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Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli verifioida prostataspesifisen antigeenin maaritys
Metropolia Ammattikorkeakoulun Roche Cobas e 411immunokemiananalysaattorille bio-
analytiikan tutkinto-ohjelmaa varten. Verifiointi tarkoittaa toimivuuden varmentamista ja
silla varmistetaan, soveltuuko menetelma haluttuun kayttéon. Laboratoriossa verifiointi teh-
daan, kun otetaan kayttdon mittausmenetelmaa, joka on kaytdssa ja validoitu jo jossain
muualla esimerkiksi diagnostisen tuotteen valmistajan toimesta.

Prostataspesifinen antigeeni eli PSA on eturauhassolujen tuottama valkuaisaine ja sita
tuottaa eturauhasen normaalit hyvanlaatuiset seka pahanlaatuiset solut. Veressa oleva
PSA on aina peraisin eturauhasesta, silla muiden kudosten solut eivat tuota samaa proteii-
nia. Prostataspesifinen antigeeni voi olla veressa vapaana tai sitoutuneena proteiineihin.
PSA-pitoisuus voi kasvaa eturauhasen hyvanlaatuisen liikakasvun seurauksena, virtsa-
tietulehduksessa, eturauhastulehduksessa seka eturauhassyodvassa.

Verifiointia varten saimme referenssilaboratoriosta 27 naytetta, joko EDTA- tai litiumhepa-
riiniplasmaa. Naytteille oli tehty PSA-tutkimus varmistetulla ja vertailukelpoisella menetel-
malla. Oppilaitoksen verifiointisuunnitelmaa noudattaen naytteet analysoitiin sarjan sisai-

sen, sarjojen valisen ja analysaattorien valisen tarkkuuden maarittamiseksi.

Verifioinnin tuloksien tarkasteluun kaytettiin tilastollisia menetelmia. Naiden tulosten perus-
teella voitiin todeta, ettda Cobas e411 analysaattorin PSA-menetelma voidaan ottaa opetus-
kayttoon Metropolian Ammattikorkeakoulussa. Potilasnaytteiden analysointia varten verifi-

ointi tulisi kuitenkin suorittaa uudestaan.

Avainsanat prostataspesifinen antigeeni, verifiointi
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The purpose of this thesis was to verify the prostate specific antigen test for the Roche Co-
bas e411 immunochemistry analyzer. The verification was for Metropolia University of Ap-
plied Sciences for the Biomedical Laboratory Science degree program.

Verification is used to evaluate whether a method is suitable for the desired use. In the la-
boratory, verification is done when a new measurement method is introduced. The new
method needs to be in use and validated elsewhere, for example by the manufacturer of
the diagnostic analyzer.

Prostate-specific antigen, or PSA, is a prostate specific protein that is produced by normal
and malignant cells of the prostate gland. PSA found in blood is always originated from the
prostate gland because cells of other tissue cannot produce that same protein. Prostate-
specific antigens can be found free in the blood or bound to proteins. The PSA level in
blood can increase as a result of benign prostatic hyperplasia, urinary tract infection, pros-
tatitis or prostate cancer.

For verification we obtained 27 patient samples from a reference laboratory. The samples
were either EDTA- or lithium heparin plasma. The samples were already analyzed with a
verified and validated method. Following the school’s verification protocol, the samples
were analyzed for quantifying the within-run, between-run and intermediate precision.

Statistical methods were used to scrutinize the results of the verification. Based on these
results, it can be concluded that the PSA method of the Cobas e411 analyzer can be used
for teaching purposes at Metropolia University of Applied Sciences. However, for patient
sample processing the verification should be performed again.
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1 Johdanto

Verifiointi kuuluu oleellisena osana laboratorion toimintaan ja sen avulla pyritaan var-
mistamaan, etta uusi kayttdonotettava menetelma tayttaa sille asetetut vaatimukset ja
standardit. Lisaksi pyritdan varmistumaan siita, etta analysaattorin tulokset ovat luotet-
tavia, toistettavia seka vertailukelpoisia. (Hagg 2016: 6—8.) Opinnaytetydn tarkoituk-
sena oli verifioida Cobas e411 -analysaattorille plasman prostataspesifinen antigeeni
eli PSA. Verifiointia suorittaessa noudatettiin SFS-EN ISO 15189 2012 —standardia.
Standardit ovat esimerkiksi kdytantdja ja vaatimustasoja maarittelevia asiakirjoja, ja
niilld on keskeinen merkitys otettaessa kayttéén uutta tutkimusmenetelmaa. (Roelof-

sen-de Beer ym. 2019.)

Prostataspesifinen antigeeni on eturauhassolujen tuottama valkuaisaine ja sita tuottaa
seka eturauhasen normaalit hyvanlaatuiset ettd pahanlaatuiset solut. Veressa oleva
PSA on aina peraisin eturauhasesta, silld muiden kudosten solut eivat tuota samaa
proteiinia. Veressa prostataspesifinen antigeeni voi olla vapaana tai sitoutuneena pro-
teiineihin. (Prostataspesifinen antigeeni, plasmasta 2022; Prostate-Spesific Antigen
(PSA) Test 2022; Tunturi 2021.)

Tama opinnaytetyd tehtiin Metropolia Ammattikorkeakoululle, koska Myllypuron kam-
pukselle oli hankittu uusi kemian analysaattori, Roche Diagnosticsin Cobas e411. Opin-
naytetydssa keskityttiin verifiointiprosessin kuvaamiseen seka analysoimaan verifioin-
nin testituloksia kvantitatiivisin tutkimusmenetelmin. Opinnaytety6 toteutettiin kvantitatii-

visen tutkimusmenetelman avulla, relevantteihin kirjallisiin lahteisiin pohjaten.

2 Verifiointi ja tutkimusten laatu

Verifiointi tarkoittaa toimivuuden varmentamista (Validointi ja verifiointi 2022). Verifioin-
nilla varmistetaan, etta ennalta maaritellyt standardit taytetaan objektiiviseen nayttoon
perustuen. Laboratoriossa tehdaan verifiointi, kun otetaan kayttdon mittausmenetelmas,
joka on kaytdssa ja validoitu jo jossain muualla, esimerkiksi diagnostisen tuotteen val-
mistajan toimesta. Verifiointi tulee tehdad myds, jos laboratoriossa tehdaan muutoksia
esimerkiksi tietojarjestelmissa, laitteissa, analyysimenetelmassa tai naytteen kasitte-
lyssa aiemmin validoituun menetelmaan. Verifiointi koostuu suunnitelman laatimisesta,

verifioinnin toteutusvaiheesta ja raportointivaiheesta. (Hagg 2016: 7—-15.) Alapuolella



olevassa kuviossa (kuvio 1.) on esitetty verifioinnin prosessi paapiirteissaan. Tata samaa

prosessia noudatettiin tassa tydssa.
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Kuvio 1. Verifioinnin prosessi

Kaytannossa verifiointi voidaan suorittaa ottamalla esimerkiksi 20 potilasnaytetta use-
ammalta eri mittausalueelta ja analysoimalla ne verifioitavalla analysaattorilla. Tuloksia
verrataan laboratoriossa kaytdssa olevan menetelman tulostasoon. (Validointi ja verifi-
ointi 2022.)

