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Kliiniset paatokset perustuvat useasti laboratoriotutkimusten tuloksiin, joihin paadytaan
potilaan oireenkuvan mukaan. Potilasnaytteiden tutkimustulosten luotettavuutta arvioi-
daan Kliinisissa laboratorioissa laadunvalvontamenetelmilla. Toistettavuutta kaytetaan
yhtena laatukriteereista mittausmenetelmalle, minka mittaamisella varmistetaan tutki-
muksen tulosten reliabiliteetti.

B12-vitamiinin puutos aiheuttaa neurologisia oireita esimerkiksi muutoksia tuntoaisti-
muksessa ja sekavuutta. Naiden lisaksi B12-vitamiinin puutokseen voi liittyd muita oi-
reita kuten vasymysta ja ruokahaluttomuutta. Verenkuvassa B12-vitamiinin puutos ha-
vaitaan megaloblastisena anemiana. B12-vitamiinin puutos yhdistetdan aivo- ja sydan-
sairauksiin, koska elimistoon keraantyy vaurioittavia molekyyleja metabolisten reaktioi-
den vahetessa, joihin B12-vitamiinia tarvitaan.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli testata Metropolian Ammattikorkeakoulun Cobas e411-
analysaattorin kokonais-B12-vitamiinin mittausmenetelman toistettavuutta sarjan sisai-
sesta ja sarjojen valisista toistettavuuksista. Opinnaytetydn tavoitteena oli osoittaa, etta
analysaattorilla saadaan mitattua naytteistd kokonais-B12-vitamiinin pitoisuus luotetta-
vasti sarjan sisaisesta ja sarjojen valisesta toistettavuuksista Metropolian verifiointi-
vaatimuskriteereitd mukaillen.

Menetelman toistettavuuden mittaaminen tehtiin kayttamalla laaduntarkkailussa kaytet-
tavia kontrollinaytteita, joista toisen kokonais-B12-vitamiini pitoisuus vastasi viitevalia
(PreciControl Varia 1) ja toisen pitoisuus ylitti viitevalin (PreciControl Varia 2). Sarjojen
valista toistettavuutta mitattiin analysoimalla samaa naytettd kymmenena perakkaisena
paivana ja sarjan sisaista toistettavuutta mitattiin analysoimalla samaa naytetta kym-
menen kertaa perakkain. Lopuksi mittaustulokset analysoitiin ja arvioitiin.

Mittaustulokset eivat luotettavasti kuvastaneet B12-vitamiinin mittausmenetelman tois-
tettavuutta Cobas e411-analysaattorilla eivatka tulokset vastanneet tavoitteen mukaisia
laatuvaatimuksia. Tuloksia kyetaan hyddyntamaan B12-vitamiinin verifiointiin, jota tarvi-
taan tulevaisuudessa Hymy-kylan laboratoriotoiminnassa.
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The results of clinical laboratory tests are often used as a basis for a treatment or diag-
nosis for a patient. Hence the clinical laboratory test results need to be reliably correct
and truthful. Thus, the results are monitored by quality control methods. One of the crit-
ical measurements for quality control is repeatability.

Deficiency of vitamin B12 causes neurological symptoms such as changes in sensory

senses and incoherence. Moreover, it can cause other symptoms like tiredness or lack
of appetite. Characteristically deficiency of vitamin B12 is noticeable in red blood cells

as megaloblastic anemia. Since vitamin B12 plays a vital part of specific metabolic re-

actions its deficiency causes accumulation of damaging molecules which are linked to

brain and heart diseases.

The purpose of this thesis was to test the repeatability and intermediate precision of the
measuring method for vitamin B12 on Cobas e411 analyzer. The aim of the testing was
to prove that the already validated Cobas €411 analyzer can measure vitamin B12 reli-
ably within the realm of repeatability and intermediate precision which means the re-
sults would follow the criteria of slightly modified principles of verification used by
Metropolia University of Applied Sciences.

