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Suomessa kaikilta odottavilta aideiltd seulotaan alkuraskaudessa veriryhmavasta-aineet.
Vasta-aineiden seulonnan tarkoituksena on 16ytaa ne aidit, joilla on raskauden kannalta
merkittavia vasta-aineita ja joiden lapsella on vaara sairastua sikion tai vastasyntyneen he-
molyyttiseen tautiin. Riski sikidn sairastumiselle kasvaa, mita suurempi vasta-aineen pitoi-
suus aidin veressa on. Vasta-aineen pitoisuus veresta maaritetaan titraamalla ja maaritys
on suoritettu tahan mennessa manuaalisesti putkitekniikalla. Manuaalinen maaritys on hi-
dasta ja ty6lasta ja se sitoo paljon tydvoimaa. Menetelman automatisointi sujuvoittaisi ja
nopeuttaisi maarityksen suorittamista, minkd myoéta tarvittava odottavan aidin seuranta
paastaan aloittamaan aikaisemmin.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia automatisoidun vasta-ainetitterimenetelman toistetta-
vuutta geelikorttitekniikalla IH-500-analysaattorilla. Toistettavuus maaritettiin analysoimalla
kahta pitoisuuksiltaan erilaista kaupallista anti-D-vakiota seka vasta-aineellisia plasmanayt-
teitéd Bio-Radin veriryhmaserologisella IH-500-analysaattorilla. Tavoitteena oli saada selville,
oliko automatisoitu vasta-ainetitterimenetelma toistettava, jotta vasta-ainetitterimaaritys voi-
taisiin suorittaa jatkossa analysaattorilla rutiinikdytdssa olleen manuaalisen analysoinnin si-
jaan.

Tutkimuksen aineisto analysoitiin Suomen Punaisen Ristin, Veripalvelun laboratoriossa vii-
tena erillisena paivana. Kaytannon toteutuksen lisdksi opinnaytetydn tietoperustaan etsit-
tiin aiheeseen liittyvaa aikaisempaa tutkimustietoa. Tutkimuksen tuloksina saatiin numeeri-
sia titteriarvoja, mutta tuloksien tulkinnassa kiinnitettiin huomiota reaktiovoimakkuustulok-
sien visuaaliseen arviointiin. Tutkimusaineiston naytteiden titteritulokset oli maaritetty ma-
nuaalisilla tekniikoilla jo aiemmin ja analysaattorin antamia tuloksia verrattiin naihin tulok-
siin.

Tutkimuksessa selvisi, ettd automatisoitu geelikorttitekniikka on manuaalista putkitekniik-
kaa huomattavasti herkempi menetelma3, silla analysaattorilla saadut titteritulokset olivat
selvasti korkeampia kuin manuaalisella putkitekniikalla saadut tulokset. Tutkimuksen tulok-
set kuitenkin osoittivat, etta Bio-Radin IH-500-analysaattorin kayttdma geelikorttitekniikka
vasta-ainetitterimaaritykseen on toistettava.

Taman opinnaytetyon avulla saatuja tuloksia hyodynnetaan yhtena osana Veripalvelussa
tapahtuvaa laajempaa validointiprosessia. Validoinnin tarkoituksena on osoittaa vasta-ai-
netitterimenetelman toimivuus seka geelikorttitekniikalla manuaalisesti etta IH-500-lait-
teella. Naiden tulosten perusteella Veripalvelu maarittdd uuden kliinisesti merkitsevan titte-
ritason, jota kaytetaan tutkittavien ohjaamisessa erikoissairaanhoitoon. Taman opinnayte-
tydn tuloksia hyddynnetaan geelikorttitekniikan toimivuuden osoittamisessa IH-500-analy-
saattorilla.

Avainsanat Validointi, toistettavuus, veriryhma, vasta-aine, titraus
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All expectant mothers in Finland are screened for blood group antibodies during early
pregnancy. The purpose of the antibody screening is to identify those mothers who have
clinically significant antibodies for the pregnancy and consequently, whose baby is at risk
of developing a hemolytic disease of the fetus or newborn. The higher the concentration of
antibodies in the mother’s blood is, the risk of the hemolytic disease of the fetus or new-
born increases. The concentration of the antibody in the blood is determined through titra-
tion, and so far, this determination has been done manually using a tube technique. The
manual determination is slow, laborious, and in addition, requires a significant amount of
workforce. Automating the method would streamline and speed up the determination pro-
cess, allowing earlier monitoring of expectant mothers.

The purpose of the thesis was to study the repeatability of an automated antibody titration
method using the gel card technique on the IH-500 analyzer. Repeatability was defined by
analyzing two different concentrations of commercial anti-D controls and antibody-contain-
ing plasma samples with the Bio-Rad blood group serology IH-500 analyzer. The aim of
this study was to determine whether the automated antibody titration method was repeata-
ble, allowing for the future execution of antibody titration on the analyzer instead of the
manual analysis that had been used in routine practice.

The research data were analyzed at the laboratory of Finnish Red Cross, Blood Service
over five separate days. In addition to the practical implementation, previous research data
related to the topic was searched to support this study. The results of the study produced
numerical titration values, but the interpretation of the reaction intensity results also consid-
ered their visual assessment. The analyzer's results were compared to previous titer re-
sults that were determined using manual techniques.

The study revealed that the automated gel card method is significantly more sensitive than
the manual tube technique, as the titration results determined using the analyzyer were no-
tably higher than the results determined using the manual tube method. However, the
study found that the gel card technology used by the Bio-Rad IH-500 analyzer for antibody
titration is repeatable. The results of this thesis will be utilized as part of a wider validation
process in the Blood Service. The aim of the validation is to demonstrate the functionality
of the antibody titration method, both with the gel card technique manually and with the IH-
500 analyzer. Based on these results, the Blood Service will determine a new clinically
meaningful titer level to be used for referral of subjects to specialist care. The results of
this thesis will be used to determine the effectiveness of the gel card technique with the IH-
500 analyzer.

Keywords Validation, repeatability, blood group, antibody, titration
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1 Johdanto

Raskaana olevien veriryhma- ja vasta-ainetutkimuksia on tehty jo 1950-luvulta lahtien.
Useimmissa maissa kaikilta odottavilta aideilta tutkitaan alkuraskaudessa ABO- ja
RhD-veriryhmat seka seulotaan veriryhmavasta-aineet. Vasta-aineiden seulonnan tar-
koituksena on I0ytaa ne aidit, joilla on raskauden kannalta merkittavia vasta-aineita ja
joiden lapsella on vaara sairastua sikion tai vastasyntyneen hemolyyttiseen tautiin.
(Sainio & Kuosmanen 2017.) Riski sikidn sairastumiselle kasvaa, mita suurempi vasta-
aineen pitoisuus aidin veressa on (Jernman & Aitokallio-Tallberg & Kauppinen & Ste-
fanovic & Sainio 2020). Suomessa raskaudenaikaiset veriryhma- ja veriryhmavasta-ai-
netutkimukset on keskitetty Veripalveluun vuodesta 1990 Idhtien (Sainio & Kuosmanen
2017). Veripalvelussa tutkitaan vuosittain noin 60 000 odottavan aidin naytteet ja lahes
prosentilla odottavista dideista todetaan raskauden kannalta merkityksellinen vasta-
aine. Naiden vasta-aineellisten odottavien aitien raskautta seurataan tarkkaan koko
raskauden ajan, jotta mahdollinen sikion sairastuminen voidaan hoitaa ajoissa. (Ras-

kaudenaikaisten veriryhmavasta-aineiden seulontaohjelma Suomessa 2023.)

Vasta-aineen pitoisuuden maaritys eli titraus on suoritettu tdhan asti manuaalisesti put-
kitekniikalla, joka on hidas ja tyOlas tekniikka. Lisaksi se sitoo paljon tydvoimaa. Uusien
veriryhmaanalysaattoreiden myota titrauksen automatisointi on tullut mahdolliseksi.
(Sulin 2023.) Menetelman automatisointi sujuvoittaisi ja nopeuttaisi tutkimuksen maarit-
tamista, jolloin tulokset saataisiin nopeammin ja taman mya6ta tarvittava odottavan aidin
seuranta paastaan aloittamaan aikaisemmin. Lisaksi automatisoidussa menetelmassa
tulokset eivat olisi niin riippuvaisia tydntekijasta, jolloin mahdollisten inhimillisten virhei-
den maara vahenisi. Viimeaikaisten tutkimusten myo6ta on kuitenkin todettu, ettad ana-
lysaattoreiden kayttdma geelikorttitekniikka on putkitekniikkaa huomattavasti herkempi
menetelma, jolloin odotettavissa olisi todennakdisesti huomattavaa tulostason nousua.
Koska naytteiden ja eri vasta-aineiden valinen vaihtelu on suurta, ei uutta menetelmaa
voida ottaa kayttoon selvittdamatta sen vaikutusta hoitoketjuun. (Lieberman & Andrews
& Evans & Cohn 2021.)

Tama opinnaytetyd toteutettiin yhdessa Suomen Punaisen Ristin (SPR) Veripalvelun

kanssa. SPR Veripalvelu on voittoa tavoittelematon organisaatio, joka huolehtii koko



Suomen verivalmistehuollosta seka kaikista raskaudenaikaisista veriryhma- ja veriryh-
mavasta-ainetutkimuksista. Opinnaytety6 koostuu kaytannon toteutuksesta ja kirjalli-

sesta raportista.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia automatisoidun vasta-ainetitterimenetelman tois-
tettavuutta geelikorttitekniikalla Bio-Radin veriryhmaserologisella IH-500-analysaatto-
rilla. Toistettavuuden tutkimiseksi analysoitiin kahta pitoisuuksiltaan erilaista kaupallista
anti-D-vakiota ja lisdksi myos plasmanaytteita, joissa oli erilaisia kliinisesti merkittavia
vasta-aineita. Toistettavuuden tuloksia hydédynnetdan yhtend osana Veripalvelun laa-

jempaa vasta-ainetitterimenetelman validointia.

2 Immunisaatiota aiheuttavien punasoluvasta-aineiden maari-
tys

2.1 Veriryhmajarjestelma

Veriryhma on punasolujen ominaisuus, jonka maarittda punasolun pinnalla esiintyvat
monimuotoiset antigeenirakenteet, jotka ovat periytyvia veren punasolujen pintaraken-
teita. Henkilon perima maarittaa siis mita antigeeneja punasolun pinnalla on, ja siten
myos henkildn veriryhman. Veriryhmat on jarjestetty veriryhmajarjestelmiksi ja nama
jarjestelmat voivat sisaltda yhden tai useamman punasoluantigeenin. Jokainen veriryh-
majarjestelma eroaa geneettisesti kaikista muista veriryhmajarjestelmista. (Daniels
2013: 1-4.) Kansainvalinen verensiirtoyhdistys (The International Society of Blood
Transfusion) yllapitaa virallista rekisteria kaikista talla hetkella tunnustetuista veriryh-
majarjestelmista. Heindkuuhun 2023 mennessa veriryhmajarjestelmia tunnetaan 45 eri-

laista ja nama jarjestelméat sisaltavat 360 eri punasoluantigeenia.

ABO-veriryhmajarjestelmassa on nelja erilaista veriryhnmaa: A, B, AB ja O. Veriryhma
maaraytyy sen mukaan, onko punasolujen solukalvossa joko A- tai B-antigeenia, mo-
lempia tai ei kumpaakaan antigeenia. (Haug & Sand & Sjaastad & Toverud 1995: 322.)
ABO-jarjestelma on tarkein ja samalla myo6s tunnetuin tapa maaritelld henkildén veri-
ryhma, silld jokaisen veri kuuluu yhteen neljastd ABO-veriryhmasta eli ryhmaan A, B, O
tai AB. (Tietoa veriryhmista 2023.) Rh-veriryhmajarjestelma on veriryhmajarjestelmista
monimuotoisin. Rh-veriryhmajarjestelmaan kuuluu lukuisia antigeeneja, mutta tarkeim-
mat niistd ovat antigeenit D, C, c, E ja e. (Dean 2005: 39-40.) Rh-jarjestelman mukaan

henkildn veriryhma jaetaan joko RhD-positiiviseen tai RhD-negatiiviseen, sen mukaan



onko henkilén punasolun pinnalla D-antigeenia vai ei. Perusveriryhmia on siis siten yh-
teensa kahdeksan erilaista: A RhD pos, A RhD neg, B RhD pos, B RhD neg, O RhD
pos, O RhD neg, AB RhD pos ja AB RhD neg. (Tietoa veriryhmista 2023.)

ABO- ja Rh-veriryhmajarjestelmien jalkeen kolmanneksi tarkein veriryhmajarjestelma
on Kell-veriryhmajarjestelma. Kell-veriryhmajarjestelmaan kuuluu useita immunogeeni-
sid antigeeneja, mutta tarkein niistd on K-antigeeni. (Dean 2005: 57.) Muita yleisia ja
tarkeita veriryhmajarjestelmia ovat Kidd- ja Duffy-veriryhmajarjestelmat (Ekblom-Kull-
berg ym. 2023).

2.1.1 Punasoluantigeenit

Antigeeni on mika tahansa molekyyli, joka saa aikaan immuunireaktion eli jota kohtaan
elimistd tuottaa vasta-aineita (Meri 2011). Punasoluantigeenit ovat punasolun pinnan
solukalvoon kiinnittyneita proteiineja, glykoproteiineja tai glykolipideja, jotka toimivat pu-

nasolujen pintamarkkereina. (Daniels & Bromilow 2013: 2.)

Perima maarittdd mita antigeeneja henkildn punasolun pinnalla on (Daniels & Bromilow
2013: 1). Esimerkiksi Rh-tekija, eli D-antigeeni, maaraytyy RhD-geenin mukaan. Jos
henkildlla on kyseinen geeni, on han silloin RhD-positiivinen ja jos henkil6lla ei ole ky-
seista geenia, on han silloin RhD-negatiivinen. (Daniels 2013: 182.) D-antigeenia vas-
taan ei ole luonnollisia vasta-aineita, mutta jos RhD-negatiivinen henkild altistuu RhD-
positiiviselle verelle raskauden tai verensiirron seurauksena, vasta-aineita voi muodos-
tua (Haug ym. 1995: 323). Punasoluantigeenit eroavat toisistaan immunogeenisyydel-
taan eli kyvylldan aiheuttaa immunireaktio. Jotkin jarjestelmat ovat immunogeenisem-
pia kuin toiset. Esimerkiksi Rh- ja Kell-jarjestelman antigeenit ovat hyvin immunogeeni-
sia, minka vuoksi ne ovat yleisimpia sikion ja vastasyntyneen hemolyyttisen taudin ai-
heuttajia. (Murphy & Roberts & Yazer 2017: Luku 3.) Punasoluantigeenit pystytaan

maarittdmaan spesifisten vasta-aineiden avulla (Daniels & Bromilow 2013: 1).
2.1.2 Punasoluvasta-aineet
Vasta-aineet eli immunoglobuliinit ovat osa ihmisen immuunijarjestelmaa ja vasta-ai-

neita tuottavat B-lymfosyytit. Vasta-aineiden tavoitteena on auttaa poistamaan elimis-

tosta vieraita rakenteita. Kun elimistédn paasee vieras rakenne, immuunijarjestelma



aktivoituu ja elimistd alkaa tuottaa vasta-ainetta antigeenia kohtaan ja taman my6ta ke-
hittyy immunologinen muisti. Immunologinen muisti tarkoittaa sita, etta elimistén kohda-
tessa antigeenin toisen kerran reaktio on erilainen kuin ensimmaisella kerralla. Toisella
kerralla vasta-aineita syntyy nopeammin ja enemman, ja ne ovat affiniteetiltaan eli si-
dosvoimakkuudeltaan vahvempia. Vasta-aineita eli immunoglobuliineja on useita luok-
kia: IgM, IgG, IgE, IgA, IgD. (Jokiranta & Seppala 2011.) Veren vasta-aineet ovat
yleensa IgM- ja IgG-luokan vasta-aineita (Daniels & Bromilow 2013: 3). IgM-luokan
vasta-aine on poikkeuksellinen muihin vasta-aineisiin verrattuna, silla se on pentameeri
ja pystyy kiinnittymaan useaan antigeenimolekyylin osaan. Se on kooltaan myds suu-
rempi kuin muut immunoglobuliinit (Jokiranta & Seppala 2011), eikd pysty lapaisemaan
istukkaa. IgG-luokan vasta-aineet pystyvat lapaisemaan istukan (Sainio & Kuosmanen
2012).

