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Suolistoalueen inflammatoriset tulehdukset ovat yleisia vaestossamme. Tulehduksellisia
suolistosairauksia ovat haavainen paksusuolitulehdus ja Crohnin tauti. Naiden tautien oi-
reet ovat hyvin samanlaisia, joten niiden tarkka diagnosointi on haastavaa ja vaatii usein
invasiivisia toimenpiteitd, kuten mahasuolikanavan ja paksusuolen tahystyksia seka koe-
palojen ottoa. Tutkimukset ovat osoittaneet, etté suolistoalueella elimiston puolustussolu-
jen eli valkosolujen erittama kalprotektiini proteiinin pitoisuus korreloi hyvin suoliston tuleh-
dustiloihin. Tasta johtuen ulosteen kalprotektiinipitoisuuden laboratorioméaaritysta voidaan
kayttaa terveydenhuollossa sekd diagnostiikkaan etta hoitovasteen arviointiin. Ulosteen
kalprotektiini maaritetaan entsyymi-immunologisella menetelmalla.

Opinnaytetydmme tarkoituksena oli validoida ulosteen kalprotektiinin maaritys (F —Calpro
4803) VITA Terveyspalvelut OY VITA Laboratorion kayttéén RIDASCREEN® Calprotectin
-testilld Bio-Radin Evolis Twin Plus System -laitetta hyddyntaen.

Toteutimme menetelmévalidoinnin, jonka referenssiarvoina kdytimme LADR GmbH-Labor
Dr Kramer & Kollagen samalla menetelmalla jo tutkittuja naytteitd (n=67). Naiden lisaksi
tutkimuksissa oli mukana ulkoisia laaduntarkkailunaytteitda. Tutkimme tydssamme mene-
telmén oikeellisuutta, uusittavuutta, lineaarisuutta sekéa esikasittelyn vaikutusta tuloksiin.

Taman validoinnin tulokset osoittavat, ettd kalprotektiinin mittausarvot poikkeavat refe-
renssiarvoistaan, joten ndma maaritystulokset eivat ole riittdvat vaan vaativat edelleen
jatkotutkimuksia. Tutkituista parametreista sarjojen sisdinen ja vélinen toistettavuus, seka
lineaarisuus tayttaa vaaditut ominaisuudet, mutta esikasittelyvaiheen virhemahdollisuuksi-
en minimointiin tulisi tdman tutkimuksen perusteella kiinnittda erityistd huomiota.

Avainsanat validointi, ulosteen kalprotektiini, ELISA-menetelema,
RIDASCREEN® Calprotectin, Evolis Twin Plus System
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Inflammatory bowel area infections are common in Finland. Inflammatory bowel diseases
are ulcerative colitis and Crohn's disease. Symptoms of these diseases are very similar
and the specificity of the diagnosis is challenging and it often requires invasive examina-
tion, such as gastrointestinal and colonic endoscopies and biopsy sampling. Previous stud-
ies have shown that in the intestinal tract of the body's defence cells, white blood cells’
secreting the protein called calprotectin and its concentration correlates well with intestinal
inflammatory conditions. As a result, faecal calprotectin concentration assay may be used
for diagnostic and for the assessment of treatment response. Faecal calprotectin is defined
by using the enzyme immunoassay method.

The purpose of our study was to validate faecal calprotectin (F —Calpro 4803) for VITA
Health Services VITA Laboratory with RIDASCREEN® Calprotectin test using Bio-Rad
Evolis Twin Plus System equipment.

We carried out the reference method for validation, where we used as reference values
from the same method already investigated samples (n = 67) by LADR GmbH-Labor Dr
Kramer & Kollagen. In addition, we used the external quality control samples. We studied
the correctness, reproducibility, linearity and pre-treatment effect on the results of the
method.

Here we show that the calprotectin results got from the validation analysis differ from the
values of the reference laboratory indicating that these results were not adequate and fur-
ther studies are needed. Of the studied parameters, the reproducibility and the linearity
met the required values. However, more attention should be paid to minimizing the errors
caused by pre-treatment phase.

Keywords Validate, faecal calprotectin, enzyme immunoassay,
RIDASCREEN® Calprotectin, Evolis Twin Plus System
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1 Johdanto

Tulehdukselliset suolistosairaudet eli Crohnin tauti ja haavainen paksusuolitulehdus eli
haavainen koliitti ovat yleisid vaestéssamme. Naihin sairauksiin sairastuu Suomessa
useita henkil6ita joka vuosi ja suolistosairauksien esiintyvyys on jatkuvasti kasvussa.
Chronin tautia ja haavaista koliittia todetaan yleisimmin nuorilla aikuisilla, mutta niita voi
esiintya kaiken ikaisilla. Oireet eri suolistosairauksissa ovat hyvin samanlaisia, joten
sairauksien tarkka diagnosointi on haastavaa. Tutkimukset ovat osoittaneet, etta val-
kosolujen erittdma kalprotektiini suolistoalueella korreloi hyvin naihin sairauksiin ja
kalprotektiini voidaan maarittd& suoraan ulosteesta entsyymi-immunologisella laborato-
riom&arityksella. N&in ollen kalprotektiinin laboratoriom&aritys voi vahentaa usein vaa-

dittavia invasiivisia tutkimuksia, kuten gastro- ja kolonoskopioita.

Opinnaytetydomme tarkoituksena on validoida ulosteen kalprotektiinin maaritys (F —
Calpro 4803) VITA Terveyspalvelut OY VITA Laboratorion kayttéon Bio-Radin Evolis
Twin Plus System -laitetta hyodyntaen. Laite nopeuttaa maaritysten tekoa ja vahentaa
menetelman vaatimaa kasityota. Nain ollen diagnostisten naytteiden tulokset ovat no-

peammin saatavilla.

Maaritys on tahan saakka tehty VITA Laboratorion yhteistyd laboratoriossa LADR
GmbH-Labor Dr Kramer & Kollagen:lla Saksassa. Naytemaarien lisdantymisen vuoksi

se tehdaan jatkossa VITA Laboratoriossa itse.

Opinnaytetydémme koostuu validointiprosessista alkaen naytteen kasittelysta loppuen
tulosten raportointiin. Validointiprosessiin kuuluu suunniteltu mittausten sarja joiden
tuloksia verrataan kesken&an seka referenssimenetelman tuloksiin. Naytemateriaalina
meill& on VITA Laboratorion valmiiksi ker&dmia ulostenaytteitd, mitk& ovat aiemmin
maaritetty referenssilaboratoriossa Kramerilla. Tuloksia kasittelemme tilastollisin mene-
telmin ja arvioimme tulosten luotettavuutta laatuvaatimusten mukaisesti. Opinnayte-
tydmme antaa myods arvokasta tietoa VITA Laboratoriolle laitteen kaytettavyydesta,

mika edesauttaa maarityksen kayttoonottoa.



2 Ulosteen kalprotektiini

Ulosteen kalprotektiinipitoisuuuden laboratorioméaaritystd kaytetdén tulehduksellisten
suolistosairauksien diagnostiikassa, aktiivisuuden arvioinnissa, hoidon seurannassa,
sekad pahenemisvaiheen ennustamisessa. Kalprotektiini on herkka tulehduksen osoitta-
ja koko ruoansulatuskanavan alueella, mutta se ei ole tarkka tietylle suolistosairaudel-
le.( Sipponen - Kolho 2011:2632.) Kalprotektiinin mittaaminen kroonisissa tulehduksel-
lisissa suolistosairauksissa auttaa sairauden arvioinnissa, seka saastaa potilasta eli-
miston sisdan tunkeutuvilta tutkimuksilta ja toimenpiteiltd, kuten kolonoskopialta
(vanRheenen — Van de Vijver — Fidler 2010:1). Ulostendyte on helppo ottaa ja sailyvyy-
tensé vuoksi se on hyva naytemateriaali kyseiseen laboratoriomééritykseen (Sipponen
- Kolho 2011:2631).

Elimistébn immuunipuolustuksessa on osallisena useita eri solutyyppeja, joista leu-
kosyytit eli valkosolut ovat tarkeimpia. Valkosoluja ovat mm. neutrofiiliset valkosolut,
monosyytit ja makrofagit. Kalprotektiini on erityisesti neutrofiilisista granulosyyteista,
mutta my6s monosyyteista vapautuva proteiini, joka sitoo kalsiumia ja sinkkia ja sen on
osoitettu korreloivan mm. suolistoalueen tulehduksiin.(Sipponen - Kolho 2011:2631.)
Kalsiumiin sitoutumiskykynsa vuoksi se pysyy ulosteessa tasaisena eika hajoa lammon

ja entsyymien proteiineja hajottavasta vaikutuksesta (Rgseth 2003: 607 - 608).

60 % neutrofiilien sytoplasman proteiineista on kalprotektiinia, joka vapautuu neutrofii-
liaktivaation my6ta, jolloin se on mitattavissa plasmasta, nievelnesteesta, syljesta, sel-
kaydinnesteesta, virtsasta ja ulosteesta. Kalprotektiinin biologisia tehtavia ei taysin tun-
neta, mutta silla on monia immunoregulatorisia tehtavia ja sita kutsutaan mm. antimik-
robiseksi proteiiniksi. (Sipponen - Kolho 2011.) Oletetaan, etté se suojaa soluja leuko-
syyttien ja bakteerien proteiineja hajottavalta vaikutukselta (RIDASCREEN® Calprotec-
tin 2011:2). Ulosteessa kalprotektiinin maara on noin kuusinkertainen verrattuna plas-
man kalprotektiinipitoisuuteen. Tasta syysta se on parhaiten mitattavissa juuri ulostees-
ta.(Sipponen - Kolho 2011:2631.)



2.1 Tulehdukselliset suolistosairaudet

Tulehduksellisia suolistosairauksia ovat haavainen paksusuolitulehdus ja Crohnin tauti.
Naiden tautien syntyperda ei tarkkaan tiedeta ja on arveltu, etta aiheuttajia voisi olla
useampiakin. (Niemela — Jarvinen — Aitola 2007:466.) Keskeisimpia tekijoita tautien
synnylle on kuitenkin suoliston limakalvon immunologisen sietokyvyn muutos, jonka
katsotaan olevan osittain geneettista (Farkkila 2006:69). Kaikille taudeille on tavan-
omaista vaihteleva taudinkuva eri ihmisilla. Syitd on tutkittu geneettisten tekijdiden li-
saksi mm. ymparistotekijoista, psykologisista tekijoistd, infektioista sekd immuniteetin

saatelysta, mutta mitddn erityista syyta ei ole l16ydetty. (Niemela ym. 2007:467.)

Tutkimusten mukaan ymparistotekijoista tupakan, tulehduskipulaakkeiden tai ehkaisy-
tablettien kayttd nostaa riskia sairastua tulehdukselliseen suolistosairauteen, kun taas
umpilisdkkeen poisto vahentaa sitd. Psykososiaalisilla tekijoilla ei nayttaisi olevan
osuutta taudin syntyyn, mutta immunologisilla ja geneettisilla tekij6illa on selva yhteys.
Tulehduksellisiin suolistosairauksiin sairastuneilla suolen limakalvojen immunologisissa
reaktioissa on todettu poikkeavuuksia. On mahdollista, ettd puutteellinen tulehduksen
vaimentuminen johtaisi krooniseen tulehdukseen. Erityisesti tulehdusreaktion séaatelyn
T-auttaja-1-solujen sytokiinit eli solujen valisen viestinndn valittajaaineet ovat keskeisia
Crohnin taudin synnysséa ja T-auttaja — 2-solun sytokiinit haavaisen paksusuolituleh-

duksen synnyssa. (Niemeld ym. 2007: 467 - 468.)

Suomessa Crohnin tautiin sairastuu vuosittain 400 henkilda. Kaikista tautia sairastavis-
ta noin 70 %:lla on taudissaan aktiivisia vaiheita ja vaiheita, jolloin tauti on vdhemman
aktiivinen. (Tarnanen — Jussila — Vuorio 2011). Haavainen paksusuolen tulehdus alkaa
usein 20-35-vuotiaana ja sitad sairastaa Suomessa noin 5 henkiléa tuhannesta (Musta-
joki 2012). Luku on yksi maailman korkeimpia ja sairautta esiintyy erityisesti nuorilla
miehilla (Suolistosairaudet yleistyvat 2010). Tuore Kela-aineisto osoittaa, ettd vaikka
tulehdukselliset suolistosairaudet eivat ole yleisid, ndiden sairauksien maarat ovat li-
saantyneet Suomessa 2000-luvulla noin 6 % joka vuosi (Suolistosairaudet yleistyvat
2010).