2.1 1SO-standardit

Standardit ovat asiakirjoja, jotka sisaltavat ohjeita, suosituksia ja kaytantdja tietyista ai-
heista. Niiden avulla laaditaan yhteisia toimintatapoja ja niillda on keskeinen merkitys
muun muassa laboratoriossa, kun otetaan kayttéon uutta tutkimusmenetelmaa. Jokai-
sella standardilla on oma tunnuksensa, joka kertoo missa se on vahvistettu. Ne voivat
olla kansallisia, eurooppalaisia tai maailmanlaajuisia. ISO-merkinnalla tarkoitetaan, etta
kyseinen standardi on maailmanlaajuisesti vahvistettu. ISO eli International Organization
for Standardization on riippumaton, ylikansallinen toimija, joka valvoo ja kehittda stan-
dardeja. SFS eli Suomen Standardisoimisliitto on kansallinen merkinta tunnuksessa ja
merkitsee sita, ettd standardi on vahvistettu Suomessa. SFS on jasen myds kansainva-
lisessa standardisoimisjarjestdssa ISO:ssa. Tunnuksen EN-merkinta eli European Stan-
dards s.r.o. kuvaa sita, kuinka kyseinen standardi on vahvistettu eurooppalaiseksi stan-
dardiksi. (Mita standardi tarkoittaa? SFS ry 2022.)



Verifioinnin ja validoinnin kannalta tarkea standardi on SFS-EN ISO 15189 2012 —stan-
dardi (Roelofsen-de Beer ym. 2019). Sita kaytetaan kliinisissa seka laaketieteellisissa
laboratorioissa ja se tarjoaa puitteet laadunvalvontajarjestelmien toteuttamiselle. Laa-
dunvalvonta on tarkeaa, jotta voidaan varmistaa laboratorion tutkimusten riittava tark-
kuus. (QualityMedDev 2022.)

2.2 \Verifioinnin laatu ja sita kuvaavat kasitteet

Verifioinnin merkitys laboratorioiden laadun ja toiminnan kannalta on kriittinen. Tutki-
mukset on verifioitava, jotta analysaattoreiden antamiin tuloksiin voidaan luottaa. Verifi-
ointi tarkoittaa toimivuuden varmentamista objektiiviseen nayttéén perustuen. Verifioin-
nin tulee tayttaa kaikki maaritellyt vaatimukset. Liséksi verifioinnin laatua ja samalla
my0s sen luotettavuutta lisada se, etta kaikki verifiointitoimenpiteet tulee dokumentoida.
(Validointi ja verifiointi 2022.) Verifioinnin laatua kuvaavia kasitteita on useita. Niista
keskeisimmat ovat seuraavat: toistettavuus, tasmallisyys, spesifisyys ja mittausepavar-
muus (Hagg 2016: 13).

Toistettavuus kuvaa sita, etta tutkimuksen tulokset ovat toistuvia ja yndenmukaisia, kun
tutkimus tehdéan samassa laboratoriossa ja samasta naytteesta lyhyen aikavalin si-
salla. Tutkimuksen suorittajan tulisi olla myds sama. Tutkimuksen toistettavuutta voi-
daan testata seka kvalitatiivisesti etta kvantitatiivisesti. Naytteista yleensa lasketaan
keskimaarainen pitoisuus eli keskiarvo seka keskihajonta ja suhteellinen hajonta.
(Hagg 2016: 31-32.) Toistettavuuteen liittyvat parametrit on avattu tarkemmin kappa-

leessa 5.

Tasmallisyys kuvaa puolestaan sita, ettd mitatut arvot ovat yhtapitavia. Tasmallisyys
voidaan maarittaa toistamalla kokeita. Toistettavuuskokeiden mittaustulosten keskiha-

jonta kuvaa joko menetelman uusittavuutta tai toistettavuutta. (Hagg 2016: 32.)

Tutkimuksen spesifisyys kuvaa sita, etta tutkimuksen menetelman tulos antaa vasteen
vain tutkittavalle analyytille tai yhdisteelle. Menetelma ei toisin sanoen anna siis tulosta
muille vasteille (Hagg 2016: 30). Esimerkiksi PSA:ta mitatessa muiden analyyttien vai-

kutus ei ndy mitattavissa arvoissa.

Mittausepavarmuudella kuvataan mitattavalle suurelle saatujen arvojen vaihtelua ja se
on maaritelty virherajojen avulla. Jokaisessa menetelmassa on epavarmuutta, joka voi
littyd muun muassa naytteenottoon, naytteiden sailyttdmiseen tai muuhun analysaatto-

rista riippumattomaan tekijaan. Epavarmuutta voi myds liittya analyysin eri vaiheisiin.



Mittausepavarmuus koostuu systemaattisesta ja satunnaisesta virheesta. Mittausepa-
varmuus on siis arvio rajoista, jonka sisapuolella tuloksen tulisi olla. Tietoa tarvitaan
muun muassa silloin, kun halutaan verrata eri laboratorioiden tuloksia keskenaan ja ha-
lutaan arvioida, onko tiettyjen mittaustuloksien tarkkuudet riittavia. Mittausepavarmuus
tulee myos huomioida tulosten raportointivaiheessa. (Hagg 2016: 23—-25; Mittausepa-

varmuus 2021.)

Alla olevassa taulukossa (taulukko 1.) on avattu keskeiset kasitteet tiivistetysti koskien

verifioinnin laatua.

Taulukko 1. Verifioinnin laadun keskeiset kasitteet. (Hagg 2016: 23-32.)

Kasite Selitys

Toistettavuus Tutkimuksen tulokset ovat toistuvia, kun
tutkimus tehdaan samassa laboratori-
ossa ja samasta naytteesta lyhyen aika-

valin sisalla.
Tasmallisyys Kuvaa saatujen arvojen yhtapitavyytta.
Spesifisyys Menetelman tulos antaa vasteen vain tut-

kittavalle analyytille tai yhdisteelle.

Mittausepavarmuus Kuvaa mitattavalle suureelle saatujen ar-
vojen oletettua vaihtelua. Se kuvaa mit-
taustulosten vaihtelua ja on maaritelty
virherajojen avulla.

3 PSA-tutkimukset ja niiden merkitykset

3.1 PSA

PSA on lyhenne sanoista prostataspesifinen antigeeni. Tutkimuksen yleisin kayttdaihe
on eturauhassydvan hoidon jalkeinen seuranta ja prostataspesifisen antigeenin tasoa
seurataan monesti eturauhassydvan diagnoosin jalkeen. Tutkimusta voidaan kayttaa
my0s diagnostisen selvittelyn apukeinona muun muassa virtsaamisoireisilla miehilla.
(Murtola&Taari 2022; Prostate-Spesific Antigen (PSA) Test 2022.)

Prostataspesifinen antigeeni on eturauhassolujen tuottama valkuaisaine ja sita tuottaa

eturauhasen normaalit hyvanlaatuiset seka pahanlaatuiset solut. Veressa oleva PSA



on aina peraisin eturauhasesta, sillda muiden kudosten solut eivat tuota samaa proteii-
nia. PSA sitoutuu veressa paaasiassa alfa-1-kymotrypsiiniin seka alfa-2-makroglobulii-
niin. Alfa-1-kymotrypsiini ja PSA muodostaa PSA-ACT kompleksin plasmassa ja komp-
leksi on paaasiallinen PSA:n esiintymismuoto veressa. PSA tutkimus mittaa plasmasta
taman PSA-ACT-kompleksin pitoisuutta seka vapaata PSA:ta. (Prostataspesifinen anti-
geeni, plasmasta 2022; Prostate-Spesific Antigen (PSA) Test 2022; Tunturi 2021.)
Prostataspesifisen antigeenin viitearvot riippuvat iastd. Normaalit viitearvot PSA tutki-
mukselle 16ytyvat alla olevasta taulukosta (taulukko 2.). 1an mukana eturauhanen
yleensa kasvaa ja mitd suurempi eturauhanen on, sitd suurempi on myds plasman
PSA-pitoisuus. PSA-pitoisuus voi kasvaa eturauhasen hyvanlaatuisen liikakasvun seu-
rauksena, virtsatietulehduksessa, eturauhastulehduksessa seka eturauhassyovassa.
(Prostate-Spesific Antigen (PSA) Test 2022; Tunturi 2021.) Eturauhassydvan yhtey-
dessa plasmassa on vapaata PSA:ta keskimaarin vahemman ja PSA-ACT-kompleksia
keskimaarin enemman kuin eturauhasen hyvanlaatuisen liikakasvun yhteydessa. PSA
on siis elinspesifinen proteiini, mutta ei ole suoraan spesifinen eturauhassyévalle. On
todettu, etta esimerkiksi akuutin virtsatieinfektion yhteydessa PSA-pitoisuus voi olla ko-

holla. (Murtola&Taari 2022; Prostataspesifinen antigeeni, plasmasta 2022.)

