelman luo-
tettavuutta ja toistettavuutta, kuten Pienten laboratorioiden kliinisen kemian analysaattorin koes-
tusohjelmassa suositetaan (Kaihola, ym. 1990). Laitteina kaytettiin Thermo Fisher Scientific Oy:n
valmistamaa kahta Konelab 20i -kliinisen kemian analysaattoria seka saksalaisen EKF diagnosti-
cin konserniin kuuluvan SensLab GmbH:n valmistamaa Lactate Scout -vierimittaria. Sosiaali- ja
terveysalan yksikdssa on kaksi samanlaista Konelab 20i -analysaattoria, joista ensimmaisena la-
boratorioon hankittua raportissa kutsutaan nimella Konelab 1 ja uudempaa analysaattoria nimella

Konelab 2. Tutkimusongelmat ovat:

1. Miten analysaattorin Konelab 1 ja Lactate Scout -vierimittarin laktaattimaaritystulokset

eroavat toisistaan?

2. Miten analysaattorin Konelab 2 ja Lactate Scout -vierimittarin laktaattimaéaritystulokset

eroavat toisistaan?

3. Miten analysaattoreiden Konelab 1 ja 2 laktaattimaaritystulokset eroavat toisistaan?

4. Miten laktaattimaaritys soveltuu Oulun seudun ammattikorkeakoulun palvelulaboratori-

oon?

Tutkimuksen jalkeen laktaattimaaritykselle laadittiin lisaksi menetelméohje palvelulaboratorion

tutkimuskansioon.
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4 LAKTAATTIMAARITYKSEN TESTAUS

4.1 Tutkimusmetodologia

Opinnaytetyoni on paaasiassa kvantitatiivinen tutkimus. Kvantitatiivinen tutkimus tarkoittaa maa-
rallista tutkimusta. Sille on tyypillista, etta tutkimuksen aikana tehdaan paljon mittauksia, vahin-
taan useita kymmenia, ja mittauksista saatua aineistoa kasitellaan tilastollisin menetelmin. Kvanti-
tatiivisessa analysoinnissa yksittaisella tuloksella ei ole valia, vaan sen sijaan keskitytdan suures-
ta aineistosta saatuihin yleistyksiin. Kvantitatiivinen tutkimus perustuu positivistiseen tutkimusme-
todiin, jossa tutkimusta tehdaan mittaamalla ja sen tavoitteena on tuottaa perusteltua, yleistetta-
vaa ja luotettavaa tietoa, jossa pyritddn ehdottomaan ja riippumattomaan totuuteen. (Kananen
2008, 10-11.)

Kvantitatiivinen tutkimus voi edeta myos prosessina, joka etenee vaihe vaiheelta. Ennen tutki-
muksen aloittamista maaritellaan usein tutkimusongelmat tai -tehtavat. Tehtavat ratkaistaan tie-
dolla, jonka hankkimiseksi taytyy tehda tarkka suunnitelma, miten haluttu tieto saavutetaan. Edel-
tava vaihe vaikuttaa aina seuraavaan vaiheeseen. Kvantitatiivisen tutkimuksen ongelmia on usein
tulosten luotettavuuden kanssa. Toisinaan otokseksi ei myoskaan saada niin suurta joukkoa, kuin

olisi toivottu, ja sekin vahentaa tulosten luotettavuutta. (Kananen 2008, 11, 13.)

Testaus toteutuu tassa tutkimuksessa vertailevan eli komparatiivisen tutkimuksen periaatteella.
Vertailevassa tutkimuksessa tutkija etsii ja tarkastelee aineiston tapauksia tai tuloksia, jotka kuu-
luvat samaan lajiin, mutta eroavat kuitenkin jotenkin toisistaan. (Rautio 2007, hakupaiva
17.10.2010.) Tassa tapauksessa vertaillaan vierimittaria ja kliinisen kemian analysaattoria keske-
naan. Lisaksi vertaillaan myds kahden samanlaisen analysaattorin mittaustarkkuuksien eroja.
Tutkimuksessa on myos piirteita evaluaatiotutkimuksesta, jossa pyritaan kehittdmaan tutkimuk-
sen kohdetta tai toimenpiteitd (Patton 1990, 11).

4.2 Tutkimuslaitteet
Mittauksiin kaytettiin kahta eri kliinisen kemian analysaattoria. Molemmat ovat samanlaiset, mer-
kiltadn Konelab 20i, ja niiden valmistaja on Thermo Fisher Scientific -konserniin kuuluva suoma-

lainen Thermo Fisher Scientific Oy. Tassa tyossa viitataan laitteisiin nimilla Konelab 1 ja Konelab
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2, ja ne on osoitettu nuolin kuviossa 2. Konelab 20i on Konelab 20 -sarjan analysaattorimalli. Se
pystyy mittaamaan enimmillaan 200 maaritysta tunnissa, ja siihen mahtuu 84 naytetta yhta aikaa.
Naytteita ja reagensseja voi syottaa ja vaihtaa laitteeseen ilman, etta meneillaan oleva analysointi
keskeytyy. Reagenssikammiot ovat jaakaappilampatilassa ja pitavat reagenssit kyImana kayton
ajan. Talloin reagenssien suorituskyky ei paase muuttumaan, koska lampatilavaihteluja ei tapah-
du. (Thermo Fisher Scientific, hakupaiva 28.2.2010; Yrityksen Internet -sivulta saatava pdf -

muotoinen lehtinen.)

Konelab 20i -analysaattori tarvitsee yhteen laktaattimaaritykseen 2 ul naytettd. Laite laimentaa
naytteen 20 pl:aan vetta. Maarityksessa kaytettavan veden tulee olla laboratoriolaatuista, eli siita
on puhdistettu mahdolliset orgaaniset jadmat ja ionit. Reagenssia kuluu yhteen maaritykseen 180
Ml ja lisatilavuuden 30 pl eli yhteensa 210 pl. Reagenssi liuotetaan kahdesta eri osasta: lyofilisoi-
dusta, entsyymeja sisaltavasta reagenssista (R2) ja puskuriliuoksesta (R1). Reagenssi valmiste-
taan lisad@malla puskuriliuos (R1) reagenssipulloon R2. Valmis reagenssi sailyy stabiilina 4 viikkoa
+2°C — +8°C:n lampdtilassa. Koko pakkauksen reagenssit riittavat enintdén 330 maaritykseen,
joten yhden reagenssipullon voidaan laskea riittdvan noin 47 méaaritykseen (330/7). 10 ml:n pus-
kuriliuos (R1) sisaltaa Pipes -puskuria ja p-Kloorifenolia. Lyofilisaatti (R2) siséltaa laktaattioksi-
daasi -entsyymia, peroksidaasi -entsyymia ja 4-aminoantipyriinia. Tarkat pitoisuudet ovat liittees-

sa 4. (Laktaattireagenssipakkauksen ohje 2008.)
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- Konelab 1

Konelab 2 i . 5

KUVIO 2. Konelab 20i -analysaattorit ja niiden tyGpisteet Oulun seudun ammattikorkeakoulun

palvelulaboratoriossa. Analysaattorit on numeroitu, jotta ne erotetaan toisistaan

Vertailulaitteena kaytettiin saksalaisen EKF diagnosticin konserniin kuuluvan SensLab GmbH:n
valmistamaa Lactate Scout -vierimittaria, jossa laktaatin maaritys perustuu entsymaattisiin reakti-
oihin, jotka vapauttavat elektroneja. Elektronit saavat aikaan séhkdisen signaalin, jonka laite de-
tektoi. Laitteen mittausalue on 0.5-25.0 mmol/l. Sen tarkkuus alle 3.4 mmol/l tuloksissa on + 0,2
mmol/l ja 3.4 mmol/l ylittavissa tuloksissa + 6 %. Lactate Scoutia voidaan kayttad myos ulkona,
mutta ulkolampdtilan on oltava +5 °C—+45 °C. Laitteen mittausaika on 15 sekuntia, ja naytteeksi
tarvitaan 0.5 ul kapillaariverta sormenpaasta. (SensLab GmbH, hakupaiva 25.9.2010.) Lactate
Scout -vierimittari nakyy kuviossa 3. Laite vakioitiin asettamalla mittarin vakiointikoodi samaksi,

kuin mika se on testiliuskapakkauksessa.
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KUVIO 3. Lactate Scout -laktaattivierimittari ja testiliuskapakkaus