The testing was done by using quality control samples from Cobas in two levels:
PreciControl Varia 1 and PreciControl Varia 2 which of one corresponding to normal
vitamin B12 levels and the other one corresponding to high levels of vitamin B12.
Measuring of the samples for intermediate precision happened during ten consecutive
days and repeatability was tested by measuring the same sample for ten times.

Lastly, the results yielded from the testing showed that the repeatability of the measur-
ing method of vitamin B12 on Cobas e411 analyzer did not portray reliably the repeata-
bility of the measuring method and the results didn’t meet their aimed quality criteria.
However, the results provide valuable information for future verification of vitamin B12
on Cobas e411 analyzer.
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1 Johdanto

Potilaalle annettava hoito ja diagnostiset paatokset perusteellaan suurelta osin Kliinis-
ten laboratoriotutkimusten tuloksilla. Laboratoriokokeiden tuloksiin pohjautuvat peruste-
lut voidaan hyvaksya, jos tutkimuksen pyytaja, usein laakari, on valinnut oikean tutki-
muksen ja hanelle raportoidaan virheetdn tulos oikea-aikaisesti. Lisaksi ehtona on, etta
tulos ohjaa oikeiden johtopaatosten aarelle potilaan hoitoa koskevista paatdksista tai

diagnostiikasta. (Grénroos & Koskinen 2014.)

Laboratoriotoiminnassa kaytetdan laadunvarmistusmenetelmia, jotta virheettémat labo-
ratorio tutkimustulokset voidaan vastata tutkimuksen pyytajalle eivatka virheelliset tu-
lokset paase ladkarille asti aiheuttamaan virhetta potilaan hoitoon. Laadunvarmistus-
menetelmiin lukeutuvat sisdinen laadunohjaaminen, kuten kontrollindytteiden ajaminen
saanndllisesti, ja ulkoinen laadunarviointi, jossa laboratorion laitteilla analysoidaan ul-
koisen laadunarvioijan tuottamia laaduntarkkailunaytteitd. Laaduntarkkailunaytteilla tar-
kastellaan, saadaanko laboratorion analysaattorilla yhta lailla samoja tuloksia samasta
naytteesta kuin muiden laboratorioiden analysaattoreilla on saatu. (Grénroos & Koski-
nen 2014.) Yksi merkittavistd maareista laaduntarkkailussa on toistettavuus, jolla var-
mennetaan lyhyella aikavalilla tehtyjen mittauksien tulosten yhtalaisyytta naytteen ja
olosuhteiden ollessa samat. Toistettavuutta tarkistetaan myos analysaattoreiden mit-
tausmenetelmistd, kun mittausmenetelmaa ollaan ottamassa kayttéon. (Gronroos &
Koskinen 2014; Hagg 2016: 30).

Opinnaytetyon tarkoituksena oli mitata mittausmenetelman toistettavuutta kokonais-
B12-vitamiinista Cobas e411-analysaattorilla. Opinnaytetydn tavoitteena oli osoittaa,
ettd Cobas e411-analysaattorilla saadaan mitattua kokonais-B12-vitamiinituloksia luo-
tettavasti sarjan sisaisesta ja sarjojen valisesta toistettavuuksista Metropolian verifi-
ointi-vaatimuskriteereitd mukaillen. Tavoitteen kohdistuminen verifiointi kriteereiden ta-
solle johtui siita, ettd Metropolian Cobas e411-analysaattorille ei ollut kokonais-B12-vi-
tamiinin mittausmenetelmaa viela toteuttamishetkella verifioitu. Opinnaytetydsopimus

tehtiin Metropolian Ammattikorkeakoulun kanssa.