Tarkastelemme tassa tydssa Crohnin taudin ja haavaisen paksusuolitulehduksen tau-
dinkuvaa, silla ulosteen kalprotektiinin maaritys on tarkeda tutkimus juuri naiden kahden

sairauden seka diagnostiikassa etta hoitovasteen seurannassa.



2.1.1 Crohnin tauti

Crohnin tauti on seka ohut- ettd paksusuolessa esiintyva tulehdussairaus, jonka tau-
dinkuvaan kuuluvat koliikkimainen vatsakipu, ripuli, laihntuminen seka kuumeilu, johon
liittyy my6s C-reaktiivisen proteiiniarvon nousua. Kuten muissa tulehduksellisissa sai-
rauksissa, myos tassa taudille on ominaista moninainen esiintyminen sisaltaen selkeita
oireiden lievenemisvaiheita sekd pahenemisvaiheita. Crohnin taudille on tyypillistéa suo-
len sisapinnan aftamuutokset seké eri tason ulseraatiot eli haavaumat, jotka voidaan
todeta tahystyksen yhteydesséa. Crohnin tauti muistuttaakin né&in kovin haavaista pak-
susuolitulehdusta, josta enemman luvussa 2.1.2 Haavainen paksusuolitulehdus, mutta
eroaa siitd granuloomien suhteen, joita esiintyy noin puolella kirurgisista naytteista.
(Niemeld ym. 2007:471) Sen lisaksi naiden kahden taudin esiintymisalueet ovat erilai-
set. Crohnin taudissa tulehdus voi olla missd tahansa ruoansulatuskanavan alueella,
kun taas haavainen paksusuolitulehdus paikallistuu paksu- ja perasuoleen (Bjorknéas
2012))

Crohnin taudin diagnostiikan perusteena kaytetaan Kliinista kuvaa, tahystyksen tuloksia
(erityisesti ileokolonoskopia, jossa tutkitaan perdsuolen ja koolonin lisdksi myos sykky-
rasuolen terminaalinen osa), kuvantamistutkimusten tuloksia (magneettikuvaus tai tie-
tokonetomografia) seka histologiaa (kolonoskopian yhteydessa otettavat biopsianayt-
teet). (Kaypahoito 2011.) Parantavaa hoitoa ei Crohnin tautiin ole, mutta sairauden
aiheuttamia oireita ja komplikaatioita voidaan vahentaa ladkehoidolla. Ladkehoitona
kaytetaan 5-aminosalisyylihappovalmisteita, mutta osa niista on heikkotehoisia ja te-
hokkaallakin ladkehoidolla voi olla haittavaikutuksia. (Kaypahoito 2011) Kirurgiasta ei

Crohnin taudin hoidossa ole apua (Niemela ym. 2007:472).

2.1.2 Haavainen paksusuolitulehdus

Haavainen Kkoliitti, colitis ulcerosa eli haavainen paksusuolitulehdus on paksusuolen
alueella esiintyva suolisairaus, joka voidaan jakaa oireiden ja I6ydésten mukaan kol-
meen vaikeusasteeseen: lievaan, keskivaikeaan ja vaikeaan koliittiin. (Niemeld ym.
2007:483). Haavaisen koaliitin tyypillisia oireita ovat pitkdaikainen verinen ja limainen
ripuli. Myos krampinomaiset vatsakivut ovat mahdollisia. Tauti on saattanut vaivata
potilasta jo pitkdan ja taudinkulku on usein vaihtelevaa siséltaen seka oireiden pa-
henemis- etta lievenemisvaiheita. (Mustajoki 2012.) Diagnostiikassa kaytetaan pera- ja
sigmasuolen tahystysta, jonka yhteydessa otetaan koepalat. Mikali halutaan tutkia tau-

din laajuutta tai erottaa haavainen koliitti muista koliiteista, voidaan tehda kolonoskopia



(Niemeld ym. 2007:484.) Verikokeiden avulla saadaan selville tulehdusreaktion voi-
makkuus ja muita mahdollisia sairauden aiheuttamia yleisoireita (Mustajoki 2012). Kos-
ka suolimuutoksiin ei pystyta vaikuttamaan omahoidolla, esimerkiksi ruokavaliolla, haa-
vaisen koliitin hoitoina kaytetddn laakehoitoa oraalisesti (sulfasalatsiini, mesalatsiini,
oksalatsiini) tai vaihtoehtoisesti kortisoniladkkeita siséltavia peraruiskeita tai -puikkoja.
Mikali laakehoito ei tehoa, on sairasta suolta mahdollista poistaa kirurgisesti. (Mustajoki
2012.)

3 Ulosteen kalprotektiinimaaritys RIDASCREEN® Calprotectin -testilla

Opinnaytetydbmme tavoitteena on validoida ulosteen kalprotektiinim&aritys Vita Labora-
torion kayttoon RIDASCREEN® Calprotectin -testilla. Maaritys tehdaén kayttaen Bio-
Radin Evolis Twin Plus System -laitetta. Ulosteen kalprotektiinipitoisuus maaritetaan
entsyymi-immunologisella menetelmélla eli ELISA -menetelmélla (Jahnsen—Rgseth—
Aadland 2008:743). ELISA -menetelméssa antigeenin tai vasta-aineen osoittamiseen
kaytetaan hyvaksi entsyymeilla leimattuja komponentteja mitka katalysoivat substraatin
reaktiotuotteeksi, jolloin pitoisuus on mitattavissa (Halonen 2004: 94). Immunokemialli-
set méaaritykset sopivat herkkyytensé vuoksi mittaamaan pitoisuuksia, jotka ovat pienia.
Maaritysmenetelma perustuu enimmakseen joko kilpailevaan sitoutumiseen tai kak-
soisvasta-ainetekniikkaan. Menetelmalla voidaan mitata joko antigeenin tai vasta-

aineen pitoisuutta. (Halonen 2004: 90.)

Kayttamamme testi perustuu kaksoisvasta-ainetekniikkaan (RIDASCREEN® Calpro-
tectin 2011:3). Menetelmdassa kiinteaan faasiin kiinnitetyn vasta-aineen avulla voidaan
osoittaa siihen sitoutuneen antigeenin pitoisuus. Kuoppalevyn pohja on paéllystetty
vasta-aineella, josta sitoutumattomat antigeenit pestaan pois. Naytteen antigeenit si-
toutuvat spesifisti, jonka jalkeen lisatdan entsyymilla leimattu vasta-aine. Ylimaarainen
sitoutumaton vasta-aine pestaén pois ja lisdtdén entsyymiin sitoutuva substraatti, mika
saa aikaan reaktiotuotteen ja on ndin ollen suoraan verrannollinen aineen pitoisuuteen

jolloin tulos on mitattavissa fotometrisesti. (Halonen 2004: 94).



3.1 Bio-Rad Evolis Twin Plus System -laite

Kaytimme RIDASCREEN® Calprotectin-testin validointitydssd Bio-Radin Evolis Twin
Plus System -laitetta. Kuviossa 1 nékyy, laitteessa on pipetti, naytteiden ja reagenssien
syottopaikka, naytteiden laimennosasema, inkubaattori, kuoppalevyjen pipetointiase-
ma, karkienvaihtopiste, paikat pesupuskurille sekd absorbanssin lukija. (Bio-Rad Sys-
tem overview 2008: 9.) Laite vahentdd menetelman vaatimaa kasin tehtavaa pipetoin-
tia, mika nopeuttaa analyysin valmistumista ja vapauttaa laboratoriohenkilékunnan re-

sursseja.

gvoLIs Twin PIus

Kuvio 1. Bio-Radin Evolis Twin Plus System -laite

3.2 Preanalytiikka

Preanalytiikka lahtee hoitavan henkildkunnan tutkimuksen valinnasta ja pyynnosta.
Naytteenotto ja naytteen kuljetus ja oikein sailytys ovat kriittisimpia vaiheita, analyysitu-
loksen onnistumiselle. (Laitinen 2004: 32). Preanalytiikkaan liittyvien virhemahdolli-
suuksien minimointi on erittéin tarkeaa, silla jopa 46 - 68 % analyysien virheista tapah-
tuu juuri tdssé vaiheessa (Tuokko — Rautajoki — Lehto 2008: 8). Preanalyyttisten teki-
joiden laiminlydminen voi aiheuttaa vaaran diagnoosin ja hoidon saannin pitkittymisen

aiheuttaen nain ollen myo6s ylimaaraisia kustannuksia (Laitinen 2004: 32).



Ulosteen kalprotektinim&aritystd varten suositellaan naytteenottoa aamun ensimmai-
sesta ulosteesta. Nayte voi olla kuitenkin otettu milloin vain eik& ulosteen koostumuk-
sella ole merkittavaa vaikutusta tulokseen. (Sipponen - Kolho 2011:2631-2.) Naytteeksi
kelpaa 1 - 5 grammaa ulostetta hyvin suljetussa, tyhjassa ja puhtaassa ulostenaytepur-
kissa (Laboratoriokasikirja 2011). Reagenssipakkauksessa ohjeistetaan viilentamaan
nayte 2 - 8 C°:seen, mikéli se ei ole perilld vuorokauden kuluessa. Jos maaritysta ei
tehda kolmen paivan kuluessa, tulee nayte pakastaa vahintdan -20 C°:een. Pakasta-
minen saattaa aiheuttaa neutrofiilien hajoamista, mika aiheuttaa kalprotektiinin vapau-
tumista soluista aiheuttaen korkeampia tuloksia pakastetuissa naytteissa kuin tuoreissa
naytteissa. Tasta syysta naytteita ei suositella pakastettavan useampaan kertaan.

( RIDASCREEN® Calprotectin 2011:6.)

3.3 Analytiikka

Kayttamamme RIDASCREEN® Calprotectin -reagenssipakkaus sisaltaa tarvittavat
reagenssit ulosteen kalprotektiininpitoisuuden maarittamiseen ELISA -menetelmalla.
Reagenssipakkausta sailytetddn 2 — 8 C°:ssa ja sen tulee antaa lammeta huoneen-
lampoiseksi ennen maaritysta (RIDASCREEN® Calprotectin 2011:4). Pakkauksen pe-
su- seka naytteidenlaimennusekstraktiliuokset tulee valmistaa ennen kayttod. Pesu-
puskurikonsentraatti laimennetaan 1:10 ja naytelaimennosekstrakti laimennetaan 1:3
tislattua vettd. Pesupuskuri sailyy nelja viikkoa laimentamisesta ja naytelaimennusekst-
raktia voi kayttaa kuusi kuukautta valmistuksesta. Kayton jalkeen liuoksia tulee sailyt-
taa jadkaappilampotilassa. (RIDASCREEN® Calprotectin 2011:6.)

Reagenssipakkaus sisaltaa naytekuoppia 96: lle naytteelle. Naytekuoppien tulee antaa
lammeta foliopakkauksensa sisélla huoneenlampddn ennen kayttdd. Naytekuoppien
pohjaan on kiinnitetty hiiressa tuotettuja ihmisen kalprotektiinille spesifisid monoklonaa-
lisia vasta-aineita. Pakkauksen sisdltaméat kalibraattori, korkea ja matala positiivinen
kontrolli, naytelaimennospuskuri, konjugaatti, substraatti ja entsymaattisen reaktion
pysayttava stop-reagenssi ovat valmiita kaytettavaksi. (RIDASCREEN® Calprotectin
2011:6.) Valmistajan antamia turvallisuusohjeita tulee noudattaa. Ulostenaytteitd ja
naytteiden kanssa tekemisissa olleita tarvikkeita kasitellesséa tulee huomioida mahdolli-
nen infektiovaara. Reagenssit sisaltavat haitallisia aineita, joten iho- ja limakalvokon-
taktia tulee valttda. (RIDASCREEN® Calprotectin 2011:5.)