4.3 Testauksen vaiheet

Laktaattimaarityksen testauksessa oli esivalmisteluiden ja kirjallisuuteen perehtymisen lisaksi
toiminnallisia vaiheita. Testaus etenee prosessina, jossa on useita vaiheita. Erilaisiksi vaiheiksi
olen luokitellut tuloslomakkeiden ja kutsukirjeen laadinnan, kutsukirjeen lahetyksen ja naytteenot-
toaikojen varaamisen, laskimoverinaytteenoton ja laktaatin pikamittauksen, parametrien ohjel-
moinnin ja naytteiden maarityksen analysaattoreilla seka tuloskirjauksen, tulosten analysoinnin
taulukko-ohjelmalla sek&a menetelmaohjeen laadinnan ja testauksen. Toiminnallisille vaiheille, on
yhteista se, etta niilla kaikilla on merkityksensa testin etenemisessa. Kaikki toiminnalliset vaiheet
tahtaavat tuloksiin, joiden avulla saadaan vastaukset tutkimusongelmiin.

Testauksessa kaytettin paapiirteittain Pienten laboratorioiden kliinisen kemian analysaattorin

koestusohjelmaa (Kaihola, ym. 1990, 176-181). Koestussuosituksessa kehotetaan kéayttdmaan

sataa naytettd, mutta naytteitd oli kerad@méasséa vain yksi henkild, tutkimuksen tekija, joten nayte-
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maaraa taytyi vahentaa. Naytteiden maaraa rajoitti myos laktaattivierimittarin testiliuskojen luku-

maara, joka lopulta maarasi myos naytteenantajien maaran.

4.31 Esivalmistelut

Naytteenantajat

Testiin tarvittavat naytteet paatettiin kerata vapaaehtoisilta naytteenantajilta. Heille ei maaritelty
mitaan erityisia kriteereja, kuka vain voisi osallistua. Heilta ei myoskaan vaadittu paastoa tai mui-
ta esivalmisteluja ennen naytteenottoa, jotta saataisiin pitoisuuksiltaan mahdollisimman monipuo-
lisia testinaytteita. Heita kuitenkin paatettiin kehottaa valttamaan raskasta ruokailua juuri ennen
naytteenottoa seka istumaan 15 minuuttia ennen naytteenottoa verenkierron tasaantumiseksi, ku-

ten yleensa ohjeistetaan ennen naytteenottoa.

Naytteenantajat saisivat tietdd oman laktaattiarvonsa vierimittarilla mitattuna heti naytteenottoti-
lanteessa. Analysaattoreilla maaritetyt tulokset jaisivat vain testin tekijalle. Tulosten katsottiin ole-
van tarpeettomia naytteenantajille, silla testissa testataan laktaattimaaritysta, ei inmisten tervey-
dentilaa. Naytteet paatettiin lisaksi kerata taysin anonyymisti. Nain varmistutaan, etta kenenkaan

tulos ei ole jaljitettavissa.

Kutsukirje

Naytteenantajia kutsuttiin naytteenottoon kutsukirjeella (lite 1). Kirjeen alkuun tuli kohtelias ter-
vehdys lukijoille seka tutkimuksen ja sen tekijan esittely. Heti alkuun mainittiin, etta tutkimukseen
haetaan verinaytteenantajia, jotta kirjeen vastaanottanut ymmartaisi valittomasti mista kutsussa
on kyse. Seuraavaksi kerrottiin millaisia naytteitd vapaaehtoisista otetaan, kuinka kauan aikaa
siihen kuluu ja miten naytteenottoon valmistaudutaan. Lisaksi painotettiin, etta naytteet kerataan
anonyymisti ja tutkimuksella on OAMK:n sosiaali- ja terveysalan yksikon yksikdnjohtajan myon-

tama tutkimuslupa.

Pieni teoriaosia haluttiin siséllyttaa kutsukirjeeseen, jotta kutsun saanut tietéisi, mitd hanesta ote-
tusta naytteestda maaritettaisiin. Maarityksen yleisimpana indikaationa olevat sairaudet jatettiin
kuitenkin mainitsematta, silla kenenkaan terveydentilaa ei tulosten perusteella arvioitu. Loppuun
laitettiin reipas kehotus ottaa yhteytta tutkimuksen tekijaan ja naytteenottoajankohta. Kutsukirjeen
sanamuotoja mietittiin my0s ohjaajien ja vertaisarvioijan kanssa, jotta siita tulisi mahdollisimman

hyva.
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Tulosten kirjaamislomakkeet

Kliinisen kemian analysaattorin ja vierimittarin tuloksia varten laadittiin tulosten kirjaamislomak-
keet (liite 2). Analysaattoreita varten on tuloslomakkeessa kolme saraketta yhdelle naytteelle, silla
niista maaritetaan kolme rinnakkaista tulosta. Lomakkeeseen laitettin myos "Huomioitavaa” -
sarake mahdollisille poikkeamille. Vierimittarituloksille on vain yksi tulossarake, koska silla ei

maaritetty rinnakkaistuloksia.

Kutsukirjeen lahetys ja naytteenottoaikojen varaus

Kutsu lahetettiin Oulun seudun ammattikorkeakoulun opiskelijoille ja henkilokunnalle séahképostit-
se 29.4.2010. Kirjeen ensimmaisella lahetyskerralla saatiin 18 naytteenantajaa vahvistettua, joten
se paatettiin 1ahettaa viela toisen kerran 6.5.2010. Toisella kerralla saatiin loputkin mukaan. Yh-
teensa heita tarvittiin 24 ja heidat otettin mukaan ilmoittautumisjarjestyksessa. Jokaisen kanssa

sovittiin erikseen tarkempi naytteenottoaika.

Verinaytteet taytyi sentrifugoida ja erotella 30 minuutin kuluessa naytteenotosta. Siita syysta tay-
tyi laskea, kuinka monta naytetta pystyttiin ottamaan tietyssa ajassa. Lopulta paadyttiin ottamaan
kolme naytettd tunnissa: ensimmainen aina tasatunnein, toinen 10 minuuttia yli tasan ja kolmas
20 minuuttia yli tasan. Nain laskimoverindytteet ehdittiin sentrifugoida ja erotella naytteet ohjeen
mukaan. Naytteenottoaikaa varattiin kaikille enintaan 10 minuuttia. Ensimmaiselle paivalle varat-
tiin lopulta 15 naytteenottoaikaa ja toiselle paivalle 9 aikaa. Koska naytteenottoon oli runsaammin
aikaa, kuin mita naytteenantajia kavi, heita otettiin naytteenottoon lopulta yhdesta kolmeen yhden

tunnin aikana.

4.3.2 Naytteenotto ja laskimoverinaytteiden kasittely

Naytteenantajia kehotettiin saapumaan paikalle 15 minuuttia ennen sovittua aikaa, jotta he ehtisi-
vat levata hetken ennen naytteenottoa. Naytteet kerattiin Oulun seudun ammattikorkeakoulun
palvelulaboratorion naytteenottoluokassa. Paikka valittiin siksi, koska sielld on valmiiksi nayt-

teenottotuolit ja muut naytteenottoon tarvittavat valineet seké ulkopuolella pieni odotustila.

Jokaisesta naytteenantajasta otettiin ensin sormenpaasta ihopistosverindyte Lactate Scout -
vierimittarin laktaattimaaritysta varten. Nayte otettiin kaikilta kd&mmenen puolelta keskisormen
paasta, hieman sivusta. Naytteenottokohta desinfioitiin ensin pyyhkaisemalla se 80-prosenttiseen
etanoliin kostutetulla puhdistuslapulla. Naytteenottokohdan annettiin kuivua hyvin ennen pistosta,
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ja ensimmainen veripisara pyyhkaistiin pois puhtaalla, kuivalla puhdistuslapulla, jotta etanolia ei
varmasti joutuisi naytteeseen. Nayte otettiin reagenssiliuskaan toisesta veripisarasta. Laite mittasi
tuloksen, joka kirjattiin pikamittarin tulosten kirjaamislomakkeeseen. Tulokset numeroitiin juokse-
valla numeroinnilla 1-24 naytteenottojarjestyksessa. Kun tulos valmistui, se kerrottiin naytteenan-

tajalle.