Mittausmenetelman testaamisella edistetdan B12-vitamiinin verifiointia, mitd hyédynne-
taan tulevaisuudessa Hymy-kylan laboratoriotoiminnassa. Verifioinnilla taataan se, etta

kyseinen validoitu analysaattori mittaa luotettavasti B12-vitamiinia ISO 15189: 2022



standardin mukaisesti. Tallbin verifioinnilla todennettu oikeellisuus yhdessa oikein suo-
ritetun laadunvalvonnan kanssa takaavat analysoitujen tulosten luotettavuuden ja labo-
ratoriotulokset voidaan vastata asiakkaalle. Hymy-kyla on Metropolian tuottama asia-
kaslahtdinen hyvinvointi- ja terveyspalveluja tarjoava innovaatiokeskittyma, jossa Met-
ropolian opiskelijat oppivat ja tekevat asiakastytskentelya ohjaavien opettajien huo-
massa. Hymy-kylassa opiskelijat paasevat harjoittamaan osaamista tydelamaa edelta-
vasti ja asiakas saa vastavuoroisesti kiireettdmassa ymparistdssa yksilollista palvelua.
Bioanalytiikan opinto-ohjelman osuus Hymy-kylassa pienimuotoisena laboratoriotoimin-

tana on viela kehitysvaiheessa. (HyMy-Kyla - hyvinvointia Myllypurosta 2024.)

2 Verifiointi, oikeellisuus ja toistettavuus

2.1 Verifiointi

Verifiointi on prosessi, jonka tarkoituksena on todistaa objektiivisesti todeksi, ettd me-
netelmalla saadaan toistetusti ja luotettavasti oikeita tuloksia (SFS 15189: 12). Verifi-
ointiprosessi perustuu ISO 15189: 2022 standardiin, joka maarittelee suurilta osin Eu-
roopassa tehtavaa kliinista laboratoriotoimintaa (SFS 15189: 5). Rutiininomaisesti veri-
fiointi tehdaan, kun analysaattorilla ollaan ottamassa kayttéon mittausmenetelmaa tai
laboratorion toiminnassa tapahtuu muutoksia esimerkiksi laitteissa, tietojarjestelmassa,
naytematriisissa, analyysimenetelmassa tai naytteenkasitellyssa. Ehtona verifioinnin
suorittamiselle on, ettd verifioitava analysaattori on validoitu, mika voi olla suoritettu
diagnostisen tuotteiden valmistajan toimesta ennen laitteen saapumista laboratorioon.
Lisaksi verifioitavalle analysaattorille tarvitsee olla vastaparina samanlainen jo verifioitu
analysaattori, jotta ndiden analysaattoreiden mittaamia tuloksia samoista naytteista voi-
daan verrata. Ennen verifioinnin aloittamista laaditaan verifiointisuunnitelma. (Hagg
2016: 7-10.)

Verifiointisuunnitelmassa kuuluu olla tilastollisesti laskennalliset parametrit, joilla osoite-
taan verifioitavan analysaattorin mittausmenetelman tuloksien luotettavuutta ja objektii-
vista totuutta siihen kayttétarkoitukseen, johon analysaattoria aiotaan hyédyntaa. Verifi-
ointisuunnitelmat ovat joko laboratoriokohtaisia tai jonkun muun tahon, esim. viran-
omaisten tai organisaatioiden, asettamien ehtojen mukaisia. Naista syista verifiointi-
suunnitelmat vaihtelevat laboratoriokohtaisesti. (Hagg 2016: 7—10, 14.) Suunnitelmaan

dokumentoidaan mittauksien aikana kaikki olennaiset tiedot; naytteista, reagensseista,



verifioitavasta laitteesta, mittausmenetelmasta, kuka on suorittanut verifioinnin ja mil-
loin se on tehty. Verifiointiraportista, jonka tayttamiseen on kaytetty verifiointisuunnitel-
maa, tulee esimerkiksi ilmeta, mita tuloksia on saatu ja miten tuloksia on analysoitu ja
arvioitu toistettavuuksien varmistamiseksi. (Hagg 2016: 7—9: Metropolian verifiointi-
suunnitelma.) Kokonais-B12-vitamiinin toistettavuuksien mittaamisessa on hyédynnetty

ja se on dokumentoitu Metropolian verifiointisuunnitelmakaavaketta mukaillen.