Oikein sailytetty ulostenayte tulee esikasitella huolellisesti ennen kuin kalprotektiinia
pystytddn maarittamaan. Naytteen oikea esikasittely on téarkeda tulosten luotettavuu-
den kannalta. Tuoreesta tai sulatetusta ulostenaytteestd punnitaan mahdollisuuksien
mukaan tasan 100 mg merkittyyn nayteputkeen. Putkeen pipetoidaan 5 ml nayte-
laimennosekstraktia. Vaihtoehtoisesti voidaan punnita ulostetta 80 — 130 mg suhteutta-
en se ekstraktin maaraan (1:50). Esimerkiksi kun naytettd on punnittu 80 mg, lisatdéan
naytelaimennosekstraktia 4 ml. Jos taas punnittu maara on 130 mg, lisatdan ekstraktia
6,5 ml. Mikali uloste on nestemaistd, pipetoidaan 100 pl ulostetta tasan 5 millilitraan
ekstraktia. Nayte vortexoidaan hyvin, jotta uloste homogenisoituu ekstraktiin kuten ku-
viossa 2. Taman jalkeen naytteen annetaan seista viisi minuuttia ja vortexoidaan uudel-
leen.(RIDASCREEN® Calprotectin 2011:7.)

Kuvio 2. Ulosteen kalprotektiinindytteen homogenisointi

Huolellisesti homogenisoitua naytetta sentrifugoidaan >3000g 10 minuuttia, jotta ulos-
teen suuret partikkelit erottuvat jolloin jaljelle jaa supernatantti. Supernatantissa ei saa
olla irrallisia partikkeleita, jotta laitteen pipetti ja pesuneulat eivat tukkeudu (RIDASC-
REEN® Calprotectin 2011:8). Taméan jalkeen ndyte on valmis maaritettavaksi kaytta-
mallamme Bio-Radin Evolis Twin Plus System -laitteella. Naytteiden esikasittely vie

aikaa noin tunnin.

Kalprotektiinimdarityksen ohjelma on etukateen ohjelmoitu Evolis -laitteelle. Laittee-
seen syodtetaan valmiit reagenssit ja naytteet, minka jalkeen laite suorittaa maarityksen.
Laite pipetoi esikasitellyn naytteen supernatantista 20 pl:aa 980 pl:aan naytelaimen-
nospuskuria laimennuslevylle (1:50). Laimennettua naytetta, kalibraattoria, laimennos-
puskuria negatiivisena kontrollina, korkeaa positiivista kontrollia sekd matalaa positiivis-
ta kontrollia pipetoidaan 100 pl:a reaktiondytekuoppiin. (RIDASCREEN® Calprotectin
2011:8.) Laitteeseen on ohjelmoitu oikeat paikat naytteille, kalibraattorille ja kontrolleil-

le.



Evolis -laite inkuboi naytteita tunnin ajan inkubointiyksikdssaan 20 - 25 C°:ssa. Naytteet
reagoivat kuoppalevyn pohjaan kiinnitettyjen ihmisen kalprotektiinille spesifien mono-
klonaalisten vasta-aineiden kanssa (Kuvio 3 tapahtuma 1), jonka jélkeen laite pesee
ylimaaraiset sitoutumattomat partikkelit pois huolellisesti (Kuvio 3 tapahtuma 2). Taman
jalkeen kuoppiin lisdtdan toista vasta-ainetta eli konjugaattia 100 pl:a, joka on tassa
testissa piparjuuriperoksidaasi -entsyymilla leimattu (Kuvio 3 tapahtuma 3). Konjugaa-
tin annetaan reagoida kiinteaan faasiin Kiinnitettyihin vasta-aineisiin kiinnittyneiden
kalprotektiini proteiinien kanssa tunnin ajan, jonka jalkeen sitoutumattomat partikkelit
pestaan jalleen huolellisesti pois (Kuvio 3 tapahtuma 4). Pesujen jalkeen naytekuoppiin
laite pipetoi 100 pl:a substraattiliuosta, joka reagoi sitoutuneiden entsyymilla leimattu-
jen vasta-aineiden kanssa valolta suojattuna 15 minuuttia (Kuvio 3 tapahtuma 5). Vii-
meisena naytekuoppiin lisataan 50 ul:a reaktion pysayttavaa stop-liuosta. Taman jal-
keen reaktiotuote on valmis (Kuvio 3 tapahtuma 6) ja laite mittaa absorbanssin fotomet-
risesti aallonpituudella 450 nm, jonka referenssiaallonpituutena 2620 nm. (RIDASC-
REEN® Calprotectin 2011:9.)
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rotektiinia vas- rotektiini-nayte anti IgG vasta-aine
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taan

Kuvio 3. Elisa menetelmén periaate kaaviokuvana (Mukaillen Halonen 2003:95.)
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3.4 Postanalytiikka

Ulosteen normaalin kalprotektiinipitoisuuden viiterajaksi on asetettu 100 pg/g. Alle vuo-
den ikaisilla lapsilla ja vanhuksilla viite-arvot voivat olla korkeammat. Kalprotektiinipi-
toisuus voi kasvaa mm. divertikuliitissa, suolistokanavan syévan, paksusuolen polyyp-
pien vuoksi, aktiivisessa haavaisen paksusuolen tulehduksessa ja Crohnin taudissa.
(Laboratoriokasikirja 2011.) Reagenssipakkauksen mukaan raja-arvo on 50 pg/g, mutta
paikoissa, joissa tutkimusta kaytetddn etenkin tulehduksellisten suolistosairauksien
erotusdiagnostiikassa ja hoidon vasteen seurannassa, on raja-arvoksi vakiintunut 100
Hg/g. (Sipponen - Kolho 2011:2632). Tulokset jotka asettuvat valille 100 - 200 ug/g
tulee arvioida potilaan kliiniseen tilaan suhteuttaen (Laboratoriokéasikirja 2011). Mikali
halutaan tietdd naytteen tarkka kalprotektiinipitoisuus silloin kun naytteen tulos ylittaa
600 ug/g, tulee se edelleen laimentaa naytelaimentimeen, silla standardikuvaaja lahtee
laskemaan taman pitoisuuden jalkeen ja voi aiheuttaa vaaria tuloksia. (RIDASCREEN
® Calprotectin 2011:11.) Kaytanndssa kvantitatiivinen tulos annetaan 2500 pg/g saak-
ka.

Menetelmassa laadunvarmistus tulee huomioida joka kerta kun méaaritys tehdaan. Evo-
lis -laite laskee naytteen sisaltaman kalprotektiini proteiinin maaran kalibraattorin arvon
ja laitteeseen sydtettyjen reagenssivalmistajan antamien neljan parametrin perusteella
(4-parameter-logistic-log-model). Neljan parametrin arvot I6ytyvat liitteestd 2. Tulosten
laskeminen vaatii reagenssipakkauksen teknisia tietoja, joiden mukaan kalprotektiinille
muodostuu standardikuvaaja, mika nékyy kuviossa 2. Liitteesta 2 16ytyvat standardiku-
vaajan tarkat arvot. Maaritysta voidaan pitaa luotettavana mikali kalibraattori, negatiivi-
nen kontrolli ja positiiviset kontrollit tayttavat pakkauskohtaiset tavoitearvot (RIDASC-
REEN® Calprotectin 2011:10).
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Kuvio 4. Kalprotektiinin standardikuvaaja

4 Validointi

Validointi kasitteena on tutkintaan ja objektiiviseen todisteaineistoon perustuva varmis-
tuminen siitd, ettd tiettyd kayttda koskevat erityisvaatimukset toteutuvat. Validointipro-
sessilla osoitetaan analyysimenetelman soveltuvuus kayttotarkoitukseensa. Menetel-
mavalidoinnilla tarkoitetaan suunniteltujen mittausten sarjaa, joiden avulla osoitetaan
analyysimenetelman tuottavan oikeita tuloksia. Validointi tehdaan mm. otettaessa kayt-
toon uutta menetelm&a tai analysaattoria, testattaessa menetelméssa kaytettavia ma-
teriaaleja, verrattaessa uutta menetelmaa vanhaan tai referenssimenetelmaan seka

reagenssien vaihtuessa. (Ehder 2005:25.)

4.1 Laadunvarmistus

Validointiin kuuluu méaéarityksen seka soveltuvuuden ettd suorituskyvyn arviointi tiettyyn
kayttotarkoitukseen. Validiteetti eli patevyys kertoo miten hyvin kaytetty tutkimusmene-
telm& vastaa juuri sen tutkittavan ilmién ominaisuuden maarityskykyd mitd on tarkoi-
tuskin mitata. (Ehder 2005:25.)

Tassa dokumentissa validoinnilla tarkoitetaan tarkkaan suunniteltua, hyvien Kliinisten

laboratoriotydskentelyarvojen mukaisesti toteutettua kvantitatiivista tutkimustyo6ta, jonka



12

perusteella voidaan arvioida tuloksia, laskea tilastolliset laskut sek& suorittaa johtopaa-
tokset. Validointityon perusteella voidaan nain paatella voidaanko tutkimus jo toteute-
tun validointitydn pohjalta k&yttéon vai tuleeko validointityota vielé jatkaa ja tehda tyon-
suoritukseen kohdistuvia kehitystoimenpiteita halutun tuloksen saavuttamiseksi.

Mittausmenetelmé&n suorituskyvysté kertovat parametrit ovat mm. selektiivisyys, lineaa-
risuus, mittausalue, toteamisraja, maaritysraja, poikkeama, saanto, toimintavarmuus,
tarkkuus, toistettavuus seka uusittavuus. (Ehder 2005:25.) Herkkyys ilmoittaa analy-
saattorin mittaaman arvon muutoksen suhteessa naytteen pitoisuuden muutokseen
(Jaarinen — Niiranen 2005: 13).

Selektiivisyydella voidaan osoittaa miten hyvin menetelma pystyy maarittamaan juuri
analysoitavan aineen ilman, ettd muut ndytteessa olevat komponentit sitd hairitsevat.
Menetelma on sita spesifisempi mita selektiivisempi se on analysoitavalle aineelle. Li-
neaarisuus kertoo menetelman kyvysta antaa hyvaksyttava tulos mittausalueella.
Mittausalue on numeerinen arvojoukko, jolla menetelman tuloksia voidaan pitaa hyvak-
syttyina. Nailla arvoilla tuloksen ja naytteen pitoisuudella on lineaarinen korrelaatio.
Toteamisraja on luotettavasti todettavissa oleva analyytin madrityspitoisuus, joka kui-
tenkin eroaa selkeasti nollandytteen arvosta. Maaritysraja todetaan varmennettua ver-
tailumateriaalia kayttden. Tavallisesti se on kalibrointikéyran alhaisin piste, kun nolla-
nayte jatetaan pois. (Ehder 2005:27-28.)

Poikkeama eli analysaattorin systemaattinen virhe on hyva tunnistaa, jotta mm. mitta-
usepavarmuus voidaan maarittdd. Poikkeaman syyna voi olla esim. virheellinen tulos-
tenluku tai epakuntoinen laite. Yleensa poikkeama ilmoitetaan prosentteina oikeasta
tuloksesta. B (%) = x — T/T x 100, jossa B on kokonaispoikkeamaprosentti, T = teoreet-
tinen arvo ja x on useampien mittaustuloksien keskiarvo. (Ehder 2005:30.)

Saannolla tarkoitetaan analyysimenetelman tehoa havaita tarkasteltavan analyytin ko-
konaismaara. Kun analyysitulos ilmoitetaan, on saantoprosentti syyta ottaa huomioon
silloin kun tehd&éan paatoksia jonkun validiteetista analyysituloksen perusteella. Saanto

ilmoitetaan useimmiten prosenttina tunnetun lisdyksen laskennallisesta arvosta:
[C1 —Cz

]xiﬂ{]

Saanto (%)
C1 = useampien tunnetuilla lisdyksilla tehtyjen mittausten keskiarvo

C2 = mittaustulos naytteesta ilman tunnettua lisdysta
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C3 = tunnetun lisayksen laskennallinen arvo

Toimintavarmuus mittaa analyysimenetelmén toimivuutta ulkopuolisten aiheuttamista
poikkeavuuksista riippumatta esim. eri laboratorioiden erilaiset menettelytavat. Hairio-
kestavyytta eli toimintavarmuutta voidaan testata asettamalla analyysi alttiiksi erilaisille
todellisissa tilanteissa esiintyville muutoksille ja tarkkailla niiden vaikutuksia tuloksiin.
(Ehder 2005:33.)