Laskimoverinaytteet otettiin kaikilta kyynartaipeen laskimosta. Naytettd otettiin neljagan 2 ml:n nat-
riumfluoridi-kaliumoksalaatti-putkeen eli niin sanottuun sokeriputkeen. Putkia otettiin nelja siksi,
ettd plasmaa varmasti riittéisi kolmeen rinnakkaisnaytteeseen kahdella eri analysaattorilla. Kah-
desta millilitrasta verta saa plasmaa noin puolet tai kaksi kolmasosaa, mika riippuu ihmisen he-
matokriitista eli punasolujen yhteistilavuudesta. Puristussidettd kaytettiin kaikkien naytteenantaji-
en laskimondytteenotossa suonien etsimiseen, mutta se avattiin valittdmasti, kun verta alkoi tulla
putkeen. Naytteet saatiin kaikilta naytteenantajilta heti ensimmaiselld pistoksella. Taytetyt putket
laitettiin valittomasti naytteenoton jalkeen mekaaniseen naytesekoittajaan, joka kaansi niita ensin
10 kertaa. Taman jalkeen putkia kaanneltiin viela muutaman kerran kasin niin, etta putkessa ole-

va hyytymisenestoaine oli silmin nahden liuennut vereen.

Putket numeroitiin valittomasti sekoittamisen jalkeen samalla numerolla, kuin mika oli pikatulok-
sen numero. Naytteet kerattiin lopulta ripeammin, kuin suunnitelma oli, jolloin ne eivat seisoneet
sentrifugoimattomina kauemmin kuin 15 minuuttia. Naytteet sentrifugoitiin palvelulaboratorion
MSE Mistral 3000E-sentrifugilla 10 minuuttia nopeudella 2300 rpm (kierrosta minuutissa). Valit-
tdmasti sentrifugoinnin jalkeen neljan samasta naytteenantajasta peréisin olevat naytteen plas-
mat yhdistettiin yhteen suureen putkeen "pooliksi”, jotta maarityksissa kaikki rinnakkaistulokset
olisi maaritetty laktaattipitoisuudeltaan mahdollisimman homogeenisesta naytteesta. Myos lopulli-
nen putki sai saman numeron kuin vastaava vierimittaritulos. Erottelun jalkeen naytteet laitettiin
valittdmasti jaakaappiin, jossa niita sailytettin maaritykseen asti. Talldin maanantaina kerattyja
naytteitd jouduttiin sailyttamaan yhden paivan pitempéaan kuin tiistaina otettuja naytteitd, silla

méaaritykset tehtiin kaikista naytteista yhdella kertaa saman viikon keskiviikkona.

Molempina néytteenottopaivina yksi naytteenantaja jatti tulematta. Heidan tilalleen saatiin kuiten-

kin uudet naytteenantajat pyytamalla kaytavalla oleskelleita opiskelijoita osallistumaan.
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4.3.3 Parametrien syotto ja naytteiden laktaattimaaritys

Maarityksen testaus aloitettiin syottamalla molempiin Konelab 20i -analysaattoreihin maarityksen
parametrit. Parametrien ohjelmoinnissa auttoi Konelab Oy:n laitetukihenkild Timo Sarkela. Ha-
neen oltiin yhteydessa puhelimitse ja han selosti ohjelmoinnin kulun. (Sarkela, T. 12.5.2010, pu-

helinneuvottelu.)

Parametrien ohjelmointi alkoi reagenssien maarittelysta, jossa uuden reagenssin tiedot, kuten
nimi ja reagenssiastian koko, syotettiin laitteen muistiin. Sen jalkeen maariteltiin uusi testi eli lak-
taatti. Laitteelle tutkimuksen lyhennetyksi nimeksi annettiin LAKT. Reagenssi nimettiin selvyyden
vuoksi samalla nimella. Testin maarittelyssa syotettiin maarityksen tiedot, jotka olivat reagenssi-
pakkauksen mukana tulleessa ohjeessa. Maaritettavia parametreja olivat testin tyyppi, tuloksen

yksikko, desimaalien maéaréa ja maarityksen yla- ja alarajat, joiden valillda maaritys on lineaarinen.

Testin maarittelyn jalkeen ohjelmoitiin vakiointi- eli kalibraatioparametrit. Ohjelmoitavia paramet-
reja tassa kohtaa olivat muun muassa kalibraatiotyyppi, monenko pisteen kalibrointi on kyseessa,
kalibraatiokayran suunta ja kaytettava vakioseerumi. Lisaksi laitteeseen ohjelmoitiin testin kulku
eli pipetoitavat reagenssi- ja naytemaarat, inkubaatioajat ja mittausaallonpituus. Namakin tiedot
oli kerrottu reagenssipakkauksen ohjeessa. Ohjelmoinnin jalkeen testi vakioitin sCal-
vakioseerumilla ja kontrolloitiin Nortrol-kontrolliseerumilla molemmilla analysaattoreilla. Nain voi-

tiin varmistua, etta ohjelmointi oli onnistunut ja reagenssit toimivat.

Testiin tarvittavat reagenssit tilattiin koululle jo syksylla 2009. Niiden vanhenemiskuukausi oli huh-
tikuu 2010. Testi arvioitiin tutkimussuunnitelmassa suoritettavan ennen tata, mutta kiireiden vuok-
si testausajankohta viivastyi noin kolmella viikolla. Reagensseja paatettiin kuitenkin kéayttaa testa-
ukseen, silla niissa ei havaittu pilaantumisen merkkeja, kuten varimuutoksia. Naytteita ei myos-
k&an kaytetty ihmisten terveydentilan arviointiin, joten reagenssien epévarmasta suorituskyvysta

ei katsottu koituvan vaaraa.

Laktaattimaarityksia varten jokaista naytettd jaettin kolmeen eri nayteastiaan, jotka merkittiin
naytteen numerolla, seké kirjaimin A, B ja C (esimerkiksi 3A, 3B ja 3C). Naytteet ladottiin laittei-
den naytesegmentteihin sattumanvaraisessa jarjestyksessa. Naytteiden sekaan laitettiin lisaksi
Nortrol -seerumikontrollinaytteita, jotta nahtiin, pysyiko laitteiden suoritustaso samana koko sarjan

tulosten maarityksen aikana.
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Tulosten valmistuttua ne kirjattiin tulosten kirjaamislomakkeisiin (lite 2), joita oli tulostettu kum-
mallekin analysaattorille omansa. Tuloslomakkeet nimettiin analysaattorikohtaisesti, jotta ne eivat
sekoittuisi. Kirjaamislomakkeen avulla voitiin myos varmistua siita, etta analysaattori oli maaritta-
nyt kaikista naytteista tuloksen. Maaritysvaihe sujui ilman teknisia ongelmia, ja kaikki halutut tu-

lokset saatiin.

4.4 Laktaattimaaritystulosten analysointi

Testauksen tulokset listattiin suunnitelman mukaisesti tulosten kirjaamistaulukkoihin. Satunnai-
sesti sarjan keskelld maaritettin my6s kontrolleja, jotta voitiin nédhda tulostason pysyvan luotetta-
vana. Koko aineisto on liitteena (Liite 2). Naytteen numero 14 laktaattipitoisuus oli Konelabilla mi-
tattaessa alle testin mittausalarajan, joten se paatettiin hylata. Vertailussa oli taten 23 naytetta.
Lisaksi Excel-taulukoihin valittiin vain kunkin naytteen A- ja B -tulos, silla toistettavuus lasketaan
kahden rinnakkaistuloksen perusteella (paitsi yksi poikkeus: Konelab 2 -sarjan 20. naytteen A-
tulos piti hylata sen ollessa liilan matala, ja sen sijaan kaytettiin tulosta C). C-tulokset olivat kui-
tenkin hyodyksi analysointivaiheessa, jolloin pystyttin heti arvioimaan rinnakkaistulosten toistet-
tavuutta. Esimerkiksi jos kaksi rinnakkaista tulosta olisivat poikenneet toisistaan huomattavasti,

kolmas tulos olisi varmistanut oikean tuloksen.