2.2 Oikeellisuus

Oikeellisuus ilmaistaan suureen mitattujen arvojen keskiarvon ja suureen vertailuarvon
yhtapitavyytena. Keskiarvon selvittdminen tarkoittaa periaatteessa aarettéman monesti
toistettua suureen mittausta, jonka tuloksista keskiarvo lasketaan. Oikeellisuus nakyy
validoinnissa mittausmenetelman oikeellisuuden selvittdmisena ja verifioinnissa mit-
tausmenetelman oikeellisuuden varmistamisena. (Hagg 2016: 7-9, 27.) Opinnaytetydn
kohdalla suure on kokonais-B12-vitamiini, jonka mittausmenetelman oikeellisuutta tes-

tattiin toistuvasti analysoiden samaa naytetta Cobas e411-analysaattorilla.

2.3 Toistettavuus

Toistettavuus tarkoittaa lyhyen aikavalin sisalla mitattujen tulosten valista yhteen pita-
vyytta, kun mittaamiseen vaikuttavat tekijat ovat pidetty samoina. Tall6in olosuhteet,
naytteet, menetelma, mittauksen suorittaja, laite ja laboratorio ovat samat. (Hagg 2016:
30.) Menetelman toistettavuutta voidaan testata useilla rinnakkaismaarityksilla, joissa
vaihtelee naytemateriaali ja mitattavan analyytin pitoisuus. Naytteiksi toistettavuuksien
mittaamiseen sopii varsinaiset naytteet (esim. potilasnaytteet), laboratorion sisaisen
laadunvalvonnan naytteet (kuten kontrollinaytteet), vertailumateriaali tai saantokoenayt-
teet. Naytteista mitatuista tuloksista lasketaan keskiarvo, keskihajonta ja CV% eli vari-

aatiokerroin. (Hagg 2016: 31; Metropolian verifiointisuunnitelma.)



3 B12-vitamiini

3.1 Merkitys diagnostiikassa

Tarpeeksi pitkalle edennyt B12-vitamiinin puutos alkaa ndkymaan oireina ja pienena
seerumipitoisuutena, joihin B12-vitamiinin puutoksen diagnostiikka perustuu. (Freese &
Voutilainen & Mutanen 2021; Farkkild 2018.) Toksisia vaikutuksia ei ole havaittu olevan
B12-vitamiinin kohdalla suurista saantimaarista huolimatta (Freese ym. 2021). Koska
lansimaisesta tasapainoisesta ruokavaliosta saa B12-vitamiinia tarpeeksi, puutokseen
harvemmin liittyvat ravinnosta johtuvat syyt. Vegaaninen ruokavalio ilman B12-vitamii-
nin kayttoa lisaravinteena aiheuttaa kuitenkin yleisen poikkeaman tdhan, mutta muuten
puutteen taustalla on yleensa B12-vitamiinin imeytymishairio. (Freese & Voutilainen &
Mutanen 2021; Farkkila 2018.)

B12-vitamiinin puutos aiheuttaa neurologisia oireita kuten hermoston osalta raajojen
puutuneisuutta, pistelya, varinan tuntemuksen katoamista ja kognitiivisina oireina seka-
vuutta. Naiden lisaksi B12-vitamiinin puutos voi nayttaytya vasymyksena, ruokahalutto-
muutena, lievana keltaisuutena, steriliteettina ja kielessa sen sileytena, arkuutena ja in-
fektioherkkyytena. (Freese ym. 2021; Farkkila 2018.)

Veressa B12-vitamiinin puutos nékyy punasoluissa megaloblastisena anemiana, kuten
folaatinkin puute. Syy megaloblastisen anemian kehittymiselle johtuu punasolujen tu-
man kypsymisen hidastumisesta samalla kun sytoplasma kasvaa normaalissa tah-
dissa, jolloin soluista tulee tilavuudeltaan suurikokoisia ja niiden muoto muuttuu kak-
soiskoverasta pyéredmmiksi. Tuman kypsymista saatelee DNA-synteesi, joka estyy
B12-vitamiinin johdoksen, metyylikobalamiinin, ehtymisesta, mika toimii kofaktorina
folaatin varastomuodon, metyylitetrahydrofolaatin, demetyloimisreaktiossa. (Loikas
2015.) Tuman merkitys punasolulle hyédyllisena soluelimena tayttyy vain punasolun
elinkaaressa sen kypsymisen aikana, minka vuoksi varttuneesta punasolusta tuma on

surkastunut pois (Siitonen & Koistinen 2015).