Taulukko 2.  PSA:n viitearvot (Prostataspesifinen antigeeni, plasmasta 2022).

lka Viitearvo

alle 50 v alle 2,5 ug/l
50-59 v alle 3,5 ug/l
60-69 v alle 4,5 ug/l
yli 69 v alle 6,5 ug/l

3.2 Vapaa PSA

Vaikka opinnaytetytssa ei verifioitu vapaata PSA:ta, on se kuitenkin osallisena koko-
nais-PSA:n pitoisuudessa. Taman takia tutkimuksen merkitys on kayty tassa tydssa ly-

hyesti lapi.

Kuten mainittu, PSA liikkuu veressa vapaana ja sitoutuneena proteiineihin. Kun teh-
daan tarkempia tutkimuksia, voidaan mitata molempien osuudet. Tama tulos ilmoite-
taan PSA-suhteena. Vapaan prostataspesifisen antigeenin osuus koko PSA:sta on 5—

40 %. Eturauhassytpaa sairastavilla suhde on yleensa keskimaarin 15 %. Terveilla



vastaava luku on keskimaarin 22 %. (Eturauhassy6pa 2014; Tunturi 2021.) Alla ole-
vassa taulukossa (taulukko 3.) on tarkemmin kuvattuna eturauhasydvan todennakéi-

syytta eri vapaan PSA:n osuuksilla kokonais-PSA:sta.

Taulukko 3. Vapaan PSA:n osuus ja eturauhassydvan todennakoisyys (Eturauhassyopa
2014). Mita pienempi on vapaan PSA:n pitoisuus kokonais-PSA-pitoisuudesta, sita
suurempi on eturauhassyoévan todennakdisyys.

Vapaan PSA:n osuus (%) kokonais- Eturauhassyovan todennakoisyys (%)
PSA-pitoisuudesta, kun kokonais-

PSA:n osuus on 4-10 ug/l

0-10 56

10-25 25

15-20 20

20-25 16

Yli 25 8

3.3 PSA:n mittausmenetelma Cobas e411 -analysaattorilla

Opinnaytetyo toteutettiin Roche Diagnosticsin valmistamalla Cobas e411 analysaatto-
rilla. Analysaattori on taysin automatisoitu ja kayttaa patentoitua elektrokemilumi-
nesenssi-teknologiaa (ECL) immunokemiallisiin tutkimuksiin. (Cobas e411 analyzer
2022)

PSA-tutkimuksen analysointi kestaa kyseisella analysaattorilla noin 18 minuuttia. Tutki-
mus sisaltaa sitoutuneen PSA-ACT-kompleksin lisaksi vapaan PSA:n pitoisuuden.
Analysaattori antaa tuloksen joko ng/mL tai ug/L yksikéissa. (Total PSA 2013.) PSA-

ACT-kompleksia on kuvattu tarkemmin luvussa 3.1.

Veren plasman kokonais-PSA-pitoisuuden analysoinnissa tapahtuu immunokemiallinen
reaktio, jossa syntyy vasta-ainekomplekseja. Ensimmaisessa vaiheessa 20 pl nayt-
teestd eroteltua plasmaa ja kahta eri monoklonaalista PSA-spesifistd vasta-ainetta yh-
distetdan keskenadan. Nama yhdisteet reagoivat muodostaen kompleksin. Toiseen
vasta-aineista on sitoutunut B7-vitamiinia eli biotiinia ja toinen on merkattu ruthenium-
kompleksilla. (Total PSA 2013.) Alla olevassa kuvassa (kuvio 2.) on esitetty karkeasti

kompleksin muodostuminen.
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Kuvio 2. Ensimmaisen vaiheen kompleksin muodostuminen

Toisessa vaiheessa reaktioseokseen lisataan streptavidiinilla paallystettyja mikropartik-
keleita. Kompleksista tulee kiintea, kun streptavidiini ja biotiini reagoivat keskenaan.
Taman jalkeen reaktioseos aspiroidaan mittausyksikkoon, jossa mikropartikkelit kiinnit-
tyvat elektrodin pintaan magneettisen vetovoiman seurauksena. Loput aineet poiste-
taan ProCell/Procell M:n avulla. (Total PSA 2013.) Alla olevassa kuvassa (kuvio 3.) on

kuvattuna kiintean kompleksin muodostuminen reaktion toisessa vaiheessa.
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Streptavidiinilla

Kompleksi paillystetty Streptavidiini ja biotiini reagoivat
mikropartikkeli keskeniin.

Kompleksista tulee kiintea.

Kuvio 3. Toisessa vaiheessa tapahtuva reaktio

Kun elektrodiin kytketaan sahkovirta, syntyy kemiluminesenssin aiheuttamaa sateilya,
joka voidaan mitata fotometrisesti (Total PSA 2013). Kemiluminesenssi tarkoittaa kemi-

allisen reaktion seurauksena muodostunutta valoa (Tieteen termipankki 2014).

Tulosten tulkinta molemmissa tutkimuksissa tapahtuu kalibraatiokuvaajan avulla. Kalib-

rointi on suoritettu kahden pisteen kalibrointina. Jokaiselle reagenssieralle on olemassa



tietyt erakohtaiset arvot, jotka voidaan lukea analysaattorille viivakoodin avulla. Kalib-
rointi tulee suorittaa aina, kun aloitetaan uuden reagenssieran kaytté analysaattorilla.
Se tulee myds suorittaa 28 paivan valein, jos kaytdssa on sama reagenssiera tai 7 pai-
van valein, mikali sama reagenssipullo on koko ajan kaytdssa analysaattorilla. Kalib-
rointi tulee tehda myds tarpeen mukaan, jos esimerkiksi kontrollien arvot eivat ole val-
mistajan maarittdmissa rajoissa. (Total PSA 2013.) Tulosten laatua seurataan kontrol-
lien avulla. Cobas e411 analysaattorilla kaytetaan PSA-tutkimuksissa PreciControl Tu-

mor Marker tai PreciControl Universal nimisia kontrolleja (Total PSA 2013).

Litiumhepariini ja K2-EDTA putkiin otetut naytteet ovat soveltuvia ndytemuotoja PSA-

tutkimukselle laitevalmistajan ohjeen mukaan. Yleisimmin kaytetdan EDTA putkiin otet-
tuja naytteita. Nayte on myds mahdollista ottaa natriumsitraattiputkeen, mutta talldin tu-
losta tulee korjata +10 %. Luotettavamman tuloksen saa, kun tutkimusta varten tarvitta-
van naytteen ottaa litiumhepariinia tai K2-EDTA:ta sisaltdamaan nayteputkeen. (Prosta-

taspesifinen antigeeni, plasmasta 2022; Total PSA 2013.)