Punasoluvasta-aineet ovat punasoluantigeeneja kohtaan muodostuvia vasta-aineita.
Nama vasta-aineet voivat olla joko allo- tai autovasta-aineita. Allo-vasta-aineet muo-
dostuvat yleensa immunisoitumisen kautta, eli ne kehittyvat immuunijarjestelman koh-
datessa vieraan punasoluantigeenin, esimerkiksi raskauden tai verensiirron myo6ta. Im-
munisaation kautta muodostuneet punasoluvasta-aineet ovat useimmiten IgG-luokan
vasta-aineita. Allovasta-aineet voivat olla my6s luonnollisia vasta-aineita, jotka kehitty-
vat ilman kontaktia vieraaseen rakenteeseen, kuten ABO-isoagglutiniinit. Ihmisen eli-
mistd alkaa kuuden kuukauden ikdisena tuottamaan vasta-aineita niitd ABO-veriryhma-
tekijoitd kohtaan, jotka henkildlta itseltddn puuttuvat. Nama luonnolliset vasta-aineet
esiintyvat plasmassa ilman aikaisempaa altistusta antigeeneille. (Haug ym. 1995: 322.)
Autovasta-aineet ovat henkildn omien punasolujen pinnalla olevia veriryhmaanti-

geeneja kohtaan kehittyneitad punasoluvasta-aineita. (llmakunnas 2019: 48.)

Vasta-aineet jaetaan kliinisesti merkittaviin ja merkityksettémiin. Kliinisesti merkittavat
vasta-aineet ovat yleensa immunisoitumisen kautta muodostuneita IgG-luokan vasta-
aineita, jotka voivat aiheuttaa hemolyyttisia verensiirtoreaktioita seka sikion ja vasta-
syntyneen hemolyyttista tautia. (Ilmakunnas 2019: 48.) Raskauden kannalta kliinisesti
merkittavia vasta-aineita ovat muun muassa anti-D, anti-c, anti-E ja anti-K (Raskauden-
aikaisten veriryhmavasta-aineiden seulontaohjelma Suomessa). Raskauden kannalta
merkittavia vasta-aineita tutkitaan ja seurataan tarkkaan jokaisen raskauden kohdalla
(Sainio & Aho-Asunmaa 2020).



2.2 Raskausimmunisaatio

Raskausimmunisaatiossa aidin ja sikion veriryhmat poikkeavat toisistaan, jolloin aidin
puolustusjarjestelma alkaa tuottaa vasta-aineita niita sikion punasoluantigeeneja koh-
taan, jotka aidilta itseltdan puuttuvat. Nama aidille vieraat sikidn punasoluantigeenit
ovat isalta perittyja. (Jernman ym. 2020.) Tavallisin immunisaatiolle altistava tilanne on
synnytys, jonka aikana sikion verta paasee vuotamaan aitiin. Jo raskauden aikana istu-
kan kautta voi myds kulkeutua pienid maaria sikidbn punasoluja aidin verenkiertoon.
(Sainio & Aho-Asunmaa 2020.) Aidille immunisaation my6tad muodostuneet IgG-luokan
vasta-aineet lapaisevat istukan, jolloin ne paasevat sikioon ja alkavat hajottaa sikion
punasoluja. Punasolujen hajoamisen myota sikiolle voi aiheutua vakava anemia ja hoi-
tamattomana siita voi seurata sikion tai vastasyntyneen kuolema tai vammautuminen.
(Laitinen & Jouppila & Makarainen 1997.) Koska aidin immunisaatioriski on suurin lop-
puraskauden tai synnytyksen aikana, taudin vakavia muotoja ei tavata viela ensimmai-
sessa raskaudessa, vaan immunisoitumisen jalkeen seuraavassa raskaudessa, kun

immunologinen muisti aktivoituu (Jernman ym. 2020).

2.2.1 Immunisaation kannalta tarkeimmat antigeenit ja vasta-aineet

Raskauden kannalta merkittavin ja sikidlle vaarallisin veriryhma on Rh-veriryhmajarjes-
telma, etenkin Rh-jarjestelmaan kuuluvat antigeenit D ja ¢ seka lisaksi Kell-veriryhma-
jarjestelma ja sen antigeeni K. (Sainio & Aho-Asumaa 2020.) Raskauden kannalta mer-
kittdvia veriryhmia ovat lisaksi Duffy- ja Kidd-veriryhmajarjestelmat. Kaikki edella maini-
tut veriryhmajarjestelmat ovat raskauden kannalta merkittavia, sillda naiden ryhmien an-
tigeeneja kohtaan muodostuvat vasta-aineet ovat yleensa IgG-luokan vasta-aineita,
jotka pystyvat lapaisemaan istukan vahingoittaen sikiéta. (Daniels & Bromilow 2013:
39-51).

ABO-ryhman vasta-aineet voivat olla IgG- tai IgM-luokan vasta-aineita. Yksil6lle, joka
on veriryhmaa O, muodostuu vasta-aineet anti-A ja anti-B, jotka ovat yleensa IgG-tyyp-
pia. Veriryhman A ja B yksildiden elimistdssa esiintyvat anti-A ja anti-B voivat olla IgG-
tai IgM-tyypin vasta-aineita. Eli yksil6lle, joka on veriryhmaa A, muodostuu anti-B-
vasta-aineita ja yksildlle, joka on veriryhmaa B, muodostuu anti-A-vasta-aineita. Yksi-
16114, jonka veriryhma on AB, ei ole ABO-ryhman vasta-aineita lainkaan. ABO-jarjestel-

man vasta-aineet voivat aiheuttaa vastasyntyneen hemolyyttisen taudin, mutta eivat



yleensa aiheuta hoitoa vaativia ongelmia raskauden aikana. ABO-ryhman vasta-ainei-
den aiheuttama vastasyntyneen hemolyyttinen tauti on yleensa luonteeltaan lieva, silla
sikidbn punasolut eivat viela ilmenna aikuisten A- ja B-antigeenien tasoja. Sikién ABO-

veriryhmaantigeenien vahvuus voi kuitenkin vaihdella, ja siksi hemolyysin aste ja siten

taudin vakavuus voivat olla arvaamattomia. (Dean 2005: 25, 29-30.)

Rh-veriryhmajarjestelma on monimutkaisin veriryhmajarjestelma ja RhD-veriryhmate-
kija useimmiten vakavan vastasyntyneen hemolyyttisen taudin aiheuttaja. Rh-veriryh-
man merkitys perustuu Rh-antigeenien immuogeenisyyteen, sillda Rh-antigeenit ovat
erittdin immunogeenisia eli laukaisevat helposti immuunivastereaktion. Immunogeeni-
syyden taustalla on Rh-veriryhmajarjestelman antigeenien eroavaisuus. Rh-veriryhma-
jarjestelma sisaltdaa D-antigeenin, joka eroaa saman jarjestelman C-, c-, E- ja e-anti-
geeneista 35 aminohapon verran, kun useimmat veriryhmat maaraytyvat punasolujen
antigeeneilla, jotka eroavat yhden tai kahden aminohapon verran. On siis lahes var-
maa, etta jos RhD-negatiiviinen yksilo kohtaa D-antigeenia elimistdssaan, tama alkaa
muodostamaan vasta-aineita D-antigeenia kohtaan. Eli jos odottava aiti on RhD-nega-
tiivinen ja sikid RhD-positiivinen ja aidin elimistoon paasee raskauden tai synnytyksen
aikana D-antigeenia, aidin elimistd muodostaa vasta-aineita D-antigeenia kohtaan.
RhD-antigeenia kohtaan muodostuneet vasta-aineet ovat |ahes aina IgG-luokan vasta-

aineita ja pystyvat lapaisemaan istukan, mika on vaaraksi sikidlle. (Dean 2005: 39, 42.)

Kell-veriryhmajarjestelma on Rh- ja ABO-jarjestelmien jalkeen merkittavin raskauden
kannalta. Anti-K-vasta-aineita esiintyy yleensa aideilla, joille on tehty aiemmin useita
verensiirtoja tai dideilld, jotka ovat herkistyneet antigeeni K:lle aikaisemmassa raskau-
dessa. Vaikka aidin ja sikion Rh- tai ABO-veriryhmien yhteensopimattomuus on ylei-
sempia syita vastasyntyneen hemolyyttiselle taudille, K-ryhman yhteensopimattomuus
voi olla kohtalokkaampi, silla ABO-ryhman aiheuttama tauti on yleensa lieva ja aidin

anti-D:n aiheuttama sairaus voidaan suurelta osin estada anti-D-immunoglobuliinisuo-

jauksen avulla. Liséksi Kell-immunisaation aiheuttamassa sikion tai vastasyntyneen he
molyyttisessa taudissa on taipumus johtaa vakavaan sikidn anemiaan. Tama johtuu
siita, ettd anti-K-vasta-aineet tuhoavat myds punasolujen epakypsia muotoja, jolloin si-
kiébn punasolujen tuotanto hairiintyy jo punasolujen tuotannon alkuvaiheessa. Kell-veri-
ryhmajarjestelma on monimutkainen ja sisaltaa monia antigeeneja, jotka ovat erittain
immunogeenisia. (Dean 2005: 45, 47.) Duffy- ja Kidd-veriryhmajarjestelmien yhteenso-
pimattomuudesta johtuva sikion ja vastasyntyneen hemolyyttinen tauti on harvinainen

ja taudin muodot ovat yleensa lievia (Dean 2005: 53, 59).



2.2.2 Sikion tai vastasyntyneen hemolyyttinen tauti

Aidin raskaudenaikainen immunisoituminen voi aiheuttaa sikién tai vastasyntyneen he-
molyyttisen taudin. Immunisaation myo6ta aidille muodostuneet IgG-luokan punasolu-
vasta-aineet lapaisevat istukan ja paatyvat sikidodén. Koska sikién punasolujen pinnalla
on aidille muodostunutta vasta-ainetta vastaava antigeeni, vasta-aineet tarttuvat naihin
sikidn punasolujen antigeeneihin ja sikion punasolut alkavat hajota. Tama voi aiheuttaa
sikidlle anemian tai johtaa hyperbilirubinemiaan eli vastasyntyneen kellastumiseen.
(Sainio & Kuosmanen 2012.) Hyperbilirubinemiassa vastasyntyneen veren bilirubiinipi-
toisuus on koholla ja suurina pitoisuuksina bilirubiini voi kertya aivoihin aiheuttaen py-
syvia aivovaurioita (Kumpula & Perala 2019). Hemolyyttisen taudin vaikeimmat muodot
voivat aiheuttaa hoitamattomina sikion tai vastasyntyneen kuoleman tai neurologisen
vammautumisen. Vaikeaa sikion anemiaa hoidetaan kohdunsisaisella eli intrauteriini-
sella punasolusiirrolla, jossa punasolut siirretaan sikioén napalaskimon kautta. (Jern-
man ym. 2020.)

Viela 1900-luvun puolivalissa sikion ja vastasyntyneen hemolyyttinen sairaus oli maail-
manlaajuisesti merkittavin sikién ja vastasyntyneen sairastuvuuden ja kuolleisuuden
syy. Tautiin I6ydettiin kuitenkin ennaltaehkaiseva keino injektiona annettavan anti-D-
immunoglobuliinisuojauksen avulla (Pegoraro ym. 2020). Suomessa kyseinen suojaus-
ohjelma otettiin kayttéén vuonna 1969 ja pian RhD-negatiivisten aitien suojaus anti-D-
immunoglobuliinilla synnytyksen jalkeen osoittautui tarkeimmaksi aidin immunisoitu-
mista ehkaisevaksi ja vastasyntyneen vaikean hemolyyttisen taudin riskia vahentavaksi

toimenpiteeksi (Sainio & Kuosmanen 2012: 152).

Synnytyksen jalkeisesta anti-D-suojauksesta huolimatta osalla RhD-negatiivisista ai-
deista todettiin edelleen seuraavassa raskaudessa anti-D-vasta-aine ja naista valta-
osan arvioitiin johtuvan raskaudenaikaisesta fetomaternaalivuodosta ensimmaisen ras-
kauden aikana. Arvioitiin, etta tapaukset olisivat estettavissa RhD-negatiivisille dideille
jo raskauden aikana annettavalla rutiinimaisella anti-D-suojauksella (McBain &
Crowther & Middleton 2015; Chilcott 2003.) Immunisaatioiden ehkaisemiseksi RhD-ne-
gatiivisten aitien rutiiniluonteinen raskaudenaikainen suojaus otettiin kayttoon Kana-
dassa jo 1970-luvun lopussa ja Yhdysvalloissa seka monissa Euroopan maissa 1990-
luvun puolivalissa (Sainio & Kuosmanen 2012: 152). Suomessa raskaudenaikainen ru-
tiinisuojaus saatiin mukaan Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen aitiysneuvolatoiminnan

suosituksiin vasta vuonna 2013 (Sainio & Kuosmanen 2020: 2321).



Vaikka yli 50 vuotta sitten keksittiin tehokas toimenpide ennaltaehkdisemaan sairautta,
tauti ei ole havinnyt minnekaan. Yhdysvalloissa julkaistussa tutkimuksessa tutkittiin
maailmanlaajuisesti eroa sen valilla, kuinka paljon anti-D-suojauksia vuosittain pitaisi
antaa RhD-herkistymisriskin minimoimiseksi ja kuinka paljon todellisuudessa anti-D-im-
munoglobuliini suojauksia annetaan. Tutkimuksen tulokset osoittivat, etta maailmanlaa-
juiset pyrkimykset RhD-negatiivisten aitien herkistymisen estamiseksi ovat kaukana op-
timaalisesta tavoitteesta. Anti-D-suojauksen tarjonnan ja kysynnan valinen kuilu on
suuri. Toinen tutkimuksen tarked havainto on, ettd raskaudenaikainen suojaus anti-D-

immunoglobuliinilla ei ole niin yleista kuin suositellaan. (Pegoraro ym. 2020.)