Veren seerumista B12-vitamiinin pitoisuutta mitataan transkobalamiini ll:een sitoutu-
neena, mika antaa viitteita elimiston aktiivisen B12-vitamiinin osuudesta. Transkobala-
miini ll:een sitoutunut B12-vitamiini on n. 10-30 % kokonais-B12-vitamiinipitoisuudesta.
Kokonais-B12-vitamiinipitoisuus ei ole yhta luotettava, koska siihen lukeutuu myoés hap-
tokorriiniin sitoutuneet kobalamiinianalogit, jotka eivat ole biokemiallisesti hyddyllisessa
muodossa. (Farkkila 2018.) B12-vitamiinin verikokeesta saadun tuloksen tulkintaa voi-
daan taydentaad homokysteiinin ja metyylimalonaatin maarityksilla, joiden pitoisuuksien
suurenemista tapahtuu B12-vitamiinin puutoksessa. Tdma johtuu siita, etta niita ei kulu
tavanomaiseen tapaan, koska reaktioita, joissa elimistd kayttda B12-vitamiinia, ei ta-
pahdu yhta runsaasti. (Freese ym. 2021; Farkkild 2018.) Seerumista voidaan todeta li-
saksi konjugoitumattoman bilirubiinin ja laktaattidehydrogenaasin pitoisuuksien suuren-
tumista, koska normaalia aikaisemmin hajoavat megaloblastiset punasolut lisdavat ky-
seisten analyyttien pitoisuutta. Mainitut tutkimukset voivat olla tarpeellisia esimerkiksi
erotusdiagnostiikassa, jos oireet viittaavat selkeasti B12-vitamiinin puutokseen, vaikka
yksindan seerumin B12-vitamiinin maaritykselld, saadaan viiterajoilla olevia tuloksia.
(Farkkila 2018.)



3.2 B12-vitamiinin kemiallinen rakenne ja rooli elimistossa

B12-vitamiini kuuluu kemialliselta rakenteeltaan kobalamiineihin ja koostuu korriiniren-
kaasta, minka keskella on koboltti-atomi, seka sitad reunustavista sivuhaarakkeista (ks.
kuva 1). Sivuhaarakkeiden avulla kobalamiini osallistuu reaktioihin, mikd mahdollistaa

sen ominaisuudet ja maarittelee reaktioaktiivisuuden (Freese ym. 2021; Loikas 2015.)

HsC

HO

Kuva 1. B12-vitamiinin kemiallinen rakenne (Azazell0 2005).

Korrinoidia hyddynnetdan kobalamiinin ja B12-vitamiinin ohella yhteisnimena tarkoitta-
maan aktiivisia ja epaaktiivisia kobalamiineja. Epaaktiivisista kobalamiineista kaytetaan

nimed kobalamiinianalogit. (Freese ym. 2021; Loikas 2015.)



3.2.1 B12-vitamiini kofaktorina elimiston reaktioissa

B12-vitamiinin tiedetaan toimivan kofaktorina kahdessa eri reaktiossa seuraaville ent-
syymeille: metyylimalonyyli-koentsyymi-A-mutaasi (MMUT) ja 5-metyylitetrahydrofo-
laatti-homokysteiini-metyylitransferaasi (MTR) (Freese ym. 2021; Halczuk & Kazmierc-
zak-Baranska & Karwowski & Karmarnska & Cieslak 2023; Loikas 2015; McCorvie &
Ferreira & Yue & Froese 2023).

MMUT ohjaa mitokondriossa mutaasireaktiota, jossa propionihapon metaboliassa muo-
dostunutta metyylimalonihappo-koentsyymi-A:ta muutetaan sukkinyylikoentsyymi-A:ksi
osaksi soluhengitysta. Kyseiseen reaktioon MMUT tarvitsee 5’deoksiadenosyylikobala-
miinin kofaktoriksi. (Loikas 2015; McCorvie ym. 2023.)