Tybssdmme asetamme tarkastelun kohteeksi esikasittelyssa tapahtuvien muutosten
vaikutusta analyysituloksiin seké tarkastelemme sité kliinisen merkityksen nakékulmas-
ta. Jotta voidaan olla varmoja siitd, etta laitteen antamat tulokset ovat oikeita, on tar-
kasteltava analyysin aikana tapahtuvia seka satunnaisia etta systemaattisia virheita.
Nain voidaan maarittdd mittauksen kokonaisvirhe ja tuloksen tarkkuus. (Jaarinen —
Niiranen 2005:13.)

Oikeellisuus voidaan méaarittaa vertaamalla saatuja analyysituloksia tunnetusta vertai-
lumateriaalista saatuihin referenssiarvoihin. Referenssiarvot voidaan maarittda joko
samalla tai eri menetelmalld, mutta niiden oikeellisuus tulisi olla jaljiteltavissa ja arvojen
olisi hyva olla mahdollisimman lahelld tutkittavan naytteen todellista arvoa. Oikeellisuut-

ta voidaan todentaa muun muassa ulkoisen laaduntarkkailun avulla. (Ehder 2005:35.)

Tassa validointitydssa vertailumateriaalina on kaytetty referenssilaboratorion samoista
naytteistd suorittamia analyysituloksia. Oikeellisuuden maéaarityksen tyovaiheet refe-
renssiarvoja kayttden ovat: tutkittavan aineen useat analyysit esimerkiksi kuudesta
kymmeneen kappaletta, kunkin rinnakkaisnaytteen konsentraation maaritys, pitoisuuk-
sien keskiarvon, keskihajonnan ja vaihtelukertoimen laskeminen seka lopuksi konsent-
raatioiden oikeellisuuden laskeminen, joka saadaan laskemalla keskimaéardinen kon-

sentraatio prosentuaalisesti esittden. (Ehder 2005:35.)

4.2 Toistettavuus ja uusittavuus

Toistettavuudella voidaan osoittaa analyysin tdsmallisyytta silloin kun maaritykset teh-
daan lyhyen ajan sisélla samanlaisissa mittausolosuhteissa. Mittausolosuhteilla tarkoi-
tetaan analyysiin vaikuttavia samoja tekijoita kuten laitteita, reagensseja seka lampoti-
laa. Toistettavuus voidaan osoittaa riittdvan monien rinnakkaismaaritysten avulla. (Eh-
der 2005:37.)

Toistettavuus r, voidaan ilmaista lausekkeella:
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r=2v2S,,

Missa S,, on laboratorion sisdinen keskihajonta (Jaarinen -- Niiranen 2005:13)

Uusittavuus kertoo menetelmén kyvystéa sailyttéda tarkkuutensa silloin, kun mittaus suo-
ritetaan samasta naytteestd samalla menetelmalla eri laboratorioissa eri laitteita kayt-
tden (Ehder Tapio 2005:37).

Uusittavuus R, voidaan ilmaista lausekkeella:

R= 2v2S,

Missa Sy on laboratorioiden valinen keskihajonta (Jaarinen — Niiranen 2005:13)

5 Tutkimusasetelma

Opinnaytetydbmme tavoitteena on validoida ulosteen kalprotektiinim&aritys VITA Labo-
ratorion kayttéon. Validointi koostuu validointiprosessista, milla pyrimme osoittamaan,
ettd RIDASCREEN® Calprotectin -testi soveltuu maarityksen tekoon kayttaen Bio-
Radin Evolis Twin Plus System -laitetta. Suoritamme menetelmavalidoinnin, mika kasit-
taa etukateen suunniteltujen mittausten sarjan. Mittauksilla pyrimme osoittamaan maa-
rityksen antavan oikeita tuloksia. Tuloksia vertaamme referenssilaboratorion tuloksiin

seka keskenaan.

Menetelmavalidoinnissa maaritamme testin lineaarisuuden, sarjojen sisaisen ja sarjo-
jen valisen toistettavuuden sekd naytemateriaalin vaatiman esikasittelyn vaikutusta
tuloksiin. Lisdinformaatiota tulosten oikeellisuudesta antaa ulkoisten laaduntarkkailutu-

losten vertaaminen saamiimme tuloksiin.
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5.1 Aikaisemmat tutkimukset

Tutkimuksia kalprotektiinin merkityksesta suolistoalueen tulehdustilojen osoittamiseksi
on julkaistu useita. Kalprotektiinia on alkuun nimitetty mm. L21-proteiiniksi ja
S100A8/S100A9-proteiiniksi. Fagerhol kumppaneineen on julkaissut tutkimuksen jo
vuonna 1980, missa todetaan, etta valkosoluista vapautuvan L1-proteiinin normaali
taso plasmassa on n. 300 ng/ml. Eri pahanlaatuisia sairauksia potevilla taso on korke-
ampi. (Fagerhol — Dale — Terje 1980: 393-398).

Ensimmaisen ELISA menetelmalla kalprotektiinipitoisuuden maarityksen ulosteesta on
kehittdnyt Rgseth kumppaneineen vuonna 1992. Taman jalkeen markkinoille on tullut
kaupallisia kehittyneempia ja herkempia testejd, mihin tarvitaan pienempi maara nay-
temateriaalia. Taman maarityksen on todettu korreloivan hyvin kalprotektiinipitousuu-
teen verrattuna 111-Indiumilla leimattujen ulosteen granulosyyttien kolmen paivan pois-
tumaan elimistosta (r =0.87). (Konikoff-Denson 2006:525.)

Monet tutkijat ovat tutkineet uuden ja vanhan ELISA-menetelman siséista ja valista
variaatiota ja ovat havainneet niiden olevan hyvaksyttavissa rajoissa. Siséinen variaatio
on ollut <5 % ja menetelmien valinen variaatio 10 - 40 %. Tutkimus on osoittanut, etta
kyseinen maaritysmenetelméa soveltuisi parhaiten hoidon seurantaan kun saadaan tie-
toa suoliston tervehtymisestéa kalprotektiinipitoisuuden laskiessa. (Konikoff-Denson
2006:525.)

van Rheenen kumppaneineen on tehnyt meta-analyysin tutkimuksista, missa ulosteen
kalprotektiinipitoisuuksia on verrattu endoskopiatutkimustuloksiin ja histologisiin koepa-
loihin. Tarkoituksena on ollut selvittda, voiko kalprotektiinia pitda luotettavana merkkiai-
neena tulehduksellisissa suolistosairauksissa, jotta ne joiden kalprotektiinipitoisuus ei
ylité raja-arvoa, ei tarvitsisi l[&pikdyda vaativia ja kalliita invasiivisia toimenpiteita. Luo-
tettaviksi tutkimuksiksi on hyvaksytty ne tutkimukset, missa tutkivalla laakarilla ei ole
ollut etukateen tietoa potilaan kalprotektiinipitoisuudesta, eika kalprotektiinia maaritta-
villa ole ollut tietoa endskopia- ja histologisten tutkimusten tuloksia. Tutkimuksista kuu-
dessa vertailtiin aikuisten tuloksia (n=670) ja seitsemassa lasten ja teini-ikaisten tulok-
sia (n=371). Mitattaessa kalprotektiinipitoisuutta aikuisilta, vahentéisi se tarvittavia en-
doskopioita 67 %. Kuudella prosentilla kalprotektiinipitoisuus antoi vaaran negatiivisen
tuloksen, joten naiden hoito olisi viivastynyt ilman endoskopiaa. Lapsilla se taas vahen-

taisi 35 % invasiivisia toimenpiteitd ja kahdeksalla prosentilla kalprotektiinipitoisuus
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antoi vaaran negatiivisen tuloksen. Johtopaéattksena oli, ettd maaritys olisi hyva vahen-
tamaan kalliita tutkimuksia, mutta parempi arvioimaan aikuisten suolistosairauksia kuin

lasten.(vanRheenen — Van de Vijver — Fidler 2010:1.)

A. G. Rgseth on kommentoinut artikkelissaan Costan ja kumpaneidensa tutkimusta
siitd onko ulosteen kalprotektiinipitoisuuden maaritys ELISA-mentelmalla hyva erotta-
maan orgaaninen ja toiminnallinen suolistohairid, eli tulehduksellinen suolistosairaus ja
artyneen suolen oireyhtyma. Rgseth toteaa, ettd Costa kumppaneineen on paassyt
samaan lopputulemaan kuin héan omissa tutkimuksissaan. Tutkittaessa kalprotektiinipi-
toisuutta ja suoliston tilaa endoskooppisesti, on havaittu kalprotektiinin olleen normaalil-
la tasolla silloin kun suoliston tahystyksesséakin on havaittu terve limakalvo. Nain ollen
F —Calpron ollessa alle raja-arvon, ei invasiivista tutkimusta tarvitsisi tehda.(R@seth
2003: 607 - 608.)

Uuden herkemmén menetelmén tultua markkinoille on F —Calpron -pitoisuuden yksi-
koksi vakiintunut pg/g aiemman mg/l sijaan. Aiemman testin tulokset voidaan muuttaa
nykyiseen yksikkdon kertomalla tulos viidella. Yleisesti normaaliksi kalprotektiinipitoi-
suuden raja-arvoksi on asetettu 50 pg/g. Jotkut tutkijat kuitenkin ovat arvioineet, etta
etenkin niiden potilaiden, joilla tiedetddn olevan tulehduksellinen suolistosairaus, on
raja-arvoksi vakiintunut 100 -150 pg/g, riippuen kuitenkin kaytettavasta testista. (Gis-
bert —McNicholl 2009:60-61)

5.2 Tyo6ta ohjaavat kysymykset

Pyrimme saamaan tydmme tuloksena parametreja, jotka antaisivat mahdollisuuden
todeta RIDASCREEN® Calprotectin-testin oikeellisuuden Bio-Rad Evolis Twin Plus
System laitetta kayttaen F -Calpro maaritysta suoritettaessa. Jotta haluttu lopputulos

saavutettaisiin, laadimme nelja ty6prosessia ohjaavaa tutkimuskysymysta:

1. Miten VITA Laboratorion tulokset vastaavat referenssilaboratorion tuloksia?

2. Millainen on sarjan sisdinen variaatio, lineaarisuus seka sarjojen valinen toistetta-
vuus?

3. Millainen vaikutus esikasittelyll& on tuloksiin?

4. Miten VITA Laboratorion F -Calpro maéarityksen tulokset asettuvat ulkoisen laadun-

tarkkailun keskiarvoihin?
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6 TyoOn toteutus

Tutkimuksemme lahtékohtana olivat tybelaman tarpeet. Tutkimuskohteenamme ol
kaytantd, jonka kayttdonotto vaati suunnitelmallisen tutkimuksen. Toimeksiantajamme
VITA Laboratorio oli laatinut validointisuunnitelman, mihin tydmme toteutus perustui.
Validointisuunnitelma l6ytyy liitteesta 1. Varsinainen tutkimusosiomme toteutus tapahtui
kevaalla 7. -11.5.2012. Toteutuksen yhteydessa tydomme ohjaajat sairaalamikrobiologi
Paivi Kankkunen ja bioanalyytikko Heli Nieminen perehdyttivat meita Evolis -laitteen

kayttoon ja kalprotektiinin maaritysmenetelmaan.

Ennen opinnaytetydmme toteutusosiota toimeksiantajamme oli ohjelmoinut ulosteen
kalprotektiinim&arityksen ohjelman Bio-Radin Evolis Twin Plus System -laitteelle. Sa-
moin he olivat méaarittdneet etukateen esitutkimuksena 67:sta naytteestd ensimmaiset
12 kalprotektiinindytettd, varmistuakseen, ettd laite toimii odotetulla tavalla ja antaa
referenssituloksia vastaavia tuloksia. Naiden maaritysten perusteella validointi pystyttiin

aloittamaan.

6.1 Naytemateriaali

Tutkimusmateriaalinamme olivat valikoidut aikuisvaestdn potilasnaytteet, jotka olivat
kalprotektiinipitoisuuden suhteen eritasoisia. Tutkimuksessamme oli ndin edustettuna
mahdollisimman laajasti mittausalueelle osuvia tuloksia. Toimeksiantajamme oli siirros-
tanut referenssilaboratorioon léhetettavista potilasnaytteistd osan eppendorf — putkiin
menetelmavalidointia varten. Saimme suullisen luvan VITA Laboratoriolta niiden kayt-
tamiseen. Naytteet olivat noin kolme kuukautta vanhoja potilasnaytteita, joita oli saily-
tetty pakastettuna. Osa naytteista oli kuukauden tuoreempia. Naytteet olivat valmiiksi
numeroituja, eikd potilastietoja ollut missaan vaiheessa nakyvissamme. Sulatimme
jokaisen naytteen reagenssipaikkauksen ohjeen mukaisesti hitaasti huoneenlampdi-

seksi ennen niiden analysointia.