Tarvittava ndytemuoto on plasmaa, joten nayte tulee sentrifugoida ja erotella. Jos
nayte analysoidaan vuorokauden sisalla, voi naytteen lahettda kokoverena huoneen-
lammossa analysoivaan laboratorioon. Talléin nayte sentrifugoidaan analysointipis-
teessa. Muulloin naytteesta erotellaan vahintdan 1 ml plasmaa. Eroteltu plasma sailyy
viikonlopun yli jadkaapissa ja pitempiaikaista sailytysta varten se tulee pakastaa. Pa-
kastettuna nayte sailyy 6 kuukautta -20 °C lampdétilassa. Naytteen saa pakastaa vain

kerran. (Prostataspesifinen antigeeni, plasmasta 2022; Total PSA 2013.)

Kayttdamamme naytteet olivat valmiiksi sentrifugoituja, silld saimme ne suoraan refe-
renssilaboratorioista. Jos nayte olisi ollut kokoverta, olisi sentrifugointinopeuden ja -

ajan suhteen noudatettava putkivalmistajan ohjeita (Verinaytteet 2022).

4 Opinnaytetyon tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyon tarkoituksena oli verifioida PSA tutkimus Metropolian ammattikorkea-
koulun Myllypuron kampuksen Cobas e411 analysaattorille. Verifioinnilla varmistetaan,
ettd analysaattori antaa luotettavia tuloksia. Verifiointi sisalsi itse toteutusvaiheen li-
saksi suunnitelman laatimisen seka raportointivaiheen. Verifioinnin jalkeen voitiin tehda

johtopaatokset siita, voidaanko analysaattorilla analysoida PSA:ta luotettavasti.



Opinnaytetyon tavoitteena oli saada verifioitu menetelma PSA-tutkimukselle Metropo-
lian ammattikorkeakoulun Myllypuron kampuksen Cobas e411-analysaattorille ja saada
yhtenevat tulokset referenssilaboratorion tulosten kanssa. Tavoitteena oli siis varmis-
taa, etta analysaattori tuottaa luotettavia seka laadukkaita tuloksia. Lisaksi henkilékoh-
taisina tavoitteina oli myds syventaa tietoja verifioinnista ja sen prosessista seka tilasto-

matematiikan taitoja.

Tutkimuskysymysten avulla selkeytettiin ja rajattiin aihetta. Niiden tarkoitus oli kiteyt-

taa, mitad halutaan tutkia ja mihin halutaan vastauksia. (Tiedelukutaito 2022.)
Tutkimuskysymyksemme olivat:

1. Vastaako analysoimamme tulokset referenssilaboratorion tuloksia?

2. Mita tarkoittaa verifiointi?

3. Mitka ovat verifioinnin prosessin vaiheet opinnaytetydssamme?
Yksi tarkeimmista tutkimuskysymyksista opinnaytetydssa oli siis se, ettd vastaavatko
meidan analysoimamme tulokset referenssilaboratorion tuloksia. Jos tulokset vastaavat
toisiaan voidaan todeta, ettd saamamme tulokset ovat luotettavia ja analysaattorin veri-
fiointi on onnistunut.
Se, mita verifiointi tarkoittaa ja miten olemme verifioinnin toteuttaneet, olivat myos tar-
keassa osassa opinnaytetydta. Koska verifiointi oli isossa osassa opinnaytetyétamme,

oli erityisen tarkeda ymmartaa sen merkitys. Luotettavaan verifiointiin kuuluu taas veri-

fiointiprosessin kuvaaminen.

5 Opinnaytetyon toteutus

5.1 Tiedonhaku

Tietoa ja teoriaa opinnaytetydn tekemiseen etsittiin monista eri lahteista. Tietoa etsittiin
kirjallisuudesta, artikkeleista, verkkosivustoilta seka erilaisista tietokannoista, kuten
PubMed ja Google Scholar. Yleisimpia hakusanoja teorian etsimisessa olivat verifiointi,

ISO-standardi, PSA, ECL-teknologia seka erilaiset tilastomatematiikan termit. Aineistoa
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etsittiin muun muassa lahdetietokannoista. Erilaiset tietokannat ovat luotettavia teo-
riatiedon lahteita, silla niiden sisaltamat artikkelit ja kirjallisuus sisaltavat valikoitua asi-
antuntijatietoa ja ne ovat myos vertaisarvioituja. Opinnaytetydhén pyrittiin valitsemaan
mahdollisimman luotettavia lahteita ja kayttdmaan myds kirjallisuutta apuna. Kaytimme
paljon myds suoraan laitevalmistajan ohjeista saatua informaatiota, silla siita saatu tieto
oli olennaista tyén aiheen ja toteutuksen kannalta. Opinnaytety6hon valittiin myds ver-

taisarvioituja artikkeleita tietokannoista, silla ne lisdavat |ahteiden luotettavuutta.

5.2 Verifioinnin toteutus

Vertailundytteet opinnaytetyétamme varten saimme ulkopuoliselta taholta. Saimme re-
ferenssilaboratoriolta 27 naytetta, jotka olivat joko EDTA- tai litiumhepariiniplasmaa.
Naille naytteille oli tehty PSA-tutkimus varmistetulla ja vertailukelpoisella menetelmalla.
Naytteiden analysointi suoritettiin mahdollisimman pian niiden koululle saapumisen jal-
keen. Naytteet saapuivat viikon 3 lopussa ja analysointi aloitettiin viikolla 6. Naytteet
sailytettiin pakastimessa -20 °C ennen analysointia. Kaytimme myo6s kontrolleja verifi-

ointindytteina. Kontrolleina oli kaytdéssa PreciControl Universal 1 ja 2.

Verifioinnin toteuttamisessa noudatimme verifiointisuunnitelmaa. Saimme verifiointi-
suunnitelman pohjan Metropolian ammattikorkeakoululta. Verifioinnin suunnitelma, tu-
losdata seka niihin liittyvat laskelmat, kaaviot ja kuviot sailytetdan paperisena ja sahkoi-

sena bioanalytiikan tutkinnon maarittelemissa paikoissa.

Metropolian ammattikorkeakoululta saatu suunnitelma sisalsi verifioinnin aikataulun,

menetelman, kaytetyt reagenssit, vakiot, kontrollit, naytetyypit, tiedon naytteiden sailyt-
tamisesta ennen analysointia seka verifioitavat parametrit. Suunnitelman liitteeksi lisat-
tiin kaikki verifioinnissa saatu tulosdata seka niihin liittyvat laskelmat, kaaviot ja kuviot.

Liitteiksi lisattiin myos naytteiden sailytyksessa seka ajoissa huomioidut asiat.

Verifioinnin tarkoituksena oli saada varmuus siihen, etta Metropolian ammattikorkea-
koulun opetuskaytdssa oleva Cobas e411 analysaattori antaa luotettavia tuloksia. Veri-
fioinnin suorittamiseksi oli maaritettava erilaisia parametreja. Maaritettavat parametrit
olivat sarjan sisainen toistuvuus, sarjojen valinen toistuvuus seka analysaattoreiden va-

linen tarkkuus.

Kun mitattiin sarjojen sisaista toistuvuutta, analysoitiin naytteitd kolmesta eri PSA-ta-

sosta. Naytteet analysoitiin matalalta, normaalilta ja korkealta tasolta. Naita naytteita
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analysoitiin 10 kertaa perakkain. Naytteiden tuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta

seka variaatiokerroin ja niita verrattiin laitevalmistajan ilmoittamaan tulostasoon.

Tuloksissa voi olla variaatiota paivasta riippuen. Toisin sanoen erilaista tulostasoa voi
mahdollisesti tulla, vaikka kyseessa olisikin sama nayte. Variaatio on tarkeaa selvittaa
ja se tehtiin tassa tapauksella kontrollinaytteella seka poolinaytteella. Variaation selvit-
taminen on tulosten oikeellisuuden kannalta tarkeaa ja sen sallimisrajat maaritetaan
etukateen menetelmasta ja laitteesta riippuen. (Helenius 2021.) Tassa opinnaytetydssa
kaytettiin Labqualityn ulkoisen laadunarviointikierrosten vaihteluvalia seka laitevalmis-

tajan ilmoittamaa tulostason vaihtelua.