Menetelman toistettavuus lasketaan rinnakkaisnaytteista seuraavilla kaavoilla (4, 5 ja 6) (Kaihola
ym. 1990, 181):

KAAVA 4. Sarjan siséisen toistettavuuden (varianssin) laskukaava

s? = X(d*)/2n,jossa

s? = varianssi

d = kunkin naytteen rinnakkaismaaritysten erotus (a; — @)

n = parien lukumaara

Varianssin avulla voidaan tarkastella, kuinka paljon rinnakkaistulokset keskimaarin eroavat toisis-
taan (Heikkila 1999, 85).
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Keskihajonta (SD = standard deviation) tarkoittaa kuinka paljon tulokset eroavat keskiméaarin

kahden rinnakkaistuloksen keskiarvosta. Keskihajonta lasketaan varianssista. (Heikkila 1999, 84.)

KAAVA 5. Keskihajonnan laskukaava

SD=s=1/s?, jossa

SD = keskihajonta

s? = varianssi

Kun keskihajonta ilmoitetaan prosentteina sarjan rinnakkaisnaytteiden keskiarvosta, saadaan va-

riaatioprosentti. (Kaihola ym. 1990, 181)

KAAVA 6. Variaatioprosentin laskukaava

CV% =100 x SD / X, miss&

CV% = variaatioprosentti
SD = keskihajonta

X = sarjan rinnakkaisnaytteiden keskiarvo

Kaikki tulokset laskettiin Microsoft Excel -taulukkolaskinohjelmalla. Nain voitiin minimoida lasku-
virheet ja tuloksista voitiin suoraan muodostaa kuvioita niiden havainnollistamiseksi. Taulukkolas-
kin laski analysoiduille sarjoille sisaisen toistettavuuden, keskihajonnan ja variaatioprosentin. Kor-
relaatioita kuvaavassa diagrammissa asetettin aina jompikumpi analysaattori referenssiksi x-
akselille ja vierimittarin tulosten poikkeaman suuruus referenssista vahennettyna merkittiin pis-
teena y-akselille. Vierimittarituloksille ei voitu laskea sarjan sisaista toistettavuutta, keskihajontaa
eika variaatioprosenttia, koska silla ei mitattu rinnakkaisia tuloksia.

Tulokset listattiin niiden keskinaisen vertailun helpottamiseksi. Tulosten analysoinnissa ja tauluk-

kolaskimen kaytossa tutkimuksen tekijaa auttoivat ohjausryhmaan kuuluva tuntiopettaja Jari Joki-

nen.
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5 TESTAUKSEN TULOKSET

5.1 Maaritysmenetelman toistettavuus

Kun Konelab 1:t@ ja Konelab 2:ta verrattiin toisiinsa, valitsin referenssiksi Konelab 1:n, silla sen
tulokset olivat aavistuksen verran luotettavammat. Konelab 1:n sisdinen toistettavuuden heitto on
0,000135, kun taas Konelab 2:lla vastaava arvo on 0,00115, eli hieman suurempi. Konelab 1:n
keskihajonta on vain 0,01 % ja Konelab 2:lla se on 0,03 %. Lisaksi Konelab 1:n variaatioprosenti

(1,2 %) on pienempi kuin Konelab 2:n (3,3 %).

Konelab 1 -analysaattorin analysoiman sarjan:

e Sisdinen toistettavuus 0.000135
e Keskihajonta 0.01161 ~ 0.01
e Variaatioprosentti 1.211527 % ~ 1.2 %

Konelab 2 -analysaattorin analysoiman sarjan:

e Sisdinen toistettavuus 0.00115
e Keskihajonta 0.033912~0.03
e Variaatioprosentti 3.329639 % ~ 3.3 %

5.2 Konelab 1:n ja 2:n tulosten vertailu vierimittarin tuloksiin
Vastaukset tutkimusongelmiin saatiin Excel-taulukkolaskinohjelmalla piirretyista kuvaajista. Kuvi-

ossa 4 on kuvattu, mita laitteita verrataan keskenaan ja mihin tutkimusongelmaan kukin vertailu

antaa vastauksen.
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)

Konelab 1 < > Konelab 2

o\ /@

Lactate Scout

KUVIO 4. Keskendén vertailtavat laitteet. Numerot osoittavat mihin tutkimusongelmaan saadaan

vertailussa ratkaisu

Kuviossa 5 vertailtin Konelab 1 -analysaattorin ja Lactate Scout -pikamittarin tuloksia. Vertailu
tehtiin asettamalla referenssimenetelméa vaaka- eli x-akselille ja referenssimenetelméan ja verrat-
tavan menetelman erotukset naytteittain y-akselille. Kuvaajassa Konelab 1 on referenssimene-
telma (x-akselilla) ja Konelab 1:n rinnakkaistulosten ja Lactate Scout -tulosten erotukset (verratta-
va menetelmad) sijoittuivat y-akselille. Erotus voi olla positiivinen tai negatiivinen. Mitd kauempana
piste oli nollasta, sita suurempi oli ndiden kahden eri menetelman tulosero. Vaikka taulukossa
erot olivat pienet, oli havaittavissa, etta referenssiarvon ollessa valilla 0.8-1.5 vierimittarituloksen
poikkeama referenssiarvosta oli hyvin pieni, lahes poikkeuksetta alle 0.2. Toisaalta referenssiar-
von jaadessa alle 0.8:n poikkeamat olivat useita kymmenyksia ja suurenivat samassa suhteessa
kuin referenssiarvo pieneni. 1.5:n ylittavia arvoja oli niin vahan, etta niistd on mahdotonta vetaa

johtopaéatoksia.

Verrattaessa vierimittarin tuloksia Konelab 2 -analysaattorin tuloksiin oli havaittavissa samat asiat
kuin Konelab 1 -analysaattorin kohdalla. Kuvaajat (kuviot 5 ja 6) olivat I&hes identtiset keskenaan.
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KUVIO 5. Vierimittaritulokset verrattuna Konelab 1 -analysaattorilla saatuihin tuloksiin
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KUVIO 6. Vierimittaritulokset verrattuna Konelab 2 -analysaattorilla saatuihin tuloksiin

5.3 Konelab 1:n ja 2:n tulosten vertailu

Kahta analysaattoria verratessani valitsin referenssiksi Konelab 1:n, silla sen tulosten siséinen
toistettavuus oli hieman parempi kuin Konelab 2:lla. Kun vertaillaan Konelab 1:n ja Konelab 2:n
tuloksia keskenaan (kuvio 7), nahdaan heti tulosten olevan hyvin lahella toisiaan. Poikkeamat
ovat koko tulosskaalalla alle 0.2. Analysaattoreiden Konelab 1 ja Konelab 2 luotettavuutta tuki

my0s se, etta vierimittarituloksiin verrattaessa kuvaajat olivat samannakdiset. Toisaalta heti tulos-

30



ten valmistuessa analysaattorilta voitiin nahda niiden olevat samanlaiset keskenaan. Sarjojen si-
saista toistettavuutta, keskihajontaa ja variaatioprosentteja vertaamalla voidaan todeta Konelab 1

-analysaattorin olleen suorituskyvyltaan hieman luotettavampi, mutta erot olivat hyvin pienet.