Puutteellinen tieto anti-D-suojauksen annosta tai puutokset suojauksen saatavuudessa
lisdavat satojen tuhansien RhD-negatiivisten naisten riskia herkistyd RhD-antigeenille.
Nain ollen voisi todeta, etta sairaus on edelleen maailmanlaajuinen haaste. (Pegoraro

ym. 2020.) Uudistetusta suojausohjelmasta huolimatta myés Suomessa noin viidessa

raskaudessa vuosittain tarvitaan kohdunsisaisia verensiirtoja aidin anti-D-immunisoitu
misen vuoksi. Vaikka suurin osa hoidetuista lapsista jaa eloon, neurologinen sairasta-
vuus on lisaantynyt tdssa ryhmassa. Valtaosa uusista anti-D-immunisaatioista nayttaisi
Suomessa liittyvan tilanteisiin, joissa riskiperusteinen suojaus on jaanyt antamatta esi-
merkiksi alkuraskauden verenvuotojen yhteydessa inhimillisen erehdyksen vuoksi.
(Sainio & Kuosmanen 2020: 2322.)

RhD-negatiivisten aitien suojaus anti-D-immunoglobuliinilla raskauden aikana ja synny-
tyksen jalkeen, vastasyntyneen verenvaihdot seka kohdunsisaiset punasolusiirrot ovat
vaikuttaneet siihen, etta tautiin liittyva kuolleisuus on harvinaista, vaikkakin sitéa edel-
leen esiintyy. Taman vuoksi sekd immunisaatioraskauksien ehkaisyn ettd hoidon edel-
Iytys on hyvin toimiva ja keskitetty seulonta. Keskitetyn seulonnan etuna on reaaliaikai-
nen tiedonkulku immunisoituneita aiteja hoitaviin yksikoihin sekd konsultaatioapu syn-
nytyssairaaloille yha harvinaisemmaksi kayvasta taudista. Olennaisinta sairauden eh-
kaisyssa on seulonnan herkkyys todeta tauti toimenpiteitéd vaativan sikién kohdalla
seka l6ytaa erikoissairaanhoitoon ohjattavat immunisoituneet aidit. (Sainio & Kuosma-
nen 2020: 2323.)



2.2.3 Raskaudenaikaiset veriryhma- ja vasta-ainetutkimukset

Kaikki raskaudenaikaiset veriryhma- ja veriryhmavasta-ainetutkimukset on keskitetty
Veripalveluun. Kaikista Suomen neuvoloissa asioivista odottavista dideista otetaan ve-
rindyte 8.—12. raskausviikolla ja naytteet toimitetaan Veripalvelun laboratorioon tutkitta-
vaksi. Naytteistd maaritetdan ABO- ja RhD-veriryhmat seka seulotaan veriryhmavasta-
aineet. Mikali odottava aiti todetaan veriryhmamaarityksen perusteella RhD-negatii-
viseksi, otetaan lisanaytteina uudelleen vasta-aineseulonta raskausviikoilla 24—26 ja
36. Raskausviikoilla 24-26 otetaan vasta-aineseulontanaytteen lisaksi myos nayte si-
kion RhD-veriryhmatekijan tutkimista varten. (Pouta ym. 2013: 116-117.) Sikién RhD-
tekija tutkitaan aidin plasmasta PCR-menetelmalla (Raskaudenaikaisten veriryhma-
vasta-aineiden seulontaohjelma Suomessa). Mikali sikid6 on RhD-positiivinen, raskautta
seurataan tarkemmin (Westhoff 2019: 1817). Sikion RhD-veriryhmatekijan maarityksen
avulla voidaan myos kohdentaa raskaudenaikainen rutiinimainen anti-D-suojaus seka
riskiperusteinen ja synnytyksen jalkeinen suojaus ainoastaan niille RhD-negatiivisille
aideille, joiden sikié on RhD-positiivinen (Sainio & Kuosmanen 2020: 2322). Sikion veri-
ryhma maaritetddn myds vaikeissa immunisaatioissa, joissa aidin vasta-ainepitoisuus
on korkea. Sikidon Rh-veriryhmajarjestelman veriryhmatekijat c, C, E ja e seka Kell-veri-
ryhmajarjestelman K-veriryhmatekija voidaan osoittaa 16. raskausviikon jalkeen ote-
tusta lapsivesinaytteesta ja RhD-veriryhmatekija raskausviikolta 12 Iahtien aidin plas-
manaytteesta. (Raskaudenaikaisten veriryhmavasta-aineiden seulontaohjelma Suo-

messa.)

Mikali veriryhmavasta-aineseulonnan tulos on positiivinen, tehdaan jatkotutkimuksina
vasta-aineiden tunnistus. Mikali tunnistettu vasta-aine on raskauden kannalta merkit-
tava, vasta-aineen pitoisuus mitataan veresta titraamalla. Noin yhdella prosentilla ai-
deista todetaan vasta-aine, joka voi aiheuttaa sikion tai vastasyntyneen hemolyyttisen
taudin. Veriryhmavasta-aineet tutkitaan jokaisen raskauden yhteydessa, koska vasta-
aineita muodostuu sitad todennakéisemmin, mitd useammin aiti on ollut raskaana. (Ras-

kaudenaikaisten veriryhmavasta-aineiden seulontaohjelma Suomessa.)

Todetun kliinisesti merkittdvan vasta-aineen pitoisuuden seuranta tapahtuu Veripalve-
lun ohjeiden mukaan joko neuvolassa tai yliopistosairaalassa. Jos immunisaatio on
lieva, seuranta toteutetaan neuvolassa. Vakavissa immunisaatioissa aiti lahetetaan jat-

kotutkimuksiin oman synnytyssairaalan tai yliopistosairaalan aitiyspoliklinikalle. Veripal-
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velun antaman titterituloksen perusteella yliopistosairaalat arvioivat, tarvitaanko raskau-
den seurannassa muita tutkimuksia ja tdman avulla suunnitellaan raskauden hoito.

(Raskaudenaikaisten veriryhmavasta-aineiden seulontaohjelma Suomessa.)

Raskauden kannalta tarkein vasta-aine on Rh-veriryhmajarjestelman vasta-aine anti-D,
minka vuoksi aidin RhD-maaritys on raskauden kannalta merkittavaa. Suomalaisista
aideista noin 13 prosenttia on RhD-negatiivisia. Naille aideille voi kehittya veriryhnmaim-
munisaatio, mikali sikio perii isdltddn RhD-positiivisen veriryhman. (Sainio & Aho-Asun-
maa 2020.) Anti-D-vasta-aine todetaan Suomessa noin 40 aidilla vuosittain ja naista
noin puolella vasta-ainepitoisuus on korkea. (Raskaudenaikaisten veriryhmavasta-ai-
neiden seulontaohjelma Suomessa). Jos todetun anti-D-vasta-aineen titteritulos on va-
hintdan 16, anti-D:n pitoisuus maaritetdan talldéin myds kvantitatiivisesti. Kvantitoimalla
saadaan tarkka vasta-aineen pitoisuus IU/ml (International Units Per Milliliter). (Huslab
2023.)

My0s isan nayte voidaan pyytaa tarvittaessa. Kun aidilla todetaan lapselle mahdolli-
sesti vaarallinen vasta-aine, Veripalvelu pyytaa neuvolaa lahettamaan lapsen isan veri-
naytteen. Isan naytteesta tutkitaan ABO- ja Rh-veriryhmat ja se veriryhmatekija, jota
vastaan aidin vasta-aine on muodostunut. Jos isalla ei ole kyseista veriryhmatekijaa,
sita ei ole lapsellakaan, ja silloin ei ole vaaraa, etta sikio tai vastasyntynyt sairastuisi
hemolyyttiseen tautiin. Talldin aidin vasta-ainetutkimusten maaraa voidaan vahentaa
raskauden aikana ja tarkistaa vain, ettei uusia vasta-aineita ole muodostunut. Mikali
isalla todetaan kyseinen veriryhmatekija, isa voi olla heterotsygootti tai homotsygootti
veriryhmaominaisuuden suhteen. Jos isa on veriryhmaominaisuuden suhteen hete-
rotsygootti, puolet hanen lapsistaan perii kyseisen veriryhmatekijan. Jos isa taas on ho-
motsygootti, kaikki hanen lapsensa perivat kyseisen veriryhmaominaisuuden. Molem-
missa tapauksissa sikidn ja vastasyntyneen hemolyyttisen taudin vaara on olemassa,
jolloin &idin veren vasta-ainepitoisuutta seurataan saanndllisesti koko raskauden ajan.

(Raskaudenaikaisten veriryhmavasta-aineiden seulontaohjelma Suomessa.)

2.3 Punasoluvasta-ainetason eli titterin maarittaminen

Raskaudenaikaiset veriryhma- ja veriryhmavasta-ainetutkimukset perustuvat vasta-ai-
neen ja punasoluantigeenien valisiin reaktioihin. Punasoluantigeenit ovat tutkittavan
henkilon punasolujen tai reagenssipunasolujen pinnalla, ja vasta-aineet ovat peraisin

tutkittavan henkilén plasmasta tai kaytettavasta reagenssista. Maaritykset tapahtuvat
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putki- tai geelikorttitekniikalla. Kortti- ja putkitekniikassa voidaan kayttaa suoraa aggluti-
naatiota seka suoraa ja epasuoraa antiglobuliinimenetelmaa. (Ekblom-Kullberg ym.
2018.)

Suorassa agglutinaatiomenetelmassa hyddynnetaan IgM-luokkaan kuuluvien suurien
punasoluvasta-ainemolekyylien kykya tarttua samanaikaisesti moneen punasoluun il-
man antiglobuliinireagenssin apua. Antiglobuliinireagenssi (AHG) on antihumaani IgG-
vasta-aine, joka kohdistuu ihmisen anti-lgG-vasta-ainetta vastaan. Koska IgM-luokan
vasta-aine pystyy rakenteensa vuoksi sitomaan yhtaaikaisesti useita punasoluja, se
muodostaa nakyvan agglutinaation ilman antiglobuliinireagenssia. Tatd menetelmaa
kaytetddn muun muassa ABO- ja RhD-veriryhmamarityksessa seka vasta-aineiden

tunnistuksessa. (Ekblom-Kullberg ym. 2018.)

Suorassa antiglobuliinimenetelmassa punasolujen annetaan reagoida suoraan antiglo-
buliinireagenssin kanssa, jolloin osoitetaan, onko punasolun pintaan tarttunut vasta-ai-
neita. Esimerikiksi vastasyntyneelta otetun naytteen suora antiglobuliinikoe voi olla po-
sitiivinen, jos aidilla on anti-D-vasta-aineita, jotka ovat tarttuneet sikion RhD-positiivis-
ten punasolujen pintaan. Epasuorassa antiglobuliinikokeessa tarvitaan toista vasta-ai-
netta osoittamaan IgG-luokan vasta-aineen sitoutuminen punasoluun. Koska IgG-luo-
kan vasta-aine pystyy sitoutumaan vain yhteen punasoluun, se ei pysty yksinaan muo-
dostamaan agglutinaatiota. Sen vuoksi tarvitaan toinen vasta-aine, yleensa antiglobulii-
nireagenssi. AHG-reagenssi sitoutuu IgG-molekyyliin, jolloin muodostuu nakyva agglu-
tinaatio. Kuvassa 1 on kuvattu, miten antiglobuliinireagenssi sitoutuu punasoluihin kiin-
nittyneisiin vasta-aineisiin, jolloin punasolut saadaan kiinnittymaan toisiinsa muodos-
taen agglutinaation. Tatd menetelmaa kaytetdan esimerkiksi vasta-aineiden seulon-
nassa. (Ekblom-Kullberg ym. 2023.)
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= vasta-aine
. = vasta-aineelle spesifinen reagenssipunasolu

Y = antiglobuliinireagenssi

Kuva 1. Epasuora antiglobuliinikoe.

Vasta-ainetitraus tarkoittaa vasta-aineen pitoisuuden maarittamista plasmasta tai see-
rumista. Punasoluvasta-aineiden titraus on semi-kvantitatiivinen menetelma, joka pe-
rustuu vasta-aineen sitoutumiseen antigeeniin. IgM-luokan vasta-aineiden maarittami-
seen kaytetaan suoraa agglutinaatiomenetelmaa ja IlgG-luokan vasta-aineiden maarit-
tamiseen epasuoraa antiglobuliinimenetelmaa. Tutkittavasta naytteesta tehdaan lai-
mennossarja, jossa laimennoksen annetaan reagoida testipunasolujen kanssa. Testi-
soluissa on vasta-aineelle spesifinen punasoluantigeeni. Titterin avulla pystytaan siis
havaitsemaan vasta-ainepitoisuuden taso ja seuraamaan mahdollisesti pitoisuuden
muuttumista. (Vasta-ainetitteri ja plasman DTT-kasittely 2022.) Raskauden kannalta
merkittdvien punasoluvasta-aineiden pitoisuuden maarittdminen on tarkeaa, sillda mita
suurempi vasta-aineen pitoisuus aidin veressa on, sita suurempi riski sikiélla on sairas-

tua vastasyntyneen hemolyyttiseen tautiin (Jernman ym. 2020).
2.3.1 Putkitekniikka

Vuoteen 2023 asti vasta-ainetason maarittaminen Veripalvelussa on tapahtunut manu-
aalisesti putkitekniikalla. Putkitekniikassa kaytetdan epasuoraa agglutinaatiomenetel-
maa. Seerumin tai plasman sisaltdmien vasta-aineiden annetaan ensin Kiinnittya rea-
genssipunasolujen antigeeneihin. Taman jalkeen vasta-aineet, jotka eivat ole kiinnitty-
neet punasoluantigeeneihin, pestaan pois, jotta ne eivat hairitse reaktiota, kun antihu-
maaniglobuliini (AHG) lisadtaan reaktioon. (Sulin 2023.) Tutkittavan plasman IgG-luokan
vasta-aineet sitoutuvat reagenssipunasolujen pinnan antigeeneihin, mutta eivat saa ai-
kaan nakyvaa agglutinaatiota ilman antiglobuliinireagenssia eli AHG:ta. (Ekblom-Kull-
berg ym. 2023.)
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Kuva 2. Vasta-ainetitterimaaritys putkitekniikalla.

Kuvassa 2 on nahtavilla titterimaaritykseen putkitekniikalla tarvittavat reagenssit ja tar-
vikkeet putkitekniikalla. Kuvassa nakyy primaarinayte seka lasiputket laimennossarjaa
ja titterimaaritysta varten. Takana olevat lasiputket on tarkoitettu laimennossarjalle eli
naihin putkiin pipetoidaan naytetta ja laimenninta. Edessa oleviin lasiputkiin pipetoi-
daan laimennettu nayte seka testipunasolut ja naista putkista luetaan muodostuneet re-
aktiot.

Putkitekniikka on hidas ja ty0las tekniikka ja se sitoo paljon tydvoimaa. Putkitekniikassa
on aina myds suurempi riski inhimillisille virheille seka tulostason vaihtelulle. Putkitek-
niikassa suorittamiseen vaaditaan vankkaa kokemusta ja ammattitaitoa seka kattavaa

perehdytystd, jotta tuloksia voidaan pitaa luotettavina. (Sulin 2023.)