Kun mitattiin sarjojen valista toistuvuutta, analysoitiin kontrollindytetta seka poolinay-
tetta 10 perakkaisena paivana. Perakkaiset paivat eivat ihan toteutuneet, silla kampus
oli suljettu sunnuntaina. Naytteet analysoitiin siis maanantaista lauantaihin ja seuraa-
valla viikolla maanantaista torstaihin. Naytteiden tuloksista laskettiin keskiarvo, keski-
hajonta seka variaatiokerroin ja verrattiin niitd Labqualityn ulkoisen laadunarviointikier-
roksen vaihteluvaliin. Labquality tarjoaa itsendista, puolueetonta ja riippumatonta laa-
dunarviointia. Yritys pyrkii varmistamaan ulkoisen laadunarvioinnin objektiivisuutta ja
riippumattomuutta esimerkiksi toimimalla tasapuolisesti ja avoimesti kaikkien laite- ja
reagenssivalmistajien kesken (Ulkoinen laadunarviointi 2023). My0s tydssa kaytetyn
Metropolian verifiointisuunnitelma edellyttda Labqualityn vaihteluvalien kayttamista ver-

tailukohtana.

Analysaattoreiden valinen tarkkuus suoritettiin analysoimalla 20 potilasnaytetta ja ver-
taamalla tuloksia vertailukelpoisen analysaattorin tuloksiin. Naista tuloksista laskettiin
niiden eroprosentti sekd muodostettiin regressiosuora. Eroprosenttia verrattiin

Labqualityn ulkoisen laadunarvioinnin tavoitevaliin. Tulosten analysoinnissa kaytimme

paaasiassa Microsoftin Excel -taulukkolaskentaohjelmistoa.

5.3 Verifioinnin parametrit

Opinnaytetyo oli kvantitatiivinen eli maarallinen tutkimus. Kvantitatiivisessa tutkimuk-
sessa vastataan yleensa kysymyksiin mika, missa, kuinka usein ja kuinka paljon. Siina

kaytetdan myos hyvaksi numeerisia tuloksia. (Heikkilda 2014: 28). Aineistoa analysoitiin
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tilastollisilla menetelmilla, joiden tarkoitus oli tiivistda saadut tulokset informaatiota si-
saltaviksi kuviksi, tunnusluvuiksi ja arvoiksi. Tassa opinnaytetydssa kaytetyt parametrit
olivat Metropolian Ammattikorkeakoulun maarittamien vaatimusten mukaiset. Alla ole-
vassa taulukossa (taulukko 4.) on listattuna tassa opinnaytetydssa kaytetyt parametrit
ja niiden merkitys. Naita parametreja kaytetaan hyoédyksi analysoitaessa sarjan sisaista

toistuvuutta, sarjojen valista toistuvuutta seka analysaattoreiden valista tarkkuutta.

Analysaattorien valisen tarkkuuden arvioinnin apuna kaytettiin regressioanalyysia ja ar-
vioinnin helpottamiseksi muodostettiin regressiosuora. Regressiosuora kuvaa muuttu-
jien valisen yhteyden voimakkuutta. Regressiosuoran avulla voidaan selvittaa, onko

muuttujien valilla riippuvuutta eli korrelaatiota. (Regressioanalyysi 2022.)

Korrelaatiokertoimena kaytimme Pearsonin korrelaatiokerrointa. Pearsonin korrelaatio-
kerroin kuvaa kahden muuttujan korrelaatiota eli riippuvuutta valilla -1 ja 1. Kun korre-
laatiokerroin on 0, muuttujien valilla ei ole lineaarista riippuvuutta. Kun arvo on +1 vallit-
see muuttujien valille taydellinen positiivinen riippuvuus ja kun se on -1, niin muuttujien
valilla vallitsee vastaavasti tdydellinen negatiivinen riippuvuus. Positiivinen riippuvuus
tarkoittaa sita, ettd muuttujien muutokset tapahtuvat samaan suuntaan nousevalla suo-
ralla. Eli kun x:n arvot kasvaa, kasvaa samalla myos y:n arvot. Negatiivisessa riippu-
vuudessa muuttujien muutokset tapahtuvat eri suuntiin. Jos pisteet sijaitsevat samalla
suoralla, riippuvuus on taydellista. (Johdatus tilastotieteeseen 2022; Korrelaatio ja riip-

puvuusluvut 2004.)

Saatuja parametrien arvoja verrattiin erilaisiin tulostasoihin. Sarjan sisaisia tuloksia ver-
rattiin laitevalmistajan ilmoittamaan tulostasoon ja sarjojen valisia tuloksia verrattiin
Labqualityn ulkoisen laadunarviointikierroksen vaihteluvaliin. Analysaattoreiden vali-
sista tuloksista saatua eroprosenttia verrattiin Labqualityn ulkoisen laadunarvioinnin ta-
voitevaliin. Labqualityn ulkoinen laadunarviointi on objektiivinen ja riippumaton apuva-

line takaamaan tulosten laatua (Ulkoinen laadunarviointi 2023).
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Taulukko 4.  Verifioinnin parametrit.

Tilastomatematiikan termi

Selitys

Keskiarvo 1<
y= EZ Vi
=1
Keskiarvolla tarkoitetaan yleensa aritmeettista keskiar-
voa. Se saadaan jakamalla havaintoarvojen summa
havaintojen maaralla. (Heikkila 2014: 83.)
\Vaihteluvali IImoittaa, milla valilla havainnot vaihtelevat eli se ker-

too pienimman ja suurimman havaintoarvon. Vaihtelu-
\valin pituus on suurimman ja pienimman havainnon
erotus. (Heikkila 2014: 85.)

Keskihajonta

Z?:l(}’i —¥)?
n—1

Kuvaa sita, kuinka hajallaan arvot ovat keskiarvon ym-
parilla. Keskiarvosta huomattavasti poikkeavat arvot
kasvattavat keskihajontaa. (Tietoa tilastoista 2022.)

\Variaatiokerroin

S
CV=:

<

Kuvaa keskiarvoon suhteutettua hajontaa, jossa kes-
kiarvon vaikutus hajontaan skaalataan pois (Tietoa ti-
lastoista 2022).

Lineaarinen regressio (regres-
sioanalyysi)

Regressioanalyysin avulla voidaan tutkia yhden tai
useamman selittdvan muuttujan vaikutusta selitetta-
\vaan muuttujaan. Tulosten avulla voidaan selvittaa
mika on yksittaisen selittdvan muuttujan vaikutus (Ant-
tila, Mikko: 2003.)

Regressiosuora

Regressiosuora kuvaa muuttujien valisen yhteyden
voimakkuutta (Regressioanalyysi 2022).

Oikeellisuus

Tarkoittaa useiden toistojen tuloksena saatujen suu-
reen mitattujen arvojen keskiarvon ja suureen vertai-
luarvon yhtapitavyytta. Oikeellisuutta voidaan arvioida
vertaamalla verifioitavaa menetelmaa yleisesti hyvak-
syttya referenssimenetelmaa vastaan (Hagg 2016:
27.)