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

-0,2
-0,4
-0,6
-0,8

Konelab 1 - Konelab 2

-1,2
0] 0,5 1 1,5 2

Konelab 1

KUVIO 7. Konelab 2 -analysaattorin tulosten poikkeavuus verrattuna Konelab 1 -analysaattoriin

Ennen tutkimusta kontrollin ja vakion tavoitearvot saatiin Konelab Oy:n laitetukihenkild Timo Sar-
kelalta sahkopostitse. Kaytetyn Nortrol -kontrollin tavoitearvo oli 1.48 mmol/l ja vaihteluvali + 3
SD (1 SD = 0.186), eli kontrollituloksen arvon piti olla valilla 1.32-1.64 (Nortrol-
kontrollipakkauksen ohje 2009). Konelab 2 -analysaattorilla maaritettiin nelja kontrollitulosta yhta
aikaa testinaytteiden kanssa sattumanvaraisessa jarjestyksessa. Niiden tulokset olivat 1.43, 1.25,
1.42 ja 1.23 mmol/l. Kaksi tulosta oli rajojen ulkopuolella ja kaksi tulosta rajojen sisalla. Tarkem-
paa syyta kahden kontrollituloksen epaonnistumiseen ei osattu sanoa. Rajojen ulkopuolelle jaa-
neet kontrollit analysoitiin uudestaan, jolloin tulokset olivat rajojen sisalla.

Konelab 1 -analysaattorilla maaritettiin kolme kontrollitulosta testisarjojen keskella sattumanvarai-
sessa jarjestyksessa. Tulokset olivat 1.37, 1.30 ja 1.35 mmol/l. Tuloksista matalin on niukasti hy-

vaksymisrajan alapuolella.
Muutamasta hylatysta kontrollituloksesta huolimatta tulosten arvioitiin olevan luotettavia, silla

kaikkien naytteiden rinnakkaistulokset olivat hyvin l&hella toisiaan. Luotettavia niista teki myos se,

ettd molempien Konelabien vakioinnin korrelaatio vakion tavoitepitoisuuteen oli 0.999.
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6 JOHTOPAATOKSET JA SOVELTUVUUDEN ARVIOINTI

6.1 Testaustulosten johtopaatokset

Testauksen johtopaatds on, etta testauksesta saadut tulokset olivat luotettavat ja Konelab -
analysaattorit maarittivat laktaattia tarkasti ainakin pienilld pitoisuuksilla. Suuremmista pitoisuuk-
sista ei saatu nayttoa. Konelabien suorituskyvyn voidaan todeta olleen hyva tarkasteltaessa sar-
jan sisaista toistettavuutta varianssin, keskihajonnan ja variaatioprosentin avulla. Kaikki vaihtelut
olivat hyvin pienet. Jos analysaattoreita kaytetaan potilastulosten maarittamiseen, nain pienet
poikkeamat eivat kaytanndsséa vaikuta tuloksiin juuri lainkaan. Suorituskyvysta korkeilla pitoisuuk-

silla ei kuitenkaan saatu juuri nayttoa tassa tutkimuksessa.

Vertailumenetelmana kaytetty Lactate Scout -vierimittari osoittautui myds jokseenkin luotettavak-
si. Jonkinlaista mittausepavarmuutta oli matalilla pitoisuuksilla mitattaessa, mutta on muistettava
laitteen mittausalarajan olleen 0.6 mmol/l. Kuvaajia katsomalla on havaittavissa, ettd myds pitoi-
suuksien kasvaessa poikkeamat analysaattorin vastaavista arvoista suurenevat. Vaikka mittari ei
paassyt aivan samalle tulostasolle kliinisen kemian analysaattoreiden kanssa, sen voitiin kuiten-

kin katsoa olleen suhteellisen luotettava.

6.2 Menetelmaohjeen laadinta ja testaus

Palvelulaboratoriossa on menetelmien kayttoohjeet tutkimuksittain koottuna erityiseen tutkimus-
ohjekansioon. Testauksen jalkeen laktaattia voidaan mitata molemmilla analysaattoreilla, joten
sillekin taytyi laatia kayttoohje (liite 3). Ohje laadittiin samalla tavalla kuin muutkin kansion ohjeet.
Se on suomenkielinen, seikkaperainen ja selked. Se sisaltaa tietoa tutkimuksen biokemiallisesta
taustasta, klinisesta merkityksesta, naytteenotto-ohjeen, potilaan valmistautumisohjeen, tutki-
musnimen- ja lyhenteen, vakion ja kontrollin tiedot, viiterajat, menetelman periaatteen seka tietoa
reagensseista ja ohjeen sen valmistamiseen. Ohjeen laatimiseen kaytettiin viitekehykseen keréat-
tya tutkimustietoa.

Ohje testattiin kaytannossa bioanalyytikko-opiskelijoilla. Testaus toteutettin antamalla ohje opis-
kelijoille saatekirjeen kera. Heita pyydettiin vakioimaan ja kontrolloimaan testi seka ottamaan ai-
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nakin yksi nayte toisistaan ja tekemaan siita rinnakkaismaaritykset. Testauksella arvioitiin sita,

oliko ohje kattava ja pystyivatko opiskelijat toteuttamaan maarityksen.

Palvelulaboratoriovuorossa tyoskentelevat bioanalyytikko-opiskelijat testasivat maaritysta. He on-
nistuivat suorittamaan laktaattimaarityksen ja tekivat silla oman testauksen: he ottivat ensin yh-
desta opiskelijasta leponaytteen ja lisaksi naytteen erilaiseen sokerimaaritykseen kaytettavaan
putkeen. Sitten opiskelija kavi juoksemassa itsensa lakahdyksiin, jotta laktaattipitoisuus veressa
lisdantyisi. Taman jalkeen otettiin valittdmasti viela uusi nayte. Leponaytteestd maaritettiin kaksi
rinnakkaistulosta, jotka olivat 1.20 mmol/l ja 1.23 mmol/l eli hyvin Iahell3 toisiaan. Sokeriputkeen,
joka ei sisaltanyt kalium-oksalaattia, otetusta néytteestd mitattiin laktaattipitoisuudeksi 1.45
mmol/l. Juoksun jalkeiset arvot olivat 5.19 mmol/l ja 5.35 mmol/l. Vaikka juoksun jalkeiset tulokset
hieman eroavatkin toisistaan, kaytannon kannalta nain pienella erolla ei ole mitdan merkitysta.
Opiskelijat ehtivat hyvin suorittaa kaikki maaritykset palvelutoimintavuorossa klo 8.00-12.30 vali-

sena aikana.

6.3 Laktaattimaarityksen soveltuvuus palvelulaboratorion kayttoon

Laktaattimaaritys todettiin testauksen jalkeen luotettavaksi ja kayttokelpoiseksi. Yksi maaritys on
hyvin edullinen materiaalikustannuksiltaan, 69 senttia, ja se on mahdollista toteuttaa palvelulabo-

ratoriossa yhta helposti kuin muutkin kaytossa olevat kliinisen kemian tutkimukset.

Laktaattimaaritys on melko harvoin tilattu tutkimus. Tasta syysta se ei tule rutiinikayttoon myos-
kaan palvelulaboratorioon. Testauksen jalkeen sen maarittdmiseen on kuitenkin valmius ja mene-
telméohje. Nakisin laktaattimaarityksen tulevaisuuden osana palvelulaboratorion tutkimusvalikoi-
maa niin sanottuna tilaustutkimuksena: se voitaisiin tilata tietyksi ajankohdaksi esimerkiksi kunto-
testauksia varten muutamaa viikkoa aiemmin, jolloin reagenssit voidaan tarvittaessa tilata ja
suunnitella naytteenottojarjestelyt. Naytteenottajan ei ole pakko olla bioanalyytikko-opiskelija,
mutta naytteen kasittely, analysaattoreiden kayttd ja naytteiden analysointi kuuluisi kuitenkin alan
opiskelijoille. Bioanalyytikko-opiskelija pystyy suorittaman naytteenoton ja laktaattimaarityksen

toisen vuoden opinnoille edettyaan. Sen osoitti laktaattimaaritysohjeen testaus opiskelijoilla.
Laktaattimaaritykselle kuului arvioida hinta, joka on eritelty tarkemmin liitteessa 5. Paivan yllapito-
kuluihin menee aina noin 5,4 euroa. Hinta sisaltaa vakion, kontrollin, naytekupit, mittauskyvetit,