2.3.2 Geelikorttitekniikka

Geelikortti- eli pylvasagglutinaatiotekniikka perustuu punasolujen kulkeutumiseen geeli-
korteissa olevien mikropylvaiden lapi. Mikropylvaiden ylempaa osaa, johon naytteet pi-
petoidaan, kutsutaan reaktiokammioksi, ja pylvaan kapeassa ja pidemmassa osassa
sijaitsee geeli, jonka lapi punasolut liikkuvat sentrifugoitaessa. (Green & Slayten &
Rhees 2019: 269.) Sentrifugoinnin aikana punasolut kulkeutuvat valiainepatsaan eli
geelin lapi pylvaan pohjaa kohti. Agglutinaatio muodostuu, mikali antigeenille spesifi-
nen vasta-aine 10ytyy tutkittavasta naytteesta, jolloin punasoluagglutinaatio jaa nakyviin
pylvaan geelin pinnalle. Muodostunut agglutinaatio voi olla selkea kerros geelin pin-

nalla tai agglutinaatio saattaa hajota siten, ettd punasoluja on koko geelin matkalta. Jos
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naytteesta ei I6ydy antigeenille spesifista vasta-ainetta, punasolut eivat agglutinoidu ja

laskeutuvat pylvaan pohjaan asti. (Ekblom-Kullberg ym. 2023.)

Veriryhma- ja veriryhmavasta-ainetutkimuksien tuloksissa geelikortti- eli pylvasaggluti-
naatiomenetelmalld tulkitaan reaktiovoimakkuuksia eli muodostuneita agglutinaatioita.
Reaktiovoimakkuus riippuu vasta-aineen pitoisuudesta ja sitoutumisvoimasta seka pu-
nasoluantigeenin maarasta. Reaktiovoimakkuuteen voi lisaksi vaikuttaa inkubaatio- ja
sentrifugointiolosuhteet, minka vuoksi pylvasagglutinaatiomenetelmissa valmistajan en-
nalta maarittelemat sentrifugointiaika ja -nopeus parantavat reaktiotulosten toistotark-
kuutta. Tulokset luetaan yleensa paljain silmin vaaleaa taustaa vasten. Negatiivisessa
reaktiossa (-) kaikki solut ovat selvana nappina valiainepatsaan pohjalla. Sulkuihin mer-
kitty plusmerkki ((+)) kuvaa reaktioita, jossa valiainepatsaan pohjalla oleva punasolu-
nappi ei ole tasainen ja punasolunapin paalle voi nousta yksittaisia agglutinaatteja. Yh-
den plusmerkin (+) vahvuisessa reaktiossa agglutinaatit nousevat valiainepatsaan poh-
jalta yléspain, eivatka ole enaa kokonaan valiainepatsaan pohjalla, mutta ovat kuitenkin
valiainepatsaan puolivalin alapuolella. Kahden plusmerkin (++) vahvuisessa reaktiossa
agglutinaatteja on koko valiainepatsaan alueella, mutta pylvaan pohjalla voi olla pieni
punasolunappi. Kolmen plusmerkin (+++) vahvuisessa reaktiossa agglutinaatit ovat va-
liainepatsaan puolivalin ylapuolella, eika pylvaan pohjalla ole vapaita soluja. Neljan
plusmerkin (++++) vahvuisessa reaktiossa kaikki solut ovat selvasti valiainepatsaan
paalla. (Ekblom-Kullberg ym. 2023.)

Kuvassa 3 on IH-500-automaatin ottama kuva geelikortin pylvaista, joissa titterimaari-
tyksen reaktiot ovat tapahtuneet. Pylvaissa 3—6 on nahtavilla pylvaan pohjaan asti las-
keutuneet punasolut eli ndiden pylvaiden kohdalla kyseessa on negatiivinen tulos. Pyl-
vaissa 1 ja 2 on nahtavilla positiiviset reaktiot, mutta reaktiot eroavat toisistaan. Pyl-
vaassa 1 on kahden plusmerkin vahvuinen reaktio eli vahvempi positiivinen reaktio kuin

pylvaassa 2. Pylvaassa 2 on nahtavilla yhden plusmerkin vahvuinen reaktio.
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Kuva 3. Bio-Radin IH-500-automaatin ottama kuva geelikortin pylvaista, joissa reaktiot ovat ta-
pahtuneet.

Osassa geelikorteista valiainepatsas eli geeli sisaltaa valmiiksi jotakin reagenssia pus-
kurin lisdksi, kun taas joissakin maarityksissa kaytetdan geelikorttia, johon ei ole lisat-
tyna mitdan reagenssia (Ekblom-Kullberg ym. 2023). Vasta-ainetitterimaaritys geelikor-
teilla on epasuora agglutinaatiomenetelma, jota kaytetdan, kun halutaan selvittda nayt-
teen IgG-luokan vasta-aineiden pitoisuus. Talldin maaritykseen kaytetaan
LISS/Coombs-geelikorttia, silla kortti sisaltaa tarvittavaa AHG-reagenssia seka LISS-
liuosta. (Vasta-ainetitteri ja plasman DTT-kasittely 2022.) LISS-liuosta (Low lonic
Strenght Solution) kaytetdan vasta-aineiden ja punasolujen valisten reaktioiden voimis-
tamiseen, koska liuos vahentaa punasolujen pintavarausta ja vasta-aineet paasevat
tarttumaan tehokkaammin (Chaffin 2023). Geelikorttitekniikka LISS/Coombs-geelikor-
teilla eroaa siis putkitekniikasta siten, ettd nakyvan agglutinaation aikaansaama antiglo-
buliinireagenssi on LISS/Coombs-geelikorttien pylvaissa valmiiksi, eika sita tarvitse
erikseen lisata. Lisaksi kaytettava titrauslaimennin on eri putkitekniikassa ja geelikortti-
tekniikassa. Geelikorttitekniikalla pystytaan suorittamaan titterimaaritys myds suoralla
agglutinaatiomenetelmalla. Tallbin geelikorttina toimii NaCl/entzyme-geelikortti, jossa ei
ole AHG-reagenssia lisattyna. Talla menetelmalla saadaan selville naytteen IgM-luokan
vasta-aineiden pitoisuus, silla IgM-luokan vasta-aineet pystyvat kiinnittymaan punaso-
luihin ja luomaan nakyvan agglutinaation ilman AHG-reagenssia. (Vasta-ainetitteri ja
plasman DTT-kasittely 2022.)

Vasta-ainetitterimaarityksen suorittaminen geelikorttitekniikalla sujuvoittaisi maarityk-
sen tekoa, silla geelikorttitekniikan voi automatisoida. Automatisoitu menetelma olisi to-
dennakoisesti myds tarkempi, eivatka tulokset olisi riippuvaisia tydn tekijasta. (Lieber-
man ym. 2021.) Vasta-ainetitterimenetelman automatisoinnista geelikortille ei kuiten-

kaan ole viela tehty kattavaa tutkimusta. Schneiderin ym. (2022) tekeman tutkimuksen
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kohteena on ollut vasta-ainetitterimenetelméan automatisointi, mutta tassa tutkimuk-
sessa ei tutkittu menetelman automatisointia geelikortilla. Tutkimuksessa automatisoitu
menetelma perustui kiintean faasin tekniikkaan, jossa hyddynnetaan mikroliuskoja tai -
levyja, joissa on useita pienia testikuoppia, ja ndma testikuopat sisaltavat jo valmiiksi

tarvittavat reagenssit tutkimusta varten.

3 Validointi

Validointi tarkoittaa menettelya, jolla arvioidaan menetelman tai laitteen soveltuvuutta
tai suorituskykya tiettyyn kayttotarkoitukseen (Labquality 2022). Validoinnille asetetaan
tietyt vaatimukset menetelman ja kayttétarkoituksen mukaan. Kun validoidaan menetel-
maa, tehdaan ennalta suunniteltuja testeja, joiden avulla maaritetdan valittujen vali-
dointiparametrien arvot. Tilastollisten menetelmien avulla voidaan tunnistaa ne mene-
telman kohdat, jotka ovat tuloksen luotettavuuden kannalta kriittisia. Ennen menetel-
man tai laitteen kayttdonottoa validoinnin tulee olla hyvaksytty ja johtopaatokset vali-
doinnista tulee olla tehty. Tarvittavan validoinnin laajuus voi vaihdella sen mukaan,
onko kayttédnotettava menetelma aivan uusi vai onko kyseessa menetelma, joka on jo

kaytdssa kansallisesti tai kansainvalisesti. (Hagg 2016: 3.)

3.1 Validoinnin parametrit

Validoinnissa kaytettavia parametreja on useita. Validoinnissa voidaan mitata esimer-
kiksi herkkyytta, erottelukykya, tasmallisyytta ja toistettavuutta. Herkkyys kuvaa mene-
telman kykya todeta vahaiset vaihtelut maaritettavien analyyttien pitoisuuksissa ja erot-
telukyvyssa selvitetdan pienin mitattavan suureen muutos, joka aiheuttaa havaittavan
muutoksen vastaavassa suureessa. Tasmallisyys eli tarkkuus kuvaa niiden mitattujen
arvojen yhtapitavyytta, jotka on saatu toistomittauksilla tutkittaessa samaa tai saman-
kaltaisia kohteita hyvin maaritellyissa olosuhteissa. Toistettavuus on osa mittauksen
tasmallisyytta. (Hagg 2016: 20-21, 31-32.) Eli kun maaritetddn menetelman tarkkuutta,
ollaan kiinnostuneita menetelman kyvysta tuottaa johdonmukaisia tuloksia. (Pursula
2022: 105.)

Edelld mainittujen parametrien lisaksi validoinnissa voidaan suorittaa myos vertailua.
Vertailua kaytetaan yleensa testeissa, jotka antavat laadullisia eli kvalitatiivisia tuloksia.

Kun vertaillaan mittausmenetelmia, voidaan tehda vertailuja esimerkiksi samaa testia
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suorittavien laitteiden tai eri menetelman valilla. Kvalitatiivisten testien vertailulla yrite-
taan selvittaa vertailun kohteena olevien mittausmenetelmien valista sopivuutta. Vertai-
lussa voidaan pohtia, kuinka paljon tulosten odotetaan muuttuvan, kun vaihdetaan yh-

den menetelman kaytosta toiseen menetelmaan. (Pursula 2022: 84-85.)

3.2 Toistettavuus

Osa menetelman validointia on varmistaa menetelman kayttokelpoisuus eli tarkkuus ja
tasmallisyys. Menetelman toistettavuus tarkoittaa tasmallisyytta eli menetelman kykya
tuottaa samat tulokset, kun maaritys tehdaan toistettavissa olosuhteissa tietyll3,
yleensa lyhyella, aikavalilla. (Hiltunen ym. 2011.) Toistettavuutta arvioitaessa on tar-
peen arvioida kokonaistoistettavuuden liséksi sarjojen sisaista seka sarjojen valista
toistettavuutta. (Chesher 2008). Toistettavuuden maarittdmisessa naytteista tehdaan
useita rinnakkaismaarityksia ja maarityksien tuloksista lasketaan yleensa keskiarvo,
keskihajonta ja variaatiokerroin. Saatujen tuloksien perusteella tehdaan johtopaatoksia
menetelman toistettavuudesta. Mikali sarjojen valinen hajonta on suurta, syy vaihteluun

taytyy selvittda. (Hiltunen ym. 2011.)

Toistettavuuden maarittdmisessa voidaan hyddyntaa varianssianalyysia (ANOVA). Va-
rianssianalyysia kaytetaan, kun tutkitaan eroavatko kahden tai useamman ryhman kes-
kiarvot tilastollisesti merkitsevasti toisistaan. (Tietoarkisto.) ANOVA-menetelmassa tar-
kastellaan toistettavuutta maarityksen sisalla, toistettavuutta eri maarityksien valilla ja
toistettavuutta maarityksien valilla eri paivina. Naiden kolmen komponentin avulla saa-
daan arvio laboratorion sisaisesta tarkkuudesta, joka kuvaa mittaustarkkuutta kaytéssa
olevilla olosuhteilla. (Pursula 2022: 105-107.)

3.2.1 Sarjojen sisainen toistettavuus

Sarjojen sisaisella toistettavuudella tarkoitetaan saman mitattavan suureen perakkais-
ten mittaustulosten paikkansapitavyytta, kun mittaukset suoritetaan samoissa mit-
tausolosuhteissa toistettavuusehtojen tayttyessa (Chesher 2008). Sarjan sisainen tois-
tettavuus kertoo siis, kuinka hyvin menetelma voidaan toistaa samanlaisissa olosuh-
teissa saman mittaussarjan aikana (Hagg 2016: 44). Taman avulla saadaan pienin

epatarkkuus, jonka maaritys voi saavuttaa rutiinikdytanndssa tietylla pitoisuudella.
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Mahdollinen tulosten vaihtelu johtuu yleensa instrumentin sisalla tapahtuvista satunnai-
sista asioista, kuten pipetoitujen naytteiden ja reagenssien tilavuuksien vaihtelusta.
(Pursula 2022: 105.)

3.2.2 Sarjojen valinen toistettavuus

Sarjojen valinen toistettavuus kuvaa tulosten yhtapitavyytta, kun yksittaiset maaritykset
suoritetaan samassa laboratoriossa eri olosuhteissa. Sarjojen valiseen toistettavuuteen
voivat vaikuttaa esimerkiksi eri tekija tai erilainen ymparistd. Naytteita tutkitaan mene-

telman kannalta oleellisesti, esimerkiksi eri paivina. (Chesher 2008.)

Tulosten vaihtelu eri sarjojen valilla voi johtua esimerkiksi kayttdolosuhteiden muutok-
sista. Laite voi esimerkiksi olla lampimampi iltapaivalla kuin aamulla. Tulokset voivat
vaihdella my0s eri paivien valilla, esimerkiksi kosteusmuutosten vuoksi. (Pursula 2022:
106.)

4 Opinnaytetyon tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyon tarkoituksena oli maarittaa vasta-ainetitterimaarityksen toistettavuus
geelikorttitekniikalla veriryhmaserologisella IH-500-analysaattorilla. Validoinnin osa-alu-
etta eli toistettavuutta analysoitiin kayttamalla kahta pitoisuudeltaan erilaista kaupallista

anti-D-vakiota seka vasta-aineellisia plasmanaytteita.

Tavoitteena on, etta opinnaytetydn avulla saatuja tuloksia hydédynnetaan yhtena osana
Veripalvelun laajempaa validointiprosessia. Tuloksia tullaan hyddyntdmaan validoinnin
arvioimisessa ja sen kehittdmisessa. Veripalvelun suorittamalla validoinnilla osoitetaan
neuvolanaytteiden vasta-ainetitterimenetelman toimivuus seka geelikorttitekniikalla ma-
nuaalisesti ettd IH-500-laitteella. Lisaksi maaritetdan uusi kliinisesti merkitseva titteri-
taso, jota kaytetaan tutkittavien ohjaamiseen erikoissairaanhoitoon. Vasta-ainetitterime-
netelman validoinnista geelitekniikalle on irrotettu omaksi osaksi vasta-ainetitterimene-

telman toistettavuuden osoittaminen, joka oli taman opinnaytetyon aiheena.
Opinnaytety6 pyrki vastaamaan seuraaviin tutkimuskysymyksiin:

1. Ovatko automatisoidulla geelikorttitekniikalla saadut vasta-ainepitoisuudet toistet-

tavia?
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2. Sopiiko veriryhmaserologinen IH-500-analysaattori rutiininomaiseen vasta-ainetit-

terimaaritykseen?