Eroprosentti

Eroprosentti kuvaa sita, montako prosenttia muutos on
tavoitteesta. Sen voi laskea siten, etta lasketaan ero-
tus ja jaetaan se tavoitteella. (Eroprosentin laskeminen

2022.)
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6 Tulokset

Naytteiden analysointi sujui suunnitellusti. Sarjojen valisessa toistettavuudessa ilmeni
pienia ongelmia analyysiin kaytetyn reagenssin loppumisen takia ja sita analysoitiin 8
paivaa 10 paivan sijaan. Ennen analysoinnin aloittamista kalibroimme uuden reagens-
sin laitteelle. Kaytimme laitevalmistajan Total PSA Cal Set Il -vakiota. Hyvaksytyn va-
kioinnin jalkeen analysoimme kontrollit. Kontrollien pakkausselosteesta I6ytyi erakohtai-
nen tieto kontrollien rajoista ja vertasimme saatuja tuloksia naihin. Analysoimamme
kontrollit menivat ndiden rajojen sisapuolelle. Kontrollien tulokset ja rajat 16ytyvat alla

olevasta taulukosta (taulukko 5.) Kaytimme PreciControl Universal 1 ja 2 kontrolleina.

Taulukko 5.  Kontrollien tulokset.

Kontrolli Kontrollin rajat Tulos

PreciControl 0,77-1,19 ng/ml 0,832 ng/ml
Universal 1

PreciControl 32,9-50,3 ng/ml 39,21 ng/ml
Universal 2

6.1 Sarjojen sisainen toistettavuus

Sarjan sisaisessa toistettavuudessa naytteitd analysoitiin kolmesta eri tasosta. Toistet-
tavuuden mittaamiseen valittiin naytteet matalalta (A), keskitasolta (B) ja korkealta ta-
solta (C). Naytteet analysoitiin 10 kertaa perakkain. Sarjan sisaisen toistettavuuden tu-

lokset ovat alla olevassa taulukossa (taulukko 6.).

Taulukko 6.  Mitattujen naytteiden A, B ja C sarjojen tulokset. Kullekin naytteelle tehtiin 10 mit-
tausta. Tulokset ovat yksikdssa ng/ml.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A 054 | 0,53 | 053 | 0,52 | 0,63 | 0,52 | 0,56 | 0,56 | 0,56 | 0,57

W

481 | 4,84 | 489 | 486 | 4,87 | 493 | 514 | 509 | 513 5,27

Cc 26,58 | 27,35 | 27,22 | 23,67 | 26,48 | 26,98 | 27,7 | 28,62 | 27,29 | 29,61

Naytteessa C neljas analysointi toistettiin uudelleen, koska analysaattori ei saanut nay-

tetta pipetoitua.
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Naista tuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta seka variaatiokerroin. Lasketut tulok-

set ovat alla olevassa taulukossa (taulukko 7.).

Taulukko 7.  Sarjan sisaisista toistettavuuksista lasketut parametrit.
Nayte A Nayte B Nayte C
Keskiarvo (ng/ml) 0,542 4,98 27,15
Keskihajonta (ng/ml) 0,019 0,160 1,545
Variaatiokerroin (%) 3,46 3,21 5,69

6.2 Sarjojen valinen toistettavuus

Sarjojen valista toistettavuutta mitattaessa analysoitiin kolmea eri naytetta 10 perakkai-

sena paivana. Reagenssin loppumisen takia saimme naistd kymmenesta paivasta vain

8 paivan ajalta naytteet analysoitua. Analysoinnin tuloksista aiemmin luvussa 5.2. ku-

vatut tilastolliset tunnusluvut. Tulokset seka tuloksista lasketut tunnusluvut ovat alla

olevassa taulukossa (taulukko 8.).

Taulukko 8.  Sarjojen valisten toistettavuuksien tulokset seka niista lasketut tunnusluvut. Tulok-
set ovat yksikdssa ng/mil.
Paiva Kontrolli1 | Kontrolli2 | Poolinayte
110,811 39,21 0,138
20,832 34,39 0,118
310,909 36,15 0,134
410,862 35,86 0,131
510,901 38,58 0,133
6 | 0,902 38,24 0,138
7 | 0,811 37,96 0,134
80,892 37,75 0,136
Keskiarvo | 0,87 37,27 0,13
(ng/ml)
Keskihajonta | 0,04 1,63 0,01
(ng/ml)
Variaatiokerroin | 5% 4% 5%
%




16

6.3 Tulostason vertailu potilasnaytteilla

Analysaattoreiden valinen tarkkuus suoritettiin analysoimalla 20 potilasnaytetta. Nayt-
teitd oli useammalta eri tasolta. Alla olevassa taulukossa (taulukko 9.) on saadut tulok-
set. Samassa taulukossa on myo0s vertailulaitteen tulokset ja siihen on laskettu laittei-

den mittaamien tuloksien eroprosentti.

Taulukko 9.  Potilasnaytteiden tulokset ja eroprosentti vertailulaitteen tuloksiin ndhden.

Nayte Vertailulaite | Koulun laite S
(ng/ml) (ng/ml)

1 2,1 2,3 -9,52 %
2 0,88 0,98 -11,36 %
3 1,3 1,49 -14,62 %
4 7,3 7,92 -8,49 %
5 10,4 9,61 7,60 %
6 34 3,3 2,94 %
7 12,2 12,02 1,4 %
8 13,8 14 -1,45 %
9 11 11 0,00 %
10 57 5,56 2,46 %
11 0,85 0,91 -7,06 %
12 4 4,17 -4,25 %
13 34 3,33 2,06 %
14 5,6 5,83 4,11 %

Potilasvertailunaytteistd muodostettiin myds regressiosuora. Regressiosuora kuvasi
muuttujien valisen yhteyden voimakkuutta (Regressioanalyysi 2022). Taman regres-
siosuoran avulla voitiin selvittda, oliko muuttujien eli tdssa tapauksessa koulun tulosten
ja vertailulaitteen tulosten valilla riippuvuutta eli korrelaatiota. Korrelaatiokertoimeksi
saatiin 0,99736693 eli pyoristettyna 0,997. Regressiosuora on esitetty alapuolella. (Ku-

vio 4.)
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Kuvio 4. Regressiosuora analysaattorien valisista mittaustuloksista.

7 Pohdinta

7.1 Tulosten tarkastelu

Tuloksia tarkasteltiin vertailemalla niita eri tulostasoihin ja tavoitevaleihin. Seuraavissa
kappaleissa on erikseen tarkasteltu sarjojen sisainen toistettavuus, sarjojen valinen

toistettavuus seka tulostason vertailu potilasnaytteilla.

7.1.1 Sarjojen sisainen toistettavuus

Tulostasoa verrattiin sarjojen sisaisessa toistettavuudessa laitevalmistajan ilmoitta-
maan tulostasoon eli vertasimme variaatiokerrointa laitevalmistajan ilmoittamiin variaa-
tiokertoimiin vastaavilla pitoisuuksilla. Nayte A oli matalaa tasoa ja sille tasolle laiteval-
mistajan ilmoittama variaatiokerroin oli 2,4 %. Nayte B oli keskitasoa ja sille ilmoitettu
variaatiokerroin oli 2,9 %. Nayte C oli korkea ja sille ilmoitettu kerroin oli puolestaan 3,8
%. (Total PSA 2013.)



18

Saimme naytteelle A variaatiokertoimeksi 3,46 %, naytteelle B kertoimeksi 3,21 % ja
naytteelle C variaatiokertoimeksi 5,69 %. Kaikki naista tulokset ovat hieman korkeam-

pia kuin laitevalmistajan ilmoittama variaatiokerroin.

7.1.2 Sarjojen valinen toistettavuus

Sarjojen valisessa toistettavuudessa tuloksia verrattiin Labqualityn ulkoisen laadunarvi-

ointikierroksen vaihteluvaliin. TAma vaihteluvali Labqualitylla on 15 %. (Sneck 2023.)