Analysoimme opinnaytetyéssdmme 67 eri ulosteen kalprotektiininaytettd, jotka olivat
analysoitu jo aiemmin referenssilaboratoriossa. Referenssitulokset olivat maaritetty
kayttaen saman valmistajan reagenssipakkausta, mutta niiden maarittAmiseen oli kay-
tetty DSX® Four-Plate Automated ELISA Processing System -laitetta mik& on vastaava
kuin téssa tyossa kaytetty, mutta eri valmistajan laite. Referenssitulokset olivat kaytet-

tavissamme validointia varten.
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6.2 Menetelméavalidoinnin suoritus

Alkuun suunnittelimme toteutusaikataulun toimeksiantajamme kanssa seka pereh-
dyimme menetelméan ja Evolis -laitteeseen kaytdnndssa. Validointisuunnitelman pe-

rusteella lahdimme toteuttamaan varsinaista menetelméavalidointia.

Ensimmaisena tutkimuksen toteutuspaivana tarkastelimme sarjan sisaista toistettavuut-
ta kahdella eritasoisella naytteella. Teimme toistettavuustestin naytteille numero 52 ja
60. Esikasittelimme naytteet samalla tavalla ja jaoimme naytteiden supernatantit kym-
meneen eri nayteputkeen. Nayte 52 oli matala positiivinen, jonka referenssilaboratorion
tulos oli 109 pg/g ja naytteen 60 tulos korkea positiivinen 631 ug/g. Lisaksi maaritimme
samassa ajossa kolme eritasoista naytetta (numerot 17, 20 ja 36) verrataksemme niité
referenssituloksiin, jotta saisimme lisdinformaatiota ensimméaisen maarityksemme tu-
losten oikeellisuudesta ja tietoa laitteen toimintakyvysté, kyetdksemme jatkamaan vali-
dointiprosessia. Naytteen 17 referenssitulos oli 352 pg/g, naytteen 20 tulos 109 ug/g ja
naytteen 36 tulos 633 pg/g. Naytteista numero 66 ja 36 ei saatu tuloksia, silla niiden
absorbanssi ylitti laitteen mittauskyvyn, joten jouduimme uusimaan toisella naytteella

sarjan sisaisen toistettavuustestin, jotta riittava informaatio saavutettaisiin.

1. PAIVA

v

Nayte nro. 52 ja 60

\

Esikasittely

v

Jako 10kpl nayteputkiin

y

Nayte nro.17, 20 ja 36

v

Naytteiden maaritys

Kuvio 5. Ensimmaisen tutkimustoteutuspéivan naytteiden kulku
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Toisena tutkimuksen toteutuspaivana tarkastelimme esikasittelyn vaikutusta. Suoritim-
me kuusi esikasittelyd kahdelle eritasoiselle naytteelle (naytenumerot: 59 ja 66). Nayt-
teen 59 referenssitulos oli 42 ug/g ja 66 referenssitulos 705 pg/g. Ensin laimensimme
naytteen numero 66 naytelaimennosekstraktiin 1:2 ja teimme tasta kymmenen toiston
sarjan kuten ensimmaisenda paivana naytteille numero 52 ja 60. Taman jalkeen laimen-
simme supernatantit 1:2, 1:4, 1:8 ja 1:16 naytelaimennosekstraktiin ndytenumeron 66

aiemman laitteen mittauskyvyn ylityksen vuoksi.

2. PAIVA
\2 \
Nayte nro. 59 Nayte nro. 66
VA v
Esikasittely x6 Laimennus 1:2

2

Jako 10kpl nayteputkiin

Naytteiden maaritys |« Laimennus

Kuvio 6. Toisen tutkimustoteutuspaivan naytteiden kulku

Kolmantena tutkimuksen toteutuspaivana tarkastelimme menetelmén lineaarisuutta.
Laimensimme esikasitellyt naytteet numerot 53, 55 ja 56 naytteidenlaimennosekstrak-
tiin laimennussuhtein 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 seka 1:32. Naytteen numero 53 referenssiarvo
oli 98 ug/g, naytteen 55 arvo oli 527 pg/g ja naytteen 56 arvo oli 249 ug/g. Talla ase-
telmalla pyrimme tarkastelemaan maarityksen luotettavuutta mittausalueella. Lisaksi
jatkoimme siséista toistettavuustutkimusta toistamalla maarityksen naytteelle numero
53 kymmenen kertaa. Esikasittelytutkimusta jatkoimme esikasittelemalla naytteen num-
ro 53 kuuteen kertaan. Tutkiaksemme uusittavuutta suoritimme naytteiden 13 -16, 18,
19, 21, 25- 32 kalprotektiiniarvomaaritykset, joista numeroiden 14, 25, 29, 30, 32 su-
pernatantit laimennettiin 1:10 n&ytteidenlaimennosekstraktiin, jotta laite kykeinsi mit-
taamaan niiden absorbanssin. Taté tutkimusosiota varten sovimme toimeksiantajamme
kanssa poikkeuksellisesti ulosteen maaran alarajaksi 50mg, vaikka reagenssipakkauk-
sen ohje on 80-130mg, silla joissakin tutkimusta varten keratyissd naytteissa oli liian

vahainen ulostemaara.
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3. PAIVA
Nayte nro. Néyte nro. 53 Nayte nro. 13, 15, 16,
53, 55, 56 18,19, 21, 26-28, 31
v ieAs Nayte nro. 14
" 12 14 Esikasittely yte nro. 14,
aimennus 1:2, 1:4, 6 25. 29 30, 32
1:8. 1:16. 1:32 \ \l/
Jako 10kpl :
- Laimennus 1:10
nayteputkiin

J v

Naytteiden maaritys

Kuvio 7. Kolmannen tutkimustoteutuspéivan naytteiden kulku

Viimeisena tutkimuksen toteutuspaivana suoritimme naytteille 34, 35, 37 -47, 50, 54,
57, 58, 60, 61, 63 -65, 67 joista numeroiden 42 ja 60 supernatantit 1:5 laimennettuna
naytteidenlaimennosekstraktiin. Vertailemalla naiden tuloksia referenssiarvoihin, saim-
me tietoa menetelman uusittavuudesta. Referenssiarvot 10ytyvéat liitteesta 2. Saimme
maaritettdviksemme myos ulkoiset laaduntarkkailunaytteet, mitk& antoivat lisdinformaa-

tiota maarityksen luotettavuudesta.

4. PAIVA
W
Maytenro. 34, 35,37 - Mayte nro. 42 ja 60
47,50, 54, 57, 58, 60,
61, 63-65, 67 \
Laimennus 1:5
AP W

Maytieen maaritys

Kuvio 8. Neljannen tutkimustoteutuspaivan naytteiden kulku
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7 Tulokset

Tuloksia tarkastelimme kvantitatiivisin tutkimusmenetelmin. Téssa tutkimusmallissa
mittauksia tehtiin useita ja jotta tuloksia voidaan pitda luotettavina ja korreloivan mabh-
dollisimman paikkansapitavasti perusjoukon tilaa, edellyttda se riittavad havaintojen
maaraa. Maarallisen tutkimuksen perustana on positivismi, jolla pyritdan absoluuttiseen

ja objektiiviseen totuuteen (Kananen 2008: 64).

Koska tydmme tayttaa kvantitatiivisen tutkimusmenetelman kriteerit, kasittelimme tu-
loksia siihen tarkoitettuja tunnuslukuja kayttden. Tunnuslukuja ovat keskilukuihin ja
hajontalukuihin jakautuvat maéreet, jotka ilmaisevat jakauman keskikohtaa ja hajontaa.
Keskilukuina kaytimme aritmeettista keskiarvoa, mediaania ja moodia, joiden avulla
voimme ilmaista keskikohdan sek& kuvata muuttujan keskimaaraisen arvon. Hajontalu-
kuina kaytimme vaihteluvélid, keskihajontaa ja variaatiokerrointa. Hajontalukujen avulla
kuvaamme tulosten asettumista keskikohdan ympadrille ja voimme maarittdd poik-
keavuuden jakauman keskiluvusta. (Tilastokeskus.) Naiden lisaksi tutkimme VITA La-

boratorion ja referenssilaboratorion tulosten riippuvuutta.

7.1 Uusittavuus

Toteutetuista mittauksista (n= 67) jai tulokset saamatta yhdeksasta naytteesta ja onnis-
tuneita oli 58 kappaletta, joten kokonaisonnistumisprosentti oli 87 % (Liite 1). Syita tu-
losten puuttumiselle olivat mm. tulosten mittausalueen ylitykset seka laitteesta johtuvat
pipetointivirheet. Epaonnistuneet uusittavuusmittaukset jatettiin aikataulullisista syista
toistamatta, silla validoinnin kokonaistilanteen kannalta onnistuneita havaintoja oli riit-

tavasti.

Tulosten perusteella VITA Laboratoriossa mitatut arvot olivat 72 % néaytteista (n= 42),
19 % pienempia (n= 11) ja 9 % (n= 5) saman suuruisia kuin referenssiarvot, joka 0soit-
taa, ettd tutkimuskohteemme VITA Laboratorion maarityksen tulokset ovat suurimmak-
si osaksi suurempia kuin vertailussa kaytetyn referenssilaboratorion tulokset, mika se-
littynee osittain naytteiden sailytyksella pakastettuina, silla tutkimusten mukaan pakas-
tettuina sdilytettyjen naytteiden kalprotektiinipitoisuudet voivat olla mitattaessa korke-
ampia (RIDASCREEN ® Calprotectin 2011).
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Tutkituista naytteista (n=67) viidessa tapauksessa VITA Laboratorion tulos antoi posi-
tiivisen arvon eli tulos ylitti diagnostisen pitoisuuden 100 pg/g, kun sama néayte oli refe-
renssilaboratorion tulosten perusteella sen alle, eli diagnostisesti negatiivinen. Vain
yhdessa tapauksessa tilanne oli painvastainen, jolloin referenssilaboratorion mukaan

nayte oli positiivinen ja VITA Laboratorion mukaan negatiivinen.

Kaikkien VITA Laboratorion ja referenssilaboratorion naytteiden mitattujen tulosten
erotusten keskiarvo on 200 pg/g, mediaani 45, moodi: 0, vaihteluvali 0 - 1730 ug/g,
keskihajonta 347 pg/g ja variaatiokerroin 174. Naiden tulosten perusteella voimme to-
deta, ettd vertailun keski- ja hajontaluvut ovat korkeita, joten taman johdosta toteamme,
ettd kyseisen maarityksen validointiin tarvitaan jatkotutkimuksia, jotta tulokset olisivat

jatkossa luotettavia.

7.2 Sarjan sisdinen variaatio

Taméan tutkimusosion tarkoituksena oli selvittédé testisarjan sisainen toistettavuus, jota
varten meille oli valittu kaksi eri odotusarvoista naytetta, joiden esikasittelyt eivat poi-
kenneet toisistaan. Jaoimme molemmat naytteet kymmeneen eri nayteputkeen (Kuvio
9 ja 10 seka liite 3).
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Kuvio 9. Ensimmainen testisarjan sisdinen toistettavuustesti kymmenella nayteputkella (n=10)

Saamiemme tulosten perusteella voimme todeta, ettéd validointity® tayttaa toistettavuu-
deltaan vaaditut ominaisuudet ensimmaisen testisarjan osalta, jossa keskiarvo 88 pg/g,

vaihteluvali oli 84 pg/g - 93 pg/g, keskihajonta 3 pg/g ja variaatiokerroin 3. Tassa sa-
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man naytteen toistetut maaritystulokset eivat poikenneet toisistaan suuresti minka li-

saksi niiden diagnostiset arvot antoivat saman tuloksen.
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Kuvio 10. Toinen testisarjan sisdinen toistettavuustesti kymmenelld nayteputkella, joista tulokset
kahdeksasta (n=8)

Toisesta toistettavuuden mittaussarjasta saimme tulokset vain kahdeksasta, silla néista
naytteistd kaksi oli sakkaisia, joten kone ei niitd pystynyt pipetoimaan. Taman testisar-
jan vaihteluvali oli 175 pg/g - 223 ug/g, keskiarvo 196 pg/g, keskihajonta 12 pg/g ja
variaatiokerroin 6. Naiden lukujen perusteella voimme todeta, ettei tulos tayta toistetta-
vuuden osalta vaadittuja ominaisuuksia vaan jatkotesteja validoinnin suhteen olisi edel-

leen hyva suorittaa.