5 Opinnaytetyon menetelmat ja opinnaytetyon toteutus

5.1 Menetelmalliset lahtokohdat

Opinnaytetyon toteutus aloitettiin perehtymalla Bio-Radin veriryhmaserologiseen IH-
500-laitteeseen ja kaytdssa oleviin menetelmiin SPR Veripalvelun laboratoriossa. Veri-
ryhmaserologista IH-500-analysaattoria kaytetaan titterimaarityksien lisaksi muihinkin
tutkimuksiin, kuten veriryhmamaarityksiin ja vasta-aineiden tunnistukseen. Laite on
paaasiassa kaytdssa vain Veripalvelun potilaslaboratoriossa, jossa sita kaytetaan sai-
raaloista saapuvien potilasnaytteiden maarityksissa. IH-500-analysaattorin menetelma-
periaatteena on pylvasagglutinaatio geelikorteilla ja laite suorittaa kaikki tyovaiheet tay-
sin automaattisesti. IH-500-analysaattori valmistaa tarvittavan solususpension, pipetoi
tarvittavat materiaalit, inkuboi ja sentrifugoi geelikortit seka lopuksi tulkitsee reaktiovoi-
makkuudet. Vasta-ainetitterimaarityksessa IH-500-analysaattori tekee tutkittavasta
naytteesta laimennossarjan, jossa jokaisen laimennoksen annetaan reagoida spesifis-
ten testipunasolujen kanssa. Lopuksi laite tulkitsee tulokset geelikorteilta. (Veriryh-
maserologinen IH-500-analysaattori 2023.) Laitteen tekema yksi titterimaaritys kestaa

noin 40 minuuttia (Vasta-ainetitteri ja plasman DTT-kasittely 2022).

IH-500-laitteella titterimaarityksen reagensseina toimii Bio-Radin Titration Solution seka
Veripalvelun itse valmistamat reagenssipunasolut, joissa on vasta-aineille vastaavat
punasoluantigeenit. (Veriryhmaserologinen IH-500-analysaattori 2023.) Reagenssipu-
nasolut ovat Veripalvelun itse valmistamia ja ne valmistetaan vakioverenluovuttajien
punasoluista, joiden fenotyyppi on tarkkaan tiedossa. Titterimaarityksen reagenssipu-
nasolut on valittu vasta-ainekohtaisesti siten, etta jokainen testisolu reagoi vain yhden
vasta-aineen kanssa, esimerkiksi anti-D-vasta-aineelle reagenssipunasoluna toimii
R1r-testisolu. Validoinnissa tata reagenssipunasolua kaytettiin anti-D-vakioiden seka
anti-D:ta sisaltavan plasmanaytteen maarityksessa. Muille vasta-aineellisille plasma-
naytteille oli omat spesifit reagenssipunasolut. Titterimaaritykseen tarvittiin lisdksi Bio-
Radin Titration Racks -telineita. Yksi teline sisaltaa 60 tyhjaa kaivoa, joihin laite pipetoi
naytetta ja Titration Solution -liuosta naytteen laimentamista varten (Veriryhmaserologi-

nen IH-500-analysaattori 2023). Tassa validoinnissa kaytettiin ainoastaan epasuoraa



20

antiglobuliinimenetelmaa, joten maarityksiin kaytettiin Bio-Radin LISS/Coombs-geeli-

kortteja.

Toistettavuuden osoittamisessa on suositeltavaa maarittaa toistettavuus vahintaan
kahdella eri tasolla: matalalla ja korkealla. Toistettavuutta kuvaavat myos keskihajonta
ja variaatiokerroin. Keskihajonta on matemaattinen vakio, joka saavuttaa arvonsa, kun
kertoma on yli 25. Validoinnissa suosituksena on tehda ainakin kaksi sarjaa paivittain ja
kaksi rinnakkaismaaritysta naytetta kohden. Talloin tulosten laskennassa on mahdol-
lista hyddyntaa ANOVA-laskentaa. (Tutkimusmenetelmien verifiointi ja validointi 2023.)
Koska anti-D-vakioiden maarityksia tehtiin viitena erillisend paivana ja viisi kertaa pai-
vassa kayttaen kahta erillista tasoa eli vahvaa ja heikkoa anti-D-vakiota, anti-D-vakioi-
den tulosten laskennassa hyédynnettiin ANOVA-laskentaa. ANOVA-laskennan avulla
pystyttiin erittelemaan aineistosta sarjan sisainen, paivan sisainen, paivien valinen ja

laboratorion sisainen toistettavuus.

Laitteelta saatujen hyvaksyttyjen tuloksien kirjaamisessa kaytettiin Microsoft Excel -tau-
lukkolaskentaohjelmaa, jossa laskettiin keskiarvo paivan tuloksista. Lisaksi tuloksista
otettiin tulosteita, jotka muutettiin myds digitaaliseen muotoon. Excel-taulukkoon keratyt
tulokset siirrettiin Validation Manager -ohjelmistopalveluun (Finbiosoft, v2023.10.25),
joka on kaytéssa SPR Veripalvelun laboratoriossa. Validation Manager -ohjelmaan on
automatisoitu laboratoriomenetelmien ja -instrumenttien tarkastukset, validoinnit ja veri-
fioinnit. Ohjelma laskee annettujen arvojen perusteella validoinnin tilastollisia analyy-
siarvoja ja muodostaa lopuksi kirjallisen raportin validoinnin tuloksista. (Pursula 2022.)
Validation Manager- ohjelman avulla laskettiin anti-D-vakioiden tilastolliset analyysiar-
vot ANOVA-menetelmalla. Kaikkia saatuja tuloksia analysoitiin myds visuaalisesti ja
vertailtiin aikaisempia manuaalisesti saatuja tuloksia samoista naytteista. Uusia tulok-

sia ja aikaisemmin saatuja tuloksia verrattiin keskenaan.

5.2 Aineiston keruu ja analysointi

Kaikki tutkimukseen tarvittavat naytteet saatiin SPR Veripalvelulta. Naytteina toimi

kaksi pitoisuudeltaan erilaista kaupallista anti-D-vakiota: anti-D 0,05 IU/ml, AlbaCheck,
Quotient ja anti-D 3,1 1U/ml, 3rd British Standard 2017 (Rho) Antibodies, NIBSC code
73/517. AlbaCheck-vakio on kayttévalmis liuos, mutta 3rd British Standard tuli laimen-

taa kayttopitoisuuteen. Laimennettu kayttdpitoisuus oli 2,875 IU/ml. Veripalvelun koke-
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neet laadunvalvontatutkimusten tydntekijat olivat ennen opinnaytetyéhon liittyvan tutki-
muksen aloitusta laimentaneet vakion valmiiksi ja pakastaneet sen -70 °C:seen. Vakio
oli jaettu viiden millilitran eriin ja viiteen erilliseen nayteputkeen. AlbaCheck, Quotient-
vakio sailytettiin jadkaapissa valmistajan omassa naytepullossa, josta otettiin suoraan

tarvittava maara validoinnin maarityksia varten.

Tutkimuksessa analysoitiin myds vasta-aineellisia plasmanaytteitd. Nama naytteet oli-
vat peraisin verenluovuttajilta ja naytteet olivat useita kymmenia vuosia vanhoja. Nayt-
teet oli sailytysta varten jaettu useampiin erikokoisiin ndyteputkiin ja niita on sailytetty
Veripalvelussa -20 °C:ssa. Naytteiden kokonaismaara vaihteli naytekohtaisesti, mutta
validointia varten naytteista sulatettiin vain pieni osa, esimerkiksi yksi 10 millilitran
putki. Plasmanaytteita oli viisi erilaista ja nama kaikki sisalsivat eri vasta-ainetta. Jokai-
nen plasmanayte sisalsi vain yhta vasta-ainetta ja jokaisen naytteen vasta-aine oli tie-
dossa. Plasmanaytteissa olevia vasta-aineita olivat Rh-veriryhmajarjestelmaan kuulu-
vat anti-D ja anti-E seka lisaksi muiden veriryhmajarjestelmien anti-Fya, anti-Jka ja
anti-K. Kaikkia pakastettuja naytteita sulatettiin lampohauteella +37°C:ssa noin puoli

tuntia. Sulatusaika ei ollut vakioitu.

Seka anti-D-vakioista etta vasta-aineellisista plasmanaytteista oli maaritetty aikaisem-
min vasta-ainetitterit putki- ja korttitekniikalla manuaalisesti. Anti-D-vasta-aineellisesta
plasmanaytteesta oli maaritetty lisdksi myos kvantitatiivisesti vasta-aineen pitoisuus
(IU/ml). Manuaalisen maarityksen testaustiedot ja tulokset oli tallennettu validoinnin

taustatiedoksi seka kirjallisena etta sahkoisena versiona.

Geelikorttitekniikassa laimennossarja titterimaaritysta varten tehdaan kuten putkiteknii-
kassa, mutta naytteen laimentamiseen kaytetdan Bio-Radin Titration Solution -liuosta.
Geelikorttiin merkitdan tunniste tutkittavasta naytteesta ja merkitaan kaivot joko laimen-
nuskertoimilla (1,2,4,8...) tai numeroilla 1—-12. Pipetointi aloitetaan testisoluista, joita pi-
petoidaan jokaiseen kaivoon 50 ul. Testisolujen paalle pipetoidaan 25 pl plasmaa niin,
ettd ensimmaiseen kaivoon tulee laimentamatonta plasmaa ja loppuihin laimennussar-
jan mukaisesti laimennettua plasmaa. Kortteja inkuboidaan 15 minuuttia + 37°C:ssa,
minka jalkeen niita sentrifugoidaan 10 minuuttia. Veriryhmaserologinen IH-500-analy-
saattori suorittaa kaikki edellda mainitut vaiheet itsenaisesti. Kun tulokset eli reaktiovoi-
makkuudet ovat valmiit, IH-500-analysaattori ottaa kuvat tuloksista. IH-500-analysaat-

tori tulkitsee itse reaktiovoimakkuudet ja antaa naille tulokset. Tulokset voivat olla epa-
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selvia, negatiivisia tai jotakin yhden ja neljan plusmerkin valiltd. Kun IH-500-analysaat-
tori on saanut tulokset tulkittua, se tuo tulokset nahtaville laitteen kayttajalle. Laitteen
kayttajan on tarkistettava tuloksien todenmukaisuus ja tehda tarvittaessa muutoksia.

Tulokset taytyy lopuksi hyvaksya laitteen kayttajan toimesta.

5.3 Opinnaytetyon toteutus

Toteutusvaiheeseen kuului viisi erillistd paivaa, joiden aikana ajettiin anti-D-vakioita
seka vasta-aineellisia plasmanaytteita. Anti-D-vakioiden kohdalla naytteita ajettiin jokai-
sena viitena paivana viisi kertaa siten, ettd maaritykset olivat erillisia ja mahdollisuuk-
sien mukaan paivan eri ajankohtina: aamulla, paivalla ja illalla. Plasmanaytteitd maari-
tettiin neljan paivan aikana yhteensa kuusi kertaa ja analysointi suoritettiin aina anti-D-
vakioiden maarityksien valissa. Taulukossa 1 on esitetty toteutusvaiheen paivat ja mi-
ten naytteiden maaritys jakautui eri paiville. Kaikista naytteista tehtiin pitka titteri eli lai-
mennokset 1:1-1:2000. Pitkassa titterissa on siis 12 laimennosta. Titterimaarityksen tu-
loksena saatiin reaktiovoimakkuuksia, joiden perusteella titteritaso todettiin. Nama re-
aktiot olivat tutkittavan naytteen laimennoksien ja reagenssipunasolujen aiheuttamia

agglutinaatioreaktiota.

Taulukko 1. Taulukko opinnaytetydn toteutuksen paivista, joiden aikana naytteitd maaritettiin.

Paiva 1 Paiva 2 Paiva 3 Paiva 4 Paiva 5

5 X vakiot 5 x vakiot 5 x vakiot 5 x vakiot

5 x vakiot 2xplasmat 2 xplasmat = 1xplasmat = 1x plasmat

Vasta-aineelliset plasmat seka valmiiksi kayttdpitoisuuteen laimennettu 3rd British
Standard anti-D-vakio olivat pakastettuja naytteita, joten naytteet taytyi aluksi sulattaa
ldBmpdhauteella +36-37 °C:ssa. Naytteiden sulatukselle ei ollut vakioitu sulatusaikaa,
mutta kaikki sulatettavat naytteet olivat lampdhauteella yhta kauan. Naytteiden sulatuk-
seen meni aikaa noin puoli tuntia. Sulatetut naytteet sentrifugoitiin vield ennen analy-
sointia. Sentrifugointiohjelma kesti viisi minuuttia ja nopeudeksi asetettiin 2100 g:ta. Ta-
man jalkeen jokaista maaritettavaa naytetta pipetoitiin omaan wasserman-lasiputkeen
yhden paivan titterimaaritykseen tarvittava maara, silla naytteiden maaritykset tehtiin
paivakohtaisesti aina samasta nayteputkesta. Yhden paivan titterimaaritykseen tarvit-

tava maara oli noin kolme millilitraa. Paivan vaihtuessa vaihdettiin myds nayteputket.
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Jokaiseen nayteputkeen tehtiin tarkkaan omat tunnistetiedot. Tunnisteesta taytyi kayda
ilmi maarityspaiva, kuinka mones maaritys oli kyseessa ja onko kyseessa esimerkiksi
vahva vai heikko anti-D tai jokin muu vasta-aine plasmanaytteessa. Esimerkiksi ensim-
maisen maarityspaivan ensimmaisen maarityksen tunniste vahvalla vakiolla oli 1anti-

Dvahva_1.

Maaritysta varten laitteelle lisattiin titterimaaritysta varten tarvittavat reagenssit: Titra-
tion Solution -liuos, oikeat reagenssipunasolut, Titration Racks -telineet ja
LISS/Coombs-geelikortteja. Naytteille tehtiin IH-500-laitteeseen liitetyn tietokonease-
man kautta pyynnét pitkaan titterimaaritykseen. Naytteet asetettiin IH-500-laitteen
omiin naytetelineisiin ja sydtettiin laitteelle. Laite luki syétetyn naytteen tunnisteen ja
aloitti maarityksen suorittamisen sille tehdyn pyynnén mukaan. Mikali laitteelta puuttui
jokin maaritykseen tarvittava reagenssi, laite antoi siitd ilmoituksen, eika aloittanut

maarityksen tekoa.