Saimme variaatiokertoimiksi sarjojen valisissa toistettavuuksissa 5 % tasokontrollille
1,4 % 2. tasokontrollille ja 5 % poolindytteelle. Naista tuloksista kaikki Labqualityn vaih-

teluvalin sisalla.
Tarkoituksena oli ajaa 10 perakkaisena paivana, mutta Metropolian puolesta oli tilattu
reagenssia lilan vahan ja tarvittavaa reagenssia riitti meilla 8 paivaan. Variaatiokertoi-

met on siis laskettu 8 perakkaisen paivan analysoinneista.

7.1.3 Tulostason vertailu potilasnaytteilla

Tulostason vertailussa saatua eroprosenttia verrattiin Labqualityn ulkoisen laadunarvi
oinnin tavoitevaliin. TAma tavoitevali on potilasnaytteiden vertailussa +/- 15 % (Sneck
2023).

Suurin eroprosentti oli naytteessa 3, joka oli -14,62 % eli melkein 15 % pienempi kuin
vertailunaytteen tulos. Tdma tulos on kuitenkin vield Labqualityn ulkoisen laadunarvi-
oinnin tavoitevalien sisapuolella. Koska kaikki muut eroprosentit olivat tata pienempia,

olivat kaikki muutkin 20 naytetta ulkoisen laadunarvioinnin tavoitevalien sisapuolella.

Vertailulaitteen ja koulun laitteen valilla oli myds voimakas riippuvuus, silla korrelaatio

kerroin oli 0,997. Koska korrelaatiokerroin on nollan ylapuolella, on kyseessa positiivi-
nen riippuvuus. Positiivista riippuvuutta kuvaa myos regressiosuora. Muuttujien muu-
tokset tapahtuivat samaan suuntaan nousevalla suoralla. (Korrelaatio ja riippuvuusluvut
2004.)
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7.2 Tutkimuksen eettisyys ja luotettavuus

Validiteetti eli patevyys kuvaa, kuinka hyvin on onnistuttu mittaamaan sita mita pitikin
mitata. Validiteetissa on kyse siita, etta systemaattiset virheet puuttuvat, tutkimus on to-
teutettu ennalta asetettujen tavoitteiden mukaisesti seka tutkimuksesta tehdyt johtopaa-
tokset ovat oikeita ja ne vastaavat tutkimuskysymyksiin. Luotettava tutkimus antaa tark-
koja, ei sattumanvaraisia tuloksia ja on toistettavissa samanlaisin tuloksin. Jotta tulokset
ovat luotettavia on varmistuttava siita, ettd otos on tarpeeksi suuri ja edustava. Tiedon-
kasittely, tulosten syottaminen seka kasittely tulee myos tehda huolellisesti ja virheetto-
masti (Heikkila 2014: 27-28.) Verifioinnilla varmistetaan analysaattorien toimivuus ja me-
netelman luotettavuus, ja se on tarkead osa laboratoriotydskentelyn laadunhallintaa. Ve-

rifioinnin onnistumista voidaan tarkastella validiteetin ja reliabiliteetin avulla.

Tutkimuksen luotettavuutta edesauttaa moni eri tekija. Selkeasti ja tarkkaan rajattu tut-
kimusongelma, hyva tutkimussuunnitelma seka edustava ja tarpeeksi suuri otos nayt-
teita lisaa tutkimuksen luotettavuutta. Lisaksi tilastollisten menetelmien hallinta seka sel-
ked ja objektiivinen raportti edesauttaa luotettavuutta (Heikkila 2014:28.) Naytteiden
laatu vaikuttaa tutkimustulosten luotettavuuteen, ja ne tulisi olla tarkistettu HIL-maarityk-
sen avulla, joka auttaa poissulkemaan analyysia hairitsevia tekijoita. HIL-maarityksen eli
hemolyysi- ikteerisyys- ja lipemiaindeksin avulla voidaan mitata naytteistd hemoglobiini-

, bilirubiini- ja triglyseridipitoisuudet. (Niemeld O. ja Pulkki K. 2010.)

Verifioitavien naytteiden HIL-indekseja ei laskettu ennen analysointia, eikd opinnay-
teydssamme olisi ollut resursseja mydskaan siihen. Silmamaaraisesti katsottuna nayt-
teet eivat olleet kuitenkaan hemolyyttisia, ikteerisia tai lipeemisia. Joissain naytteissa oli

pakastuksen jaljilta limaisuutta, jota yritimme sentrifugoimalla saada pois.

Opinnaytetydprosessin aikana haimme tietoa monipuolisesti eri tietokannoista, kuten
Google Scholarista ja Pubmedista. Kiinnitimme erityistd huomiota Iahteiden luotettavuu-
teen ja monipuolisuuteen seka kaytimme kattavasti tutkittuun tietoon perustuvia kirjallisia

lahteita seka kansainvalisia lahteita.

Tutkimuksen eettisyyden kannalta tarkeda on anonymiteetti. Naytteiden henkilGtiedot
otetaan pois ja naytteita kasitellaan vain tunnisteiden avulla asiakkaiden anonymiteetin
turvaamiseksi. Tutkimuksen raporteissa ei mainita missdan kohdissa asiakkaiden nimia

tai ikaa eika heita pysty yhdistamaan kaytettyihin naytteisiin. Laboratoriotutkimuspro-
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sessin kaikissa vaiheissa asiakkaan oikeuksien kunnioittaminen ovat ensisijaisia. Sa-
lassapitovelvollisuutta tulee my6s noudattaa ja naytteita tulee kasitella naytteenluovut-

tajan yksityisyytta kunnioittaen. (Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2017)

Opinnaytetyon tutkimusnaytteet saimme valmiiksi anonymisoituina eli niissa ei ollut mi-
tdan henkildtietoja. Nayteputkien kylkeen oli ainoastaan kirjattu putkessa olevan nayt-
teet prostataspesifisen antigeenin pitoisuus. Taman tyon sisaltdman verifioinnin suorit-

tamisessa ei ollut mydskaan mitdan, mika vaatisi salassapitovelvollisuutta.

Opinnaytetyo6ta varten tarvittiin myos tutkimuslupa. Bioanalyytikoiden tulee omalla toi-
minnallaan yllapitdd ammatin arvostusta ja luottamusta ja tutkimuslupa kuuluu hyvaan
ja vastuulliseen tutkimukseen. (Kettunen 2018; Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2017)

Tata opinnaytety6ta varten sopimus tehtiin Metropolia ammattikorkeakoulun kanssa.

Hyva tieteellinen kaytantd on tarkeda myads tutkimuksen eettisyyden kannalta. Edella
mainittujen kaytantdjen ohella hyviin tieteellisiin kaytantdihin kuuluu muun muassa tut-
kimuksen suunnittelu, toteutus ja raportointi vaatimusten mukaisesti. Lisaksi hyvan tie-
teellisen kaytanndn peruspilareita ovat yleinen huolellisuus ja tarkkuus, tulosten doku-
mentointi ja niiden avoimuus ja vastuullisuus julkaisemisessa. (Hyva tieteellinen kay-
tantd 2022.) Opinnaytetydssa raportoimme tarkasti ja avoimesti verifioinnin vaiheet ja

olemme kirjanneet kaikki tutkimuksen vaiheet ylés mahdollisimman huolellisesti.