7.3 Testin lineaarisuus

Tassa tutkimusosiossa tarkastelimme maarityksen lineaarisuutta. Teimme kolmesta
naytteesta laimennussarjat. Laimensimme kaikki kolme naytetta viiteen eri vakevyyteen
1:2, 1:4, 1:8, 1:16 seka 1:32. Ensimmaisesta ja toisesta naytteestd saimme tulokset
neljasta mittauksesta (kuvio 11 ja 12 seka liite 3), joista ensimmaisen tulos jai saamat-
ta, koska 1:1 nayte ylitti mittausrajan ja toisesta tulos jai saamatta pipetointivirheen
vuoksi. Kolmannesta naytteestad saimme vain kolme maaritysarvoa, koska siitd sarjasta
jai kaksi arvoa pois naytteen ulosteperaisten partikkeleiden vuoksi, jolloin laite ei voinut
pipetoida nestettd, vaan sakka tukki pipetinkarjen, jolloin Evolis -laitteen ohjelma ohitti

kyseisen naytteen.
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Kuvio 11. Lineaarisuustestin ensimmainen laimennossarja
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Kuvio 12. Lineaarisuustestin toinen laimennossarja

Naiden tulosten tarkoituksena on antaa numeraalista informaatiota toimeksiantajalle
lineaarisen mittausalueen maarittdémista varten. Laimennusten osalta arvot noudattavat
laimennussuhteiden pitoisuuksia ja tulokset ovat luotettavia, joten saatujen arvojen
puitteissa ne ovat patevia kayttotarkoitukseensa.
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7.4 Sarjojen valinen toistettavuus

Sarjojen valista toistettavuutta tarkastelimme kontrollinaytteiden avulla (Kuvio 13 ja 14
seka lite 3). Tutkimuksessamme oli mukana kymmenen kontrollinaytettd, jotka koos-
tuivat viidesta matalan positiivisen pitoisuudesta seka viidesta korkean positiivisen pi-

toisuudesta.
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Kuvio 13. Sarjojen vélisen toistettavuuden testi, matala positiivinen

Matalan positiivisen kontrollindytteen tulosten vaihteluvali on 43 pg/g, keskiarvo on 184
ug/g, keskihajonta 14 ug/g ja variaatiokerroin 8. Korkean positiivisen kontrollindytteen
tulosten vaihteluvéli on 355 ug/g - 409 ug/g, keskiarvo 379 pg/g, keskihajonta 19 ug/g

ja variaatiokerroin 5.
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Kuvio 14. Sarjojen vélisen toistettavuuden testi, korkea positiivinen
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Tulosten perusteella mittausten valisia eroja on jonkin verran, silla mitattujen pitoisuuk-
sien vaihteluvali oli suurimmillaan 54 pg/g, joten kehottaisimme taméankin tutkimus-

osuuden perusteella jatkamaan validointity6ta lisamittauksin.

7.5 Esikasittelyn vaikutus

Koska kalprotektiinimaarityksen esikasittely tehdaan kasityond punnitsemalla uloste
vaa’alla, tulee jokaiseen naytteeseen tyontekijasta riippuva virhemahdollisuus. Tutkim-
me kasitydna tehdyn esikasittelyn mahdollista vaikutusta tuloksiin. Tahan tutkimukseen
meille oli valittu kaksi eri pitoisuustason naytettd, joista molemmista valmistimme kuusi
eri naytetta, joista jokainen esikasiteltiin erillisend naytteena ja analysoitiin (Kuviot 15 ja
16 seka liite 3).
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Kuvio 15. Ensimmainen esikasittelyn vaikutustutkimus viidesta kasittelysta

Ensimmaisen sarjan viimeisesta naytteestd ei tullut tulosta naytteen sakkaisuuden
vuoksi, joten tarkastelemme tuloksia viiden arvon avulla. Mitattujen arvojen vaihteluvali

oli 158 ug/g - 204 ug/g, keskiarvo 204 pg/g, keskihajonta 16 pg/g ja variaatiokerroin 8.
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Kuvio 16. Toinen esikasittelyn vaikutustutkimus kuudesta kasittelysta

Toisen esikasittelysarjan mitattujen arvojen, vaihteluvali oli 74 pg/g - 124 ug/g, keskiar-
vo 93 pg/g, keskihajonta 17 pg/g ja variaatiokerroin 18. Tulosten perusteella nayttaisi
siltd, etta esikasittelylla voisi olla vaikutusta tulokseen, silla vaihteluvalit ovat niin kor-
keat, mutta koska tydomme muissakin osioissa on havaittavissa korkeita hajontalukuja,

tahdentaisimme edelleen jatkotutkimusten merkitysta kalprotektiinimaarityksen osalta.

7.6 Ulkoinen laaduntarkkailu

Ulkoisille laaduntarkkailukierroksille eli vertailumittauksiin voi laboratorio osallistua
osoittaakseen ja varmentaakseen mittaustulostensa oikeellisuuden. Vertailumittausten
kayton tavoitteina ovat mm. laadun parantaminen seka laboratorioiden tulostasojen
yhdenmukaisuuden yllapito. Sen tulokset antavat tietoa seka laboratorioiden valisista
menetelmien tarkkuudesta ettd hajonnasta. (Loikkanen 2009:125) Kaytimme tydssam-
me ulkoisia laaduntarkkailundytteitd varmistaaksemme validoinnin oikeellisuuden, silla
niiden avulla voidaan tarkastella seka kaytdssa olevan menetelmén kayttékelpoisuutta

ettd naytteen kasittelyn tasoa valtakunnallisella mittakaavalla (Muttonen 2000:25).

Ulkoisten vertailumittausten naytteet ovat tutkimuksen kohteena olevan tekijan suhteen
mahdollisimman samankaltainen kuin oikea potilasnayte, mutta lahinnd sailyvyyden
vuoksi ne ovat usein laboratoriossa ennen analyysid regeneroitavia kylmakuivattuja

naytteita eik& nain ollen taysin vastaa oikeaa naytetta (Nissinen 2000:24).
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Kaytimme Suomen ulkopuolelta saatuja ulkoisia laaduntarkkailundytteita. Materiaaleiksi
annetut naytteet olivat kaksi nestemaista ja kaksi kiinted& naytetta, jotka olivat kaytet-
tavissa sellaisinaan, kuten potilailta keréatyt tuorenaytteet olisivat olleet. Saamamme
tulokset asettuivat vertailussa hieman korkeammalle tasolle kuin muiden laboratorioi-

den, joka noudatti samaa linjaa kuin muista tutkimusosioista saadut tulokset.

7.7 Korrelaatio

Validointityémme tulosten tarkastelussa kaytimme apuna myds tilastomenetelman tes-
teja. Tulosten riippuvuutta tarkastelimme regressioanalyysin avulla, jossa pyritaan sel-
vittdm&an kahden muuttujan valista riippuvuuden muotoa. Tama tapahtuu etsimalla
hajontakuviolle matemaattisesti mahdollisimman parhaiten kuvaavaa suoraa. Suoran

oikeellisuuden hyvyyttd maarittdvat suoran pienet jadnnosarvot. (Kananen 2008:65.)

Regressiosuoran yleinen muoto on: Y = a+bX, jossa Y on riippuva muuttuja ja X riip-
pumaton muuttuja. Regressiokerroin b on suoran kulmakerroin ja ilmaisee miten Y:n
suhde X:4an muuttaa suoran muotoa. Se, miten hyva regressiosuora on, voidaan tar-
kastella r* —arvon avulla. TAm& arvo kertoo prosentuaalisen maaran havaintoarvoja,
joiden kautta suora kulkee. Téssa tydssa tulosten regressiosuoran r*> —arvo on 0,76,
joka tarkoittaa, etta regressiosuora pystyy selittamaédn 76% jadnndsarvoista, jolloin

suoran selityskyky on hyva. (Kananen 2008:65.)

Kuvion avulla on havainnollistettu VITA Laboratorion ja referenssilaboratorion keski-
naisten tulosten erotusten riippuvuutta. Kun néita tuloksia tarkastellaan, on otettava
huomioon VITA Laboratorion mittausraja, joka on 14,4 - 600 pg/g, jonka johdosta sen
ylittavat tulokset eivat ole tarkkuudeltaan laimentamattomana patevia. Tama aiheuttaa
isoa hajontaa, joka on todettavissa myds kuviosta. Riippuvuustarkastelun perusteella
voimme siis huomata, ettd hajonta on sitd suurempaa mita suuremmasta naytteen
kalprotektiinipitoisuudesta on kyse eikd VITA Laboratorion ja referenssilaboratorion
tuloksilla ole vahvaa riippuvuutta silloin kun tarkastelemme annettuja lukuja kokonai-
suudessa vaan hajonta on melko suurta. Mikali tarkastelemme vain alle 600 pg/g tulok-

sia, riippuvuus on vahvempi (Kuvio 17).
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Kramerin ja Vita Laboratorion vilinen kalprotektiinipitoisuuden korrelaatio
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Kuvio 17. VITA Laboratorion tulokset referenssitulosten suhteen hajontakuvion ja regres-

siosuoran avulla esitettyna.

Alla olevasta kuviosta 18 voidaan nahda tulosten keskindinen poikkeavuus, kun Kra-

merin tulokset ovat jarjestetty pienimmastd suurimpaan. Asetimme tassa tarkemman

tarkastelun kohteeksi naytteet, joiden pitoisuus oli enintédn 600 pg/g, joka on VITA

Laboratorion hyvaksytty mittausraja laimentamattomalle naytteelle.
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Kuvio 18. VITA Laboratorion ja Kramerin tulosten vertailu tilanteessa, jossa referenssilaborato-
rion tulokset on asetettu suuruusjarjestykseen.
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8 Tulosten luotettavuuden arviointi

Kaikissa laboratoriotutkimusten vaiheissa esiintyy virhemahdollisuuksia, jotka tulee
huomioida tulosten luotettavuuden arvioinnissa. Tarkastelemme tydmme virheldhteita
enimmakseen analyyttisten vaiheiden osalta, silla emme juuri voineet vaikuttaa preana-
Iyyttisiin tekijdihin. Postanalytiikan osalta keskitymme validointityon laboratorioméaaritys-

tulosten luotettavuuden arviointiin.

Jotta laboratoriotulos olisi luotettava, on varmistettava ettd nayte tayttdd annetut laatu-
vaatimukset. Tutkimuksemme kannalta mahdolliset preanalyyttiset virheldhteet liittyvat
naytteen oikeaan sdilytykseen ja kasittelyyn. Tutkittavat naytteet olivat etukateen osaa-
van laboratoriohenkilokunnan kerdamia potilasnaytteité ja naytteita oli sailytetty alle —
20 °C:ssa mika saattoi kuitenkin vaikuttaa tuloksiin nostavasti. Analytiikkavaiheen vir-
heldhteitd ovat naytteen esikasittelysséd tapahtuvat virheet, reagenssien sailytys- ja
laatuvirheet seké Evolis -laitteen toimintaan liittyvat ongelmat. Tutkimuksessamme tu-
loksiin vaikuttavia virheitd olivat naytteiden riittdvyys, naytteiden ulosteperaisista partik-
keleista johtuvat pipetointiongelmat ja naytteiden suurista kalprotektiinipitoisuuksista

johtuvat Evolis -laitteen fotometrisen mittauskyvyn ylitykset.

Evolis —laitteella toteutettuja, tutkimuksemme maaritystulosten luotettavuutta, voimme
arvioida  kontrollitulosten avulla. RIDASCREEN®  Calprotectin  (2011) -
reagenssipakkausohjeen mukaan matalan positiivisen kontrollin tarkka tavoitearvo on
156 pg/g = 3 sd eli tuloksen tulee olla valilla 94 - 218 pg/g. Tydssdmme matalan positii-
visen kontrollin keskiarvo oli 184ug/g, joka asettuu taysin annettuihin tavoitearvoihin.
Korkean positiivisen kontrollin tarkka tavoitearvo on 381 pg/g +3 sd eli tuloksen tulee
olla valilla 229 - 533 pg/g. Tyéssamme korkean positiivisen kontrollin keskiarvo ol
379ug/g, joka myds asettuu taysin annettuihin tavoitearvoihin. Taman lisaksi negatiivi-
sena kontrollina toimivan naytelaimentimen absorbanssiarvon tulee olla < 0,05, joka
toteutui tyéssdmme jokaisessa maadrityksessa. Nain ollen kontrollien osalta tyossa

saamamme tulokset ovat luotettavia.