yhden paivan osuuden Konelabin huoltosopimuksen kuukausimaksusta ja reagenssin. Yhden lak-
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taattimaarityksen hinta, 69 senttia, sisaltaa nayteputken, naytteenottoneulan, reagenssin, nayte-
kupin ja mittauskyvetin. Jos palvelulaboratoriossa tehtaisiin vain yksi laktaattimaaritys paivassa,
hinnaksi taytyisi laittaa vahintaan kuusi euroa, jotta se kattaisi materiaalikustannukset ja paivan
kulut. Yrityksen alainen toiminta tahtonee kuitenkin voittoa myymistaan palveluista, joten maari-
tyksen hinta voisi olla esimerkiksi 10 euroa. Jos laktaattimaaritysta kaytetaan projekteissa, sille
on varmasti parempi laskea kiintea hinta esimerkiksi 10 tai 20 maaritykselle, silla kuntomittauksiin
tarvittavien useiden maaritysten vuoksi yksittaishinnasta voi tulla este kaytolle. Useamman méaari-
tyksen tekeminen yhdelld kertaa tulee huomattavasti halvemmaksi, kuin yksittaiset mittaukset.
Toinen tapa myyda laktaattimaaritysta olisi laittaa 10 euroa lahtéhinnaksi yhdelle maaritykselle ja
sen ylittavista peritaisiin tietty lisamaksu, esimerkiksi kaksi euroa maaritykselta. Naytteita voidaan
sailyttaa kaksi paivaa ennen maarityksia, jolloin perakkaisina paivind keratyt ndytteet kannattaa

analysoida yhdella kertaa.

Asiakasmaaria mietittaessa ei mielestani tarvitse huolehtia laitteen suorituskyvysta. Suuremman
huomion tarvitsevat kaytannon jarjestelyt, kuten naytteenottopaikka ja naytteiden sentrifugointi-
mahdollisuus, jotka asettavat omat rajoitteensa testauksille. Sosiaali- ja terveysalan yksikdssa on
kuntosali opetuskaytossa. Siella on noin kuuden henkilon mahdollista tehdéa yhta aikaa maksi-
maalinen harjoitus juoksumatolla, cross trainerilla ja kuntopyorilla. Kuntosali on vain yhta kerrosta
alempana kuin laboratoriotilat, joten kaytannon jarjestelyiden ja tilojen puolesta kuntomittaukset

voidaan jarjestaa.

Laktaattimaarityksen mahdolliset tilaukset tulevat varmaankin olemaan satunnaisia, ja siksi on
turhaa pitaa reagensseja koulussa varastossa. Reagenssien sailyvyys on useita kuukausia, jopa
vuosia, mutta paketti siséltaa seitseman pulloa reagenssia, joten vaikka tarvetta maarityksille oli-
sikin, todennakdisesti osa reagensseista vanhenisi silti. Yhden pullon reagenssi riittda noin 47
méaaritykseen. Toisaalta, jos maarityksista saatava voitto on suurempi kuin vanhenevien reagens-

sien hinta, ei reagenssien kayttamatta jaaminen aiheuta tappiota.

Mielestani laktaattimaaritys soveltuu palvelulaboratorion kayttdon. Jos laktaattimaaritysprojekteja
tulee, ne olisivat mielenkiintoisia myos opiskelijoiden kannalta ja toisivat vaihtelua palvelulabora-
torion toimintaan. Suosittaisin kuitenkin laktaattimaarityksen lisatestauksia erityisesti suuremmilla
pitoisuuksilla ennen varsinaista kayttoonottoa. Lisaksi olisi hyva hankkia korkean tason kontrolli,

jotta voidaan varmistua laadusta myo6s suurempia pitoisuuksia maaritettaessa.
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7 POHDINTA

Testauksesta saatujen tulosten perusteella voitiin todeta, etta Konelab 20i:1la pystytaan maaritta-
maan laktaattia luotettavasti. Testin aikana havaittiin kuitenkin asioita, joilla on voinut olla vaiku-
tusta tuloksiin. Naytemaara oli suhteellisen pieni, mika johtui testausvalineiden rajallisuudesta;
olisin mielellani kerannyt ainakin 30 naytetta. Naytemaaran jaadessa 23:een oli odotettavissa, et-
ta laktaattipitoisuuksien vaihteluvali jaa melko pieneksi. Myos aaripaan tuloksia oli vain muutama,
jolloin ei tule sellaista toistoa, jota tarvittaisiin tilastollisesti varmistamaan luotettavuus suurilla ja
pienilla laktaattipitoisuuksilla. Yksikaan tulos ei ollut edes yli 2.0 mmol/l, joten méaaritys jai taysin
testaamatta suurilla pitoisuuksilla. Viisi tulosta oli alle viiterajan 0.6, joten toistoa tuli jonkin verran
pienilla pitoisuuksilla. Viidesta viiterajan alittavasta tuloksesta yksi jouduttiin kuitenkin hylkaa-

méaan, koska tulos oli alle mittausalueen alarajan 0.40 mmol/l.

Ennen mittausta pohdin, pitaisik0 minun itse liuottaa vakiot ja reagenssit, joita tarvitsisin maari-
tyksiin. Molempia oli kuitenkin liuotettu vasta iso era pakkaseen. Katsoin, ettd voin kayttaa niita,
silla ne olivat tuoreita ja tekija luotettava. Samoja kontrolleja ja vakioita kaytetdan myds muihin
maarityksiin, joten palvelutoiminnassa toimineet opiskelijat olisivat varmaankin havainneet niiden

mahdolliset valmistusvirheet.

Naytteet kerasin kahtena paivana. Yhdesta ihmisesta otin nelja putkea verta, jotka sentrifugoin ja
erottelin puolen tunnin sisalla naytteenotosta. Riittdmattoman setrifugoinnin tai huolimattoman pi-
petoinnin vuoksi huomasin muutaman nayteputken pohjalla seuraavana paivana hieman pu-
nasoluja. Niita oli silti vain hyvin pieni maara, eivatka ne olleet hemolysoituneet (hajonneet) plas-
man sekaan. Varoin pipetoimasta punasoluja analysaattoriin meneviin naytekuppeihin, eika niilla

nayttanyt olevan vaikutusta testauksen tuloksiin.

Naytteenottojarjestelyja mietittaessa olisi voitu varmistaa myds suurten laktaattipitoisuuksien tes-
taus jarjestamalla naytteenotto niin, etta naytteenantajat olisivat antaneet kahdet naytteet. Ensin
olisi mitattu lepoarvo, sitten naytteenantaja olisi juossut itsensa lakahdyksiin ja olisi otettu taas
uusi nayte. Se ei olisi ollut erityisen vaikea toteuttaa, silla Sosiaali- ja terveysalan yksikén raken-
nuksessa on kuntosali, joka on lahella laboratoriotiloja. Kuntosalista laboratorioon siirtymisen ai-
kana laktaattia ei ehdi poistua veresta niin paljon, etteikd luotettavia mittaustuloksia saataisi. Li-
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saksi rasituselementin lisaaminen naytteenottotilanteeseen ei valttamatta olisi houkutellut niin

monta osanottajaa yhta helposti ja lyhyessa ajassa kuin tassa tutkimuksessa.

Vaikka tutkimustulokset olivat hyvat, niita kannattaisi testata viela lisaa. Esimerkiksi aiemmin
mainitun koetilanteen jarjestaminen voisi mielenkiintoinen ja hyodyllinen myos tutkimukseen osal-
listuville. Menetelmaohjeen testaus antoi olettaa, etta jarjestelyt voitaisiin tarvittaessa jarjestaa
palvelulaboratorion laheisyydessa. Lisaksi opiskelijoiden suorittaman kokeen tulokset olivat lu-
paavat, silla rinnakkaismaaritykset olivat lahella toisiaan. Tutkimukseni perusteella laktaattimit-
tausta voidaan tarjota erilaisiin projekteihin, joissa anaerobista kynnysta ja maksimaalista suori-
tuskykya mitataan. Projektit voisivat olla myds niin sanottuja seurantatutkimuksia, joissa mitataan
lahtotaso ja tietyn kestavyysharjoittelujakson jalkeen tehtaisiin uudet mittaukset samoissa olosuh-
teissa. Se voisi luoda palvelulaboratoriolle tydtd myds uusien yhteistydkumppanien kanssa. Nayt-
teenotto laskimosta ja ndytteen kasittely vaativat sen, etta urheilusuorituksen taytyy tapahtua So-

siaali- ja terveysalan yksikon tiloissa tai sen valittomassa laheisyydessa.