Kun maaritys oli valmis, laite otti kuvan geelikorttien kaivoista, joissa reaktiot olivat ta-
pahtuneet ja tulkitsi reaktioiden voimakkuudet asteikolla +, ++, +++, ++++ tai negatiivi-
nen eli -. Epaselvissa tilanteissa laite ei valttamatta pysty tulkitsemaan tulosta luotetta-
vasti, jolloin tulos jaa epaselvaksi ja laite antaa arvoksi *?”. Titterimaarityksessa tulos
luetaan aina suurimmasta laimennoksesta pienempaan pain. Viimeinen laimennos,
joka antaa yhden +-merkin vahvuisen reaktion, on maarityksen tulos. Vasta-ainepitoi-
suudeksi ilmoitetaan tdman laimennossuhteen kaanteisluku: esimerkiksi laimennussuh-
teen 1:16 kaanteisluku on 16. Tulos ei saa kuitenkaan olla suurimman eli laimennos-
sarjan viimeisen laimennoksen kohdalla, vaan yhden +-vahvuisen reaktion jalkeen tu-
lee olla negatiivinen tulos luettavissa. Mikali vimeisessa laimennoksessa on yhden +-

vahvuinen reaktio, naytetta taytyy laimentaa lisaa ja titterimaaritys suorittaa uudelleen.

Vaikka IH-500-analysaattori tulkitsee maarityksien reaktiovoimakkuudet itsenaisesti, ne
hyvaksytaan lopullisesti vasta, kun ihminen on tarkastanut tulokset. Laitteen kayttaja
kay lapi laitteen tulkitsemat reaktiovoimakkuudet ja tekee tarvittaessa muutoksia oman
tulkintansa mukaan. Verensiirto- ja veriryhmaserologisten tutkimuksien reaktiovoimak-
kuuksia tulkittaessa taytyy aina huomioida, onko reaktion voimakkuudella valia vai kes-
kitytddnko erottamaan positiiviset reaktiot negatiivisista. Titterimaarityksessa reaktion
voimakkuudella on valia, silla tarkoituksena on erottaa viimeinen +-reaktio. Taman vali-
doinnin aikana laitteen tulkitsemia tuloksia taytyi muokata vain muutaman kerran. Laite

ei osannut tulkita heikompia reaktioita, jolloin tuloksia jai epaselviksi ja ne taytyi korjata.
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Saatujen anti-D-vakioiden titteritulokset kirjattiin paivittain Excel-laskentataulukko-ohjel-
maan. Ohjelmaan oli luotu valmiiksi taulukko anti-D-vakioiden tuloksille. Molemmille va-
kioille oli oma taulukko, jossa oli sarakkeet eri paiville seka rivit paivan eri maarityksille.
Taulukon viimeiselle riville oli asetettu kaava laskemaan paivakohtaisesti tuloksien kes-
kiarvo. Lisaksi laitteen antamista tuloksista otettiin tulosteet, jotta laitteen tulkitsemia re-
aktiovoimakkuuksia paastiin tarkastelemaan myohemmin. Plasmanaytteiden tuloksille
ei ollut omaa Excel-taulukkoa, vaan laitteen antamat tulokset ainoastaan tulostettiin.

Kaikki tulosteet tallennettiin myos digitaaliseen muotoon.

6 Tulokset

IH-500-analysaattorilla saatuja tuloksia plasmanaytteista seka anti-D-vakioista verrattiin
aiemmin manuaalisesti putkitekniikalla ja korttitekniikalla saatuihin tuloksiin. Manuaali-
set maaritykset on tehty validoinnin alkuvaiheessa vuoden 2022 puolella. Manuaalisesti
tehtyjen maarityksien tulokset oli kirjattu Veripalvelun kayttamalle vasta-aineiden tes-
tauslomakkeelle. Lomakkeelle oli merkitty titterimaaritykseen tarkoitettuun taulukkoon
saadut reaktiovoimakkuudet jokaisen laimennoksen kohdalle. Testauslomake oli pape-

ridokumentti, mutta se oli tallennettu myds sahkoiseen muotoon.

6.1 Anti-D-vakioiden toistettavuus

Anti-D-vakioiden tuloksia kasiteltin ANOVA-menetelmalla. Vakioiden kohdalla keskityt-
tiin maarityssarjojen sisaiseen ja sarjojen valiseen toistettavuuteen, kun tarkasteltiin
viitta erillista maaritysta viitena erillisena paivana. Saman paivan aikana tehdyilla vii-
della erilliselld maarityksella tutkittiin sarjan sisaista toistettavuutta. Viitena erillisena
paivana tutkittiin sarjojen valista toistettavuutta. Koska vakioiden pitoisuudet olivat tie-
dossa, maarityksien avulla selvitettiin, kuinka toistettavasti ja tdsmallisesti IH-500-ana-
lysaattori suorittaa maaritykset. Anti-D-vakioiden kohdalla taytyi myos tarkistaa vali-
dointisuunnitelmassa maaritettyjen hyvaksymiskriteerien toteutuminen. IH-500-analy-
saattorilla saadut tulokset anti-D-vakioista todettiin toistettaviksi jokaisella maaritysker-
ralla. Anti-D-vakioiden maarityksissa tuloksissa ei ollut vaihtelua lainkaan, vaan jokai-

sella maarityskerralla saatiin taysin sama tulos molemmilla vakioilla.
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Taulukko 2.  IH-500-analysaattorilla saadut titteritulokset heikolla anti-D-vakiolla (AlbaCheck,
Quotient 0,05 1U/ml).

Maaritys- Paiva1  Paiva 2 Paiva 3 Paiva 4 Paiva 5

kerta

1 4 4 4 4 4
2 4 4 4 4 4
3 4 4 4 4 4
4 4 4 4 4 4
5 4 4 4 4 4
keskiarvo 4 4 4 4 4

Taulukossa 2 on esitetty Bio-Radin veriryhmaserologisella IH-500-analysaattorilla saa-
dut tulokset heikosta anti-D-vakioista (0,05 IU/ml). Heikon anti-D-vakion tulokseksi IH-
500-analysaattorilla saatiin 4. Niin kuin taulukosta on nahtavilla, tulos oli jokaisella
maarityskerralla sama, jolloin tuloksien keskiarvoksi saatiin 4. Manuaalisesti maaritet-
tyna heikon anti-D:n (0,05 1U/ml) tulos oli putkitekniikalla 1 ja korttitekniikalla 2.

Taulukko 3.  IH-500-analysaattorilla saadut titteritulokset vahvalla anti-D-vakiolla (3,1 IU/ml,
3rd British Standard 2017, kayttopitoisuus 2,875 1U/ml.

Maaritys- Paiva1  Paiva 2 Paiva 3 Paiva 4 Paiva 5

kerta

1 128 128 128 128 128
2 128 128 128 128 128
3 128 128 128 128 128
4 128 128 128 128 128
5 128 128 128 128 128
keskiarvo 128 128 128 128 128

Taulukossa 3 on nahtavillda vahvan anti-D-vakion (2,875 IU/ml) tulokset veriryhmasero-
logisella IH-500-analysaattorilla. Vahvan anti-D-vakion tulos oli IH-500-analysaattorilla

maaritettyna 128. Tulos toistui jokaisella maarityskerralla ja tuloksien keskiarvoksi saa-
tiin 128. Manuaalisesti maaritettyna vahvan anti-D-vakion (2,875 IU/ml) tulos oli putki-

tekniikalla 16 ja korttitekniikalla 64.



Precision Between-Run Between-Day Within-Laboratory
Mean sD %CV sSD %CV sD %CV
Result 128 0 Qualitative 0% 0 Qualitative 0% 0 Qualitative 0%
result (0% - 0%) result (0% - 0%) result (0% - 0%)
(0 -0 Qualitative (0 =0 Qualitative (0 =0 Qualitative
result) result) result)
Goals 10% 10% 10%
Prec|5|on Between-Run Between-Day Within-Laboratory
Mean sD %CV SD HCV SD %CV
Result 4.00 0 Qualitative 0% 0 Qualitative 0% 0 Qualitative 0%
result (0% - 0%) result (0% -0%) result (0% - 0%)
[0 -0 Qualitative {0=0 Qualitative (0=0 Qualitative
result) result) result)
Goals 10% 10% 10%
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Kuva 4. Kuva anti-D-vakioiden tilastollisista analyysiarvoista Validation Manager -ohjelmasta.
Ylempana vahvan anti-D-vakion (2,875 1U/ml) tulokset ja alapuolella heikon anti-D-va-
kion (0,05 IU/ml) tulokset. (Validation Manager 2023.)

ANOVA-menetelmalla saadut tulokset syotettiin Validation Manager -ohjelmaan, joka
laski validoinnin tilastolliset analyysit annettujen arvojen perusteella. Kuvassa 4 on nah-
tavilla Validation Manager -ohjelmalla saadut tilastolliset analyysiarvot molemmilla anti-
D-vakioilla. Koska tulokset anti-D-vakioilla olivat taysin toistettavia, keskihajonnan ja

variaatiokertoimen tulokseksi saatiin nolla.
6.2 Vasta-aineellisten plasmanaytteiden toistettavuus

Vasta-aineellisten plasmanaytteiden tuloksissa oli jonkin verran vaihtelua joidenkin
vasta-aineiden kohdalla. Taulukossa 4 on esitetty plasmanaytteiden tulokset vasta-ai-
nekohtaisesti seka manuaalisilla tekniikoilla etta IH-500-analysaattorilla tehtyna. Vasta-
aineellisia plasmanaytteita maaritettiin kuusi kertaa IH-500-analysaattorilla, mutta ma-

nuaalisilla tekniikoilla maaritykset on tehty vain kerran kummallakin tekniikalla.

Taulukko 4.  Vasta-aineellisten plasmanaytteiden titteritulokset manuaalisesti seka IH-500-
analysaattorilla.
Vasta-ai- Manuaalinen tekniikka IH-500-analysaattori
neet
Putkitekniikka | Korttitekniikka
anti-D 64 1000 2048
anti-E 8 64 64 tai 128
anti-K 16 128 128 tai 256
anti-Fya 1 8 16
anti-Jka titteriton 1 1
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Anti-K:n tulos IH-500-analysaattorilla vaihteli 128:n ja 256:n valilla. Kuudesta maaritys-
kerrasta kolmella saatiin tulokseksi 128 ja lopuilla maarityksilla 264. Manuaalisesti saa-
dut tulokset olivat korttitekniikalla 128 ja putkissa tehtyna 16. Anti-E:n tulos IH-500-ana-
lysaattorilla vaihteli 128:n ja 64:n valilld. Kuudesta maarityksesta neljalla tulokseksi
saatiin 128 ja kahdella maarityksella 64. Manuaalisesti kortilla tehtyna tulokseksi anti-
E:n kohdalla saatiin 64 ja putkissa tehtyna 8. Anti-Fya:n kohdalla IH-500-analysaattori
antoi tulokseksi jokaisella maarityskerralla 16 ja manuaalisesti tehtyna kortilla 8 ja put-
kissa 1. Anti-Jka:n tulos oli IH-500-analysaattorilla seka manuaalisesti kortilla 1. Manu-
aalisesti putkitekniikalla anti-Jka:n tulosta ei saatu lainkaan, vaan ensimmaisen laimen-
noksen jalkeen tulos oli erittain heikko (+). Nain heikkoa reaktiota ei voida tulkita tu-
lokseksi titterimaarityksessa. Anti-D:n tulos IH-500-analysaattorilla oli jokaisella maari-
tyskerralla 2048, joka on IH-500-analysaattorilla tehdyssa maarityksessa laimennossar-
jan viimeinen laimennos. Manuaalisesti kortilla anti-D:n tulokseksi saatiin 1000 ja put-

kissa tehtyna 64.

Taulukko 5. Vasta-aineellisten plasmanaytteiden tulokset IH-500-analysaattorilla eriteltyna pai-
vakohtaisesti.

Vasta- Paiva 2 Paiva 3 Paiva4  Paiva 5

aine

Maaritys 1 | Maaritys 2 | Maaritys 3 | Maaritys 4 | Maaritys 5 | Maaritys 6

anti-D 2048 2048 2048 2048 2048 2048
anti-E 128 128 128 128 64 64
anti-K 128 256 128 128 256 256
anti-Fya 16 16 16 16 16 16
anti-Jka 1 1 1 1 1 1

Taulukkoon 5 on eritelty plasmanaytteiden maaritykset IH-500-analysaattorilla paiva-
kohtaisesti. Taulukosta on nahtavilld, kuinka eriavat tulokset vasta-aineittain jakautuivat
eri paiville. Anti-K-vasta-aineen kohdalla tulokset vaihtelivat satunnaisesti saman pai-
van aikana tai paivien vaihtuessa, mutta anti-E-vasta-aineen tulos muuttui vasta kah-
tena viimeisend maarityspaivana. Vaikka anti-E- ja anti-K-vasta-aineilla saaduissa tu-

loksissa on vaihtelua, muutokset eivat kuitenkaan ylita sallittua vaihteluvalia. Koska
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vasta-aineellisten plasmanaytteiden analysointi aloitettiin vasta toteutuksen toisena pai-

vana, taulukkoon 5 on merkitty maaritykset alkavaksi paivasta kaksi.

7 Pohdinta

7.1 Tulosten tarkastelu

Tulosten tarkastelu aloitettiin plasmanaytteista vasta-ainekohtaisesti yksi kerrallaan.
Plasmanaytteiden tuloksien tulkinnassa keskityttiin padasiassa tuloksien vertailuun,
mutta ensin tulkittiin laitteelta tulostettuja kuvia tuloksista, joissa nakyi naytteista saadut
reaktiovoimakkuudet LISS/Coombs-geelikorteilla. Validointisuunnitelmassa tuloksien
hyvaksymiskriteereiksi oli maaritetty, etta tuloksissa on sallittu yhden laimennoksen
vaihteluvali. Laitteen antamista tuloksista tarkistettiin, etta edella mainittu vaihteluvali ei
ylity, jotta tuloksia voidaan pitaa toistettavina. Lisaksi varmistettiin, etta laitteen kaytta-
jan tekemat muutokset reaktiovoimakkuuksien tulkinnassa vastaavat todellista reak-
tiota, silla IH-500-analysaattori ei osannut tulkita kaikkia tuloksia itsenaisesti. Vaihtelu-
vali ei ylittynyt minkaan vasta-aineen kohdalla, joten laitteen antamat tulokset todettiin
toistettaviksi jokaisella naytteella. Reaktiovoimakkuudet todettiin myos todenmukaisiksi.
Naiden tuloksien perusteella tutkimukselle asetetun tavoitteen menetelman toistetta-

vuudesta voisi osittain jo todeta tayttyneeksi.

Anti-D-vasta-aineellisen plasmanaytteen tuloksia ei kuitenkaan voitu huomioida tassa
tutkimuksessa, silla IH-500-analysaattorilla saadut tulokset kyseisen vasta-aineen koh-
dalla olivat liian korkeita. Anti-D-vasta-aineellinen plasmanayte olisi pitanyt laimentaa
ennen analysaattorille laittoa, jotta olisi saatu tulkittavia tuloksia. Koska tdma kavi ilmi
vasta tuloksien tulkintavaiheessa, maarityksia ei pystytty suorittamaan enaa uudelleen

tassa tutkimuksessa.

