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Opinnaytety® toteutettiin Meilahden kliinisen fysiologian laboratorion toivomuksesta.
Tyossa tehtiin PocketChem™Ba 4430 —ammonium-ionivieritestilaitteen ja Cobas Integra
400 plus -analysaattorin valinen laitevertailu, jolla selvitettin antaako vieritestilaite
Meilahden laboratoriossa ammonium-ionimaaritykseen kaytettdvan Cobas Intergran
kanssa yhtenevia tuloksia. Ty®dssa selvitettin myds vaikuttaako laboratorioprosessi
spiroergometria laktaattindyttein —tutkimuksen aikana otettujen verindytteiden ammaonium-
ionipitoisuuksiin. Laboratorioprosessilla tassa tyosséa tarkoitetaan naytteenoton jalkeisia
ammonium-ioninaytteiden sailytysolosuhteita ja kasittelytoimenpiteitd. Suositusten mukaan
ammonium-ioninaytteet tulisi laboratorioprosessin aikana sentrifugoida mahdollisimman
nopeasti ja analysoida 60 minuutin kuluessa naytteenotosta. Tydssa tutkittiin tapahtuuko
prosessissa jotain, mikd vaikuttaisi Kkliinisesti merkitsevasti ammonium-ionituloksiin.
PocketChem™Ba -vieritestilaitteella tutkittiin lisdksi ammonium-ionipitoisuuden sailymista
kokoveressa.

Naytteet kerattiin spiroergometria laktaattindyttein -tutkimuksen aikana Neurologian
klinikan tutkimukseen vapaaehtoisesti osallistuvilta verrokkipotilailta. Tutkimusaineistona
oli 36 nayteparia, joista toinen nayte tutkittin kokoverena vieritestilaitteella ja toinen
plasmanaytteend analysaattorilla. Laboratorioprosessin kulun seurantaa varten ty6ssa
tutkittiin naytteiden ké&sittelyaikoja naytteenoton jalkeen. Vieritestilaitteen luotettavuuden
varmistamiseksi laitteella tutkittiin sarjan siséista ja sarjojen valista toistettavuutta. Tulokset
kasiteltiin SPSS- ja Excel-ohjelmilla.

Tulosten mukaan vieritestilaitteen ja analysaattorin tuloksilla on huomattava tasoero.
Vieritestilaite ei ole sarjan sisédiselta ja sarjojen valiselta toistettavuudeltaan luotettava.
Kokoveren sailyvyystutkimuksen tuloksia ei voitu pitd& luotettavina virhelahteiden takia.
Laboratorioprosessia tarkasteltaessa selvisi, ettd suurin osa naytteista kasiteltiin
suositusajoissa.
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This study was made for the Laboratory of Clinical Physiology, Meilahti Hospital, Helsinki,
Finland. In this study we compared the PocketChem™Ba 4430 palm-sized ammonia meter
and the Cobas Integra 400 Plus analyzer to find out if the devices gave similar ammonium-
ion results. We also investigated if the laboratory process of blood samples affected the
ammoniume-ion results of the clinical spiroergometric lactate exercise test. The laboratory
process includes quick transportation of the samples to the sorting area, to centrifugation
and to the Cobas Integra 400 Plus analyzer. According to the instructions, the analysis of
the ammonium-ion samples should take place within 60 minutes. With the Pock-
etChem™Ba we also studied the maintaining of the ammonium-ion concentration in the
whole blood samples.

In this study, we had 36 pairs of samples. We investigated the handling of some of the
samples during the laboratory process in detail. We examined the repeatability of the inte-
rior and interjacent result series with the PocketChem™Ba 4430 palm-sized ammonia me-
ter to clarify the reliability of the device. The results of this study were processed with
SPSS and Excel statistical programs and using the Dahlberg formula.

The results showed that the PocketChem™Ba palm-sized ammonia meter did not give
reliable results compared to the Cobas Integra analyzer. The repeatability of the interior
and interjacent result series of the PocketChem™Ba 4430 meter were not up to standard.
According to the results most of the samples were analyzed in their time frame but there
were some delays in the laboratory process during the spiroergometric laboratory test, but
those delays did not affect the ammoniume-ion results significantly.

Keywords ammoniume-ion, clinical exercise testing, spiroergometry, lac-
tate, analyzer comparison, laboratory process, quick test
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1 Johdanto

Meilahden Kkliinisen fysiologian laboratoriossa tehdaén kliinisia spiroergometrisia
rasituskokeita, joiden aikana potilaista voidaan ottaa laskimoverinaytteita laktaatti-,
ammonium-ioni- ja verikaasupitoisuuksien maarityksia varten. Maarityksia tehdaan, jos
potilaalla epéilladn lihasmetabolian hairiditd. Naytteitd otetaan rasituksen aikana
yhteensd yhdeksan kertaa ja niitd vieddadn useammassa erassa analysoitavaksi
Kliinisen kemian analysaattoriin. Ammonium-ionipitoisuus ei kuitenkaan saily hyvin
verinaytteessa, mika vaikeuttaa maadritysta ja voi mahdollisesti heikentaa tulosten
luotettavuutta. (Honkala — Maki — Piiril& — Tukkiniemi 2012.)

Tydsséa tehtiin PocketChem™Ba 4430 —(NH,")vieritestilaitteen ja Cobas Integra 400
plus —analysaattorin valinen laitevertailu, jolla selvitettiin antaako vieritestilaite Cobas
Intergran kanssa yhtenevia ammonium-ionituloksia. Vieritestilaitteiden kaytdssa tulisi
ottaa huomioon, etta testien tarkkuus ja toistettavuus eivét yleensé ole yhta hyvia kuin
laboratorioiden analysaattoreilla (lhalainen ym. 2002: 162). Tamén takia
opinnaytetydssa tutkittin PocketChem™Ba 4430 —vieritestilaitteen sarjan sisaista ja

sarjojen valista toistettavuutta.

Suositusten mukaan ammonium-ioninaytteet tulisi laboratorioprosessin aikana
kylmasentrifugoida mahdollisimman nopeasti ja analysoida 60 minuutin kuluessa
naytteenotosta (Uotila 2009). Opinnaytetydssa tutkittiin toteutuuko laboratorioprosessi
suositusten mukaisesti ja vaikuttaako laboratorioprosessi mahdollisesti Kliinisesti
merkitsevasti  spiroergometria laktaattinayttein  —tutkimuksen aikana otettujen
verinaytteiden ammoniume-ionipitoisuuksiin (Honkala ym. 2012). Laboratorioprosessilla
tdssd tydssad tarkoitetaan naytteenoton jalkeisia ammonium-ioninaytteiden
sdilytysolosuhteita ja kasittelytoimenpiteitd, eli kuljetusta jaissd Meilahden sairaalan

automaatiolaboratorion lajitteluun, sentrifugointia ja kuljetusta analysaattoriin.

PocketChem™Ba 4430 -vieritestilaitteella mitattin kokoverindytteistd ammonium-
ionipitoisuus  valittomasti naytteenoton jalkeen. Rasituskokeen aikana otetut ja
normaalin laboratorioprosessin lapikayneet plasmanaytteet analysoitiin Cobas Integra
400 plus —analysaattorilla. PocketChem™Ba 4430 -vieritestilaitteella tutkittiin liséksi
ammonium-ionipitoisuuden sailymistd kokoverinaytteessa, jotta voitiin selvittda kuinka

hyvin ammonium-ionipitoisuus sailyy kokoveressa ennen sentrifugointia. Opinnaytety®



pyrittiin toteuttamaan Meilahden kliinisen fysiologian laboratorion toiveiden mukaan ja

sen tarpeisiin vastaten. Ohessa jaottelu opinnaytetyon eri tutkimuskohteista (kuvio 1).

Tutkimuskohteet

Laboratorioprosessin
Laitevertailu vaikutus ammonium-
ionipitoisuuksiin

Kokoveren
sailyvyys

Muuttuvatko ammonium-

Antavatko PocketChem™Ba 4430 Vaikuttaako ioninAviteiden nitoisutdet
ja Cobas Integra 400 plus laboratorioprosessi seisgtusaiko'gn -
yhtenevia tuloksia? ammonium-ionipitoisuuksiin? ) Y

kokoveressa?

Kuvio 1. Tutkimuskohteet

2 Tietoperusta

2.1 Spiroergometria laktaattindyttein

Kun havainnoidaan ja mitataan elimiston eri toimintoja rasitustilanteessa, saadaan
lisatietoa niin yksittdisista elintoiminnoista, kuin myods naiden toimintojen sujuvasta
yhteistoiminnasta tai sen puutteesta potilaalla. Spiroergometria tarkoittaa Kkliinista
rasituskoetta, jossa potilasta rasitetaan esimerkiksi kuntopyoralla
hengityskaasuseurannassa. (Tikkanen 1997: 38.) Verikokeiden ottaminen Kkliinisen
rasituskokeen aikana auttaa diagnostiikassa seka lihasmetabolian toiminnan
tarkastelussa (Honkala 2011: 6). Verikokeiden avulla voidaan seurata laskimoveren

laktaatti-, ammoniakki- ja happisaturaatioarvoja (Haapalahti 2012: 6).

On sairauksia, joissa tapahtuu muun muassa laktaatin tai ammonium-ionin
pitoisuuksien vaihtelua. Esimerkiksi McArdlen taudissa laktaattipitoisuuden nousu
rasituksessa jaa vaimeaksi tai puuttuu kokonaan, mitd voidaan selvittda ottamalla
laktaattindytteita rasituksen aikana. (Tarnopolsky ym. 2002: 359))
Myofosforylaasientsyymin puute johtaa McArdlen taudissa lihaksissa anaerobisen

glykolyysin hairioon. Tallaisissa lihasten aineenvaihdunnan hairidissa eli metabolisissa



myopatioissa tyypillisia oireita ovat rasitukseen liittyvat lihaskivut ja -kouristukset seka
lihasten herkk& vasyminen. Talloin lihaksen aineenvaihdunnan héairié altistaa potilaan
lihaskudoksen vaurioitumiselle rasituksen tai infektion yhteydessa. (Lofberg ym. 2010:
1676.) Normaalisti laktaattitason tulisi nousta rasituksessa 3-5 kertaiseksi lahtotasoon
verrattuna. Taudeista riippuen laktaattipitoisuus saattaa nousta kuitenkin huimasti
korkeammaksi, tai pitoisuus ja& matalammaksi, tai se ei nouse ollenkaan. (Haapalahti
2012: 6.)

Spiroergometria laktaattinayttein -tutkimuksessa ammonium-ioniarvon tulisi nousta
rasituksen aikana noin 50-55 pumol/l lahtétasoon ndhden. Ammoniume-ionin viitearvot ja
keskiarvot rasituksessa on esitelty taulukossa 1. Lihasmetabolian héiridissa
ammonium-ioniarvo voi jaada lilan matalaksi, tai se voi olla hyvinkin korkea (>200
pmol/l). Ammoniume-ionipitoisuus, seka muidenkin rasituskokeessa otettujen naytteiden

pitoisuudet tulisi suhteuttaa rasitusasteeseen. (Haapalahti 2012: 6.)

Taulukko 1.  Ammonium-ionindytteen viitearvot ja keskiarvot (mukaillen Haapalahti 2012: 7).

Ammoniakki (umol/l)

Viitearvo | Keskiarvo + 2SD

Lepo 23,00 12.0-33
Kevyt rasitus 22,33 12.0-32
Maksimirasitus 70 38—-110

2 min. rasituksen jalkeen |104,44 69 — 140
4 min. rasituksen jalkeen |96,63 31-128
6 min. rasituksen jalkeen |96,75 45 - 126
10 min. rasituksen jalkeen | 66,5 50 -84
20 min. rasituksen jalkeen | 42,57 29 -57
30 min. rasituksen jélkeen | 26,33 3.6 -49.7

Spiroergometriatutkimuksen avulla voidaan saada laaja kuva potilaan elintoiminnoista
rasituksen aikana. Tutkimuksen aikana saadaan tietoa keuhkojen ja hengityksen
toiminnasta, verenkiertoelimiston toiminnasta rasituksen aikana, seka lihasten
toiminnasta ja siihen vaikuttavista tekijoista. (Tikkanen 1997: 38.) Tutkimuksen avulla
saadaan tietoa yksilon anaerobisen metabolian ilmaantumisherkkyydestd ja
kaasujenvaihduntakapasiteetista (Sovijarvi 2003: 245). Spiroergometriatutkimusta
kaytetaan kardiorespiratoristen sairauksien diagnostiikassa, seka riskien, hoitovasteen

ja tyokyvyn arvioinnissa (Haapalahti 2012: 1).



Hengityskaasuseurannalla ja hapenkulutusmittauksella tutkitaan potilaan
kokonaissuorituskykya. Spiroergometria laktaattinayttein —tutkimuksessa kaasuanalyysi
auttaa arvioimaan onko rasitus viety riittdvan pitkalle, eli onko tutkimus diagnostisessa
mielessa onnistunut. Spiroergometria laktaattindyttein —tutkimus ei ole kovin yleinen
tutkimus. (Honkala ym. 2012.)

2.1.1 Tutkimuksen suorittaminen ja vasta-aiheet

Ennen tutkimusta tiettyjen ladkkeiden kohdalla suositellaan laaketaukoa. Kyseisia
ladkkeita ovat esimerkiksi Digitalis, beetasalpaajat ja kalsiumestajat. Mahdollisesta
ladketauosta paattaa lahettava ladkari. Asiakkaan tulisi olla myds nelja tuntia
tupakoimatta, kaksi tuntia ilman kahvia, teetd, kolajuomia ja muita piristavia aineita.
My0s raskasta ateriaa tulisi valttaa, mutta taysin ravinnotta ei tulisi olla. Alkoholia ei

saisi nauttia puoleentoista vuorokauteen. (Honkala 2011: 1.)

Yleisin kaytetty kliininen rasitusmuoto Suomessa on polkupyorarasitus, mutta
erityistilanteissa voidaan myds kayttaa kasikampirasitusta tai kévelymattoa (Haapalahti
2012: 1). Rasituskokeessa potilasta kuormitetaan asteittain ja samalla seurataan
sydamen ja verenkierron toimintaa, seka havainnoidaan potilaan sen hetkista tilaa ja
mahdollisia oireita. Kokeen yhteydessa tehdéa&n myds usein keuhkojen toimintakokeita,
kuunnellaan keuhkoja ja sydanta. Potilaalta mitataan tutkimuksen aikana hengityksen
ventilaation suuruus ja uloshengitysilman hapen ja hiilidioksidin pitoisuudet. Laakari
valvoo koetta ja hoitohenkildkunta avustaa oheismittausten suorittamisessa. (Tikkanen
1997: 38.)

Rasitusta kasvatetaan portaittain niin kauan, kunnes subjektiivinen rasitustaso on
vahintddn 90 % maksimista. Poikkeuksena ovat tilanteet, joissa ilmenee suoritusta
rajoittavia oireita, tai havaitaan mittausloydds, joka edellyttda rasituksen
keskeyttamistd. (Haapalahti 2012: 1-5.) Spiroergometria laktaattindyttein —
tutkimuksessa verinaytteet otetaan ennen rasitusta, kevyessa rasituksessa,
maksimirasituksessa, seka rasituksen loputtua palautumisvaiheessa kahden, neljan,
kuuden, kymmenen, kahdenkymmenen ja kolmenkymmenen minuutin valein. Naytteita

otetaan siis kaiken kaikkiaan yhdeksan kertaa. (Haapalahti 2012: 6.)

Sydanfilmia eli EKG:ta rekisterdidaan koko tutkimuksen ajan mahdollisten rytmi- tai

johtumishdirididen ja sydanlihasiskemian huomaamiseksi. EKG:std mitataan



automaattisesti myos syketaajuus. Verenpaine mitataan lepovaiheessa seka makuulla
ettd istuen, rasituksen aikana jokaisella portaalla, ja palautumisvaiheessa, seka viela
rasituksen jalkeen. Valtimoveren happikyllasteisyytta tarkkaillaan pulssioksimetrilla.
Syketaajuuden tulee tasmatd EKG:llA& mitattuun. Asiakkaalta kysytddn myos
subjektiivisia tuntemuksia. (Haapalahti 2012: 1-5.)

Asiakkaan kasvoille laitetaan ennen tutkimuksen aloittamista naamari, jonka kautta
mitataan uloshengitysilman virtausta, ja samalla analysoidaan happi- ja
hiilidioksidipitoisuutta. Minuuttiventilaatiota seka hengitystaajuutta ja -tilavuutta
mitataan virtausanturilla varustetulla laitteella eli pneumotakografilla. Asiakkaalta
mitataan uloshengityksen sekuntikapasiteettia eli FEV; -arvoa. Mittaukset tapahtuvat
lahtotilanteessa ja rasituksen jalkeen, ja tarvittaessa otetaan vield ylimaaraisia
puhalluksia. (Haapalahti 2012: 1-5.) Tutkimuksen vasta-aiheita ja suhteellisia vasta-
aiheita on esitelty taulukossa 2. Ratkaisut suhteellisten vasta-aiheiden osalta tehdaan
potilaan kokonaistilanteen ja lahetteen kysymyksenasettelun pohjalta (Honkala 2011:
1).