Kalibraattorin absorbanssin tarkka tavoitearvo on kayttamassamme pakkauksessa
1,549, mutta arvo saa vaihdella 0,838 - 1,954 vdlilla (RIDASCREEN® Calprotectin

2011). Tulostemme mukaan kalibraattorin absorbanssiarvo on ollut yhdella maéritys-
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kerralla annettujen tavoitearvojen sisalla ja muissa maarityksissa kalibraattorin absor-
banssiarvo ylittyi enintd&n 0,174. Koska kalibraattorin arvo vaikuttaa neljan parametrin
perusteella laskettuun standardikuvaajaan, vaikuttaa se myos suoritettujen kalprotek-
tiinimaaritysten tuloksiin. Taméa kertoo, ettda maarityksissa on taso-ongelma. Kaytan-
nossa kalibraattoriarvon ylittyessa kliinisia naytteita analysoidessa, tulisi maaritys hyla-
ta kokonaan. Kalibraattoriarvojen ylitysten vuoksi on validointity6ta tullut jatkaa.

Koska standardikuvaaja lahtee laskuun 600 pg/g jalkeen, tdman ylittdneet tulokset olisi
tullut jatkolaimentaa, jotta tulokset olisivat olleet luotettavia. Toteutusaikataulumme oli

kuitenkin rajallinen ja naytteita niukasti, joten laimentaminen ei ollut mahdollista.

Reagensseja oli sdilytetty jadkaappilampdétilassa ja huomioimme niiden viimeiset kayt-
topaivamaarat. Annoimme reagenssien lammeta huoneenlampdisiksi ennen niiden
kayttda. Valmistimme tarvittavat liuokset ja merkitsimme niihin viimeisen kayttopaiva-

maaran reagenssipakkausohjeen mukaisesti.

9 Pohdinta

Opinnaytety6ta valitessamme halusimme aiheen, jonka toteutus vastaisi mahdollisim-
man paljon tulevassa tydssdmme tarvittavaa tietotaitoa. Uusien menetelmien ja ana-
lysaattoreiden validointi kuuluu isona osana bioanalyytikon tyéhon, joten tdméan vuoksi
koimme taman aiheen mielenkiintoiseksi ja hyddyttdvan myods tybelamaa. VITA Labo-
ratorio ei ollut meille aiemmin paikkana tuttu, mutta opiskelijana sinne oli helppo sopeu-

tua tydmme ohjaajan, asiantuntijan ja koko tyéyhteison [Ampiméan vastaanoton vuoksi.

Opinnaytetydprosessi on syventanyt osaamistamme erityisesti laadunhallinnan osa-
alueella. Olemme pé&éasseet pohtimaan laatuasioita monesta eri nakokulmasta, kuten
esimerkiksi, missa vaiheessa voimme varmasti olla varmoja tulosten oikeellisuudesta ja
milloin laatuvaatimukset ovat varmasti tayttyneet riittavalla tavalla. Myos eri laatukasit-
teet ovat avautuneet aivan uudella tavalla. Ammatillisen kehittymisemme kannalta
opinnaytetyoprosessi on ollut monipuolista. Koska toteutimme tydmme paritydna ja
tydmme oli tybelamaldhtéinen, olemme oppineet laboratoriotydskentelyn ohessa myds
viestintd- ja yhteistyOtaitoja. Tama erityisesti silloin, kun tiivis yhteisty® toimeksianta-
jamme kanssa keskeytyi kesan ajaksi, silla tydon toteutusvaihe ajoittui kevaalle ja tulos-
ten kasittely seka raportointi syksylle. Tulosten kasittely on osoittautunut erittdin haas-

teelliseksi opinnaytetyoprosessissamme. Aikaisempi perehtyneisyys tulosten kasitte-
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lyyn kvantitatiivisin tutkimusmenetelmin on ollut suppeaa, mutta se on kehittynyt huo-
mattavasti tana aikana. Tata osa-aluetta tulemme kuitenkin jatkossakin kehittamaan,
jotta voimme hy6dyntaa taysipainotteisesti osaamistamme tydelamassa.

Aiheen saatuamme, jasentelimme aihetta hankkimalla tietoa eri tietolahteista minka
pohjalta laadimme varsinaisen tydsuunnitelman tyémme toteutuksen tueksi. Saimme
my0s paljon taustamateriaalia toimeksiantajaltamme. Varsinaisen validointisuunnitel-
man laati maarityksestad vastaava asiantuntija sairaalamikrobiologi Paivi Kankkunen.
Ennen validointia varmistettu automaatin toimivuus ja soveltuvuus kayttdtarkoitukseen-
sa oli myos tehty toimeksiantajamme puolelta esitutkimuksen muodossa. Tutkimusvai-
heen suoritus sujui aikataulullisesti suunnitelman mukaisesti, vaikka alkuun pidimme
uhkana lyhyessa ajassa suoritettuja mittauksia. Mikali aikaa olisi ollut, olisimme mabh-
dollisesti uusineet niita mittauksia, mista emme saaneet tuloksia. Saimme kuitenkin

mittauksistamme riittdvan maaran havaintoja tybmme laajuuteen suhteutettuna.

Uusittavuuden osalta VITA Laboratorion maarityksen tulokset olivat suurimmaksi osak-
si suurempia kuin vertailussa kaytetyn referenssilaboratorion tulokset. Hajontaa tulok-
sissa esiintyi myos sekad sarjojen sisaisessa ettad valisessa toistettavuudessa. Namé
selittyy osittain naytteiden sdilytyksesta pakastettuina ja kalibraattoriarvon ylityksilla
seka riittamattomilla pesuvaiheilla. Esikasittelya tutkivassa osiossa ilmenneet tuloserot
saattoivat johtua esikasittelyn vaikutuksesta, joten tama ty6 antoi hyvaa pohjamateriaa-
lia jatkotutkimusten suunnitteluun. Ulkoisessa laaduntarkkailuvertailussa saamamme
tulokset asettuivat hieman korkeammalle tasolle kuin muiden laboratorioiden, mutta

noudattivat samaa linjaa kuin muista validointitutkimusosioista saadut tulokset.

Opinnaytetydmme tulosten perusteella validointityttd on jatkettu VITA Laboratorion
toimesta. Laitteen huoltotoimenpiteisiin on kiinnitetty enemmaé&n huomiota. Evolis Twin
Plus System -laitteen pesuohjelmia on tehostettu, esimerkiksi pesuohjelman kaytdssa
olevien karkien huuhteluja on lisatty, koska erityisesti pesuvaiheet ovat ELISA —
menetelmassa kriittisid. Naiden myota sarjojen valinen toistettavuus on parantunut ja

menetelm& on VITA Laboratorion kaytossa.

Menetelmavalidointitybmme oli ajankohtainen, silld suolistosairauksien méaarat ovat
Suomessa lisdantyneet ja kalprotektiinimaaritys on laajalti ladkarien kaytossa. Tutki-
mukset osoittavat, ettd F -Calpro on erittain kayttokelpoinen orgaanisten ja toiminnallis-

ten suolistosairauksien erotusdiagnostiikassa.
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VITA Laboratorio
26.4.2012
Piivi Kankkunen Validointisuunnitelma: F-Calpro 1
VALIDOINTISUUNNITELMA:
Ulosteen kalprotektiinin osoitus, F —Calpro
Menetelmiivalidointi RIDASCREEN® Calprotectin
Lihtotilanne

Kalprotektiini kuuluu ryhméén S100-proteiinit, jonka muodostaa n. 20 kalsiumia sitovaa proteiinia.
Nimi tulee siitd, ettd nimaé proteiinit liukenevat 100 % kylldstettyyn ammoniumsulfaattiin. ST00AS.
S100A9 ja S100A12 (kalgranuliini A, B ja C) liittyvit immuunijirjestelméin aktivaatioon.
Kalprotektiini on SI00A8:n ja S100A9:n kompleksi, joka sitoo kalsiumia ja jolla on antimikrobinen
teho. Kalprotektiini esiintyy p4dasiassa neutrofiileissd granulosyyteissd ja monosyyteissi.
Kalprotektiinia vapautuu aktiivisesti limakalvoissa ja passiivisesti hajoavista valkosoluista.
Tutkimus suoritetaan tilld hetkelld Kramerilla samaa testid kiyttdmalld.

Tavoite

Témin validoinnin tavoitteena on validoida ulosteen kalprotektiin madritys R-Biopharmin
Ridascreen Calprotectin testid (Art. nr. G09036) kéyttamilld VITA Laboratorion kiyttoon.
Analysaattorina kéytetdén Bio-Radin EVOLIS Twin Plus laitetta.

Validonnissa toteutettavat vaiheet
Ennen tutkimuksen validointia Kalprotektiini testiohjema kirjataan EVOLIS —laitteelle ja
toteutetaan laiteen yleistestaus. Kidyttdjille annetaan laitteen kiyttékoulutus.

1. F-Calpro testin menetelméavalidointi:

a. Sarjojen vilinen toistettavuus (Kramer - VITA)
i. Potilasndytteet n. 50 kpl
b. Sarjan sisdinen variaatio
i. 3 eritasoista ndytettd (yksi esikésittely) analysoituna 10 eri kertaa samalla
levylld.
c. Testin lineaarsuus
i. 4 eri ndytettd laimennetaan esikdsittelyn jalkeen 1:2, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10
d. Sarjojen vilinen toistettavuus
i. Vihintiddn nelji sarjaa, joista tilastollinen analyysi.
e. Niyteenkdsittelyn vaikutus lopputulokseen
i. 2 eritasoista ndytettd kisitellddn 6-8 eri kertaan ja analysoidaan omina
ndytteinddn. Tilastollinen analyysi.
f.  Ulkoinen laaduntarkkaulu
2. Tulosten kasittely ja padtelmét
3. Validointiraportti

Validointityd toteutetaan opinniiytetyoni Mertopolian Bioanalyytikko-opiskelijoiden Pia
Elorannan ja Rauna Lehdon toimesta.

26.4.2012
Pidivi Kankkunen
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Standardikuvaajan arvot

Kalprotektiinipitoisuus Absorbanssi

ug/s (450nm; ref. 620nm)
0 0,008

19,5 0,067

39,1 0,159

78,1 0,371

156,3 0,807

312,5 1,549

625 2,462

1250 3,001

Valmistajan antamat nelja parametria standardikuvaajaa varten

Calculated values of the 4 -parameter logistic-log-model (4PL)

A 0,0156
B 1,4090
C 5,9709
D 3,6999




Validoinnin tulokset

Naytenumero Kramer tulos VITA tulos Erotus
mg/kg mg/kg
1 151 112 -39
2 30 36 6
3 129 91 -38
4 2500 2500 0
5 20 42 22
6 59 101 42
7 194 439 245
8 55 113 58
9 770 2500 1730
10 2500 2500 0
11 2500 2500 0
12 1356 938 -418
13 20 20 0
14 913 436 -477
15 20 42 22
17 352 438 86
18 263 384 121
19 196 659 463
20 109 144 35
21 226 461 235
22 314 764 450
23 451 712 261
24 2118 2580 462
25 43 65 22
26 1102 1810 708
27 842 1510 668
28 20 33 13
29 20 34 14
30 25 36 11
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Naytenro. Kramer tulos VITA tulos Erotus
mg/kg mg/kg
32 20 107 87
33 73 111 38
34 46 34 -12
35 756 1085 329
36 120 531 411
37 450 470 20
38 273 262 -11
39 72 116 44
40 92 52 -40
41 109 90 -19
42 98 92 -6
43 139 177 38
44 527 418 -109
45 249 1276 1027
46 379 662 283
47 142 194 52
48 42 74 32
49 631 2235 1604
50 238 301 63
51 39 38 -1
52 84 129 45
53 120 207 87
54 705 710 5
55 22 64 42
56 33 46 13
57 249 387 138
58 33 81 48
59 249 456 207
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Sarjojen sisédinen toistettavuus 1