Plasmanaytteiden kohdalla vertailua tehtiin myés maarityksien valilla, koska plasma-
naytteitd maaritettiin yhteensa kuusi kertaa neljana erillisena paivana. Tuloksia tarkas-
tellessa vertailtiin, vaihtelivatko tulokset maarityksien valilla paivien vaihtuessa. Anti-
K:n kohdalla tuloksissa oli vaihtelua jopa samana paivana tehdyssa maarityksessa.
Muutos ei kuitenkaan ollut merkittava, vaan titterimaarityksessa sallittu yhden laimen-
nosvoimakkuuden muutos. My06s anti-E-vasta-aineen kohdalla taytyy huomioida lait-
teella saadut eriavat tulokset, kun kuudesta maarityskerrasta neljalla saatiin 128 ja kah-

della 64. Tutkimuksen toteutusvaiheessa plasmanaytteita maaritettdessa validointiin
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sulatettu anti-E-vasta-aineellinen plasmanayte loppui kesken maarityksien, minka
vuoksi naytetta taytyi sulattaa lisda. Uusi sulatettu nayte oli peraisin samalta luovutta-
jalta kuin aiempikin, mutta naytetta oli pakastettuna useammassa nayteputkessa. Uu-
desta sulatetusta naytteesta IH-500-analysaattori antoi eridvan tuloksen kuin aiem-
masta naytteesta. Validoinnin hyvaksymiskriteeriksi luokiteltu tuloksien vaihteluvali ei

kuitenkaan ylittynyt, joten tulosta voitiin pitaa toistettavana.

Vertailua suoritettiin myos taustatiedoksi tehtyihin manuaalisiin maarityksiin. Vasta-ai-
neellisille plasmanaytteille tehtiin vertailua nykyisen ja uuden menetelman valilla. Li-
saksi tulosten analysoinnissa tarkasteltiin kahden menetelman valista eroa eri vasta-
aineille. Tulosten valisen eron tuli olla saman suuntainen ja titteritason muutos mene-
telmien ja eri vasta-aineiden valilla tuli saada mahdollisimman luotettavasti selville. Tu-
loksien vertailussa kiinnitettiin huomiota siihen, kuinka paljon IH-500-analysaattorin an-
tamat tulokset erosivat manuaalisilla tekniikoilla saaduista tuloksista. Taulukossa 3 on
nahtavilla vasta-aineellisten plasmanaytteiden tulokset seka manuaalisilla tekniikoilla
etta IH-500-analysaattorilla tehtyna. Taulukosta on nahtavissa, etta naissa tuloksissa
oli merkittava ero. IH-500-analysaattorilla automatisoidulla menetelmalla saadut tulok-
set olivat huomattavasti korkeampia varsinkin, kun vertailun kohteena olivat putkiteknii-
kalla saadut tulokset. Manuaalisesti korttitekniikalla saadut tulokset seka IH-500-analy-
saattorin tulokset olivat lahempana toisiaan. Huomioitavaa on myos se, kuinka dra-
maattisia ja epasaanndllisia muutokset vasta-ainekohtaisesti ovat. Esimerkiksi anti-
Jka:n kohdalla geelikorttitekniikoilla, manuaalisesti seka IH-500-analysaattorilla saatiin
sama tulos, kun taas anti-Fya-vasta-aineen tulokset geelikorttitekniikalla manuaalisesti
ja IH-500-analysaattorilla erosivat toisistaan. Koska vasta-aineellisten plasmanayttei-

den kohdalla suoritettiin vertailua, ei analysoinnissa hyddynnetty tilastollisia analyyseja.

Anti-D-vakioiden tuloksissa ei ollut vaihtelua lainkaan, vaan jokaisella maarityskerralla
saatiin tdysin sama tulos molemmilla vakioilla. Anti-D-vakioiden tulokset olivat tasmalli-
sia ja johdonmukaisia, eika tulosten tulkinnassa ilmennyt epaselvyyksia. Anti-D-vaki-
oilla saatujen tuloksien seka aiemmin mainittujen vasta-aineellisten plasmanaytteiden
tuloksien avulla voidaan paatella, etta IH-500-analysaattorilla suoritettu vasta-ainetitte-

rimenetelma on toistettava.

Tassa tutkimuksessa todettu ero saaduissa tuloksissa putkitekniikan ja geelikorttiteknii-
kan valilla tukee Liebermanin ym. (2021) aikaisempaa tutkimusta, jossa todettiin geeli-

korttitekniikan olevan putkitekniikkaa huomattavasti herkempi menetelma. Lieberman
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ym. (2021) totesivat tutkimuksessaan, etta geelikorttitekniikalla suoritetut titraukset oli-
vat kaksi laimennosta korkeampia kuin putkitekniikalla tehtyna. Tama sama tulos tois-
tuu myds tassa tutkimuksessa ja syy eri menetelmien eroavaisuuteen olisi hyva ym-
martaa. Yksi suuri ero putkitekniikan ja geelikorttitekniikan menetelmissa on kaytettava
laimennin titteritutkimuksessa: putkitekniikassa kaytetdan fosfaattipuskuroitua keitto-
suolaliuosta (PBS) ja korttitekniikassa Bio-Radin Titration Solution -liuosta. Bio-Radin
titrausliuoksen sisaltdmat ainesosat eivat ole julkisesti tiedossa, joten ei voida olla var-
moja, mita kyseinen liuos sisaltaa. Vaikka eridvat laimennosliuokset voisivat mahdolli-
sesti olla yksi syy tulostason vaihtelulle eri menetelmien valilla, siihen voi vaikuttaa
my0os LISS/Coombs-geelikorttien kyveteissa oleva LISS-liuos. Joka tapauksessa sel-
van tulostason nousun vuoksi taytyy vertailla vanhan ja uuden menetelman tulostason
eroa ja pohtia, mika tulos uudella menetelmalld vastaa vanhalla menetelmalld saatua
tulosta. Tarkea kysymys on myds se, mika on esimerkiksi uudessa menetelmassa eri-
koissairaanhoitoon vaadittava tulostason raja tai anti-D-kvantitaatioon menevan nayt-
teen raja. Talla hetkella maaritetyt rajat vastaavat putkitekniikan tulostasoa ja putkitek-
niikassa esimeriksi anti-D-kvantitaatioon vaadittava tulos on 16. Taman tutkimuksen
perusteella huomattavasti herkemmalla geelikorttitekniikalla tama tulos saavutettaisiin

luultavasti jokaisen anti-D-vasta-aineellisen naytteen kohdalla.

Tuloksien tarkastelussa on otettava huomioon myds automatisoidun menetelman vai-
kutus tuloksiin. Liebermanin ym. (2021) tutkimuksessa geelikorttitekniikkaa ei tutkittu
automatisoidulla menetelmalla. Titterimaarityksen automatisoinnista on kuitenkin tehty
tutkimusta, mutta tutkimuksessa on keskitytty ABO-vasta-aineiden titraukseen ja kayte-
tyt menetelmat eivat ole olleet taysin vertailtavissa. Italiassa tehdyssa tutkimuksessa
Schneider ym. (2022) kayttivat tutkimuksessaan taysin eri menetelmia manuaalisesti ja
automatisoidusti. Manuaalisesti titterimaaritys tehtiin geelikorttitekniikalla Bio-Radin
geelikorteilla ja automatisoidut maaritykset suoritettiin Immucorin kiintean faasin teknii-
kalla Galileo Neo -laitteella. Kyseinen tutkimus osoitti, ettd kaytetyt menetelmat eivat
olleet vastaavia. Tutkimuksen mydta todettiin kuitenkin, ettd automatisoitu menetelma
antaa toistettavampia tuloksia kuin geelikorttitekniikka manuaalisesti tehtyna. (Schnei-
der ym. 2022.)

Taman opinnaytetyon myota on osoitettavissa, etta automatisoitu menetelma eroaa
myOs manuaalisesta menetelmasta, vaikka kaytossa on sama geelikorttitekniikka. Ta-

man vuoksi on syyta pohtia laitteen ja menetelman toimivuutta kyseiselle tutkimukselle.
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Menetelman toistettavuus, joka todettiin perakkaisilla toistomittauksilla tunnetuilla vaki-
oilla, tukee IH-500-analysaattorin toimivuutta kyseiselle menetelmalle. Lisaksi IH-500-

analysaattorille saatavat reagenssit titterimaarityksille edesauttavat laitteen sopivuutta,
silla maarityksen suorittaminen on hyvin yksinkertaista laitteen kayttajalle. Maarityksen
suorittaminen laitteella vapauttaa myds huomattavasti aikaa muihin ty6tehtaviin labora-

toriossa.

Toisaalta laitteella suoritettavaan maaritykseen liittyy myos haasteita. IH-500-analy-
saattori on hyvin monipuolinen automaatti, jolla voidaan suorittaa monenlaisia veriryh-
maserologisia tutkimuksia. SPR Veripalvelun laboratoriossa IH-500-analysaattoreita on
kaksi ja naitd hyddynnetdan kesaan 2023 mennessa jo useamman eri tutkimuksen
maarittdmiseen. Koska erilaisia maaritettavia tutkimuksia on paljon, se vaatii paljon
my0s erilaisia reagensseja. Laitteella on kuitenkin reagensseja varten rajallinen maara
paikkoja, joten kaikkiin tutkimuksiin tarvittavat reagenssit eivat valttamatta mahdu lait-
teelle samanaikaisesti. Taman vuoksi SPR Veripalvelussa maaritettavat tutkimukset on
jaettu kahdelle IH-500-analysaattorille siten, etta osa tutkimuksista tehdaan vain toi-

sella laitteella ja osa tutkimuksista voidaan suorittaa molemmilla laitteilla.

Mikali nykyisten potilasnaytteiden lisaksi myos Veripalvelussa tutkittavien neuvolanayt-
teiden vasta-ainetitterimaaritykset lisattaisiin laitteiden rutiininomaiseen prosessiin, IH-
500-analysaattorilla maaritettavien naytteiden maara kasvaisi huomattavasti. Koska IH-
500-analysaattorilla maaritettavia tutkimuksia on valmiiksi jo useita ja potilaslaborato-
rion omien naytteiden maara seka kiireellisyysluokat vaihtelevat, neuvolanaytteiden li-
saamista IH-500-analysaattorin paivittaiseen rutiiniin tulisi pohtia huolellisesti. Uuden
maarityksen kayttédnotto ei saisi vaikuttaa laboratoriossa maaritettavien potilasnayttei-
den tuloksien saatavuuteen. Yksi keskeinen asia on miettia esimerkiksi sita, keskite-
tdankd neuvolanaytteiden titteritutkimuksen maaritys vain toiselle IH-500-analysaatto-
rille, jolloin toinen laite pidettaisiin vapaana esimerkiksi potilaslaboratorion kiirenaytteita
varten. Taman liséksi tulisi arvioida neuvolanaytteiden titterimaarityksien maaraa vii-
kossa seka sita, kuinka nopeasti maarityksien tulokset vaaditaan. Taman jalkeen voisi
pohtia tehdaanko titterimaarityksia paivittain vai jakautuvatko maaritykset tietyille pai-

ville viikon aikana.
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7.2 Johtopaatokset ja kehittamisehdotukset

Taman tutkimuksen myo6ta voidaan todeta, ettd Bio-Radin veriryhmaserologinen IH-
500-analysaattori on kayttékelpoinen laite neuvolanaytteiden vasta-ainepitoisuuksien
maaritysta varten. IH-500-analysaattori suorittaa maaritykset itsenaisesti ja luotettavasti
ja laite on helppokayttdinen. Koska laitteelle tarvittavat reagenssit ovat helposti saata-
villa ja ne ovat osittain jo kdytéssad SPR Veripalvelun laboratoriossa, menetelman kayt-
téonotto tdman osalta onnistuisi sujuvasti myos neuvolanaytteiden maaritykseen. Anti-
D-vakioiden toistomittauksilla saadut samat tulokset osoittavat myos sen, etta IH-500-
analysaattorin kayttama mittausmenetelma titterimaaritykseen on toistettava. Myos

tama tukee seka menetelman etta laitteen soveltuvuutta haluttuun tutkimukseen.

Haasteeksi jaa vasta-ainepitoisuudeltaan korkean naytteen kasittely ennen titterimaari-
tyksen aloitusta IH-500-analysaatorilla. Nayte, jossa on korkea vasta-ainepitoisuus,
taytyy laimentaa jo ennen IH-500-analysaattorin maaritysta, mutta pohdittavaksi jaa,
kuinka korkea vasta-ainepitoisuus selvitetdan ennen laitteella tehtavaa titterimaaritysta.
Lisaksi on paatettava mika olisi kasittelyvaiheen laimennoskerroin; olisiko se vakio vai
riippuvainen naytteesta. Lisaksi kasittelyvaiheen laimennos tulisi muistaa huomioida lo-
pullisessa tuloksessa laitteella tehdyn titterimaarityksen jalkeen. Epaselvaksi jaa myos
se, kuinka neuvolanaytteiden vasta-ainetitterimaaritykset sovitetaan potilaslaboratorion
paivittaiseen rutiiniin IH-500-analysaattoreilla. TAman osalta on tehtava viela laajempi

selvitys.

Anti-D-vasta-aineellisen plasmanaytteen korkea vasta-ainepitoisuus olisi pitanyt huomi-
oida tassa tutkimuksessa tarkemmin, jotta kyseisella naytteella olisi saatu luotettavia
tuloksia. Taustatiedoksi tehdyt manuaaliset maaritykset olisi pitdnyt kdyda lapi ennen
IH-500-analysaattorilla aloitettavia maarityksia. Koska manuaalisesti geelikortilla ol
saatu jo korkeita tuloksia anti-D-vasta-aineella, olisi mahdollisesti voitu ennustaa kor-
keiden tuloksien tapahtuvan myds laitteella. Koska Anti-D on yksi kriittisimmista vasta-
aineista neuvolanaytteiden titterimaarityksissa, olisi tarkea saada luotettavia tuloksia

juuri taman vasta-aineen kohdalla.

Koska taman ja aikaisempien tutkimuksien perusteella on todettu, etta putkitekniikalla
ja geelikorttitekniikalla saaduissa titterimaarityksien tuloksissa on selkea ero, olisi mie-

lenkiintoista selvittda tarkemmin, mista tama ero johtuu. Olisi aiheellista tunnistaa eron
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syyt, jotta esimerkiksi maaritettdessa uutta kliinisesti merkittavaa titteritasoa ymmarre-
tdan, mihin uusi tulotaso perustuu. Lisaksi olisi hyddyllista selvittda, miksi IH-500-analy-
saattorilla saavutetaan geelikortilla korkeampia tuloksia verrattuna manuaalisesti geeli-
kortille maaritettyihin tuloksiin; onko kyse laitteella olevista olosuhteista vai ihmiskdden

epatarkkuudesta.

7.3 Luotettavuus

Tassa tutkimuksessa luotettavuutta tarkasteltiin kvalitatiivisen tutkimuksen nakdkul-
masta, vaikka titrausmenetelmien kohdalla puhutaan semi-kvantitatiivisisesta menetel-
masta. Vaikka titrausmenetelma tuottaa numeerisia tuloksia, tassa tutkimuksessa teh-
daan reaktiovoimakkuuksien visuaalista arviointia. Anti-D-vasta-aineille on tehty kvanti-
tatiivinen pitoisuuden maaritys materiaalin taustatiedoksi, mutta itse validoitavana oleva

menetelma ei ole kvantitatiivinen.