Taulukko 2.  Vasta-aiheet ja suhteelliset vasta-aiheet spiroergometriatutkimuksen tekemiseen
(mukaillen Honkala 2011: 1).

Vasta-aiheet Suhteelliset vasta-aiheet

Akuutti infektiosairaus Nopea eteisvarina tai -lepatus
Akuutti sydaninfarkti tai sen epaily Tuoreeksi epdilty vasen haarakatkos
Epéstabiili angina pectoris Hallitsematon hypertensio
Dekompensoitu sydadmen vajaatoiminta Aorttastenoosi

Hoitamaton vaarallinen rytmihairié Vaikea respiratorinen sairaus

[I° - 111° eteiskammiokatkos

Akuutti myo- tai perikardiitti

Metabolinen sairaus tasapainottomassa vaiheessa
Akuutti keuhkoveritulppa

Muu akuutti vaikea sairaus

2.2  Ammonium-ioni

Tutkimuksessamme maarityksia tehdaan ammonium-ionille (NH,"), ei ammoniakille
(NHs), vaikkakin kirjallisuudessa nimitysta "ammoniakki” saatetaan kayttaa naista
molemmista muodoista. Plasman pH on 7.40 ja siind suurin osa ammoniakista on
ionisoituneessa muodossa (99 %) ja loput liuenneena ammoniakkikaasuna (NHz)
(Uotila 2010a: 108). Plasmassa on normaalisti vain hyvin vahan ammoniakkia.
(Niemela — Parkkila 2010: 176).



2.2.1  Ammonium-ioni elimistossa

Kaikkialla elimistossé syntyy jatkuvasti proteiinien kataboliatuotteena aminohappoja,
joiden aineenvaihdunnan primaarisena hajoamistuotteena muodostuu ammonium-
ioneja (Uotila 2010a: 108). Ruoan proteiinien hajotessa ja imeytyessd muodostuu
runsaasti ammoniakkia (Uotila 2010a: 108). Suolistossa bakteerit hajottavat seka
aminohappoja ettd amiineja, jonka seurauksena vapautuu ammoniakkia (Niemela —
Parkkila 2010: 176). Bakteerientsyymit vapauttavat ammoniakkia myds suolen

seindman lapi tihkuvasta ureasta (Hiltunen ym. 2009: 399).

Vapautunut ammoniakki imeytyy porttilaskimoon. Terveen henkilon porttilaskimossa
ammonium-ionin pitoisuus onkin 5-10 kertaa korkeampi kuin yleisessa verenkierrossa.
(Uotila 2010a: 108.) Terve maksa kykenee huolehtimaan saapuvasta ammoniakista ja
kayttamaan sen joko urean tai amiinien synteesiin (Niemel&a — Parkkila 2010: 176).

Maksassa ammoniakki liittyy ureakiertoon. Maksan ureakierrossa tapahtuu sarja
mitokondriaalisia ja sytoplasmaattisia reaktioita, joissa ammoniakki sitoutuu tehokkaasti
ureaan. (Uotila 2010a: 108.) Maksasolut muodostavat ammoniakista virtsaan erittyvaa
ureaa, eli virtsa-ainetta, koska ammoniakki on myrkyllistd ihmiselimistolle (Bjalie —
Haug — Sand — Sjaastad — Toverud 2008: 358).

Elimistdsta happoa poistetaan normaalisti ammonium-ioniin sidottuna 30-60 mmaol
vuorokaudessa. Valtaosa virtsassa olevista protoneista sidotaan ammoniakkiin, jota
syntyy tubulussoluissa glutaminaasin katalysoimassa glutamiinin
deaminaatioreaktiossa. Ammoniakki diffundointuu helposti tubulusten luumeniin, jossa
se reagoi vety-ionien kanssa. Ammonium-ioni eritetdan virtsaan, koska se ei

varauksensa vuoksi paase takaisin tubulussoluun. (Uotila 2010b: 112.)

Ammoniakin tuotantoa tapahtuu lihasrasituksen yhteydessa ja tuotannon maara riippuu
lihastydn maarasta. Ammoniakin tuotannon merkitys lihastydskentelyn yhteydesséa on
kuitenkin epaselvd. On mahdollista ettd ammoniakki neutralisoi maitohappoa, jota
kertyy pitkittyneessé lihasrasituksessa. Lihaksisto voi sailyttdd ammonium-ioneja
pitkiakin aikoja. (Lowenstein 1972: 382—-383, 402.)



2.2.2  Ammonium-ioniin liittyvat hairiot ja sairaudet

Kliinisen hengityskaasuseurannassa tapahtuvan rasituskokeen (laktaattindyttein)
yhteydessa ammonium-ionimaarityksella tutkitaan lahinna lihassairauksia, jotka liittyvat
esimerkiksi puriiniaineenvaihdunnan hairiéihin (Honkala ym. 2012). Puriinit ovat
kaksirenkaisia orgaanisia emasrakenteita (Kivela ym. 2002: 551). Puriineja saadaan
ruoasta ja niitd syntyy myos jatkuvasti solujen tuhoutuessa elimistossa. Elimistd
muodostaa puriineista nukleiininappoja, jotka ovat DNA:n ja RNA:n rakenneosia.
(Julkunen — Konttinen 2010: 1477-78.) Puriininukleotidisyklissé aminohapoista
vapautuu ammoniakkia, jota muodostuu maksimissaan yksi mooli yhtd moolia

puriininukleotideja kohden (Lowenstein 1972: 388).

Korkeita ammonium-ionipitoisuuksia voivat aiheuttaa maksataudit,
suolistoverenvuodot, ureasyklin entsyymipuutokset, aminohappoaineenvaihdunnan
entsyymipuutokset ja valproaattihoito, joka estaa ureasyklia (Uotila 2009). Ammonium-
ionipitoisuudet voivat olla myds korkeita, jos porttilaskimon paine on lisdantynyt. Talléin
verenkierto suolistosta voi ohjautua maksan ohittavia kollateraalisuonia pitkin. Korkeita
pitoisuuksia esiintyy lisédksi Reyen syndroomassa ja orgaanisten happojen
geneettisissd  entsyymipuutostiloissa. Munuaisten vajaatoiminnassa ureapitoisuus
nousee vahentyneen erityksen johdosta, jolloin ammoniakin pitoisuus nousee, myos
asidoosi vahentdd ureakierron toimintaa. (Uotila 2010a: 108.) Ammoniumionin
lievempia nousuja voivat aiheuttaa infektiot, hairit  elektrolyytti-  ja
happoemastasapainossa, proteiinipitoiset dieetit ja fyysinen rasitus (Uotila 2009).
Vastasyntyneilla esiintyva transientti hyperammonemia on tila, jossa tuntemattomasta

syysta johtuen veren ammoniakkipitoisuus on korkea (Uotila 2010a: 109).

Ureasyklin hairidissa ylimaaraisestd hukkatypesta ei paasta eroon, ja se alkaa kertya
elimistdoon ammonium-ionin muodossa. Ureasyklin jokaisesta eri vaiheesta huolehtii
aina erityinen entsyymi, jonka puutos katkaisee ketjun toiminnan. Kunkin entsyymin
oikeasta rakentumisesta huolehtii periman yksi geeni, ja mikali molemmat vastingeenit
ovat vaurioituneet toimimattomiksi, menetetddn myos niiden "koodaama” entsyymi.
Hairion takia elimistoon kertyva ammonium-ioni voi aiheuttaa myrkytystilan, kriisin ja
pahimmillaan kuoleman, silla ammoniakkimyrkytys haittaa monia solutoimintoja, ja
erityisen vaarallinen se on hermosoluille. (Palolampi — Salokorpi 2004: 1-3.)

Ammonium-ionin neurotoksisia vaikutuksia ei ole viela pystytty taysin selittdmaan,



mutta vaikuttaisi silta, ettd ammonium-ioni hairitsee glutamaatin aineenvaihduntaa.

Glutamaatti on glutamiinin esiaste aivoissa. (Koolman — Roehm 2005: 182.)

Korkea ammonium-ionipitoisuus hairitsee aivojen aineenvaihduntaa, seké voi aiheuttaa
maksakooman (Uotila 2009). Maksakooma on vaikea myrkytystila, jota voi esiintya
esimerkiksi monissa kirrotisoivissa maksasairauksissa, joissa ammoniakin ja erdiden
muiden myrkyllisten yhdisteiden pitoisuudet nousevat korkeiksi. Seurattaessa saman
potilaan perakkaisida ammoniakkinaytteitd, saadaan kuva taudin suunnasta ja hoidon
onnistumisesta, vaikka ammoniakkipitoisuus ei korreloikaan kovin hyvin kooman
vakavuuteen. (Niemela — Parkkila 2010: 176.)

2.2.3  Ammonium-ionindytteen kasittely ja viitearvot

Plasmamenetelmalla  maadritettdva  ammoniakkindyte  otetaan  paasto- ja
kylméanaytteenottona EDTA-putkeen. Paasto ei toteudu spiroergometriatutkimuksessa,
silla asiakkaiden tulisi syodad kevyesti, jotta he jaksaisivat pyorailla. Naytteen
analysoinnissa kaytetdan plasmaa, jossa on EDTA-antikoagulanttia. Seerumia ei tulisi
kayttaa, koska ammoniakkia saattaa muodostua viela hyytymisen aikana. (COBAS
INTEGRA 400/800 2011: 1.) Kapillaarinaytteistd saadaan jonkin verran korkeampia
tuloksia, joten laskimo- tai valtimonaytteet ovat suositeltavampia naytemuotoja (Uotila
2006: 110-111).

Nayte tulisi ottaa ilman staasia ja putken tulisi tayttya kokonaan, eikd putken korkkia
saisi availla. Heti naytteenoton jalkeen nayteputki tulisi laittaa jaihin ja vieda
kylmasentrifugoitavaksi. Sentrifugoinnin tulisi tapahtua viimeistddn 15 minuutin sisalla
naytteenotosta 2000 g:n voimalla. Analysoinnin tulisi tapahtua 20—30 minuutin kuluttua
naytteenotosta. (COBAS INTEGRA 400/800 2011: 1; Uotila 2006: 10.) HUSLABIn
suosituksena on erotella plasma vélittbmasti naytteenoton jalkeen ja analysoida
ammonium-ioninaytteet 60 minuutin kuluessa naytteenotosta. Kokoveresta ammonium-

ionimaaritys tulee tehda heti naytteenoton jalkeen. (Uotila 2009.)

Ammonium-ionipitoisuuden maaritys tulisi tapahtua naytteenottopaikan valitttmassa
laheisyydessa ja hemolysoituneita plasmanaytteita ei voida kayttaa maarityksessa, silla
punasolujen ammoniumionipitoisuus on plasmaa 2-3 kertaa korkeampi. (Uotila 2006:
110; Uctila 2010a: 109.) Ikteeriset naytteet voidaan analysoida, jos bilirubiinin taso on

alle 188 pmol/l. y-Globuliinin ollessa yli 3 g/dl, ammonium-ionipitoisuus naytteessa



nousee merkitsevasti. Naytteen lipeemisyydelld voi olla merkitystd ammonium-
ionipitoisuuteen. (COBAS INTEGRA 400/800 2011: 2.)

Paastonaytteend otetun ammonium-ionin viitearvo on aikuisilla ja yli viikon ikaisilla
lapsilla alle 50 umol/l (Uotila 2009). Viiteylarajana plasman ammonium-ionille pidetaan
taysiaikaisilla vastasyntyneilla 100 pmol/l ja keskosilla 150 pmol/l. Ammonium-
ionipitoisuuden ylittdessa 176 pumol/l voi ihminen joutua koomaan, ja yli 300 pmol/I
pitoisuuksilla seurauksena voi olla pysyva aivovaurio jo muutaman tunnin kuluessa.
Ammonium-ionimadritystd tarvitaan Kiireellisend kaikkina vuorokauden aikoina,
erityisesti vastasyntyneitd ja pienia lapsia hoitavien klinikoiden tarpeisiin, silla pysyvan

aivovaurion mahdollisuus on olemassa. (Uotila 2010a: 108-109.)

2.2.4  Ammonium-ionin sailyvyys ja laatu

Ammonium-ioni ei saily hyvin verindytteessa, mika vaikeuttaa maaritysta. Kokoveressa
ammonium-ionipitoisuus sdailyy erityisen huonosti, mutta se on epastabiili myos
erotellussa plasmassa. Kylmassa plasmanaytteessakin ammoniumionipitoisuus alkaa
nousta nopeasti aminohappojen deaminaatiosta johtuen. (Uotila 2006: 110; Uotila
2010a: 109.) Deaminaatiolla tarkoitetaan aminohappojen hapetusta edeltéavaa
aminoryhmien poistoa, jota tapahtuu esimerkiksi silloin kun aminohappoja kaytetaan

soluissa energiantuotantoon (Aminohappojen hapetus 2006).

Mikali plasmanaytetta ei voida analysoida nopeasti, tulisi se pakastaa -70 °C:ssa.
Plasmanayte vaikuttaisi olevan kylmasailytyksessa stabiili vain noin tunnin ajan, jopa -
20 °C:ssa ammonium-ioninayte on epastabiili, ja pidempi sailytys tulisikin tapahtua -70
°C:ssa, mutta jo -30 °C voi olla riittdva. (Uotila 2010a: 109.)

llImakontaminaatio voi nostaa naytteen ammonium-ionipitoisuutta, erityisesti ilma jossa
on tupakansavua. Taman takia potilaan tulisi valttdd usean tunnin ajan tupakointia
ennen naytteenottoa. (Uotila 2006 110-111.) Sisailmaan voi lisdksi vapautua
ammoniakkia joistakin rakennusmateriaaleista, maaleista ja lakoista, puhdistus- ja
pesuaineista seka ihmisten ja eldinten eritteistd (Ep&orgaaniset yhdisteet 2012).
Ammoniakki on myds helposti kaasuuntuva yhdiste. Ammonium-ionipitoisuus voi tasta
syysta muuttua, jos nayte paasee kosketuksiin ilman kanssa esimerkiksi nayteputken

korkkia avattaessa (Piirila 2012).
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Vuodesta 2006 lahtien Labquality on tarjonnut laboratorioille tilattavaksi ammonium-
ionimaarityksen ulkoisia laadunarviointikierroksia. Laadunarviointikierroksiin
osallistuville laboratorioille toimitetaan kaksi maaritettavaa naytettd kolme kertaa
vuodessa. Ammonium-ionikontrolleina voidaan kayttdd suljetuissa ampulleissa
sailytettyja puskuripohjaisia naytteitd, jotka eivat sisélla aminohappoja, proteiineja ja
amiineja. Nama puskuripohjaiset naytteet on todettu riittdvan stabiileiksi ulkoiseen
laadunarviointiin.  Biologisissa materiaaleissa ammonium-ioni on lilan epastabiili
kontrolliksi. Humaaniperaisia naytteitd, jotka vastaisivat todellisia potilasnaytteitd, ei
voida huonon sailyvyyden takia kayttaa kontrolleina, mikd korostaa laboratorion
sisdisen laadunarvioinnin merkitysta ulkoisen laadunarvioinnin lisdnéa. (Uotila 2010a:
108-111.)

2.3 Vieritestaus

Vieritutkimuksilla tarkoitetaan laboratoriotutkimuksia, jotka tehddan potilaan vierella
hoitoyksikdssa. Vieritutkimukset nopeuttavat palveluprosesseja, ja testejd on
mahdollista tehda myo6s laboratorion ollessa suljettuna, eli paivystysaikoina. (Kouri
2008: 259.) Vieritesteja tekevissa organisaatioissa tulee ottaa huomioon (Laki
terveydenhuollon laitteista ja tarvikkeista, 12. 8) lain ammattimaiselle kaytolle
asettamat vaatimukset. Lain vaatimusten mukaan kayttgjan tulee varmistua, etta
terveydenhuollon laitetta kayttavalla henkilolla on tarvittava koulutus ja kokemus seka
laitteen kaytosta, etta tarpeelliset merkinnat ja kayttdohjeet. Kayttajan tulee huolehtia
siitd, etta laite sijoitetaan, saadetaan, yllapidetaan ja huolletaan asianmukaisesti.
Lakiesityksessa (esitys laiksi laakinnallisista laitteista) on viela tarkemmin maaritelty
vastuut ja siina korostetaan myds tydnantajan vastuuta. (llanne-Parikka ym. 2009:
276.)