Nayte

Tulos pg/g

90

90

84

84

88

84

90

89

O O N| O g | W N| B

90

[N
o

93

Sarjojen siséinen toistettavuus 2

Nayte

Tulos pg/g

203

199

223

175

198

198

199

Q0| N O g M| W[ N|

193

Sarjojen valisen toistettavuuden testi, matala ja korkea positiivinen

Nro Matala Korkea

positiivinen | positiivinen
Tulos pg/g | Tulos pg/g

1 209 409

2 183 390

3 187 362

4 176 379

5 166 355
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Lineaarisuustestin ensimmainen laimennossarja

Laimennussuhde | Tulos pg/g
1:2 209
1:8 50
1:16 25
1:32 10

Lineaarisuustestin toinen laimennossarja

Laimennussuhde | Tulos pg/g
11 203
1:4 58
1:8 32
1:16 15

Ensimmainen esikasittelyn vaikutustutkimus viidesta kasittelysta

Nayte

Tulos pg/g

204

186

192

171

g | W N|

158

Toinen esikasittelyn vaikutustutkimus kuudesta kasittelysta

Nayte

Tulos pg/g

87

74

93

77

102

| O | W N|

124
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Evolis Twin Plus System -tulosraportit

a -

Liite 4

;S i/érsion 1.00
calpro12050701.res

— Printed on Monday, May 07, 2012 2:52:16 PM V.C. passed
Plate ID: calpro12050701 Time: 2:40:06 PM OVER limit: 3.500
Operator: admin Date: 5/7/2012 Wavelengths: 450nm/620nm
Assay: C:\BioRad\2PS\Resources\ApfiCalprotectin_Ridascreen(1).asy (3b25)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1.980 9.000 0.506 2.560
B 2.319 9.000 0.504 0.942 ™ ~
(] 0.006 9.000 0.531 9.000 MA -5 =
D 1.169 9.000 0.502
E 9.000 9.000 0.546
E 9.000 9.000 0.537
G 9.000 0.548 0.543 - " s
H 9.000 0.546  0.571 o (e v Sa % Vouin Qo H(
Combined Report
1 2 3 4 § 6 7 8 9 10 11 12
A
B
Cc
D
E
F
G
H
Ang U/mi

Patient ID Well Location Reader value Quant. 1 value  Qual. value

1.980 0.000

O.D. U/ml
Patient ID Well Location Reader value Quant. 1 value  Qual. value
60a E1 9.000 AR
60b F1 9.000 i
60c G1 9.000 hhid
60d H1 9.000 AR
60e A2 9.000 Cx
60f B2 9.000 s
60g c2 9.000 SE A
60h D2 9.000 e
60i E2 9.000 i
60j F2 9.000 kg
52a G2 0.548 90.229
52b H2 0.546 89.956
52¢ A3 0.506 84.473
52d B3 0.504 84.198
52e C3 0.531 87.904
52f D3 0.502 83.923
529 E3 0.546 89.956
52h F3 0.537 88.725
52i G3 0.543 89.546
52j H3 0.571 93.366
17 A4 2.560 438.280
20 B4 0.942 143.766
36 Cc4 9.000 S

0.D. U/ml
Patient ID Well Location Reader value Quant. 1 value Qual. value
NC1 c1 e

0.D. U/ml
Patient ID Well Location  Reader value Quant. 1value  Qual. value
PC1 B1 2.319 378.927
PC2 D1 1.169 175.609
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'Frinted on Iuesday, May U8, 2012 4.06:01 PM V.C. passed E
Plate ID: calpro12050801 Time: 4:00:10 PM OVER limit; 3.500
Operator: admin Date: 5/8/2012 Wavelengths: 450nm/620nm
Assay: C:\BioRad\2PS\Resources\ApfiCalprotectin_Ridascreen(1).asy (3b25)
1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12
A 2.063 9.000 9.000 9.000  3.447 —
B 2464 - 9.000 9.000  9.000 f g’ -
C 0.009 9.000 9.000 0.549
D 1270  9.000 9.000  0.446 Lo y &
E 9.000 9.000 9.000 0.590 { |
F 9.000 9000 3492 0470 g X e
G 9.000 9.000 2774  0.865 AT\ ¢ * (& o L,(‘g.
H 9.000 9.000 1.924  0.830 ) e ® e ax
Combined Report Ca G e 0o ATV
1 2 3 4 5 6 i 8 9 10 11 12
A
B
(o]
D
E
F
G
H
0.D. U/ml
PatientID _ Well Location _Reader value Quant. 1value  Qual. value
A1 2.063 0.000
0.D. U/mi
PatientID _ Well Location  Reader value Quant. 1value  Qual. value _
1 E1 9.000 o
2 F1 9.000 e
3 G1 9.000
4 H1 9.000 AR
) A2 9.000 e
6 B2 9.000
74 Cc2 9.000 "
8 D2 9.000 i
9 E2 9.000 i
10 F2 9.000 o
(60007534801 G2 9.000
0007534802 H2 9.000
0007534803 A3 9.000
0007534804 B3 9.000
0007534805 C3 9.000 b
0007534806 D3 9.000 e )
12 E3 9.000 i o
14 F3 3.492 733.273 &
16 G3 2.774 466.483 Q@
18 H3 1.924 283461 /¢
av A4 9.000 i
bv B4 9.000 AL
A% 0007537205 c4 0.549 87.344
0007537206 D4 0.446 73.656
0007537204 E4 0.590 92.720
0007537203 F4 0.470 76.876
0007537202 G4 0.665 102.495
0007537201 H4 0.830 123.924
X A5 3.447 710.773|
0O.D. U/ml
PatientID _ Well Location  Reader value Quant. 1 value  Qual. value
N 1 c1 g kR
0.D. U/ml
PatientID  Well Location __ Reader value Quant. 1 value Qual. value
PC1 B1 2.464 389.552
pPC2 D1 1.270 182.810

2PS Version 1.00
calpro12050801.res

© 2PS: 6220000380
Page 1 of 1
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Printed on Thursday, May 10, 2012 4:49:54 PM
Plate ID: calpro12051003 Time: 4:37:33 PM OVER limit: 3.500
Operator: admin Date: 5/10/2012 Wavelengths: 450nm/620nm
Assay: C:\BioRad\2PS\Resources\Apf\Calprotectin_Ridascreen(1).asy (3b25)
WARNING! Assay was paused for 3'18.
Removed wells: E4, G4, H4, A5, B5, D5, F5, H5, A6, B6, C6, D6
1 2 3 4 8, 6ba 7 8 9 10 11
A 1.818 0.323 0.517 0.167 0.010 0.043 0.018
B 2.247 1.070 1.176 0.044 0.004 0.007 0.195
C 0.008 1.215 1.139 0.107 1.869 0.009 2.344
D 1.283 1217 1.250 0.245 0.008 0.010 0.081
E 9.000 1.219 0.916 0,007 1.564 3.129 0.339 /(_O l O
F 1.242 1.184 0.062 1.283 0.011 2.427 1.111
G 1.219 0.957 0.142 0.008 3.040 2.939 .
H 1362 1.041 0295 0002 0005 2.150 10 pny P
Combined Report (9 e ;,f\ S
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 . 11
A [ O
B = -
8 { f QN vi
E
F
G
H
O.D. U/ml
Patient ID Well Location Reader value Quant. 1 value_ Qual. value
1.818 0.000
O.D. U/ml
Patient ID Well Location Reader value Quant. 1value  Qual. value
551;1 E1 9.000 ki ‘ & .
10 F1 1.242 202.572 l A3 10 ¥nsfsD
9 G1 1.219 198.816
8 H1 1.362 222.628
7 A2 0.323 _ 62.809
6 B2 1.070 175.085
5 Cc2 1.215 198.166
4 D2 1.217 198.491
3 E2 1.219 198.816
2 F2 1.184 193.152
f G2 0.957 157.670 | g
e H2 1.041 170.573 ( [ edd.
d A3 0.517 92.285 \ ¢
c B3 1.176 191.8657
b C3 1.139 185.953 1
53a D3 1.250 203.884_/-
331;10 E3 0.916 151.451_
0007535610 F3 0.062 15136 ) 52 \:\(
0007535609 G3 0.142 32105 } (¢ wr 3 ||
0007535608 H3 0.295 58.367 ( [-Y =
0007535607 A4 0.167 (.0
0007562806 B4 0.044 10352\ 7% 2
0007562805 c4 0.107 25205 | |-l
0007562804 D4 0.245 50229\ 1 : g
0007562803 E4 0.007 il B Rt
0007562802 F4 1.283 209.334 [ 1
0007562801 G4 0.008 ¥ TN 5 g
0007535306 H4 0.002 ENTRE: 3
0007535305 A5 0.010 ekl (0 L
0007535304 B5 0.004 st
0007535303 C5 1.869 318.954 [ | M
0007535302 D5 0.008 2.
301;10 ES5 1.564 258.452
291;10 FS 0.011 ==
00039227 G5 3.040 712.083 ~¢
00039188 H5 0.005 il
00039193 A6 0.013 sl
251;10 B6 ek

0.007
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Liite 4

Printed on Thursday, May 10, 2012 4:49:54 PM V.C. passed

00038414 C6 0.009 o A
00038342 D6 0.010 RS
00038328 E6 3.129 764.354 2.2
00038235 F6 2.427 461.060 |
00038236 G6 2.939 659.221 1 4
00038237 H6 2.150 384.123 1 ¢
00037867 A7 0.018 bt (7
00037933 B7 0.195 41.726 14
141;10 c7 2.344 436.389 1/
00037866 D7 0.081 19.619 1%
00039194 E7 0.339 65.317 3+
321;10 F 1.111 181.519 79

O.D. U/mli
Patient ID Well Location  Reader value Quant. 1 value Qual. value
NC1 ct 0.008 g

O.D. U/ml
Patient ID Well Location Reader value Quant. 1 value  Qual. value
PC1 B1 2.247 409.386
PC2 D1 1.283 209.334
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Liite 4

Printed on Friday, May 11, 2012 5:58:53 PM V.C. passed
Plate ID: calpro12051108 Time: 5:50:58 PM OVER limit: 3.500
Operator: admin Date: 5/11/2012 Wavelengths: 450nm/620nm
Assay: C:\BioRad\2PS\Resources\ApfiCalprotectin_Ridascreen(1).asy (3b25)
1 2 3 4 5 6 4 8 9 10 11 12
A 2.128 0.727 0.796 0.204 0.052
B 2.376 0.754 0.302 0.893 0.018
c 0.006 0.177 1.266 1.486
D 1.185 1.558 3.447 0.388
E 0.174 0.006 1.390 0.260
F 0.176 3.086 2.788 2.529
G 0.193 2.875 2.090 0.003
H 3.381 1.850 0.620 0.010
Combined Report
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 1" 12

A
B
C
D
E
F
G
H

0.D U/ml
Patient ID Well Location  Reader value Quant. 1 value Qual. value
S1 A1 2.128 0.000

O.D. U/ml
Patient ID Well Location Reader value Quant. 1 value Qual. value
34# Ed 0.174 33.359
35# F1 0.176 33.678
37 G1 0.193 36.356
38# H1 3.381 634.963
39# A2 0.727 107.663
40# B2 0.754 111.060
41# Cc2 0.177 33.838
4215 D2 1.558 217.374
43 E2 0.006 S
44 F2 3.086 531.067
45# G2 2.875 470.111
46 H2 1.850 261.510
47 A3 0.796 116.345
50 B3 0.302 52.375
54 C3 1.266 176.894
57 D3 3.447 662.119
58 E3 1.390 193.717 e
601;5 F3 2.788 447.450/ /;” meg KN

; v

63 A4 0.204 38.057
64 B4 0.893 128.579
65 Cc4 1.486 207.101
67 D4 0.388 64.140
eqgka E4 0.260 46.393
eqkb F4 2.529 386.801
egna G4 0.003 g
egnai;10 H4 0.010 —
eqnb A5 0.052 10.474
eqnb1;10 B5 0.018 S

0.D. U/ml
Patient ID Well Location ~ Reader value Quant. 1 value  Qual. value
NC1 0.006 TR

O.D. U/ml
Patient ID Well Location Reader value Quant. 1 value Qual. value
PC1 2.376 354.935
PC2 D1 1.185 166.149
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