Kvalitatiivisessa eli laadullisessa tutkimuksessa tutkimuksen luotettavuuden kriteereja
ovat totuusarvo, sovellettavuus ja pysyvyys. Kvalitatiivisessa tutkimuksessa luotetta-
vuuden arvioiminen koskee myds aineiston keraamista. Tutkimuksen luotettavuutta li-
saa se, etta aineisto on keratty sielta, missa ilmio esiintyy. Kvalitatiivisessa tutkimuk-
sessa tuloksia arvioidaan my0ds suhteessa aikaisempaan tutkimustietoon. Talla osoite-
taan, miten monipuolisesti iimi6ta on tarkastelu. Vaikka kasitteet validiteetti ja reliabili-
teetti ovat kdytdssa enemman kvantitatiivisen tutkimuksen luotettavuuden arvioinnissa
(Tuomi & Sarajarvi 2018), on ne syyta ottaa huomioon myds tassa tutkimuksessa, silla
tutkimuksen kohteena on ollut mittausmenetelman toistettavuus. Validiteetissa on kyse
siitd, onko tutkimus pateva eli onko se perusteellisesti tehty ja ovatko saadut tulokset ja
tehdyt johtopaatokset oikeita. Kun arvioidaan reliabiliteettia, arvioidaan missa olosuh-
teissa kaytetty metodi on luotettava ja johdonmukainen ja tarkastellaan mittausten tai
havaintojen pysyvyytta eri aikoina sekd johdonmukaisuutta tuloksissa. (Kirk & Miller
1986.)

Luotettavuuden osoittamiseksi tassa tutkimuksessa tuodaan avoimesti esiin tutkimuk-
sen luotettavuutta vahvistavat ja heikentavat asiat. Saadut tulokset on kuvattu selke-
asti, jotta ymmarretaan, miten analyysit on tehty ja mitka ovat tutkimuksen vahvuudet ja
rajoitukset. Taman tutkimuksen tarvetta tuetaan kirjallisuuden ja aikaisempien tutkimus-
ten avulla ja kaytettyja lahteita arvioidaan kriittisesti. Tiedonlahteena on kaytetty yli

kymmenen vuotta vanhoja lahteita liittyen esimerkiksi veriryhmajarjestelmiin. Kasitys
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veriryhmajarjestelmista ja niiden alkuperasta ei ole kuitenkaan juuri muuttunut ajan
saatossa (Hyland & Roulis & Schoeman 2019), joten tiedon hyédyntaminen on edel-
leen perusteltua tassakin tutkimuksessa. Validointiin valittu menetelma on FINAS-ak-
kreditoitu (The Finnish Accreditation Service) (Validointisuunnitelma 2022) ja mene-

telma on kaytossa jo Veripalvelun laboratoriossa potilasnaytteiden tutkimuksissa.

Opinnaytetyon tutkimuksellisessa osiossa tehdyt maaritykset on suorittanut koko tutki-
muksen ajan sama henkild, samanlaisessa toimintaymparistdssa, samalla laitteella ja
samoilla reagensseilla, mika tukee valitun menetelman tuloksien luotettavuutta ja us-
kottavuutta. Saadut tulokset on tulostettu tarkastelua varten siten, etta niitad voidaan tul-
kita kriittisesti kaikki mahdolliset virheet huomioiden. Tulosteista kay selkeasti ilmi mita
naytettd, mita reagenssia ja mita laitetta maarityksessa on kaytetty, seka ajankohta, jol-
loin maaritys on tehty. Tdman avulla tuloksien tulkinnassa tuloksia pystyttiin arvioimaan
kriittisesti, silla oli nopeasti nahtavilla, mikali maarityksessa olisi tapahtunut virhe esi-

merkiksi reagenssin valinnassa.

Menetelman reliabiliteettia eli mittauksen virheettomyytta tukee toistuvat tulokset kau-
pallisilla anti-D-vakioilla. Toistomittauksilla maaritetyt tulokset vakioille anti-D 0,05 IU/ml
AlbaCheck, Quotient ja anti-D 3,1 IU/ml, 3rd British Standard 2017 olivat jokaisella
maarityskerralla taysin samat, mika ilmaisee sen, miten luotettavasti ja toistettavasti
kaytetty laite ja menetelma mittaa haluttua analyyttia. Validoinnin taustatiedoksi tehdyt
manuaaliset titteritutkimukset auttavat tulkitsemaan IH-500-analysaattorilla tehtyjen tu-
loksien patevyytta. Vertailemalla aiemmin kaytdssa olevan putkitekniikan maarityksien
tuloksia ja IH-500-analysaattorilla tehtyjen maarityksien tuloksia voidaan todeta tulok-
sien olevan todenmukaisia. Mikali geelikortilla saadut tulokset, sekd manuaalisesti etta
IH-500-analysaattorilla, eroaisivat radikaalisti putkitekniikan tuloksista ja tulokset olisi-
vat vaihtelevia, mittausmenetelma ei valttdmatta olisi pateva. Taman tutkimuksen tulok-
set kuitenkin ilmaisevat sen, miten hyvin tutkimuksessa kaytetty mittausmenetelma mit-

taa juuri sita tutkittavan ilmién ominaisuutta, mita on tarkoituskin mitata.

Maarityksessa kaytetty naytemateriaali oli validoinnille sopivan laaja, silla materiaaliksi
oli saatu naytteita, joissa oli kaikista tarkeimmat vasta-aineet, joita validoinnin kohteena
olevan menetelman avulla haluttiin tutkia. Validoinnin aikana kuitenkin huomattiin, etta
anti-D-vasta-aineellisen plasmanaytteen korkeaa titteriarvoa ei ollut huomioitu tar-

peeksi. IH-500-analysaaorilla maaritettdessa kyseisen plasmanaytteen titteriarvoksi



35

saatiin laimennossarjan viimeinen laimennos, jota ei voitu hyvaksya tulokseksi, silla tit-
terimaarityksessa viimeisen positiivisen reaktion jalkeen taytyy olla negatiivinen reaktio
luettavissa. Tama olisi pitanyt huomioida jo ennen maarityksien aloitusta IH-500-analy-
saattorilla, silla anti-D-vasta-aineellista plasmanaytetta olisi pitanyt laimentaa valmiiksi
jo ennen titteriin tehtdvaa laimennossarjaa, jonka IH-500-analysaattori tekee. Taman
vuoksi anti-D-vasta-aineellisen plasmanaytteen tuloksia IH-500-analysaattorilla ei voida

pitda luotettavina eikd nain ollen tuloksia voida huomioida tassa tutkimuksessa.

7.4 Eettisyys

Hyva tieteellinen kaytanto edustaa luotettavaa, vastuullista ja avointa tyoskentelya tut-
kimusty6ssa. Tutkimusetiikan Iahtdkohtia ovat muun muassa rehellisyys, huolellisuus ja
tarkkuus tutkimustydssa. Lisaksi huolellisuutta vaaditaan myos seka tulosten tallenta-
misessa ja esittamisessa etta tutkimusten ja tulosten arvioinnissa. Lisaksi taytyy huomi-
oida muiden tutkijoiden tyon ja saavutuksien asianmukainen huomioon ottaminen kayt-
tamalla asianmukaista viittaustekniikkaa. Hyvaan tieteelliseen kaytantoon kuuluu myos
tieteelliselle tiedolle asetettujen vaatimusten mukaan toteutettu tutkimuksen suunnit-
telu, toteutus ja raportointi seka lisaksi asianmukainen tutkimuslupien hankkiminen.

(Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2021.)

Ennen tutkimuksen aloitusta tutustuttiin Tutkimuseettisen neuvottelukunnan (TENK)
ohjeisiin hyvasta tieteellisesta kaytannoésta ja sitouduttiin noudattamaan niita. Tyosta
laadittiin sopimus Metropolia Ammattikorkeakoulun ja SPR Veripalvelun kanssa ja
tydlle haettiin SPR Veripalvelun opinnaytetyon tutkimuslupa. Kaikki opinnaytetydssa
kaytetty kuvamateriaali seka taulukointi on opiskelijan itse tuottamaa, lukuun ottamatta
kuvaa Validation Manager-ohjelman tuloksista. Taman kuvan kayttdon on saatu lupa.
Taman opinnaytetydn jokaisessa vaiheessa on pyritty toimimaan mahdollisimman huo-
lellisesti ja tarkasti, ja kaikki mahdolliset virheldhteet on pyritty tuomaan tulosten poh-
dinnassa rehellisesti esiin. Muita aiheeseen liittyvia tutkimustuloksia on kaytetty tutki-
musetiikkaa kunnioittaen. Tutkimuksen tulokset tuodaan avoimesti julki ja ne altistetaan
kriittiselle arvioinnille. Opinnaytety® on tarkistettu Turnitin plagioinnin tarkistusohjel-

massa.

Tietosuojakysymykset otettiin huomioon jo tutkimuksen suunnitelmavaiheessa, jolloin
todettiin, ettei tutkimuksen aikana tulla kasittelemaan henkilotietoja. Osa naytteista oli

kaupallisia vakioita, joiden kohdalla henkilétietojen kasittelya ei tarvinnut huomioida.
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Osa kasitellyista naytteista oli peraisin verenluovuttajilta, mutta naytteet olivat useita
kymmenia vuosia vanhoja ja naytteista oli poistettu henkilétiedot. Naytteet oli identifi-
oitu numeroilla sailytysta varten, joten naytteita ei pystynyt yhdistamaan yksittaisiin
henkildihin. Verenluovuttajien henkiltiedot ovat kuitenkin tiedossa ja ne on arkistoitu
Veripalvelun arkistoon, mikali ndihin tietoihin taytyisi palata. Paasy arkistoituihin henki-
I6tietoihin on kuitenkin tarkkaan rajattu ja tassa tutkimuksessa henkilGtietoihin ei tarvin-
nut palata. Verenluovuttajien naytteisiin on pyydetty lupa tutkimuskayttoon, kun nayt-
teet on keréatty useita vuosia sitten, joten uutta lupaa ei tarvinnut pyytaa tata tutkimusta

varten, silla validointi on Veripalvelun oma sisdinen tutkimus.

Tutkimuksen tulokset kirjattiin ylds niille tarkoitettuun dokumenttiin ja tulokset tulostet-
tiin. Tulosteet arkistoi Veripalvelun asiantuntija, joka on vastuussa kdynnissa olevasta

validoinnista. Tuloksiin voidaan palata milloin tahansa.

7.5 Ammatillinen kasvu

Osalllistuminen oikeaan tydelamalahtdiseen tutkimukseen tuntui etuoikeutetulta ja oli
erittain mielenkiintoista olla osana merkityksellisen tutkimuksen toteutusta. Tyon toteu-
tus oli seka erinomainen mahdollisuus soveltaa opintojen aikana kertynytta osaamista

ettd myds otollinen tilaisuus oppia paljon enemman.

Validointiprosessin aikana omaa toimintaa tarkkaili aivan uudella tavalla. Vastuuntunto
tydn huolellisesta toteutuksesta ohjasi arvioimaan omaa tekemistdan koko prosessin
ajan. Taman tydn myota oma ammatillinen kehittyminen erityisesti laadunvalvontaan
liittyen oli huomattavaa. Tarkkaan maaritellyt tydohjeet ja tydskentelytavat varmistivat
tutkimuksen luotettavuuden ja tulosten oikeellisuuden. Bioanalyytikon ammatissa tutki-
musten tulosten luotettavuuden varmistaminen on yksi tarkeimmista asioista ja viimeis-

tdan tassa vaiheessa taman ymmartdminen on valttdmatonta.

Kaytannon toteutus alkoi melko nopealla aikataululla, joten validointisuunnitelman teke-
miselle jai hyvin vahan aikaa. Vaikka aikataulu suunnitelman suhteen oli tiukka, alus-
tava suunnitelma yhteistyotahon kanssa saatiin valmiiksi siten, ettd maaritykset pystyt-
tiin toteuttamaan sujuvasti. Suunnitelma toi itselle varmuutta siita, mita kaytannéssa tu-
len tekemaan. Suunnitelmallisuuden tarkeys korostui siis jo heti tyon alkuvaiheessa.

Samalla kun tiukka aikataulu opetti suunnitelmallisuuden tarkeyttd, se opetti myos luot-
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tamaan itseeni. Oli palkitsevaa huomata omat valmiudet ryhtya tydskentelemaan nope-
alla aikataululla ja pienen paineen alla. Se, etta opettelin taysin uuden laitteen kayton ja
uuden tutkimusmenetelman perusteet nopeasti, toi tietenkin itsevarmuutta myds am-

matillisesti.

Tyoskentely kliinisen laboratorion tiloissa ammattitaitoisen tydyhteisén kanssa opetti
paljon. Koko tyon toteutuksen ajan oli mahdollisuus kysya neuvoa tai vinkkeja alan am-
mattilaisilta, mutta samalla taytyi ottaa oma tarvittava tila tutkimuksen toteuttamiseksi,
vaikka ymparilld pyorii laboratorion paivittdinen toiminta. Kommunikointi muiden tydnte-
kijoiden kanssa oli siis valttamatonta. Tama vaati rohkeutta seka hyvia yhteistyo- seka
ongelmanratkaisutaitoja ja nama taidot kehittyivat taman tyon myota. Tydskentely Kliini-

sen laboratorion tiloissa antoi my6s valmiuksia siirtya tydeldamaan opintojen paatyttya.

Yhteistyd SPR Veripalvelun asiantuntijan kanssa opetti tutkimuksen toteutuksesta pal-
jon ja sain paljon uusia nakokulmia bioanalyytikon ammattiin liittyen. Kriittinen tulkinta
ja pohdinta olivat avainasemassa tata tyota tehdessa. Oma kriittinen tulkinta ja poh-
dinta lisaantyivat myos tiedonhaun my6ta. Aikaisempia tutkimuksia etsiessa taytyi arvi-
oida lahteita kriittisesti, jotta ne olisivat relevantteja myos tassa tutkimuksessa. Useita
erilaisia tutkimuksia lukiessa tutustui tieteelliseen Kirjoittamiseen seka tutkimukseen pe-
rustuvaan kirjallisuuteen. Tama tuki samalla omaa kirjoittamista. Lisaksi tietoperustaan
tutustuessa oppi paljon lisda tutkimuksen kohteena olevasta aiheesta. Mielenkiinto ras-

kauteen liittyvista vasta-ainetutkimuksista lisdantyi entisestaan.

Vaikka taman opinnaytetydn aiheena ollut toistettavuuden osoittaminen oli vain yksi
osa isompaa validointiprosessia, sain arvokasta kokemusta laboratoriossa suoritetta-
vasta validointiprosessista kokonaisuudessaan. Validointiin liittyen on paljon tietoa luet-
tavissa, mutta pelkastaan tdman perusteella on mahdoton ymmartaa, miten se kaytan-
nossa toteutetaan. Tassa validointiprosessissa mukana oleminen auttoi ymmartamaan,

kuinka paljon uuden menetelman validointi vaatii resursseja seka aikaa.
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