Mikali laktaattimaaritykselle ei tule kayttoa palvelulaboratoriossa, sita voidaan hyodyntaa muun
muassa opetuksessa kliinisen kemian kurssilla. Laktaattipitoisuuksien tutkimisesta saisi varmasti
mielenkiintoisen oppimistehtavan, jos tutkitaan lepopitoisuuksia ja rasituksen jalkeisia pitoisuuk-
sia. Viimeistaan talloin saataisiin tarvittavaa nayttoa maarityksen luotettavuudesta myos suurem-

milla laktaattipitoisuuksilla.

Teoriaosuuteen tahdoin kertoa solujen energiantuotosta, silla laktaatin muodostuminen on yksi
energiantuottomenetelma kehossa. Mielestani aerobisen energiantuoton ymmartaminen on tar-
keaa, silla silloin voi ymmartaa, miten anaerobinen energiantuotto eroaa siita. Laktaattimarityksia
kdytetaan jonkin verran kestavyysurheilussa aerobisen hapenottokyvyn paranemisen mittarina,
mutta lahteitd tutkiessani huomasin tietojen laktaatin kayttaytymisesta elimistossé olevan vield
epaselvia. Epavarmuutta mittauksiin tuo se, etta ei voida olla varmoja mitka kudokset kayttavat
laktaattia suoraan plasmasta hyddyksi, ilman ettd se muutetaan ensin maksassa glukoosiksi. Toi-
saalta mittaus on varsin mielenkiintoinen, jos ei keskitytd muuhun kuin siihen, miten paljon laktaa-
tin maaré veressa on kuntoilujakson jalkeen samanlaisissa rasitusolosuhteissa vahentynyt. Lak-

taattia kuitenkin kiistatta muodostuu nopean, anaerobisen energiantuoton kiihtyessa.
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Tutkimuksessa perehdyin Moodi-lehden Pienten laboratorioiden kliinisen kemian analysaattorin
koestusohjelmaan. Laboratoriot uudistavat toimintaansa laitehankinnoilla yha useammin, ja uusia
laitteita koestetaan aina ennen kayttoonottoa. Koestuksen kaytannon osuuksista vastaavat
yleensa laboratoriohoitajat. Koen laitteiden kayton, testaamisen ja kayttoon soveltumisen arvioin-
nin opettelun kasvattavan ammatillista osaamistani ja olevan minulle etu tyoelamaan hakeutues-
sani. Kerasin tutkimuksessa kaytettavat naytteet itse, jolloin sain hyvaa kokemusta naytteenotos-
ta ja lisda varmuutta sen tekniseen suoritukseen. Lisaksi opin tekemaan tutkimustyota, etenkin

maarallista tutkimusta, jonka metodologiaa noudatin tassa tyossa.
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KUTSUKIRJE LITE 1

Arvoisat opiskelijat ja opettajat,

Olen Bio7sn-ryhman opiskelija ja opinnaytetydssani testaan laktaattimaaritysta koulumme palve-

lulaboratorion kayttoon. Tarvitsen tutkimukseeni 24 vapaaehtoista verinaytteenantajaa.

Kultakin naytteenantajalta otetaan verinayte kyynartaipeen laskimosta seka tehdaan pikamittaus
sormenpaasta. Aikaa naytteenottoon kuluu vain noin 10 minuuttia. Kuka tahansa voi iimoittautua
antamaan naytteen. Naytteenottoon ei tarvitse valmistautua mitenkaan erityisesti, mutta raskasta
ruokailua olisi hyva valttaa ennen naytteenottoa. Lisaksi ennen naytteenottoa on hyva istua 15
minuuttia verenkierron tasaantumiseksi. Naytteet kerataan nimettomasti ja merkitaan ainoastaan
juoksevalla numeroinnilla. Kenenkaan henkilon tuloksia ei pystyta jaljittamaan jalkeenpain. Minul-

la on Sosiaali- ja terveysalan yksikon johtajan lupa tutkimukseen ja aineiston keruuseen.
Laktaatista puhutaan yleisesti maitohappona. Sita muodostuu paaasiassa raskaan liikuntasuori-
tuksen aikana hapettomassa energianmuodostuksessa, jolloin pitoisuus veressa voi nousta 10—
20-kertaiseksi lepotilaan nahden. Laktaattia on aina jonkin verran veressa lepotilassakin.
Lahdethan reippaasti mukaan auttamaan opinnaytetyon toteutuksessa! Antaessasi naytteen saat
tietdd oman tuloksesi pikamittarilla mitattuna. Keraan naytteet 10.-11.5. koulumme laboratoriossa

2C -siivessa.

[Imoittaudu naytteenottoon vastaamalla tahan viestiin, ja voimme sopia tarkemman naytteenotto-

ajan.

Kevaisin terveisin,

Katri Holappa,
Bioanalyytikko-opiskelija
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TULOSTEN KIRJAAMISLOMAKKEET

LITE 2

Konelab 1
Nayte nro: A B c Huomioitavaa
1 0,49 0,49 0,48
2 0,77 0,77 0,79
3 1,13 1,12 1,12
4 0,77 0,75 0,75
5 1,32 1,27 1,29
6 1,42 1,38 1,39
7 0,60 0,59 0,58
8 0,98 0,98 0,98
9 0,93 0,94 0,91
10 1,16 1,14 1,17
11 1,35 1,34 1,33
12 0,80 0,79 0,79
13 1,31 1,29 1,29
14 <0,40 <0,40 <0,40 Hylataan (tulos alle mittausalarajan)
15 0,66 0,63 0,64
16 0,89 0,91 0,92
17 0,46 0,44 0,46
18 1,59 1,62 1,65
19 0,53 0,55 0,54
20 0,41 0,40 0,42
21 0,95 0,97 0,94
22 1,48 1,50 1,50
23 0,55 0,55 0,53
24 1,57 1,60 1,60
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Konelab 2

Nayte nro: A B Cc Huomioitavaa

1 0,53 0,62 0,58

2 0,79 0,83 0,81

3 1,21 1,17 1,18

4 0,79 0,81 0,81

5 1,36 1,27 1,27

6 1,43 1,53 1,47

7 0,60 0,67 0,62

8 1,02 1,03 1,03

9 1,04 1,06 0,99

10 1,31 1,28 1,32

11 1,34 1,46 1,43

12 0,86 0,84 0,86

13 1,30 1,42 1,41

14 <0,40 <0,40 <0,40 Hylataan (tulos alle mittausalarajan)
15 0,72 0,66 0,69

16 0,93 1,03 1,02

17 0,47 0,46 0,42

18 1,72 1,77 1,72

19 0,56 0,57 0,58

20 <0,40 0,43 0,42 A-tulos hylatty, vertailuun otettu poik-

keuksena tulos C

21 1,02 1,01 1,01

22 1,56 1,58 1,45

23 0,48 0,49 0,54

24 1,62 1,56 1,67
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Pikamittari: Lactate Scout

Nayte nro Tulos
1 1,0
2 0,7
3 1,1
4 1,1
5 1,3
6 1,5
7 0,9
8 1,0
9 0,8
10 14
1 1,2
12 0,7
13 1,3
14 0,6
15 1,0
16 1,2
17 1,2
18 1,1
19 08
20 14
21 1,1
22 1,2
23 1,1
24 1,5

45



MENETELMAOHJE LITE 3

Oulun seudun ammattikorkeakoulu Versio 1.0
Sosiaali- ja terveysalan yksikk6 10.11.2010
Laatija: Katri Holappa

Hyvéaksyja: Paivi Saloranta

Laktaatti P-Lakt

Menetelman periaate

Konelab 20i -kemian analysaattorin laktaattimaaritys tapahtuu paatepistemittauksena fotometri-
sesti, ja ennen mittausta tapahtuvat naytteen ja reagenssin reaktiot ovat entsymaattisia. Laite pi-
petoi naytteen ja reagenssin kyvettiin, jossa reagenssin laktaattioksidaasi-entsyymi (LOX) hajot-
taa naytteen laktaatin pyruvaatiksi ja vetypeoksidiksi. Muodostunut vetyperoksidi saa reagenssin
peroksidaasi -entsyymin (POD) reagoimaan 4-aminoantipyriinin ja fenolin kanssa muodostaen
punaisen kinoni-imiini -varin. Varin intensiteetti on suoraan verrannollinen naytteen laktaattipitoi-

suuteen.