Koska vieritestilaitteen tulosten perusteella tehdaan valittémia hoitoon liittyvia
paatoksia, tulisi tulosten olla laadullisesti samaa tasoa kuin laboratoriossa saatavat
tulokset. (llanne-Parikka ym. 2009: 275.) Vieritestilaitteen kaytdssa tulisi kuitenkin ottaa
huomioon, ettd testien tarkkuus ja toistettavuus eivat yleensa ole yhtd hyvia kuin
laboratorioiden analysaattoreilla, joten niitd ei voida kayttdd suoraan taudin
diagnostiikassa. Kayttotarkoitus on enemmadan esimerkiksi hoidon seurannassa.
Vieritestien tulisi kuitenkin antaa mahdollisimman luotettavia tuloksia, koska niiden
tulokset voivat johtaa valittomiin jatkotoimenpiteisiin potilaan kohdalla. (Ihalainen ym.
2002: 162-163.)
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Hoitoyksikdiden ja laboratorioiden pitda pohtia yhdessd, missa tilanteissa
vieritestilaitteen virheellisesta tuloksesta on erityisesti vaaraa potilaalle, ja miten
kyseisid virheitd voitaisiin ehkaista. Tuloksissa esiintyy my6s satunnaishajontaa, seka
erilaisia poikkeamia. N&ita yhdessa kutsutaan kokonaisvirheeksi. Hoitavan laakarin on
tiedettdva kuinka suuri kokonaisvirhe on hyvaksyttdvaa ja kuinka usein se voidaan
ylittda. Nykyaan vieritestilaitteet ovat paasaantodisesti kayttbvarmoja ja usein virheet
syntyvatkin naytteenotossa. Muita ongelmia ovat maaritysohjeista poikkeaminen ja
virheelliset tulkinnat. (Kouri 2008: 259.)

Suomessa vierianalytiikka on lisdantynyt viime vuosina ja lisaantyy edelleen, silla
vieritestaus nopeuttaa potilaiden diagnosointia ja hoidon seurantaa. Vieritestauksessa
ongelmina ovat kuitenkin esimerkiksi itse testin oikeaoppinen suorittaminen ja
laadunohjauksen vahyys. (Liikanen 2006: 147-149.) My0ds vieritestilaitteiden kasvava
kysyntd ja laitteiden lisddntyminen ovat saaneet aikaan sen, etta testien
soveltamisessa on erilaisia kaytantdja, tai ei ole paneuduttu kunnolla laitteen
ohjeistukseen. (Ihalainen ym. 2002: 161.)

Hyvalla perehdyttamiselld varmistetaan, ettd henkilot pystyvat itsendisesti tutkimaan
tarvittavat naytteet oikealla tavalla. Testin kayttdjan tulisi tuntea testin tarkoitus, hallita
laitteen kayttdminen ja pystyd tulkitsemaan laitteen antama tulos seka tietamaan
laitteen eri rajoitukset. Ennen perehdyttamisen aloittamista tulisi olla ennakkoon
laadittu ja hyvaksytty perehdyttamisohje ja perehdytyksen tulee olla jatkuvaa.
Varsinaista perehdytysta ei anna laitteen myyja, vaan siitd vastuussa oleva henkild,

esimerkiksi kemisti tai mikrobiologi. (Ihalainen ym. 2002: 169.)

2.4 Sarjan sisdinen ja sarjojen vélinen toistettavuus

Sarjan sisdiselld ja sarjojen vdlisella toistettavuudella voidaan tutkia laitteen
luotettavuutta ja suorituskykyd. Sarjan siséista toistettavuutta voidaan tutkia tekemalla
naytteistd rinnakkaismaarityksid. HUSLABIn laatutavoitteissa sanotaan, ettd sarjan
sisdinen variaatio saa olla alle 50 pmol/l ammonium-ionindytteissa 4 % ja yli 50 umol/l
naytteissa sarjan sisdinen variaatio saa olla 2 %. (Maki 2012). Sarjojen valisessa
toistettavuudessa HUSLABINn laatutavoitteiden mukaan sarjojen valinen variaatio saa

olla alle 50 pmol/l ammonium-ionipitoisuuksilla 8 % ja yli 50 pmol/l pitoisuuksilla 3 %.
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3 Ammonium-ionimaarityksen menetelmat ja laitteet

3.1 Cobas Integra 400 plus —analysaattori

Cobas Integra 400 plus on taysin automaattinen poytatasolle asetettava
laboratorioanalysaattori, jossa nelja erilaista mittausmenetelmaa:
immunoturbidometrinen, fotometrinen, potentiometrinen, ja fluoresenssi-polarisaatioon
perustuva immunologinen mittaus. Monen eri menetelmén ansiosta analysaattorilla

voidaan tehda monipuolisesti erilaisia maarityksia (Roche 2012.)

Ammonium-ionindytteiden analysoinnissa voidaan kayttdaa Cobas Integra 400 plus -
analysaattoria (Mantykoski 2010: 1). Analysaattorin kayttdma menetelma perustuu
entsymaattiseen paatepistemenetelmaélliseen reaktioon ja tulos annetaan yksikossa
pmol/l (Mantykoski 2010: 1). Menetelméan reaktiokaavio on seuraavanlainen:

GLDH
NH," + 2-oksoglutaraatti + NADPH —— L-glutamaatti + NADP" + H,O

Reaktiota katalysoi glutamaattidehydrogenaasientsyymi.
Nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatin  eli NADP™:n  pitoisuus on suoraan
verrannollinen ammonium-ionin konsentraatioon. Menetelmasséa maaritetdédn NADPH:n
haviamisnopeutta. Absorbanssin vahenemista mitataan fotometrisesti aallonpituudella
340 nm. (COBAS INTEGRA 400/800 2011: 1; Mantykoski 2010: 1.) Kaytettavat
reagenssit ja reaktioliuokset ammonium-ionin analysoimiseen on listattu taulukossa

kolme.
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Taulukko 3.  Reagenssit ja reaktioliuos ammonium-ionin maaritykseen COBAS INTEGRA 400

plus -analysaattorilla (mukaillen Mantykoski 2012: 1).

Ainesosat/komponentit Konsentraatio
N,N-bis[2-Hydroxyethyl] glycine 100 mmol/l
GLDH 4,2kUl/|
2-Oxoglutaraatti 15 mmol/l
NADPH 0,15 mmol/l
Natriumatsidi 0,04 %

pH 8,3

Analysaattori vakioidaan aina, kun reagenssiera vaihtuu, tai jos kontrollien poikkeavat
tulokset antavat syyn vakioinnin tarkastamiseen. Kontrollit ajetaan Cobas Integralla
paivittain tasoilla 40 pmol/l ja 150 pmol/Il. (Maki 2012.)

3.2 PocketChem™Ba 4430 -vieritestilaite

Vieritestilaitteena tutkimuksessa toimi PocketChem™Ba 4430. Vieritestilaite on melko
pieni, noin 124 mm levea ja noin 38 mm korkea. Laite painaa noin 250 g. Laite toimii
tavallisilla kahdella AA pattereilla tai AC adapterilla. Ammonium-ionin analysointia
varten vieritestilaitteeseen tarvitaan 20 ul kokoverta. (ARKRAY.) Verinaytetta ei tarvitse
ottaa kylménaytteenottona. Laitteessa on lampdétilasensori, jonka avulla se voi myos
saataa lampdtilan analysointikelpoiseksi. Huoneenlamman tulisi olla kuitenkin 10-35

celsius asteen valilla, eika lampdtila saisi vaihdella. (ARKRAY 2003.)

Ammonium-ionin mittaus perustuu mikro-diffuusiomenetelmééan. Reaktion periaate on,
ettd pipetoidusta naytteestd ammonium-ioni muuttuu ammoniakkikaasuksi, joka
kulkeutuu naytetyynyn lapi. Kun veri pipetoidaan tyynylle, alkaa reaktio, jossa
emaksinen puskuri kyllastyttaa naytteen emaksiseksi. Kyseisen reaktion aiheuttamana
naytteessa oleva ammoniume-ioni kaasuuntuu ammoniakkikaasuksi. Ammoniakkikaasu
lapdisee valilevyn huokoset aina indikaatiotasolle asti, mikd laukaisee varin
muodostumisen.  Varin asteen  kehittyminen on verrannollinen tuotettuun
ammoniakkikaasun konsentraatioon. (ARKRAY 2003.) Laitteen kayttdma aallonpituus
on 635 nm (LED). Laite mittaa heijastuneen valon saadakseen varin tason, jonka avulla

saadaan tulos (ARKRAY.) Ohessa kuva (kuvio 2), josta ndhd&dan kokoverindytteen
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pipetointi testiliuskalle ja PocketChem™Ba 4430 -vieritestilaite analysoimassa
testiliuskaa.

Kuvio 2. Naytteen p;petointi kelkalla olevalle testiliuskalle (vas.) ja Vvieritestilaite
PocketChem™'Ba 4430 (oik.).

Ennen kuin nayteliuskan voi irrottaa ja asettaa koneeseen, pitda odottaa 180 sekuntia,
eli kolme minuuttia, jonka aikana mikro-diffuusioreaktio tapahtuu. Tuloksen
analysoimiseen menee 20 sekuntia. Testiliuskoina kaytetédn Ammonia TestKit || —
liuskoja, ja yhdesséa pakkauksessa on 50 liuskaa. (ARKRAY.) Vieritestilaitteen mukana
tullut kelkka (kuvio 3), jolla testiliuskoja pidetdén, ehkaisee lammon siirtymisen
alustasta testiliuskalle, eli se estdd lampétilan vaikutusta mittaustulokseen ja suojaa
tasoa mahdollisilta veriroiskeilta (Veren ammoniakkimittari 2004: 10). Laitteen
mittausalue on 7-286 umol/l. Avattu liuska pitdd kayttaa valittomasti, silla muuten liuska
saattaa reagoida ilmassa olevan ammonium-ionin kanssa ja antaa virheellisen tuloksen

(ARKRAY 2003.) Vieritestilaitteen kaytto tutkimuksen aikana on esitetty kuviossa 3.
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Kuvio 3. PocketChem -vieritestilaitteen kayttdohje.

4 Tyon tarkoitus ja tutkimuskysymykset

PocketChem™BA 4430 -vieritestilaitteen ja Cobas Integra 400 plus —analysaattorin

valisen laitevertailun tarkoituksena oli selvittdd ovatko vieritestilaitteen tulokset
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yhtenevia Meilahden sairaalan laboratoriossa ammonium-ionimaarityksiin kaytettavan
analysaattorin tulosten kanssa, ja antaako vieritestilaite luotettavia tuloksia. Tarkoitus
oli lisdksi selvittad soveltuisiko vieritestilaite kaytettavaksi spiroergometriatutkimuksen
kaltaisten kliinisten rasituskokeiden yhteyteen.

Tyon tarkoituksena oli my6s tutkia vaikuttaako laboratorioprosessi mahdollisesti
Kliinisesti merkitsevasti spiroergometria laktaattinayttein —tutkimuksen aikana otettujen
verinaytteiden  ammonium-ionipitoisuuksiin  ja  toteutuuko laboratorioprosessi
suositusten mukaisesti. Tarkoituksena oli seurata kliinisessa rasituskokeessa otettuja
ammonium-ioninaytteita  laboratorioprosessissa, sekd  selvittdd  tapahtuuko
laboratorioprosessissa viiveita tai kasittelyvirheitd, jotka voisivat vaikuttaa heikentavasti

ammonium-ionitulosten luotettavuuteen.

Kokoveren sailyvyystutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd muuttuuko naytteen
ammonium-ionipitoisuus, jos verinaytetta sailytetdan kylmassa kokoverena tiettyja
aikoja  ennen naytteen  sentrifugointia. ~ Tutkimme  onko  mahdollisella
sentrifugointiviiveella  laboratorioprosessissa  kliinisesti  merkitsevda vaikutusta
naytteiden ammonium-ioninpitoisuuksiin, ja missé vaiheessa viive on niin suuri, etta se

vaikuttaa tuloksiin. Tydssa pyrittiin vastaamaan seuraaviin tutkimuskysymyksiin:

e Antavatko PocketChem™BA 4430 —vieritestilaite ja Cobas Integra 400 plus —
analysaattori yhtenevia tuloksia?

e Vaikuttaako laboratorioprosessi ammoniume-ionipitoisuuksiin?

e Muuttuvatko ammonium-ionindytteiden pitoisuudet seisotusaikojen myo6ta

kokoveressa?

5 Tutkimuksen toteutus

Opinnaytety6 toteutettiin Metropolia Ammattikorkeakoulun bioanalytiikan
koulutusohjelmassa ja tyon ohjaavana opettajana toimi lehtori Hilkka Tukkiniemi ja
ty6eldaméohjaajana  sairaanhoitaja  Helena  Honkala.  Meilahden  sairaalan
sairaalakemisti Annukka Maki ja yliladkari Paivi Piirila ohjeistivat opinnéytetytn aikana
oleellisen tiedon hankinnassa ja antoivat neuvoja tytn suoritusta ja tulosten kasittelya
koskeviin asioihin. Kliinisen kemian puolen yhdyshenkiléné toimi laboratoriohoitaja Ulla

Peltola, joka ohjeisti esimerkiksi Cobas Integra 400 plus -analysaattoriin liittyvissa
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asioissa. Mirja Ahonen VWR International Oy:std esitteli PocketChem™Ba
vieritestilaitteen ja vieritestihoitaja Paivikki Alastalo ohjeisti vieritestilaitteen kaytossa.
Tyon kaytdnnon osuus suoritettiin helmikuussa 2012 neljana eri péaivana, neljan eri

spiroergometria laktaattinayttein —tutkimuksen yhteydessa.

5.1 Aineiston kerays

Naytteet kerattin Neurologian klinikan jarjestamaan tutkimukseen osallistuneilta
neljalta terveelta ja vapaaehtoiselta verrokkipotilaalta. Verrokit eivat olleet varsinaisia
potilaita, vaan olivat ominaisuuksiltaan, kuten idn ja sukupuolen kannalta vastaavia
kuin  varsinaiset Neurologian klinikan  tutkimukseen osallistuvat potilaat.
Opinnaytetydéhodn terveet verrokkipotilaat valittiin sen takia, etta otokseen saataisiin
ammonium-ioninaytteita eri pitoisuustasoilta. Sairailla henkil6illa pitoisuudet olisivat
saattaneet olla esimerkiksi vain poikkeavan korkeita tai matalia, jolloin olisi ollut
mahdotonta tarkastella esimerkiksi vieritestilaitteen suorituskykyd useilla eri
pitoisuusalueilla. Ammonium-ionindytteita otettiin jokaisesta verrokista yhdeksan kertaa
vieritestilaitetta ja analysaattoria varten, eli naytteitd otettiin kaiken kaikkiaan 36
nayteparia. Otanta tutkimuksessa oli pieni tutkimuksen harvinaisuudesta johtuen.
Verrokeista kaytettiin nimityksia potilas 1, potilas 2, potilas 3 ja potilas 4.

5.2 Tyo6n suorittaminen

Ennen spiroergometriatutkimuksen aloittamista potilas ilmoittautui laboratoriossa.
Vaatteiden vaihtamisen jalkeen potilasta haastateltiin ja ohjeistettiin tutkimusta varten.
Taman jalkeen tehtiin tarvittavat toimenpiteet, kuten spirometriapuhallukset,
sydanfilmin elektrodien kiinnittdminen potilaaseen ja pulssioksimetrien Kiinnitys. Kaikki

toimenpiteet suoritettiin HUSLABINn ohjeistuksien mukaan. (Haapalahti 2012: 2-3.)

Laakari pisti potilaan kéasivarteen laskimokanyylin, josta otettiin kaikki tutkimuksen
aikana otettavat verinaytteet. Poikkeustilanteissa voidaan nayte ottaa pistamalla,
esimerkiksi jos kanyyli on liikkunut suonesta pois. Ensimmaiset verindytteet otettiin sen
jalkeen, kun potilas on ollut levossa 15 minuuttia. Ennen varsinaisten verikokeiden
ottoa irrotettiin kanyylista mandriini, joka estdd veren valumisen kanyylista. Sitten
asetetaan holkki paikalleen ja otetaan hukkaputki, tai tiputetaan pari tippaa verta

esimerkiksi tehdaspuhtaalle sellupaperille. Taman jalkeen otetaan verikokeet.
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(Lindholm 2011: 1-2.) Ensimmadisend verindytteena otettiin PocketChemille meneva
ammonium-ioni ja taman jalkeen otettiin loput naytteet eli ammonium-ioni Cobas
Integralle, laktaattinytteet, verikaasunaytteet ja Neurologian tutkimukseen otetut
naytteet. Naytteenoton jalkeen kanyyliin laitettiin uusi mandriini. Nain toimittiin jokaisen
naytteen kohdalla.

Naytteenottoputket sdilytettin  ennen naytteenottoa ja naytteenoton jalkeen
jaamurskassa. PocketChemin putket séilytettin koko ajan huoneenlammadssa.
Tutkimusta oli suorittamassa kolme hoitajaa, joista yksi otti verinaytteet, ja toinen antoi
putkia verindytteenottoa varten, seka tarroitti putket. Kolmas hoitaja ei kuulunut
Kliinisen fysiologian laboratorioon, vaan Neurologian klinikan tutkimushoitajiin.
Tutkimuksen aikana usein yksi erillinen henkilo vie naytteet sentrifugoitavaksi
naytteiden lajitteluun. Neurologian klinikan hoitaja hoiti tassa tapauksessa kaikkien
naytteiden viemisen lajitteluun. Putket numeroitiin yhdesta yhdeksaan, jolloin tiedettiin,
mika nayte oli kyseessa. Vieritestilaitteelle meneva putket tarroitettiin ylimaaraisilla
tarroilla ja myds ne numeroitiin. Lepovaiheen verinaytteet hoitaja pystyi viem&an
lajitteluun heti, mutta rasituksen jalkeen naytteitéa otettiin niin lyhyella aikavalilla, etta
hoitaja joutui kyseiset naytteet tuomaan néaytteenottojen jalkeen samalla kertaa
sentrifugoitavaksi.