7.3 Virhelahteet ja niiden vaikutus tulosten laatuun

Virhelahteita voi tulla missa tahansa vaiheessa opinnaytetydprosessia. Niita voi tulla
preanalyyttisistd vaiheista raportointivaiheeseen. Preanalyyttisia tekijoita eli tekijoita,
jotka vaikuttavat naytteen laatuun ja tulosten luotettavuuteen ennen analysointia ovat
muun muassa naytteenotto, naytteenoton jalkeinen sailytystapa, naytteiden esikasittely
seka sailytys ennen analysointia (Laskimonaytteenotto 2022; Naytteenottoon liittyvat
tekijat 2022). Yksi kriittisimmista tekijoista meidan opinnaytetydssamme oli naytteiden
sdilytys seka kuljetus. Referenssilaboratorio oli itse ottanut naytteet, joten naytteenoton
preanalyyttisiin tekijéihin emme voineet vaikuttaa. Naytteet olivat myds sentrifugoituja
ja eroteltuja. Plasmaa sisaltavat naytteet oli [ahetetty hiilihappojaassa koululle ja pidetty
pakastimessa analysointiin asti. Opinnaytety6n kohdalla naytteet olivat ehtineet olla rei-
lun kaksi viikkoa Metropolia ammattikorkeakoulun pakastimessa ennen analysoinnin

aloittamista.
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Sailytyksen, pakastuksen seka kuljetuksen aikana tapahtuu muutoksia johtuen fysikaa-
lisista ja kemiallisista ilmidista. Muun muassa naytteen haihtuminen voi vaikuttaa nayt-
teen pitoisuuteen, jos sita ei pakasteta tai laiteta korkkia putken paalle heti analysoinnin
jalkeen. Tasta voi seurata muun muassa se, ettd meidan analysoimamme tulokset
eroavat referenssilaboratorion tuloksista enemman kuin pitaisi. Naytteiden tulisi olla va-
hintdan vuorokauden -20 °C ennen lahettamista, jotta ne ovat ehtineet jaatya ennen la-
hettamista. (Verinaytteet 2022.) Nayte on tietenkin myds tarkeaa sulattaa ja sekoittaa
huolellisesti ennen analysointia. Huonosti sekoitettu nayte voi myos aiheuttaa virhelah-

teita.

Naytteitd analysoitaessa huomattiin myds, ettad naytteistad osa oli todella limaisen ja
sakkaisen oloisia. Tama on voinut vaikuttaa joihinkin tuloksiin. Naytteet sekoitettiin ja

sentrifugoitiin sakan ja liman vaikutuksen minimoimiseksi.

Analysointivaiheessa seka tulosten laskemisessa ja raportoimisessa voi tulla myds in-
himillisista virheista johtuvia virhelahteita, joita pyrimme minimoimaan mahdollisimman

huolellisella tydskentelylla ja tarkistamalla huolella laskutoimitukset ja taulukot.

Analysoinnin aikana voi tulla muun muassa pinnantunnistushairioita, jolloin analysaat-
tori ei pipetoi oikeasta kohtaa naytetta ja saattaa pipetoida esimerkiksi ilmaa. Naihin
virhelahteisiin on pyritty kuitenkin vaikuttamaan erilaisilla tavoilla. Cobasin analysaatto-
rissa on staattisuutta poistavat hapsut ja metallirengas, jotka vahentavat pinnantunnis-
tusvirheita. Myds vaahtoutunut nayte voi vaikuttaa virheellisesti pinnan tunnistamiseen.
(Cobas e411 analyzer 2021.)

Virheellisia tuloksia voi syntya myos “carry over” -ilmién takia. llmiélla tarkoitetaan tilan-
netta, jossa analysoitavaa materiaalia on siirtynyt laboratoriovalineeseen tai laitteeseen
ja siten paasee siitymaan seuraavaan tutkittavaan naytteeseen (Hartin 2022). Cobas
e411 kayttaad kertakayttdisia karkia pipeteissa ja pyrkii nain valittdmaan carry over -il-

miéta. (Cobas e411 analyzer 2021.)

7.4 Johtopaatokset

Metropolian Ammattikorkeakoulun tarpeisiin ndhden voidaan todeta, etta verifioinnin tu-
lokset olivat tarpeeksi hyvat eli PSA naytteitad voidaan analysoida opetusmielessa. Veri-

fiointi tulee suorittaa uudelleen, mikali oppilaitos haluaa analysoida potilasnaytteita.
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Sarjojen sisaisista toistettavuuksista tulisi talléin saada paremmat tulokset. Naista ta-
man tyon aikana mitatuista tuloksista kaikki olivat hieman laitevalmistajan ilmoittamaa

tulostasoa suuremmat.

Verifioinnin tuloksiin on voinut myds vaikuttaa naytteiden pakastaminen. Saimme nayt-
teet pakastettuina. Sulatuksen jalkeen sekoitimme ne huolellisesti ja sentrifugoimme
useaan otteeseen, mutta silti osa naytteista vaikutti silti olevan niin sanotusti limaisia,

joten ei ole varmaa, kuinka hyvin analysaattori on onnistunut pipetoimaan naytteita.

Sarjojen valisia toistettavuuksia pitaisi myds mieluiten saada se 10 toistokertaa. Tama
olisi meilla onnistunut, mikali reagenssia olisi ollut riittavasti tilattuna. Verifiointisuunni-
telmassa luki, ettd naytteet tulisi analysoida 5—10 perakkaisena paivana. Saimme on-
neksi 8 paivaa, mika on paljon parempi kuin minimi 5 paivaa. Tulosten luotettavuuden

kannalta olisi kuitenkin parempi saada 10 paivan toistettavuus.

Jos potilasnaytteitd on jatkossa tarkoitus analysoida, olisi seuraavassa verifioinnissa
myds hyva olla tiukemmat vaihteluvalit, johon verrataan verifioinnin tuloksia. 15 % ero
sarjojen valisissa toistettavuuksissa on hyvin laaja ja mahdollistaa enemman myds vir-
heellisia tuloksia. Esimerkiksi HUS Diagnostiikkakeskus kayttaa tiukempia rajoja ana-

lysaattoreiden verifioinnissa. (Sneck 2023.)

7.5 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetyoprosessin my6ta olemme molemmat saaneet lisdkokemusta biokemian
analysaattoreiden kaytosta seka laboratorion toiminnan prosesseista. Olemme myds
kehittdneet ongelmanratkaisukykyjamme, silld analysaattorin kayttd sekd opinnaytetyo-
prosessi ei ole sujunut ongelmitta, mutta olemme saaneet loppujen lopuksi kaiken aina
ratkaistua. Olemme joutuneet muun muassa tukeutumaan analysaattorin manuaaliin,
silld Metropolian Ammattikorkeakoululla olevat kayttéohjeet olivat hyvin suppeat. Tie-

donhakutaidot ovat myds on kehittyneet tdman opinnaytetydprosessin aikana.

Kemian analysaattorin kaytto oli molemmille meille jo tuttua ennestaan Jorvin ja Mei-
lahden laboratorioiden kemian puolelta. Kemian analysaattoreissa on tietynlaiset piir-
teensa ja taidot Siemensin Atellican kaytdsta olivat hyodyksi Cobasin kayton opette-

lussa.
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Olemme myds tehneet yhteisty6td mm. Jorvin ja Meilahden sairaaloiden laboratorioi-
den kemistien kanssa ja he ovat antaneet omia neuvojaan ja kertoneet paljon tietoa ve-
rifioinneista. Nama keskustelut ovat myds avartaneet kasitystdmme laboratorioiden ve-

rifiointiprosesseista ja siten vahvistaneet ammattitaitoamme.

Parityoskentely sujui ongelmitta ja tulimme hyvin toimeen keskenamme opinnaytetydn
aikana. Tydskentely tapahtui seka yksin ettd yhdessa. Tyonjako oli tasaista ja molem-
mat tekivat tasapuolisesti toitd. Haasteina olivat opinnaytetydprosessin aikana muun
muassa aikataulutukseen liittyvat ongelmat, silla olimme molemmat toissa seka valilla
my®os tydharjoittelussa opinnaytetyénprosessin aikana. Otimme kuitenkin huomioon toi-

semme ja saimme aina sovittua aikataulut molemmille sopiviksi.
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