Kliininen kaytto

Laktaattipitoisuus veressa muodostuu sita kehossa tuottavien ja poistavien mekanismien tehon
erotuksena. Laktaattikokeen indikaatio on yleisesti laktaattiasidoosiepéily. Laktaattiasidoosissa
laktaatin muodostus on nopeampaa kuin sen eliminointi maksassa. Tama johtaa veren happo-
emas-tasapainon hairioén veren pH:n laskun vuoksi. Laktaattiasidoosia voivat aiheuttaa heiken-
tynyt kudosten hapetus (hypoksia), yleissairaudet, kuten diabetes mellitus, ja maksasairaudet se-
k& eraat ladkeaineet. Harvinaisia laktaattiasidoosin aiheuttajia ovat synnynnaiset entsyymipuutos-

tilat seka mitokondriaaliset aineenvaihduntahairiot.

Urheilumittaukset

Laktaattimaaritysta voidaan kayttaa kliinisten tarkoitusten lisaksi likuntafysiologian mittauksiin. Pi-
toisuus veressa nousee huomattavasti, kun kuormitus on 60-70 % maksimaalisesta hapenotto-
kyvysta. Maksimaalinen hapenottokyky (VOamax) on yksikko sille enimmaisméaérélle happea, jonka
yksild voi aikayksikkda kohti kuluttaa aarimmaisen fyysisen rasituksen aikana merenpinnan tasol-
la. Kestavyysurheilijoilla kyseinen arvo on tarkea, silla se kertoo keuhkojen ja verenkiertoelimiston
kunnosta ja niiden suorituskyvysta kuljettaa happea tyoskenteleviin lihaksiin. Laktaattimaaritysta

kaytetaan niin sanotun anaerobisen kynnyksen mittaamiseen. Siina mitataan, milla rasitustasolla
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Oulun seudun ammattikorkeakoulu Versio 1.0
Sosiaali- ja terveysalan yksikk6 10.11.2010
Laatija: Katri Holappa

Hyvéaksyja: Paivi Saloranta

lihassolut pystyvat viela tuottamaan energiaa enimmakseen aerobisesti. Laktaatin muodostuk-
sessa vapautuu energiaa paljon vahemman kuin aerobisella tavalla, joten laktaattia muodostuu

suuret maarat aarimmaisessa rasituksessa.

Potilaan valmistautuminen
Jos tutkimusta kaytetdan diagnoosin tueksi, potilas paastoaa 12 tuntia ja lisaksi lepaa 30 minuut-
tia ennen naytteenottoa. Urheilumittauksissa ei vaadita paastoa ja jarjestelyt tehdaan tapauskoh-

taisesti.

Nayte

Testiin tarvittava naytemuoto on plasma, ja se otetaan laskimoverindytteena 2 ml:n fluoridi-
oksalaattiputkeen. Putki sisaltda 2.5 mg natriumfluoridia ja 2.0 mg kaliumoksalaattia. Kun méaari-
tetdén plasman laktaattipitoisuutta paaston jalkeen lepotilassa, nayte otetaan ilman puristussidet-
ta (staasia), jos vain mahdollista. Nayte sentrifugoidaan ja plasma erotellaan 30 minuutin kulues-

sa naytteenotosta.

Laitteisto ja tarvikkeet
Konelab 20i

Reagenssit ja liuotusohje

Puskuri 7 x 10 ml Ref 132010
Pipes -puskuri pH 7,5 50 mmolll
p-Kloorifenoli 6 mmol/l
Lyofilisaatti 7x Ref 132010
LOX 0,2 KU/l
POD 3 KU/
4-aminoantipyriini 0,4 mmol/l
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Oulun seudun ammattikorkeakoulu Versio 1.0
Sosiaali- ja terveysalan yksikk6 10.11.2010
Laatija: Katri Holappa

Hyvéaksyja: Paivi Saloranta

Reagenssi valmistetaan kahdesta eri osasta: lyofilisoidusta, entsyymeja siséltavasta reagenssista
(R2) ja puskuriliuoksesta (R1). Reagenssi valmistetaan lisaamalla puskuriliuos (R1) reagenssipul-
loon R2. Reagenssi on heti kayttovalmis.

Valmis liuotettu reagenssi sailyy stabiilina 4 viikkoa +2°C—+8°C:n lampoétilassa. Liuos valmistuu
pienempaan reagenssipulloon, joka ei sovi Konelab -analysaattoriin, joten se kaadetaan takaisin
tyhjaksi jaaneeseen R1-puskuripulloon. Merkitse pulloon liuotuspaivamaara.

Avaamattomat reagenssipullot sailyvat +2°C—+8°C:n [ampétilassa valmistajan iimoittamaan pai-

vamaaraan saakka.

Kalibrointi
Kalibraattorina on sCal. Viitearvot kalibraatiokayralle tilattava erikseen esim. maahantuojalta. Tie-

dusteltaessa mainitse kalibraattorin eranumero eli LOT.

Maarityksen suoritus

Maaritys suoritetaan Konelab-maaritysohjeen mukaisesti.

Kontrolli
Kontrollina kaytetaan Nortrol-laaduntarkkailuseerumia. Tavoitearvoja ei ole listattu pakkauksen
mukana tulevaan ohjeeseen, joten se on tiedusteltava maahantuojalta erikseen kullekin kontrol-

lieralle. Kontrolliksi sopii myds Abtrol, joka on korkeamman tason kontrolli kuin Nortrol.

Viitearvot

Paastoarvon viitevali on kaikilla 0.6-2.4 mmol/|
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LAKTAATTIREAGENSSIEN SISALTO

Puskuri 7 x 10 ml Ref 132010
Pipes puskuri pH 7,5 50 mmolll
p-Kloorifenoli 6 mmoll/l
Lyofilisaatti 7x Ref 132010
LOX 0,2 KU/I
POD 3 KU/
4-aminoantipyriini 0,4 mmol/l

(Thermo Fisher Scientific. Laktaattireagenssipakkauksen ohje. 2008.)
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LAKTAATTIMAARITYSVALINEIDEN HINNAT LITE 5

Hinta kpl

Nayteputket 10,26 € / 100 kpl 0,1 €/kpl
Reagenssikitti 128,39 € 0,39 € / maaritys
Nortrol 10x5 ml 66,98 € 0,405 €/150 pl
sCal 10x3 ml 73,51 € 0,368 €/ 150 pl
Neulat 0,14 €/ kpl 0,14 €/ kpl
Naytekuppi 17,29 €/ 1000 kpl 0,017 € ~ 2 snt
Kyvetti 433,09 € / 12000 kpl 0,036 € ~ 4 snt

Huoltosopimus Konelabille 109 € / kk 3,63 €/pva

Yhden maarityksen hinta: 0,69 €

e putki, neula, reagenssi, ndytekuppi, kyvetti

Paivan maksut; 4,66 €

e huoltomaksu, viisi kyvettia vakiointiin ja kontrollointiin, Nortrol, sCal, 3 naytekuppia

Yksi maaritys ja paivan maksut yhteensa: 5,35 €

Hinnat ovat verottomat ja aivan kaikkia kustannuksia ei voitu laskea mukaan, kuten laboratorio-
vetta ja jatekustannuksia. Plasman siirtdmiseen néaytekuppiin kuluu yksi pipetinkarki tai pasteur-
pipetti. Kontrolli- ja vakioseerumit jaetaan liuotuksen jalkeen 150 l:n eriin, jotka pakastetaan.
Tasta johtuu hinta 150 pl:n maaraa kohden. Naytekuppiin annostellaan naytetta ja se laitetaan
analysaattoriin. Analysaattori annostelee naytetta ja reagenssia kyvettiin, jossa reaktiot ja mittaus
tapahtuvat.
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