Naytteet vietiin Meilahden laboratorion lajitteluun, jossa ne odottivat sentrifugointia
jddmurskassa. Taman jalkeen lajittelun henkilokuntaan kuuluva tyontekija sentrifugoi
naytteet. Naytteet sentrifugoitin kylmanaytteina eli kuudessa celsiusasteessa.
Sentrifugoinnin  jalkeen nayte ei ollut enda jaissa, vaan se Kkuljetettiin
huoneenlammossa analysaattorille. Tutkimuksen aikana kéytettiin kahta sentrifugia,
koska toinen saattoi olla varattuna. Tassa tutkimuksessa kaytettin Rotixa 50 RS
Hettich -sentrifugeja. Laitteiden ohjelma oli asetettu kylmanaytteiden sentrifugointiin.
Naytteeseen kohdistuva sentrifugaalivoima oli aina 2000 g ja nayteputkia pydritettiin
kymmenen minuuttia. Sentrifugoinnin jalkeen automaatiolaboratorion tyontekijat
kuljettivat naytteet Cobas Integra —analysaattoriin analysoitaviksi. Analysoinnin suoritti

automaatiolaboratorion henkilékuntaan kuuluva laboratoriohoitaja.



19

5.2.1 Laitevertailu

Laitevertailussa néaytteita oli yhteensa 36 nayteparia. Naytteet analysoitiin
PocketChem™Ba 4430 —vieritestilaitteella ja Cobas Integra 400 plus —analysaattorilla.
Vieritestilaitteeseen oli asetettu Ammonia Test Kit Il —liuskoille sopiva ohjelma, mika
lukee liuskapaketin kyljessd. FACT-nappaintd pohjaan painamalla esiin tulee valikko,

missa nuolinappainten kautta voi valita oikean ohjelman.

Taman jalkeen voidaan aloittaa naytteiden analysointi. Vieritestilaitteella tutkitut
naytteet analysoitiin kaikki samalla tavalla. Ensin naytteitd sekoitettin kymmenen
kertaa ja liuska otettiin varovasti pois alumiinipakkauksestaan. Taman jalkeen liuska
asetettiin kelkalle, jonka jalkeen pipetoitin 20 pl kokoverta liuskalle ja painettiin
vieritestilaitteesta valittbmasti Start-ndppainta, jolloin nayttéon syttyi aika (180
sekuntia). Seuraavien 180 sekunnin aikana nayte reagoi liuskalla puskurin kanssa, joka
mahdollistaa tuloksen saamisen. Kun aika oli kulunut, kone piti &&nen, jonka jalkeen
liuskan paallimmainen osa irrotettiin liuskasta ja alempi osa asetettiin laitteen
liuskapesaan, jolloin analysointi tapahtui 20 sekunnin kuluessa. Tarkemmin reaktiosta
on kerrottu PocketChemia koskevassa kappaleessa (ks. kappale 3.2). Taman jalkeen
saatiin tulos naytodlle ja tulos kirjattiin kaavakkeelle. Tulosten kasittelyssad kaytetyt

kaavakkeet ovat nahtavissa liitteessa 1, heti aikaseurantataulukon jalkeen.

Vieritestilaitteella tehtiin laitevertailunaytteille rinnakkaiset maaritykset potilas 1:n
naytteille, potilas 3:n kolmelle naytteelle ja potilas 4:n kolmelle néaytteelle.
Rinnakkaismaarityksia ei tehty yhdellekdan potilas 2:n naytteille, eika potilas 3:n ja 4:n
kuudelle naytteelle. Rinnakkaismaaritykset tehtiin valittdmasti laitevertailua varten
maaritetyn tuloksen saamisen jalkeen. Rinnakkaismaarityksia tehtiin vieritestilaitteen

sarjan sisaisen toistettavuuden tutkimista varten.

Toinen tutkimuksen suorittajista analysoi naytteitd vieritestilaitteella ensimmaisena ja
kolmantena tutkimusp&ivan, ja toinen toisena ja neljantena tutkimuspaivana. Talldin
toinen tutkimuksen suorittaja oli seuraamassa naytteiden kulkua
laboratorioprosessissa. Cobas Integralle menevat naytteet kulkivat normaalisti
laboratorioprosessin lapi ja automaatiolaboratorion henkilokunta ké&sitteli naytteet ja

analysoi ne.



20

Ennen naytteiden analysointia vieritestilaite oli tutkimusaamuna vakioitu sen omalla
vakiointi- eli referenssiliuskalla. Tama tapahtui niin, ettd painettin FACT-painiketta
pohjassa ja nuolindppéinten avulla etsittiin ja valittin CHE-ohjelma. Taman jalkeen
vakiointiliuska asetettiin laitteeseen ja aloitettin mittaus. Vakion viitearvot olivat
nahtavilla vakiointiliuskan paketissa. Vieritestilaitteella analysoitin my6s Cobas
Integralle tarkoitetut normaalin tason kontrollit jokaisena tutkimuspaivana kaksi kertaa,
ennen tutkimusta ja tutkimuksen jalkeen. Kontrollit otettin 15 minuuttia ennen
analysointia pakkasesta ja annettin lammetd huoneenlammadssa. Taman jalkeen
kontrollindytettda sekoitettiin ja analysoitin samalla tavalla kuin muutkin naytteet.
Kontrolleista tehtiin aina rinnakkaiset maaritykset. Kontrolleilla oli aina sama LOT-

numero.

Koko tutkimuksen ajan kaytossa olivat aina samat vdlineet, joilla oli samat LOT-
numerot. Tutkimusten loppuvaiheessa otettiin kuitenkin kayttddn uusi Ammonia TestKit
Il —liuskapaketti edellisen paketin loppuessa, jolloin myds liuskojen LOT-numero
vaihtui. LOT-numeron muutos syotettiin koneen tietoihin. Paivan paatteeksi laite
puhdistettiin ohjeiden mukaisesti.

5.2.2 Laboratorioprosessin seuranta

Vaiheittain tapahtunut aikaseuranta suoritettiin ajanpuutteen vuoksi vain tiettyjen
naytteiden kohdalla. Vain toinen tutkimuksen suorittajista pddsi seuramaan naytteita
laboratorioprosessissa, jolloin vain tiettyjen naytteiden seuranta oli mahdollista.
Esimerkiksi seurattaessa tiettyd naytettd analysaattorille, saattoi lajitteluun tulla jo
seuraava erd ammonium-ioninaytteitd sentrifugoitavaksi seka molempia tarvittiin
vieritestilaitteen tulosten tekemiseen, koska rinnakkaisnaytteiden takia oli kova kiire ja
tarvittiin apua tulosten merkitsemiseen. Talléin sentrifugiin menneiden naytteiden tietyt
kasittelyajat olisivat jadneet merkitsematta ja kiireen takia olisi voinut tapahtua virheita

esimerkiksi tietojen ja tulosten merkitsemisessa, tai ndytteen kasittelyssa.

Kaikkien potilaiden kohdalla vaihe vaiheelta seurattin samassa vaiheessa otettuja
naytteitd. Seurattavat naytteet olivat ensimmaisena otettu, eli leponayte, seka
viimeisena otettu, eli 30 minuuttia rasituksen jalkeen otettu nayte. Naytteenoton jalkeen
toinen meistd seurasi tutkimushoitajaa lajitteluun, jossa hoitaja laittoi naytteet itse

sentrifugoitumaan, tai sanoi muille hoitajille tuoneensa naytteitd. Emme Kkuljettaneet
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itse missddn vaiheessa naytteitd, koska pyrimme siihen, ettd nayte kulkisi

laboratorioprosessin 1&pi niin kuin se normaalistikin menisi.

Odotimme sentrifugin vieressa sentrifugoinnin loppua, jonka jalkeen odotimme hoitajan
vievan nayteputken analysaattorille. Emme sanoneet milloin sentrifugointi oli valmis,
koska se vaikuttaisi tulostemme luotettavuuteen. Kun nayte vietiin analysoitavaksi,
odotimme niin kauan, etta nayte laitettiin Cobas Integraan analysoitavaksi. Kirjasimme
ylos tarkat kellonajat jokaisessa laboratorioprosessin eri kéasittelyvaiheessa, eli
naytteenottoajan, naytteen saapumisen laboratorioon, naytteen laittamisen sentrifugiin,
naytteen poistamisen sentrifugista ja naytteen laittamisen analysaattoriin.
Seurantakaavio on nahtavissa liitteessda 1. Muiden naytteiden kohdilla vertasimme
naytteenottoaikaa ja naytteen valmistumisaikaa keskenaan, mista pystyi paattelemaan
olivatko naytteet kulkeneet koko laboratorioprosessin viiveettda, eli analysoitu 60

minuutin kuluessa naytteenotosta.

5.2.3 Sailyvyystutkimus

Kokoveren sailyvyystutkimukseen valittiin tutkittaviksi yhteensa viisi naytettd kolmesta
eri potilaasta. Ensimmainen sailyvyystutkimusnayte oli otettu yhden potilaan viimeisena
otetusta, eli yhdeksannestd nayteputkesta (potilas 2, nayte 9). Muut nelja
sdilyvyystutkimusnaytetta otettiin kahden muun potilaan seitseménsistda (potilas 3,
nayte 7 ja potilas 4, nayte 7) ja yhdeksansista (potilas 3, nayte 9 ja potilas 4, nayte 9)
putkista. Sailyvyystutkimus suoritettiin niin, etta nayteputkista otettiin ruiskulla naytetta
Eppendorf-putkiin, jotka laitettiin jaihin. Jokaisesta nayteputkesta siis otettiin naytetta
ainoastaan yhteen Eppendorf-putkeen. Naytteet eroteltin Eppendorf—putkiin, koska
seisotusaikojen valit eivat olleet kovinkaan suuret, jolloin nayte ehtisi lammeta ja
kylmentyd nopeammin. Tavallisella 5/3 ml EDTA-putkella olisivat putken lammitys ja

kylmennys kestaneet liian kauan.

Naytteen siirtdminen pyrittiin tekem&én mahdollisimman nopeasti, ettei nayte reagoisi
mahdollisesti ilmassa olevan ammoniakin kanssa, tai naytteessa oleva helposti
kaasuuntuva ammoniakki ei paasisi haihtumaan. Naytettd seisotettin 15 minuuttia,
minka jalkeen se otettiin pari minuuttia ennen mittaamista pois jaista, lammitettiin
késissa, sekoitettiin ja suoritettiin mittaus. Taméan jalkeen samaa naytettd seisotettiin
toiset 15 minuuttia jissd, minka jalkeen naytettd kasiteltiin jalleen samalla tavoin ja

analysoitiin  tulos uudelleen. Nain tehtiin samalle Eppendorf-putkessa olevalle
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naytteelle yhteensa kuusi kertaa, eli seisotusmaaritysten ajat olivat 15 minuuttia, 30
minuuttia, 45 minuuttia, yksi tunti, yksi tunti ja 15 minuuttia, seka yksi tunti ja 30

minuuttia.

Pyrimme lisdksi tekem&én jokaisen seisotusndytteen kaikkien seisotuskertojen
maarityksista rinnakkaiset maaritykset vieritestilaitteen sarjan siséisen toistettavuuden
tutkimista varten. Ensimmadiselle seisotettavalle naytteelle (potilas 2, nayte 9) ei
kuitenkaan tehty rinnakkaisia maarityksia. Kolmelle seisotusnaytteelle (potilas 3,
naytteet 7 ja 9, seka potilas 4, nayte 9) tehtiin jokaisessa seisotusvaiheessa
rinnakkaismaaritykset. Yhdelle naytteelle (potilas 4, nayte 7) tehtiin kaikki muut
rinnakkaismaaritykset, paitsi ensimmaisen seisotuskerran maaritykselle, jolloin
naytteenotosta oli kulunut 15 minuuttia. Cobas Integraa ei kaytetty kokoveren
sdilyvyystutkimuksessa, koska putkia olisi tarvittu jokaiseen seisotuskertaan omansa,
koska nayte pitaa sentrifugoida ennen analysointia. Teimme jokaisena tutkimuspaivana
ennen spiroergometriatutkimusta ja tutkimuksen jalkeen PocketChem™Ba 4430 —
vieritestilaittella  ma&aritykset Cobas Integran  kontrolleilla  selvittddksemme

vieritestilaitteen sarjojen valista toistettavuutta

5.2.4 Tulosten kasittely

Tuloksia kasiteltiin Excel-taulukko-ohjelmalla ja SPSS PASW -tilasto-ohjelmalla.
Excel-ohjelmaa kaytettiin esimerkiksi laskettaessa tulosten korrelaatiokertoimia ja
keskihajontoja. Ohjelman avulla teimme my6s erilaisia taulukoita ja kuvaajia.
Normaalijakaumaan perustuvaa testausta ei voida kayttdd luotettavasti, jos otosten
koot ovat pienia. Jos perusjoukoissa satunnaismuuttujien jakauma on kuitenkin likimain
normaalinen, voidaan kayttdd t-testia, joka on parametrinen testi. Ellei normaalisti
jakautumisesta voida olla varmoja, voidaan t-testin sijasta kayttdd Mann-Whitneyn
testia tai Wilcoxonin testia. (Holopainen — Pulkkinen 2008: 187, 198.) SPSS PASW -
tilasto-ohjelmalla teimme Wilcoxonin testin lisdksi myds t-testin (paired-samples t-test),
joka antoi tilastolliselta merkitsevyydeltd&n vastaavia tuloksia kuin Wilcoxon.
Valitsimme kuitenkin tutkimusten tulosten kasittelyyn vain Wilcoxonin testin, sen takia
ettd otos oli pieni. Wilcoxonin testin avulla saimme laitevertailun tuloksille laskettua p-

arvot.

Variaatiokertoimet vieritestilaitteen sarjan sisdisessa toistettavuudessa laskettiin

kayttamalla HUSLABIn kayttamé&a Dahlbergin kaavaa (ks. kuvio 4). Kyseista kaavaa
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voidaan kayttaa kun selvitetddn jonkin laitteen tai menetelman soveltuvuutta kliiniseen
kayttoon. (Maki 2012.) Saimme Exceliin ohjelmoidulla Dahlbergin kaavalla laskettua
vertailun variaatiokertoimet, eli CV-prosentit, seka tulosten erotusten keskihajonnat ja
erotuksen nelion keskihajonnat. Dahlbergin kaavassa x;;,X; ovat rinnakkaisméaaritysten
tulokset ja n tarkoittaa tulosten lukum&érda, > on summa, jossa i kdy 1:std n:aan, ja i
on summausindeksi (Siloaho ym. 1997: 202.) Dahlbergin kaavaa kaytetaéan yleisesti
HUSLABIssa, kun tehdddn menetelmavertailua (Maki 2012).

n -~
_ Z (20 — %;2)°
n
3 0 i=1

Kuvio 4. Laskukaava

6 Tutkimustulokset

6.1 Laitevertailu

Laitevertailussa saadut tulokset on taulukoitu liitteessd nelja. Laitevertailussa tuloksia
saatin  molemmista laitteista yhteensa 36 Kkappaletta, eli jokaisen neljan
verrokkipotilaan yhdeksasta eri naytteesta. Naita laitteiden antamia tuloksia verrattiin
toisiinsa. Tutkimme antaako PocketChem™Ba 4430 -vieritestilaite luotettavasti samoja

tuloksia, kuin Cobas Integra 400 plus —analysaattori.

Laitevertailun tulosten (ks. liite 4) erotus oli suurimmillaan 32 pmol/l, kun taas neljan
naytteen erotus oli O pmol/l. Tulosten erotuksissa oli suuria vaihteluita.
Erotusprosenttien erot ovat valiltda 0-60 %. Suurin osa erotusprosenteista sijoittui lahelle
30 %:a, mutta erotusprosenttien vaihtelut ovat hyvinkin suuria. Erotusprosenttien ja
erotusten (pmol/l) kuviot ovat néhtévissa liitteessa 5. Kuvioissa nakyy PocketChemin ja
Cobas Integran tulosten eroavaisuudet selvasti. Tulosten erot ovat pienempia
matalammilla tuloksilla, kun taas suurissa tuloksissa vieritestilaite antaa selvasti
matalampia tuloksia kuin analysaattori. Suurimmaksi osaksi PocketChem antaa

matalampia tuloksia Cobas Integraan nahden.
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Tulosten valisten erotusten ja erotusprosenttien suuruuden takia vieritestilaite
PocketChem™Ba 4430 ei taman tutkimuksen perusteella anna Cobas Integran kanssa
yhtenevia tuloksia. Erotusprosentti laitteiden tulosten valilla saisi olla HUSLABIn
kriteerien mukaan vain 8 % (Maki 2012). Tama ei kuitenkaan toteudu, koska laskiessa
erotusprosentin kaikista naytteistd saadaan erotusprosentiksi 10 %. Lisdksi tulee
tarkastella yksittaisia erotusprosentteja (ks. liite 4), joista ndhddan etta yksittaisten
tulosten kohdalla erot voivat olla todella suuria. Vaikka kaikkien tulosten perusteella
laskettu erotusprosentti olisi lahella suosituksia, voidaan monien yksittaisten tulosten
suurien erotusprosenttien perusteella todeta, ettei vieritestilaite anna yhtenevia tuloksia

Cobas Integran kanssa.

Regressiokuvaajaan (ks. kuvio 5) on sijoitettu kaikkien potilaiden naytteet Cobas
Integralta ja PocketChem-vieritestilaitteelta. Nakyvilla on kuvaajan lauseke, jossa
kulmakerroin kertoo ettd Cobas Integran tulokset ovat keskimaarin 1,3 kertaa
suurempia kuin PocketChemin tulokset. Kuviossa nhakyy regressiosuora, jonka
ymparilla tulokset ovat sinisind pisteind. Yksi piste vastaa Cobas Integralla ja
PocketChemilla samasta naytteestd tehtya tulosta. Kuviossa nakyy, ettd etenkin
pienemmilla pitoisuuksilla muutamat tulokset asettuvat suoralle tai lahelle suoraa, el
kyseiset tulokset ovat lahella toisiaan. Suurin osa tuloksista ei kuitenkaan asetu
suoralle, mika puolestaan kertoo siitd, ettd analysaattorin ja vieritestilaitteen tulokset

eroavat toisistaan.
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Laitevertailun tulosten regressiomalli
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Kuvio 5. Laitevertailun tulosten (umol/l) regressiosuora.

Laitevertailun potilaskohtaisten naytteiden kuvaajissa (ks. kuvio 6) on esitetty
vieritestilaitteen ja analysaattorin antamat potilaskohtaiset tulokset omina kéayrin&an.
Toinen tutkimuksen suorittajista analysoi vieritestilaitteella naytteet potilailta 1 ja 3, ja
toinen potilailta 2 ja 4. Kuvaajista nakyy, ettd PocketChem (vaalea k&yrd) antaa
paaosin matalampia tuloksia kuin Cobas Integra (tumma kayra).

Molempien laitteiden kayrat noudattavat suunnilleen samaa linjaa, ja laskut ja nousut
sijoittuvat samoille kohdille. Kuvaajista nakyy, etta laitteiden antamat tulokset
poikkeavat usein toisistaan, ja jokaisen potilaan kohdalla paikoitellen pitoisuusero on
suuri, eli kayrien pisteet eivéat ole l&hella toisiaan. Potilas 1:sen, 2:sen ja 4:sen kohdilla
vieritestilaite ja analysaattori antavat muutamien naytteiden kohdalla samat tulokset
(kayrien pisteet ovat pdadallekkain), kun taas potilas 3:sen kohdalla kaikki
vieritestilaitteen antamat tulokset ovat matalampia kuin Cobas Integran tulokset. Potilas
1:sen ja potilas 4:sen ammonium-ionipitoisuudet ovat keskimaarin matalampia kuin

potilas 2:sen ja 3:sen pitoisuudet. Lisdksi on havaittavissa molempien laitteiden
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tulosten osalta terveiden verrokkien normaali veren ammoniume-ionipitoisuuden nousu

spiroergometrian rasitus- ja palautumisvaiheessa.
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Kuvio 6. Laitevertailun potilaskohtaiset kuvaajat.

Laitevertailun nollahypoteesiksi asetettiin Hy: Eri laitteilla samoista naytteistd mitatut

tulokset eivat eroa toisistaan. Vastahypoteesiksi asetettiin Hy: Eri laitteilla samoista

naytteistd mitatut tulokset eroavat toisistaan. P-arvot on laskettu erikseen jokaisen

potilaan naytteille (ks. taulukko 4). Potilaiden 1 ja 2 p-arvot olivat nollahypoteesin

mukaisia. Tulosten valilla ei ole tilastollisesti merkitsevaa eroa, silla p-arvot olivat yli

0.05 (Holopainen — Pulkkinen 2008: 177).

Potilaiden 3 ja 4 nollahypoteesi hylatdan p-arvon mukaan ja vaihtoehtoinen hypoteesi

astuu voimaan, eli laitteiden tulosten valilla on tilastollisesti merkitsevaa eroa.

Nollahypoteesi hylatééan, koska p-arvot ovat alle 0.05 (Holopainen — Pulkkinen 2008:

177). Potilaskohtaisten tulosten Pearsonin korrelaatiokertoimet on listattu taulukkoon 4.

Korrelaatiokertoimet osoittavat etté tuloksilla on voimakas lineaarinen yhteys.
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Taulukko 4.  Laitevertailun tulosten potilaskohtaiset p-arvot ja Pearsonin korrelaatiokertoimet.

Potilas P-arvo Korrelaatiokerroin
1 0.779 0,87
2 0.091 0,95
3 0.008 0,95
4 0.035 0,90

6.1.1 Vieritestilaitteen vakiointi

Vieritestilaitteen luotettavuutta seurattiin vieritestilaitteen omalla referenssiliuskalla
yhden kerran jokaisena tutkimuspaivdnd ennen muita mittauksia (ks. taulukko 5).
Tavoitearvoina liuskalle olivat 65—79 pumol/l, ja tulokset sijoittuivat tavoitearvojen sisélle
jokaisella mittauskerralla.

Taulukko 5. Referenssitaulukko.

Referenssi pmol/I
24 helmi 72
27.helmi 72
28.helmi 71
29.helmi 72

6.1.2 Plasmakontrollien mittaus vieritestilaitteella

Jokaisena tutkimuspdivana ennen spiroergometriatutkimusta ja tutkimuksen jalkeen
teimme PocketChem™Ba 4430 -vieritestilaitteella mééritykset Cobas Integran
kontrolleilla  (ks. taulukko 6). Kontrollit on koostumukseltaan valmistettu
plasmamaaritystd varten ja vieritestilaite on suunniteltu kokoverimaaritykseen.
Kontrollien ammonium-ionipitoisuus oli 40 pmol/l. Eri paivind mitattujen tulosten
keskiarvot vieritestilaitteella olivat 78 pmol/l, 70 pmol/l, 67 pmol/l ja 70 pmol/l, eli

tasaisesti korkeampia kuin 40 pmol/l.
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Taulukko 6.  PocketChem-vieritestilaitteella mitatut plasmakontrollit (umol/l).

Ennen tutk. |Ennen tutk.|Jalkeen tutk. | Jalkeen tutk.
Tutkimuspaiva | kontrolli rinnakkainen | kontrolli rinnakkainen |Keskiarvo | Keskihajonta
24.helmi 77 81 70 82 78 5,4
27.helmi 70 66 72 73 70 3,1
28.helmi 68 64 73 64 67 4,3
29.helmi 72 66 65 78 70 6,0

6.2 Sarjan sisainen ja sarjojen valinen toistettavuus

Vieritestilaitteen sarjan sisaisen toistettavuuden tulokset on esitelty liitteessa 3.
Rinnakkaisnaytepareja oli keratty yhteensa 38. Tutkimukseen otettiin mukaan kaikki
naytteet, joista oli tehty rinnakkaiset pitoisuusmittaukset vieritestilaitteella. Nollanaytteet
maaritettiin  heti naytteenoton jalkeen, ja rinnakkainen maaritys tehtiin valittdmasti

nollanaytteen maarityksen jalkeen.

Erotukset nollanaytteen ja rinnakkaisnaytteen valilla vaihtelivat. Joissakin tuloksissa
erotus oli lahella 0 umol/l, mutta jotkin erotukset ylittivat 10 umol/l, mik& tarkoittaa

suurta eroa nollanaytteen ja rinnakkaisnaytteen valilla.

Variaatiokerroin kaikkien naytteiden kohdalla oli 16 %, mika ei riita tayttdmaan
HUSLABIn laatutavoitteita sarjan sisdisen toistettavuuden suhteen. Yli 50 pmol/l
naytteita oli viisi kappaletta ja niista variaatiokertoimen tulokseksi saatiin 12 %, mika ei
tayta laatukriteereitd. Alle 50 umol/l naytteissa variaatiokertoimen tulokseksi saatiin 16
%, mika ei myodskaan tayta HUSLABIn laatukriteereitd. Otanta oli alle 50 pmol/l
pitoisuuksissa 33 naytetta.

Sarjojen vélistd toistettavuutta mitattaessa tulee huomioida, ettd HUSLABIn
laatutavoitteiden mukaan sarjojen vélinen variaatio saa olla alle 50 pmol/l ammonium-
ionipitoisuuksilla 8 % ja yli 50 pumol/l pitoisuuksilla 3 %. Kontrollien variaatiokertoimeksi
saatiin 5 %, mika ei ylla laatutavoitteisiin, koska kontrollien pitoisuudet olivat yli 50
pmol/l. Sarjan sisaisen ja sarjojen valisen toistettavuuden kokonaisvariaatioksi saatin 9

%. Tulokset ovat esitetty taulukossa 7.
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Taulukko 7.  Sarjojen vélisen toistettavuuden tulokset

Kontrolli

(umol/l)
24 .helmi 77
27 .helmi 70
28.helmi 68
29.helmi 72
24 .helmi 70
27.helmi 72
28.helmi 73
29.helmi 65
Keskiarvo 70,9
Keskihajonta 3,6
CV% 5

6.3 Laboratorioprosessin vaikutus ammonium-ionipitoisuuksiin

Naytteiden laboratorioprosessiaikojen tutkimiseen kuuluvia naytteitd oli yhteensa 36
kappaletta. Osa naytteista oli analysoitu yli tunnin kuluttua naytteenotosta, mika ylittaa
HUSLABIN suositukset. Prosessiajat olivat eraiden naytteiden kohdalla kaksinkertaisia

joidenkin muiden naytteiden aikoihin verrattuna.

Prosessiaikojen tuloksia on kasitelty potilaskohtaisesti taulukoissa 8-11, joihin on
huomioitu analysaattorissa naytteen analysointiin kuluva aika. Jos kyseinen aika
otetaan huomioon, jokaisen tuloksen kohdalla pitdd vahentdd yhteensa 10 minuuttia,
koska analysaattorin pipetoidessa naytteen, tuloksen saamiseen menee noin 10
minuuttia. Tassa vaiheessa ei ammonium-ionipitoisuuden pitdisi enaa muuttua. (Maki
2012.) Kaikki paitsi viisi naytettd oli analysoitu alle tunnissa. Yksi nayte ylitti
suositusajan minuutilla, kaksi muuta naytetta ylitti ajan viidella ja kuudella minuutilla.

Kahden muun naytteen suositusajan ylitykset olivat kymmenen ja 14 minuuttia.

Laboratorioprosessin aikaseuranta kaikille naytteille on esitelty minuutin tarkkuudella ja
jaoteltu naytteenoton kellonaikaan ja naytteen vastauksen kellonaikaan. Tuloksen
vastaamiseen kulunut aika on selvitetty laskemalla naytteen vastaamisajan ja

naytteenottoajan erotus. 1-9 ndytenumerot kertovat, minka vaiheen naytteesta on kyse.
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1= Lepovaiheen verinayte

2= Kevyen rasituksen verinayte

3= Maksimirasituksen verinayte

4= 2 min rasituksen jalkeen verinayte
5= 4 min rasituksen jalkeen verinayte
6= 6 min rasituksen jalkeen verinayte
7= 10 min rasituksen jalkeen verindyte
8= 20 min rasituksen jalkeen verindyte
9= 30 min rasituksen jalkeen verindyte

Prosessiaikoja tarkasteltaessa taulukossa 8 huomataan, ettd naytteet on aikaisintaan
saatu analysoitua 30 minuutissa. Pisin prosessiaika on 56 minuuttia. Keskimaarin aikaa
on mennyt 42 minuuttia. Potilas 1:n kaikki naytteet on analysoitu alle 60 minuutissa. 30
minuutissa on tehty ne naytteet, jotka saadaan vietya analysoitavaksi heti. Pidemmat
prosessiajat ovat naytteilla, joita otetaan rasituksen jalkeen, tai kevyen rasituksen

vaiheessa.

Taulukko 8.  Potilas 1:sen prosessiajat.

Potilas 1 Nayte otettu Nayte vastattu Prosessiaika
1 8:58 9:38 0:30
2 9:09 10:15 0:56
3 9:16 10:15 0:49
4 9:18 10:15 0:47
5 9:20 10:15 0:45
6 9:22 10:22 0:50
7 9:27 10:15 0:38
8 9:36 10:27 0:41
9 9:47 10:27 0:30

Taulukon 9 potilaan 2 prosessiajat ovat edellisen potilaaseen nahden hieman
korkeampia. Yksi ndyte ylittdad 60 minuutin suositusajan yhdella minuutilla. Nayte kolme
alittaa suositusajan vain kolmella minuutilla. Nopein prosessiaika on naytteella
yhdeksan (35 minuutissa). Prosessiaika oli keskim&érin 45 minuuttia, mika on lahella
potilas 1:n keskiarvoa. Naytteen kuusi aika on pienempi, kuin sitd ennen otettujen

naytteiden prosessiajat.
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Taulukko 9.  Potilas 2:sen prosessiajat.

Potilas 2 Nayte otettu Nayte vastattu Prosessiaika
1 9:07 10:01 0:44
2 9:17 10:28 1:01
3 9:31 10:28 0:57
4 9:35 10:28 0:43
5 9:37 10:28 0:41
6 9:39 10:28 0:39
7 9:43 10:28 0:45
8 9:52 10:47 0:45
9 10:02 10:47 0:35

Taulukon 10 yksi nayte ylittdd suositusajan viidella minuutilla. Kaksi naytettad alittaa
suositusajan alle kymmenella minuutilla. Prosessiajan keskiarvo on 47 minuuttia, mika
on hyvin lahella edellisen potilaan keskiarvoa. Lyhyin prosessiaika on naytteella
kahdeksan (34 minuuttia).

Taulukko 10. Potilas 3:sen prosessiajat.

Potilas 3 Nayte otettu Nayte vastattu Prosessiaika
1 10:55 11:50 0:45
2 11:05 12:20 1:05
3 11:16 12:20 0:54
4 11:19 12:20 0:51
5 11:20 12:20 0:50
6 11:22 12:20 0:48
7 11:27 12:20 0:43
8 11:36 12:20 0:34
9 11:46 12:34 0:38

Taulukon 11 potilas 4:n prosessiajat ovat keskiméaarin kaikkein korkeimmat (50
minuuttia) muiden potilaiden keskiarvoihin nahden. Potilas 4:n tuloksista kolme ylitti 60
minuutin ajan. Tulokset ylittyivat kuudella minuutilla, 10 minuutilla ja 14 minuutilla.
Pienin prosessiaika kaikkien potilaiden naytteista oli potilas 4:n ensimmaisena otetulla
naytteella. Naytteet 3 ja 5 jAdvat hieman alle 60 minuutin. Ensimmaisen naytteen

prosessiaika on yli puolet lyhyempi kuin toisena otetun naytteen prosessiaika.



Taulukko 11. Potilas 4:sen prosessiajat.

Potilas 4 Nayte otettu Nayte vastattu Prosessiaika
1 10:41 11:14 0:23
2 10:49 12:05 1:06
3 10:56 12:05 0:59
4 10:58 12:22 1:14
5 11:00 12:05 0:55
6 11:02 12:22 1:10
7 11:07 11:52 0:35
8 11:16 11:52 0:26
9 11:27 12:22 0:45
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Naytteet (n=8), joita seurattiin vaihe vaiheelta koko laboratorioprosessin lapi, on esitelty

taulukossa 12. Taulukosta nahd&an esimerkiksi potilas 1 ensimmaisen naytteen

kohdalla, ettéd nayte on saapunut lajitteluun kolmen minuutin kuluttua naytteenotosta,

sitten se on seisonut lajittelun pdydalla neljd minuuttia ennen sentrifugiin laittoa, tAman

jalkeen se on otettu 10 minuutin kuluttua pois sentrifugista, ja kuljetettu nopeasti yhden

minuutin aikana analysaattoriin. Taulukkoon on myds laskettu eri kasittelyaikojen

keskim&aaraiset ajat ja keskihajonnat.
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Taulukko 12. Laboratorioprosessin seuranta vaihe vaiheelta.

Lajittelu Sentrifugiin Fuugattu | Analysaattorille
Naytteet (min) (min) (min) (min)
Potilas 1
(nayte 1) 3 4 10 1
Potilas 2
(nayte 1) 3 10 11 3
Potilas 3
(nayte 1) 9 1 10 5
Potilas 4
(nayte 1) 4 1 12 1
Potilas 1
(nayte 9) 4 5 11 8
Potilas 2 5 3 13 13
(nayte 9)
Potilas 3 4 4 11 2
(nayte 9)
Potilas 4 4 1 >40 ?
(nayte 9)
Keskiarvo 4,5 3,6 14,8 4,7
Keskihajonta | 1,9 3 10,3 4,4

Kaikki tarkempaan seurantaan valitut naytteet kulkivat laboratorioprosessin lapi
suositusaikojen sisalla (ks. luku 6.3). Taulukon 12 tulokset on esitelty minuuttien
muodossa. Esimerkiksi potilaan 1 naytteen 1 kohdalla ndyte on tuotu lajitteluun 3
minuutin kuluessa naytteenotosta, laitettu sentrifugiin 4 minuutin kuluttua lajitteluun
tuomisesta, otettu sentrifugista 10 minuutin kuluttua, ja viety analysaattoriin minuutin
kuluessa sentrifugista poistamisen jalkeen. Ammonium-ionindyte tulisi sentrifugoida 15
minuutissa (Uotila 2006: 110). Tuloksia tarkasteltaessa n&hd&an, etta kaikki seuratut

naytteet oli sentrifugoitu suositusajan sisalla.

Keskiarvojen mukaan eri naytteiden Kkasittelyvaiheiden ajat olivat jokaisen
laboratorioprosessin vaiheessa pienia ja lisaksi yksittaiset suuremmat tulokset nostavat
taulukossa keskiarvoja ja —hajontoja. Nahdaan ettd kaikki seuratut naytteet on tuotu

lajitteluun alle kymmenessa minuutissa naytteenotosta. Lajittelussa naytteet on laitettu
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sentrifugiin 10 minuutin kuluessa, suurin osa alle viidessa minuutissa. Sentrifugista
naytteet on otettu pois alle 15 minuutissa fuugauksen (kesto 10 minuuttia)
aloittamisesta, yhta naytetta lukuun ottamatta (ks. seuraava kappale). Analysaattorille
naytteet on kuljetettu paaosin viimeistddn viiden minuutin kuluessa sentrifugista
poistamisen jalkeen, mutta kaksi naytettd ovat kulkeneet analysaattoriin pidemman
ajan (8 ja 13 minuuttia) kuluttua.

Kiireen takia potilas 4:n naytettd yhdeksan ei ole ehditty seurata silloin, kun se on
otettu pois sentrifugista ja kun se on viety analysaattorille. Taman takia tulos on
merkitty kysymysmerkilla. Kiire johtui naytteen pitkdsta seisomisajasta (>40 min.)
sentrifugissa, jolloin seurantatutkimuksen suorittajan oli 40 minuutin jalkeen lahdettava
auttamaan vieritestilaitteen kayttdjaa Kkliinisen fysiologian laboratorioon. Kuitenkin
katsottaessa taulukosta 11 kyseisen naytteen prosessointiajan tulosta nahdaan, etta
kyseinen nayte on analysoitu 45 minuutin kuluessa naytteenotosta, mika on
suositusaikojen puitteissa. Nayte onkin siis viety analysaattoriin pian tutkimuksen

suorittajan poistuttua.

6.4 Kokoveren sailyvyystutkimus

Ohessa on esitelty taulukko 13, jossa on taulukoitu kokoveren ammonium-
ionisailyvyystutkimukseen valitut naytteet ja sulkuihin on merkitty nollanaytteen
mittauksen tulos. Naytteiden seisotustuloksista on lisaksi laskettu keskiarvot ja
keskihajonnat. Keskiarvoja ja nollandytteen tuloksia tarkasteltaessa nahdaan, etta
joissakin tuloksissa keskiarvo oli ldhelld nollandytteen tulosta, mutta joidenkin
naytteiden kohdilla kyseinen tulos poikkeaa hyvinkin paljon. Yksittiset suuresti

poikkeavat tulokset vaikuttavat keskiarvoihin ja —hajontoihin.

Seisotusmittausten tulokset vaihtelevat jokaisen naytteen kohdalla runsaasti
nollanaytteen pitoisuuden molemmin puolin. Potilas 3:n naytteen yhdeksan ja potilas
4:n naytteen yhdeksan pitoisuudet pysyvat tasaisimpina eri seisotusvaiheiden aikana.
Potilas 4:n naytteen seitsem&n seisotuspitoisuudet poikkeavat taysin nollandytteen
pitoisuudesta. Neljan naytteen tapauksessa pitoisuudet ovat yhtenevia nollanaytteiden
kanssa ensimmaisten seisotusten (15 min.) kohdalla, mutta yhden naytteen (potilas 4,

nayte 7) pitoisuusero on jo ensimmaisen seisotuksen kohdalla 14 pumol/l.
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Taulukko 13. Sailyvyysnaytteiden tulokset (umol/l).

Potilas 2 | Potilas 3 | Potilas 3 | Potilas 4 Potilas
Seisotus nayte9 nayte7 nayte 9 nayte 7 nayte 9
Nollanayte 31lumol/l | 48umol/l | 29umol/l 40pumol/l 8 umol/l
15 min 31 54 28 26 8
30 min 37 51 24 30 7
45 min 34 60 30 31 11
1h 48 49 28 23 16
1h 15 min 41 63 29 23 16
1h 30 min 39 52 34 32 10
Keskiarvo 38 55 29 28 11
Keskihajonta |6 5 3 4 4

Kuviossa 7 ndhdaan, naytteiden pitoisuusvaihtelut eri seisotusvaiheissa. X-akselilla

oleva nolla tarkoittaa nollanaytetta. Suurimmaksi osaksi naytteiden tulokset pysyivat

tasaisina aina 30 minuuttiin asti. Potilas 4:n seitseménnessa nayteputkessa tapahtui

kuitenkin suuri romahdus pitoisuudessa jo 15 minuutin kohdalla. Potilas 3:n yhdeksas

nayte ja potilas 4:n yhdeksas nayte pysyivét tasaisimpina koko seisotuksen ajan.

Suurinta vaihtelua pitoisuuksissa tapahtui potilas 2:n yhdeksannessa naytteessa ja

potilas 3:n seitsemdnnessa naytteessa. Vaikka potilas 4:n seitsemas nayte laskee

pitoisuudeltaan todella paljon, se pysyy silti laskettuaan melko samoissa lukemissa,

eivatka tulokset vaihtele niin paljon kuin kahdessa muussa naytteessa.
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Ammonium-ionin sailyvyys koko
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Kuvio 7.  Ammonium-ionin sailyvyys kokoveressa.

7 Johtopaatdkset ja tulosten luotettavuus

Vieritestilaitteen tulosten luotettavuuteen vaikuttavat useat erilaiset tekijat.
Luonnollisesti lilan suuri naytemaara tai vajaa naytemaara vaikuttavat tulosten
luotettavuuteen. Liséksi virheellisid tuloksia voivat aiheuttaa korkea tai alhainen
hematokriitti, veressa olevat proteiinit seka antikoagulantit. Tutkimuksessa pyrimme
toimimaan mahdollisimman luotettavasti, kaytimme nayteputkissa suositeltua
antikoagulanttia (EDTA), pipetoimme oikealla naytemaaralla (20 pmol/l) ja toimimme

laitteen kayttdohjeiden mukaisesti.

Tutkimuksessa vieritestilaitteella kaytettin  kapillaarien sijaan pipettid, vaikka
laitevalmistaja ohjeistaa kapillaarin kayttdon. Pipetointia kaytettiin, koska nayte otettiin
laskimoverinaytteend, eikd ihopistosndytteena, mihin vieritestilaite on tarkoitettu
ensisijaisesti kaytettavan. Pipetointi on myds nopeampi tapa saada nayte annosteltua
ja pipetoitua naytetyynylle. Pipetoidessa veri voi levittaytyd tyynylle eri tavalla kuin
kapillaaria kayttaessa, mikad voi vaikuttaa entsymaattiseen reaktioon ja voi johtaa

ammonium-ionipitoisuuden muutokseen. Emme ehtineet harjoitella laitteen kaytt6a
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kovinkaan hyvin ennen tutkimusnaytteiden analysointia, minka takia virheiden
mahdollisuus etenkin tutkimusten alussa on ollut suuri. Naytteitd tuli myos yhdessa
rasituksen vaiheessa kahden minuutin valein, jolloin oli kiire analysoida naytteita,
kirjata tarvittavat tiedot ylos ja esikasitella seuraavaa naytettéa. Kiireessa tapahtuu
helposti virheita, joita ei valttamattéa edes itse tule huomioitua.

Naytteen analysoinnin aloittaminen vieritestilaitteella viivastyi muutaman naytteen
kohdalla, koska rinnakkaisnaytteen tekeminen oli kesken, ja naytteiden oton valilla oli
rasituksen jalkeen vain kaksi minuuttia aikaa. Etenkin sailyvyystutkimusta tehdessa
saattoi seisotusaika olla pitempi, kuin oli tarkoitus. Tama voi vaikuttaa tuloksiin,
esimerkiksi antaen virheellisen korkeita tuloksia, koska ammoniakkia syntyy jatkuvasti
lisaa kokoverinaytteessa. Vieritestilaitteessa kaytettavien liuskojen LOT-numero vaihtui

myds loppuvaiheessa, mutta sen ei pitdisi vaikuttaa tulosten luotettavuuteen.

7.1 Sarjan sisainen ja sarjojen vélinen toistettavuus

Tarkasteltaessa vieritestilaitteella maaritettyjen  rinnakkaisnaytteiden erotuksia,
nayttaisivat rinnakkaiset tulokset silmamaaraisesti suhteellisen yhteneviltd, vaikka
my06s hajontaa tuloksissa nakyy. Sarjan sisdisessa toistettavuudessa variaatiokertoimet
kuitenkin olivat suuria (16 % ja 12 %), joten toistettavuutta ei voida pitdd hyvana.
Variaatiokertoimien tulosten luotettavuutta heikentéd& otoksen pieni koko. Yli 50 pmol/l
ylittavia naytteita oli tutkimuksessa vain viisi, joten saatu variaatiokerroin (12 %) ei ole
kovin luotettava. Otanta oli hieman suurempi (n=33) alle 50 pmol/l naytteiden kohdalla,
joten tulosten luotettavuus on hieman parempi kuin suurien tulosten kohdalla. Tulosten
perusteella voidaan paéatella, ettd koska vieritestilaitteen sarjan siséinen toistettavuus ei
ylla HUSLABIn laatutavoitteisiin, ei vieritestilaite ole tdman tyyppisessa kliinisessa

kaytdssa kovin luotettava.

Vieritestilaitteen sarjojen vélisen toistettavuuden variaatiokerroin ylitti myés HUSLABIn
laatukriteerit. Tulee kuitenkin ottaa huomioon, ettd Cobas Integran kontrollit on
suunniteltu plasmamenetelm&& varten, mink& takia kokoverimenetelmdd kayttava
vieritestilaite ei valttamatta suoriudu kontrollien maarityksesta yhta tehokkaasti, kuin
maarityksestd kokoverimateriaalilla. Kontrollien ammonium-ionipitoisuus oli 40 pmol/l,
mutta oli oletettavissa etta vieritestilaite ei anna eri menetelmansa takia plasmanaytetta
vastaavasta materiaalista samaa tulosta. Tulokset kontrollien kohdalla kuitenkin

pysyivat tasaisesti korkeampina ja lahes samoina tutkimuspaivasta rijppumatta.
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7.2 Laitevertailu

Laitevertailussa vieritestilaitteen tulokset kirjattiin ylos suoraan laitteen naytolta, mutta
analysaattorin tulokset saatiin tulosteena kemistiltd. Cobas integra 400 plus -
analysaattorin tulospapereita oli muokattu niin, ettd potilaiden henkildllisyytta ei voitu

niista selvittaa.

Laitevertailutulosten perusteella johtopaatoksia tehdessa, tulee huomioida kaikki
vieritestilaitteen tulosten luotettavuuteen vaikuttavat osatekijat. Naita osatekijoitéa ovat
analysoinnin aikana ollut kiire, naytteen ilmakontaminaatio, ja analyysin tekijéiden
kokemattomuus, mika vaikuttaa muun muassa pipetointitarkkuuteen. Tuloksiin voi
my0s vaikuttaa se, etta toinen tekijoista pipetoi potilas 1:n seka potilas 3:n naytteet ja
toinen tekija pipetoi potilas 2:n seka potilas 4:n naytteet. Toisaalta eri tyontekijoiden
pitaisi riittavasti perehdytettyina pystya tekemdaan vieritestilaitteella yhta luotettavia
tuloksia, ilman ettd luotettavuus heikentyisi.

Viimeisten naytteiden kohdalla jouduimme vaihtamaan Ammonia Test Kit Il liuskoja,
jolloin muuttui myds LOT-numero. Tulosten luotettavuus ei pitdisi huonontua LOT-

numeron muuttuessa.

Cobas Integralle kulkeneet naytteet analysoitiin asiantuntijoiden toimesta ja lahes
kaikki naytteet (viiden naytteen analysointiaika oli yli 60 min, ks. luku 6.3) analysoitiin
suositusaikojen sisalla, joten vastaavia tulosten luotettavuuteen vaikuttavia osatekijoita
ei plasmanaytteiden kasittelyprosessia tarkasteltaessa |0ytynyt. Tietenkin on olemassa
mahdollisuus etta asiantuntijoillekin on kaynyt virheita tydskentelyssa, mutta sellaista ei

tullut ilmi tutkimuksen aikana.

Potilas 1:n ja potilas 4:n ammoniume-ionipitoisuudet olivat keskim&éarin matalampia kuin
potilas 2:n ja 3:n, mik& luultavasti johtuu fyysisen kunnon mukaisesta rasituksen
tasosta ja muista yksilollisista fysiologisista tekijoistéa. Potilas 1:n, 2:n ja 4:n kohdilla
vieritestilaite ja analysaattori antoivat muutamien naytteiden kohdalla samat tulokset,
kun taas potilas 3:n kohdalla kaikki vieritestilaitteen antamat tulokset ovat selvasti
matalampia kuin Cobas Integran antamat tulokset. Tama johtunee vieritestilaitteesta tai
sen kaytosta, silla potilas 3 jokaisen eri naytteen kohdalla tulos on tosiaan

huomattavasti matalampi. On epatodennakdistéd ettd saman potilaan jokaisella
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naytteenottokerralla olisi tapahtunut jokin virhe, jonka perusteella toiseen ammonium-
ioniputkeen olisi tullut suurempi pitoisuus kuin toiseen, tai ettd Cobas Integran kohdalla

olisi ollut tuona tutkimuspéaivana jotakin kayttbongelmia, silla niista ei mainittu.

Vieritestilaitteella nayte joutuu pipetoinnissa ilmakontaminaatioon, mik& voisi vaikuttaa
tuloksiin. Vieritestilaite my6s vaatii huoneenlampdisen néaytteen, joten ammonium-
ionipitoisuus ei ole valttamatta pysynyt yhta hyvin samana, kuin mita se oli Cobas
Integralle menevissa putkissa, jotka laitettiin valittdmasti jaihin. Kuvion 6 perusteella
vaikuttaisi silta, ettd pitoisuuksien ollessa korkeita erot tulosten vélilla ovat myds
suurempia kuin matalammilla pitoisuuksilla, mik& voisi johtua ammonium-ionin
epastabiilista luonteesta. Pitoisuuden ollessa naytteessa suurempi, muutoksetkin

pitoisuudessa nakyisivat herkemmin.

Erotusprosentti olisi laitevertailussa saanut HUSLABIn kriteerien mukaan olla vain 8 %,
mutta laskiessa kaikkien tulosten perusteella erotusprosentti, saadaan tulokseksi 10 %.
Erotusprosentti on lahella 8 %, mutta yksittdisten tulosten erotusprosentteja
tarkasteltaessa nédhdéén, ettd erot voivat olla hyvinkin suuria. Td&mén takia voidaan
paatella, ettd vieritestilaite ei anna yhtenevia tuloksia Cobas Integran kanssa.
Erotusten hajontaa havainnollistaa hyvin liitteessa 5 olevat kuviot, joista nahdaan
tulosten valiset erot, seka miten tuloksien vélinen ero on suurempi, mitd korkeimmista

pitoisuuksista on kyse.

P-arvot oli laskettu erikseen jokaisen potilaan naytteille (ks. taulukko 4). Potilaiden 1 ja
2 p-arvot olivat nollahypoteesin mukaisia. Potilaiden 3 ja 4 nollahypoteesi hylattiin p-
arvojen mukaisesti, ja vaihtoehtoinen hypoteesi astui voimaan. Kaytdnndssa tassa
tutkimuksessa tulosten tilastollisella merkitsevyydella Wilcoxonin testilla laskettuna ei
ole suurta merkitysta, vaan tuloksia oli mielekkaampi tarkastella esimerkiksi CV-
prosenttien ja erotusprosenttien avulla. Vaikka potilaiden 1 ja 2 tuloksilla ei olisi p-arvon
perusteella laitteiden tulosten valista tilastollisesti merkitsevaa eroa, niin CV-prosentit
kuitenkin kertovat, ettd tulosten yhtenevaisyys ei tdman tutkimuksen mukaan ole

riittdvan hyva kliinista kaytt6a ajatellen.

P-arvot eivat siis olleet tdhan tutkimukseen sopivia, vaan enemman tietoa
vieritestilaitteen ja Cobas Integran tuloksista, saatiin variaatiokertoimien ja
erotusprosenttien avulla. Variaatiokertoimien mukaan tulokset (kaikilla tuloksilla 24%,
<30 pmol/l tuloksilla 27 %, ja >30 umol/l tuloksilla 21 %) PocketChem™Ba 4430 -



40

vieritestilaite ei anna Cobas Integran kanssa yhtenevid tuloksia, mikd puolestaan
kertoo siitd, ettei vieritestilaite ole tarpeeksi luotettava, jotta sitd voitaisiin kayttaa
esimerkiksi ainoana laitteena ammonium-ionin  mittauksessa, vaan tarvitaan
luotettavampi laite tarkempiin mittauksiin. Taytyy kuitenkin ottaa huomioon, etta
tutkimuksen otos (n=36) on pieni, jolloin muutamatkin suuresti toisistaan poikkeavat
tulokset muuttavat CV-prosentteja ja erotusprosentteja paljon, vaikka tulosmateriaali

muuten olisi keskihajonnaltaan suhteellisen homogeeninen.

7.2.1 Plasmakontrollit ja referenssi

Vieritestilaitteella mitattujen kontrollien tuloksissa tulee ottaa huomioon, ettd Cobas
Integran  kontrollit on suunniteltu plasmamenetelmaa varten, minkd takia
kokoverimenetelméaa kayttdva vieritestilaite ei valttdmattd suoriudu kontrollien
maarityksestd yhta tehokkaasti, kuin maarityksesta kokoverimateriaalilla. Kontrollien
ammoniume-ionipitoisuus oli 40 pumol/l. Oli kuitenkin oletettavissa etta vieritestilaite ei
anna eri menetelmansa takia plasmanaytetta vastaavasta materiaalista samaa tulosta.
Mittaussarjojen tulosten keskiarvot vieritestilaitteella olivat 67—78 pmol/l valilla, eli
tasaisesti korkeampia kuin 40 pmol/l.

Vieritestilaitteen luotettavuutta seurattiin vieritestilaitteen omalla referenssiliuskalla,
josta saimmekin péaivittain 1&hes saman tuloksen (ks. taulukko 5), joka asettui hyvin

tavoitearvoihin (65—79 umol/l), eli vieritestilaite mittasi referenssiliuskat luotettavasti.

7.3 Laboratorioprosessin vaikutus ammonium-ionipitoisuuksiin

7.3.1 Prosessiajat kaikista naytteista

Laboratorioprosessissa kahden naytteen tulosten suositusaikojen ylitykset (10 ja 14
minuuttia), voivat vaikuttaa ammonium-ionipitoisuuteen, jolloin tulos olisi epaluotettava.
Minuutin, viiden tai kuuden minuutin verran suositusajan ylittdneet naytteet olivat kaikki
naytteita, jotka otetaan kevyen rasituksen vaiheessa, eli toisella naytteenottokerralla.
Nama ylitykset olivat melko pienia, joten ne eivat valttamatta vaikuta ammoniume-ioni
pitoisuuteen merkittavasti. Kaksi suurinta viivetta syntyi potilas 4:n naytteille nelja ja
kuusi, mitk& otetaan rasituksen jalkeen kahden minuutin valein. Potilas 4:ll& oli myods

eniten prosessiajan ylityksia muihin potilasnaytteisiin verrattuna. Myos kaikkien
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potilaiden kesken naytteiden prosessiajat vaihtelivat paljonkin keskenaan. Ajat

vaihtelivat aina noin 30 minuutista lahelle tuntiin.

Taytyy huomioida, ettd naytteen jd&dessa kiinni esimerkiksi tuloksen viitearvojen
ylityksen takia, saattaa nayte jddda jonoon vastaamattomana, ja vasta hoitajan sen
tarkistaessa ja vastatessa tulee vastausaika koneelle. Suositusajan ylittdvia naytteita
voi todellisuudessa olla siis vdhemman kuin viisi. Myds ne ajat, jotka ylittavat vain

hieman 60 minuuttia, voivat olla oikeasti analysoitu alle 60 minuutissa.

Prosessiaikojen vaihtelevuus johtunee suurimmaksi osaksi siitd, etta naytteita ei voida
spiroergometria  laktaattinayttein  —tutkimuksessa  vieda heti laboratorioon
analysoitavaksi, koska naytteitd otetaan toiseksi otetun naytteen jalkeen hyvin tiuhasti.
Naytteitd ei ehditd valttdméattad vieda sentrifugoitavaksi ennen muiden naytteiden
ottamista. Naytteet odottavat aluksi kuljetusta lajitteluun/automaatiolaboratorioon, jonka
jalkeen ne viedaan sentrifugoitavaksi. Sentrifugoitavana voi olla muitakin naytteita,
jolloin naytteet voivat joutua seisomaan tassdkin vaiheessa. Naytteitd ei mydskaan
valttamatta heti sentrifugoinnin jalkeen viedd analysoitavaksi, vaan ne voivat seista
sentrifugissa, tai lajittelun pdydalla. Naytteiden ottojarjestysta ei valttdmatta tarkasteta,
kun ne laitetaan analysoitavaksi, jolloin myohemmin otettu ndyte meneekin
analysoitavaksi ennen aikaisemmin otettua naytettd. Tallainen tilanne on voinut
tapahtua esimerkiksi taulukko 7 naytteiden 7 ja 8 prosessiaikojen kohdalla. Ero ei ole
kuitenkaan kovinkaan merkittdva. Kuitenkin joissakin tilanteissa naytteiden laitto
analysaattoriin  oikeassa jarjestyksessd voisi olla tarkeaa, jotta pysytaan

suositusajoissa.

Erot naytteiden prosessiajoissa voivat johtua siita, etta
lajittelussa/automaatiolaboratoriossa on ollut siina vaiheessa Kiire, kun naytteet on
tuotu laboratorioon. Naytteiden tuonnin aikana on voinut olla ihmisia tauolla, mika voi
tietenkin vaikuttaa naytteiden kulkuun laboratorioprosessissa, koska on vdhemmaén
tyontekijoitd. Viimeisend tutkimuspdivana sentrifugin parissa tydskenteli myo6s

perehdytettava tyontekija, miké saattoi vaikuttaa kasittelyaikoihin.

Kolme kappaletta suositusajan ylittavistd naytteista (n=5) on otettu kevyen rasituksen
vaiheessa. Otannan pienuuden takia on vaikea sanoa onko kyseesséa sattumaa vai ei.
Lisatutkimukset olisivat tarpeellisia, jos haluttaisiin selvittdad onko kyseessa sattuma, ja

missd vaiheessa kyseisid viiveita tapahtuu laboratorioprosessissa. Prosessiaikojen
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ylityksen syyna voi olla se, ettd naytettd ei ole ehditty viedad sentrifugoitavaksi heti,
vaan on jouduttu odottamaan muita naytteitd. Maksimirasituksessa otettavan naytteen
ottovaihe voi tulla hyvinkin nopeasti kevyen rasituksen naytteen jalkeen, jolloin
naytteita ei valttamatta ehditda vieda lajitteluun. Naytteet saadaan tallin vietya
aikaisintaan 10 minuutin rasituksen jalkeen, jolloin toisena otettu putki joutuu
seisomaan tassa vaiheessa jo ainakin yli 10 minuuttia. Toisaalta nayte voi seistd myos,
kuten edella jo mainittiin, odottaessa sentrifugiin menoa, sentrifugoinnin jalkeen, tai jos

sitd ei vieda heti analysoitavaksi.

Potilas 1:lla ei yksikd&n nayte ylittanyt 60 minuutin suositusaikaa. Potilas 2:n ja 3:n
naytteistd vain yhdet ylittivat suositusajan. Potilas 4:n naytteistd kolme yhdeksasta
ylittivat suositusajan. Potilas 4:n tuloksissa oli myds kaksi suurinta suositusajan
ylittavaa tulosta. Syitd tédhén voi olla monia. Kyseessa voi olla pelkka sattuma, koska
otanta on niin pieni, mutta aiheuttajana voi olla mika vain edellda mainituista
viivetekijoistd tai useampi ndista. Vaikka potilasnaytteiden prosessiajat vaihtelivat
melko paljon, olivat kaikkien potilaiden naytteiden prosessiaikojen kokonaiskeskiarvot
lahella toisiaan, mika kertoo siitd, ettd suurimmaksi osaksi naytteet kuitenkin
kasitellaan keskimaarin yhté nopeasti. Kokonaiskeskiarvojen avulla ei kuitenkaan voida
havaita naytteitd, jotka ylittdvat suositusajan, koska otannassa on myds hyvin pienia
aikoja. Prosessiaikojen vaihtelut on kuitenkin tarkeaa ottaa huomioon ja selvittdd, miksi

viivastymisia syntyy, seka voisiko niité jotenkin ehkaista?

7.3.2 Laboratorioprosessin seuranta vaihe vaiheelta

Naytteitd seurattiin tarkemmin jokaisen potilaan ensimmaisen ja viimeisen naytteen
kohdalla, milloin néytteet on voitu vieda heti sentrifugoitavaksi. Seurattujen naytteiden
kaikki kasittelyajat olivat suhteellisen nopeita ja naytteet analysoitiin suositusaikojen
puitteissa. Yhden naytteen kohdalla kiireiden takia jouduttiin jattamaan seuranta
kesken (potilas 4, nayte 9), eikd saatu tietdd milloin nayte meni analysaattorille.
Prosessiaikoja tarkasteltaessa taulukosta 11 huomataan, ettd ndyte on vastattu
kuitenkin 45 minuutissa, eli suositusaikojen sisalla. Keskiarvoja tarkasteltaessa
nayttaisi siltd, ettd eri naytteiden Kkasittelyvaiheiden ajat olivat jokaisen
laboratorioprosessin  vaiheessa nopeita. Ammonium-ionin  pitoisuus ei  pitaisi
suositusaikojen sisadlla muuttua merkitsevasti, joten ammonium-ionin tulokset ovat

tassé seurannassa sen perusteella luotettavia.
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Tyontekijat tyoskentelivat jokaisessa prosessin vaiheessa asiantuntevasti ja ohjeita
noudattaen. Naytteet otettiin spiroergometriassa oikeaoppisesi, ja ammonium-
ioniputkia kasiteltin ennen naytteenottoa ja sen jalkeen ohjeiden mukaisesti. Taysin
luotettavasti ei voida vetada johtopaatosta, ettd naytteet kulkevat viiveettd jokaisen
laboratorioprosessin vaiheen lapi, tai ettd viivetta eri vaiheissa syntyy vain muutamia
kertoja, koska otanta on tassa tutkimuksessa pieni. Myoskaan ei voida tietdd, onko
naytteen vastaamisessa vain kestanyt pitempaan, mika olisi aiheuttanut tuloksiin
kyseiset viiveet. Tarvittaisiin suurempi otanta, jotta voitaisiin sanoa varmaksi, tuleeko
viiveitd, ja jos tulee, vaikuttaako se tulosten luotettavuuteen. Kun nyt tiedetdén
suunnilleen, milloin suurimmat prosessiajat syntyvat, voitaisiin mahdollisesti tehda

tutkimus, mika painottaa naiden naytteiden tarkkaan seurantaan.

7.4 Kokoveren sailyvyystutkimus

Kokoveren ammoniume-ionin sailyvyystutkimus tehtiin veritestilaitteella, koska laite
analysoi naytteet kokoverend, jolloin tulos saadaan nopeammin ja seisotusajat ovat
tarkasti tiedossa. Cobas Integralla olisi pitdnyt naytteitd aluksi seisottaa, jonka jalkeen
nayte olisi sentrifugoitu ja vasta sitten viety analysoitavaksi. Sentrifugointi kestda 10
minuuttia ja analysaattorille vienti vie myos hieman aikaa. Analysaattorilla voi olla myds
muiden naytteiden ajo kesken, milloin ndyte joutuisi seisomaan kauemmin. N&ama asiat
voisivat vaikuttaa ammonium-ionipitoisuuteen, joten ajateltiin, etta vieritestilaitteella

saataisiin tulos luotettavammin.

Yhdelle seisotusnaytteelle oli varattu yksi Eppendorf-putki, eli jokaiselle
seisotusvaiheelle ei ollut omaa putkea. Tama on kuitenkin suuri luotettavuuteen
vaikuttava tekija, jota ei valitettavasti tiukan aikataulun aikana ehditty tarkemmin ottaa
huomioon. Yhden Eppendorf-putken korkkia jouduttin avaamaan monta kertaa
(ilmakontaminaatio), pipetoimaan useasti, ja putken lampétilaa muuttamaan, mitka
varmasti ovat vaikuttaneet jo muutenkin ep&stabiilin ammonium-ionin pitoisuuksiin.
Luotettavuuteen vaikuttivat myds vieritestilaitteen sarjan sisdisesta ja sarjojen valisesta
toistettavuudesta saadut tulokset, mitka eivat tutkimuksen mukaan tayttaneet
HUSLABIN laatutavoitteita. Nama molemmat virhelahteet yhdessa aiheuttavat sen, etta
tulokset ovat hyvinkin epéluotettavia eika voida sanoa luotettavasti sailyvatkd naytteet

kokoverenda pidempaan kuin 15 minuuttia.
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Kokoveren sailyvyystutkimuksen tulokset ovat né&htdvissa taulukossa 13 ja
seisotusnaytteiden muutos nollanéytteeseen verrattuna on eroteltu liitteessa 2. Taytyy
kuitenkin huomioida, etta tulokset eivat ole luotettavia. Luotettavuuden parantamiseen
olisi auttanut toisenlainen tutkimusasetelma ja esitutkimus, sek&a runsaampi harjoittelu,

mutta kiireen takia nain ei valitettavasti toimittu.

Tulosten vaihtelussa tulee my6s muistaa ottaa huomioon, ettd ammonium-ioni on
itsessdan hyvinkin epastabiili, jopa eroteltuna. Se kaasuuntuu helposti, jolloin putkea
avattaessa ammoniakkia "pakenee" ilmaan, ja toisaalta kokoveressa tapahtuu
jatkuvasti deaminaatiota, miké lisdd ammonium-ionipitoisuutta naytteessa (Piirila 2012;
Uotila 2006: 110). Tulosten erot voivat johtua myds siitd, ettd vieritestilaitteen
mittaustarkkuus voi olla puutteellinen sen heikon sarjan sisdisen ja sarjojen valisen

toistettavuuden takia.

Naytteiden pitoisuudet ovat yleensa yhtenevid niiden nollandytteiden kanssa
ensimmaisten seisotusten (15 min.) kohdalla, mutta sitten naytteiden tuloksilla esiintyy
pitoisuusvaihteluita. Osa seisotusmittauksista oli kuitenkin jopa tunnin jalkeen lahella
nollanaytteen tulosta. Pitoisuusvaihtelut voivat johtua edelld mainituista naytteiden
vaaranlaisista kasittelyistd, tai vieritestilaitteen sarjan sisdisesta ja sarjojen vélisesta
toistettavuudesta. Tietenkin myds molemmat tekijat voivat vaikuttaa tuloksiin, jonka

takia taméan tutkimuksen perusteella ei voida arvioida sailyvyytta.

Korkeiden pitoisuuksien kohdalla oli tdssa otannassa selvasti enemman vaihtelua
tulosten kohdalla, kuin matalissa pitoisuuksissa. Valitettavasti matalia pitoisuuksia oli
tassa sailyvyystutkimuksessa kuitenkin vain kahdessa potilasnaytteessa, ja otanta
muutenkin pieni (n=5). Ei siis juurikaan voida paatella, ovatko matalat ammonium-
ionipitoisuudet stabiilimpia kokoveressa kuin suuret pitoisuudet. Asiaa tulisi tutkia
tarkemmin, jotta voitaisiin varmistaa oliko asialla yhteytta, ja jos oli, niin mista kyseinen

asia johtuu.

Sailyvyytta olisi hyva tutkia myds niin, ettd ndyte olisi stabiilimmassa tilassa koko
tutkimuksen ajan. Yhdestad putkesta tulisi talloin esimerkiksi pipetoida naytettd vain
kerran, jotta naytteeseen ei tulisi mahdollisesti ilmasta ammoniakkia, eikd ammonium-
ioni kaasuuntuisi, jolloin nayteputken avaaminen saattaa haihduttaa ammonium-ionia
huoneilmaan.  Huoneenlampodisessd  kokoveressa tapahtuu  ammonium-ionin

deaminaatiota herkemmin kuin kylmassa, jolloin pitoisuus saattaa muuttua, kun
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naytettd lammitetaan. (Uotila 2006: 110). Jos putkia olisi jokaiselle seisotusajalle
omansa, naytetta ei tarvitsisi ottaa pois jaista ja lammittaa useampaan kertaan eika
naytteen putkea tarvitsisi availla. Olosuhteiden stabiloiminen olisi siis ensiarvoisen
tarkedd, jos ammonium-ionin sailyvyyttd halutaan tutkia tarkemmin. Taman
tutkimuksen perusteella voidaan vain sanoa, ettd ammonium-ioni on lilan epé&stabiili
talla tavoin toteutetun tutkimuksen suorittamiseen. Tutkimuksen virhetekijdiden ja
vieritestilaitteen heikon sarjan sisédisen ja sarjojen valisen toistettavuuden takia tuloksia

ei voida pitaa luotettavina.

8 Pohdinta

Opinndytetydssa toteutettiin laitevertailu PocketChem™Ba 4430 -vieritestilaitteen ja
Cobas Integra 400 plus -analysaattorin valilla. Laitevertailussa laitteiden tulosten
vdliseksi erotusprosentiksi saatin 10 %. HUSLABIn ohjeistuksen mukaan
erotusprosentti on lilan suuri kliinisté kayttoa ajatellen, jotta vieritestilaite olisi tarpeeksi
luotettava. Erotusprosentin pitéisi olla 8 % tai alle, jonka se tédssa laitevertailussa
kuitenkin ylittaa, eli laitteiden tulosten valilla oli selke& tasoero. Tulokset erosivat
toisistaan padosin sitd enemman, mitd suurempi ammonium-ionin pitoisuus oli.
Tulokset olivat lahempana toisiaan, kun ammonium-ionipitoisuudet olivat matalia.
Opinnaytetydmme otos oli kuitenkin pieni ja tutkimukseen liittyi monia mahdollisesti
tulosten luotettavuuteen vaikuttavia osatekijoita, joten erilaisella jarjestelyllda ja
valmistautumisella tasoero olisi voinut olla matalampi. Eri tutkimuskohteisiin liittyvia

tulosten luotettavuuteen vaikuttavia tekijoitéa on kasitelty tarkemmin luvussa 7.

Seurasimme kahdeksaa naytettd vaihe vaiheelta laboratorioprosessissa, ja ainoastaan
yhden naytteen kohdalla nayte seisoi sentrifugoituna pdydalla pidemman aikaa (>40
min.). Nayte analysoitiin silti suositusajan sisalla, joten pidemman seisomisen ei pitisi
vaikuttaa ammonium-ioni naytteen tulokseen, silla nayte oli seisomisvaiheessa jo
sentrifugoitu. Laboratorioprosessissa ei naiden kahdeksan tarkemmin seuratun
naytteen kohdalla tapahtunut kasittelyvirheitd tai viiveita, jotka olisivat vaikuttaneet
negatiivisesti tulosten luotettavuuteen, ja kaikki kahdeksan naytetta analysoitiin

suositusajan mukaisesti.

Suurin - osa kaikista laboratorioprosessitutkimuksen naytteistd (n=36) kulki

laboratorioprosessin lapi suositusajan (60 min.) sisélla. Viiden naytteen kohdalla
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suositusaika ylittyi. Enimmilladn tama ylitysaika oli 14 minuuttia, mik&d on saattanut
vaikuttaa ammonium-ionipitoisuuteen. Suurimmalta osin tass& otoksessa naytteet
analysoitiin ~ kuitenkin  suositusaikojen  sisalla, mik& viittaisi siihen etta
laboratorioprosessi sujuisi  yleisesti ottaen suositusaikojen mukaan, eikd siten

vaikuttaisi merkittéavasti tuloksiin ja heikentaisi tulosten luotettavuutta.

Kliinisen fysiologian laboratorion toivomana laboratorioprosessin tutkimusasetelmana
olisi ollut kayttad PocketChem'™Ba 4430 -vieritestilaitetta mittaamaan ammonium-
ionipitoisuuden lahtétilanne heti naytteenoton jalkeen, ja sen jalkeen tarkastella
muuttuuko pitoisuus naytteessa, joka kulkee laboratorioprosessin lapi Cobas Integra

400 plus -analysaattorille.

Tutkimustuloksistamme kuitenkin nahdaan, ettad PocketChem™Ba 4430 -vieritestilaite
ei ole sarjan sisdiselta toistettavuudeltaan eika sarjojen vdliselta toistettavuudeltaan
tarpeeksi luotettava, jotta sen antamia tuloksia voitaisiin mielekkaasti tulkita talla tavoin.
Variaatiokerrointa laskiessa saimme sarjan sisdisen toistettavuuden
variaatiokertoimeksi kaikkien vieritestilaitteen rinnakkaisten naytteiden kohdalle 16 %,
mika ei riita tayttamaan HUSLABIn laatutavoitteita. Sarjojen valisen toistettavuuden
variaatiokerroin oli 5 %, mikd ei myoskaan taytda HUSLABIn laatutavoitteita, koska
vieritestilaitteen tulokset olivat yli 50 pumol/l ja prosenttiarvo oli liian suuri. Taman takia
alkuperaisen tutkimuskysymyksen selvittdmiseksi kaytettin muita keinoja, el
prosessiaikojen seurantaa tarkemmalla otoksella ja kaikkien naytteiden prosessiaikojen

selvittdmista.

Vieritestilaitteella tehtiin my6s sailyvyystutkimusta, jolla selvitettiin kuinka ammonium-
ionindyte sailyy kokoverinaytteessa. Viiden naytteen tutkimustuloksiksi saatiin, etta
ammonium-ionipitoisuus sailyisi kokoveressa suunnilleen samalla tasolla, vaikka
naytetta ei sentrifugoitaisi 15 minuutissa. Pitoisuus sailyi lahes samana neljan naytteen
kohdalla ainakin 30 minuuttiin asti. Sailyvyystutkimuksen luotettavuutta kuitenkin
heikentaa se, ettd vieritestilaitteen suhteellisen heikon sarjan siséisen ja sarjojen
valisen toistettavuuden takia naytteiden tulosten valilla on voinut olla suurta hajontaa,
ja tulokset ovat saattaneet tasta syystd heitelld. Liséksi sailyvyystutkimuksessa oli
monia virheldhteitd, joita on kasitelty luvussa 7.4. Naiden tekijoiden perusteella

kokoveren sailyvyystutkimuksen tuloksista ei voida vetaa luotettavia johtopaatoksia.
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Tutkimuksemme ei aiheuttanut vapaaehtoisille verrokeille ylim&&raisia toimenpiteita,
koska tutkittavat ammonium-ionindytteet otettiin samalla kertaa kuin kaikki muutkin
naytteet. Tydssé kuitenkin piti ottaa huomioon verrokkien yksityisyyssuoja, ja taman
takia heidan nimidan, henkilétunnuksiaan tai mitddn muitakaan tietoja mista heidat
voitaisiin - mahdollisesti tunnistaa kirjattu ylés missdan vaiheessa tutkimusta.
Verrokeista kaytettiin nimityksia potilas 1, potilas 2, potilas 3 ja potilas 4. Putkissa oli
viivakooditarrat, joissa oli verrokkien tietoja, mutta putket havitettiin paivan loputtua
tietosuojattuun biojatteeseen. Putket oli eroteltu numeroilla 1-9, mitkd kertovat
naytteenottojarjestyksen ja missa vaiheessa nayte on otettu. Naytteitd kasiteltiin koko
tutkimuksen ajan luottamuksellisesti ja kunnioittavasti. Yksityisyyssuoja koskee
verrokkien lisdksi my@s tydelaman tietoja, joita ei saa luovuttaa eteenpain. Selvitimme
ensin tydelamalta, mita lahteitd voimme kayttda tydssdamme ja mitkd asiat ovat salassa

pidettavia.

Pyrimme opinnaytetyéssdmme tuottamaan mahdollisimman luotettavia tuloksia, jotka
palvelisivat mahdollisimman hyvin tybelamaé. Vakioimme laitteen aina ennen oikeiden
naytteiden analysointia, ja sovimme, miten suoritamme eri vaiheet, jotta jokainen vaihe
olisi suoritettu samalla tavalla kuin aikaisemmat. Tutkimuksen aikana emme
esimerkiksi vaihtaneet kertaakaan pipettia toiseen, ja kdytimme saman LOT-numeron
omaavia valineita, jotta valtyttdisiin sitd kautta aiheuttamasta virheellisia tuloksia.
Vieritestilaite puhdistettin ohjeiden mukaan aina paivittdin viimeisen naytteen
analysoinnin jalkeen. Vieritestilaitteen kayton harjoittelu jai kuitenkin melko vahaiseksi,

mika saattoi osaltaan vaikuttaa saatuihin tuloksiin.

Sen, ettd meitd oli kaksi suorittamassa tutkimusta, ei pitdisi vaikuttaa tulosten
luotettavuuteen merkittavasti, silla tydelamassakin usean eri tydntekijan tulee voida
kayttaa vieritestilaitetta. Kuitenkin se, etta meille molemmille vieritestilaite oli ennalta
tuntematon, on voinut vaikuttaa muun muassa pipetointitarkkuuteen. Liséksi
tutkimustilanteessa ollut kiire on voinut vaikuttaa tydskentelyn tarkkuuteen. Jos
vieritestilaitetta  haluttaisiin ~ kayttdd spiroergometriatutkimuksessa ammonium-
ionimaarityksiin, ei vastaavaa kiirettd analysoinnissa kuitenkaan valttamatta olisi, silla
silloin ei tarvitsisi tehda rinnakkaisia nayteanalysointeja. Talldin kuitenkin tarvittaisiin
yksi ylimaardinen hoitaja analysoimaan naytteet vieritestilaitteella. Vieritestilaite on
kokemuksemme mukaan Kkuitenkin suhteellisen helppokayttdinen, joten perehdytys

laitteen kayttdon olisi nopeaa.
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Jokaiseen otantatutkimukseen sisaltyy virhemahdollisuus, jonka riski on sitd suurempi,
mitd pienempi otos on kyseessd. Taman takia otoskoko pyritédn saada
mahdollisimman suureksi, mutta suuren otoksen poimimisen esteena ovat usein
esimerkiksi aika, hallittavuus ja kustannukset. (Holopainen — Pulkkinen 2008: 38.)
Opinnaytetydomme tutkimusotanta olisi voinut olla suurempi, jolloin tulokset olisivat
olleet myds luotettavampia. Spiroergometria laktaattinayttein —tutkimus on kuitenkin

harvinainen, joten on vaikeaa kerata suurta tulosmateriaalia.

Jatkotutkimusehdotuksena vieritestilaitteeseen liittyen olisi hyva testata onko tuloksilla
eroavaisuutta, mikali ammonium-ioninayte otetaan joko pipetilla tai kapillaarilla.
Vieritestilaitteen testiliuskojen mukana tuli kapillaareja, joita tutkimuksessa voisi
kayttaa. Samalla voisi myoOs tutkia onko tuloksilla eroa luotettavuuden kannalta, jos
naytteet otetaan ihopistosnaytteena kapillaarilla tai jos nayte otetaan verinayteputkeen
laskimoverikokeena. Vieritestilaitteen sisaistd toistettavuutta voisi myo6s tutkia
suuremmalla naytemdaaralla. Lisaksi ammonium-ionin sailyvyytta kokoveressa voisi

tutkia suuremmalla naytemaaralla.

Laboratorioprosessiin liittyen tutkimuksia voisi jatkaa niin, ettd ammonium-ioninaytteita
otetaan kerralla useampi, joista yksi menee normaalisti laboratorioprosessin lapi,
toinen nayte kulkisi analysointiin niin nopeasti kuin mahdollista (esimerkiksi
opinnaytetyontekijan toimesta) ja loppujen naytteiden kohdalla naytteet seisoisivat
tarkoituksella yli suositusaikojen. Nain saataisiin luotettavampaa tietoa, miten
laboratorioprosessissa tapahtuvat viiveet voivat vaikuttaa naytteen tulosten
luotettavuuteen. Kaikki naytteet siis analysoitaisin samalla analysaattorilla.
Tutkimusehdotuksena on myds selvittdd, kuinka eri tekijat vaikuttavat naytteen
ammonium-ionipitoisuuteen. Tutkimus voidaan suorittaa esimerkiksi tekemalla sarjoja

selkeasti ilmakontaminoiduilla tai vaarassa lampdtilassa sailytetyilla naytteilla.
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Tulosten seurantataulukot

Prosessin aikaseuranta
Potilas X

ANALYSAATTORI

Nayte viety
Nayte | Nayte tuotu Nayte analysaattor | Kommentit/huomautuk
otettu | laboratorioon | sentrifugoitu iin set

Potilasn
umero Klo Klo Klo Klo

1
Lepo

1
30 min
jalkeen

2
Lepo

2
30 min
jalkeen

3
Lepo

3
30 min
jalkeen

4
Lepo

4
30 min
jalkeen
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Naytteen analysointi vieritestilaitteella
Potilas X

Vieritestilaitemittaukset

Naytteen Nayte Nayte
Nayte | analysointi | analysoit | seison | Tulos | Kommentit/huomautuk
Nayte | otettu aloitettu u ut set

esim. Nayte ei tullut
numero Klo Klo Klo Klo hyvin, hemolysoitunut

1

1.
rinnakkai
nen

2

2.
rinnakkai
nen

3

3.
rinnakkai
nen

4,
rinnakkai
nen
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Nayte

numero

Nayte
otettu

Naytteen
analysointi
aloitettu

Nayte
analysoit
u

Nayte
seison
ut

Tulos

Kommentit/huomautukset

Klo

Klo

Klo

Klo

esim. Nayte ei tullut hyvin

5

5.
Rinnakka
inen

6

0.
Rinnakka
inen

7

7.
Rinnakka
inen

8.
Rinnakka
inen

9.
Rinnakka
inen




Naytteen analysointi vieritestilaitteella

Referenssit ja kontrollit
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Kontrollit ja referenssi

1. tulos

Rinnakkaistulos

Kommentit/huomautukset

Referenssi

Kontrolli aamupadiva

Kontrolli aamupaiva
rinnakkainen

Kontrolli iltapdiva

Kontrolli iltapaiva
rinnakkainen




Naytteen analysointi vieritestilaitteella

Potilas X
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Seisotus aika

7 tulos

Analysointi aika

9 tulos

Analysointi aika

Seisotus 15 min

15 min
rinnakkainen

Seisotus 30 min

30 min
rinnakkainen

Seisotus 45min

45 min
rinnakkainen

Seisotus 1h

1h rinnakkainen

Seisotus 1h 15
min

1h 15 min
rinnakkainen

Seisotus 1h 30
min

1h 30 min
rinnakkainen




Ammonium-ionindytteiden pitoisuusmuutokset seisotusten aikana

Tulosten yksikkdina kaytetty pmol/l.

Potilas 2 Muutos
Seisotus | nayte 9 nollandytteeseen
Nollanayte | 31 =
15 31 0
30 37 -6
45 34 -3
1lh 48 -17
1h 15 min |41 -10
1h 30 min |39 -8
Potilas 3 Muutos
Seisotus | nayte 7 nollanaytteeseen
Nollanayte | 48 -
15 54 -6
30 51 -3
45 60 -12
1lh 49 -1
1h 15 min |63 -15
1h 30 min |52 -4
Potilas 3 Muutos
Seisotus | nayte 9 nollanaytteeseen
Nollanayte | 29 -
15 28 1
30 24 5
45 30 -1
1h 28 1
1h 15 min |29 0
1h 30 min |34 -5
Potilas 4 Muutos
Seisotus | nayte 7 nollanaytteeseen
Nollanayte | 40 -
15 26 14
30 30 10
45 31 9
1lh 23 17
1h 15 min |23 17
1h 30 min |32 8
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Potilas 4 Muutos

Seisotus nayte 9 nollanaytteeseen
Nollanayte | 8 -

15 8 0

30 7 1

45 11 -3

1h 16 -8

1h 15 min |16 -8

1h 30 min |10 -2
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Sarjan sisaisen toistettavuuden tulokset

Tulosten yksikkdina kaytetty pmol/l.

Nollanayte | Rinnakkainen | Keskiarvo | Erotus
14 17 16 -3,0
17 14 16 3,0
23 25 24 -2,0
27 28 28 -1,0
39 41 40 -2,0
38 38 38 0,0
24 28 26 -4,0
18 23 21 -5,0
16 20 18 -4,0
28 31 30 -3,0
21 28 25 -7,0
29 23 26 6,0
18 16 17 2,0
16 15 16 1,0
15 17 16 -2,0
54 49 52 5,0
51 46 49 5,0
60 49 55 11,0
49 67 58 -18,0
63 49 56 14,0
52 58 55 -6,0
28 26 27 2,0
24 23 24 1,0
30 30 30 0,0
28 31 30 -3,0
29 32 31 -3,0
34 25 30 9,0
30 26 28 4,0
31 32 32 -1,0
23 32 28 -9,0
23 38 31 -15,0
32 30 31 2,0
8 10 9 -2,0
7 11 9 -4,0
11 12 12 -1,0
16 14 15 2,0
16 9 13 7,0
10 12 11 -2,0
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Laitevertailun tulokset

Tulosten yksikkdina kaytetty pmol/l.

Nayte no. | Cobas Integra | PocketChem | Keskiarvo | Erotus | Erotusprosentti
1 10 14 12 4 40
2 15 17 16 2 13
3 23 23 23 0 0
4 35 27 31 -8 23
5 46 39 43 -7 15
6 28 38 33 10 36
7 29 24 27 -5 17
8 12 18 15 6 50
9 10 16 13 6 60
1 26 28 27 2 8
2 15 20 18 5 33
3 47 34 41 -13 28
4 77 59 68 -18 23
5 78 57 68 -21 27
6 82 75 79 -7 9
7 53 53 53 0 0
8 45 45 45 0 0
9 34 31 33 -3 9
1 37 28 33 -9 24
2 33 21 27 -12 36
3 44 20 32 -24 55
4 77 53 65 -24 31
5 86 54 70 -32 37
6 74 51 63 -23 31
7 70 48 59 -22 31
8 42 31 37 -11 26
9 35 29 32 -6 17
1 17 18 18 1 6
2 19 16 18 -3 16
3 28 15 22 -13 46
4 47 33 40 -14 30
5 56 42 49 -14 25
6 37 30 34 -7 19
7 39 40 40 1 3
8 22 22 22 0 0
9 15 8 12 -7 47
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Laitevertailun tulosten erotukset (umol/l) ja erotusprosentit.

Erotus (umol/l)
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