MTR muodostaa homokysteiinista ja metyylitetrahydrofoolihaposta, metyylikobalamiinin
avustuksella, metioniinia ja tetrahydrofoolihappoa, jotka ovat perustuksellisia molekyy-
leja proteiinien translaatiossa ja post-translaation metylisoinnissa. (Loikas 2015;
McCorvie ym. 2023.)

Aiemmin mainittu homokysteiini on lisdantyneissa pitoisuuksissa yhdistetty terveyden
heikkenemiseen ja erityisesti sydan- ja aivosairauksiin. Koska B12-vitamiini on tarke-

assa roolissa osana homokysteiinin muutosreaktiota metioniiniksi, pidetdan B12-vita-

miinia yhtena tarkeimmista ravintoaineista folaatin ohella aivojen terveyden yllapitami-
sessa. (Jakubowski 2018; Virdi & McKee & Nuthi & Jadavji 2023.)



3.3 Kulkeutuminen ja imeytyminen elimistossa

B12-vitamiini on vesiliukoinen vitamiini ja imeytyy reseptorivalitteisesti kolmen eri koba-
lamiinia sitovan proteiinin kautta; sisainen tekija, haptokorriini ja transkobalamiini.
Naissa erikoistuneissa proteiineissa sitoutuneena kobalamiini kulkeutuu ruoansula-
tuselimistosta verenkiertoon solujen ja kohde-elinten kayttoon. Sisainen tekija (intrisic
factor, IF) sitoutuu kaikista spesifisimmin B12-vitamiinin aktiiviseen muotoon, kun taas
haptokorriini (haptocorrin, HC, transkobalamiini I) tekee yleisemmin komplekseja myds
kobalamiinianalogien kanssa. Transkobalamiini (transcobalamin, TC, transkobalamiini
) kuljettaa B12-vitamiinia kaikkialle kudoksiin verrattuna haptokorriiniin, joka vie kor-
rinoideja ainoastaan maksasoluille. (Freese ym. 2021; Farkkilda 2018; McCorvie ym.

2023.) Taulukossa 1 on koottu B12-vitamiinin kuljettajaproteiinien ominaisuuksia.

Taulukko 1.  B12-vitamiinin kuljettajaproteiinien ominaisuudet (Freese ym. 2021; Farkkila 2018;
McCorvie ym. 2023 mukaillen).

Sitoutuminen Sijainti Kuljettaa

veresta
Aktiiviseen Kobalamiini-  Suolisto  Enterosyytti Verenkierto Varastointiin Solujen
B12-vitamiiniin  analogeihin kayttoéon
X X X X
X X X X X
X X X

Haptokorriinia tavataan seka verenkierossa, etta ruoansulatuselimistdéssa, mutta si-
sdista tekijaa vain suolistossa ja enterosyytissa, jossa B12-vitamiini vapautuu transko-
balamiinin matkaan verenkiertoon (Freese ym. 2021; Farkkila 2018; McCorvie ym.
2023).

3.3.1 Kuljettajaproteiinit mukana B12-vitamiinin imeytymisessa

Sylkirauhasten erittdma haptokorriini ja ravinnosta saatu B12-vitamiini kohtaavat en-
simmaisen kerran suussa. Naiden valinen kompleksi muodostuu kuitenkin vasta maha-
laukussa, minka tarkoituksena on suojata B12-vitamiinia suolahapon aiheuttamalta
hydrolyysireaktiolta. (Farkkilda 2018; McCorvie ym. 2023.)

Ravinnossa B12-vitamiini on sitoutuneena proteiiniin, jonka mahalaukun limakalvon

peptisten solujen erittdma pepsiini pilkkoo vapauttaen B12-vitamiinin. Haptokorriini-



B12-vitamiini kompleksi jatkaa matkaansa ruoansulatuselimistéssa ohutsuoleen, jonka
duodenumissa kompleksi hajoaa haiman erittdman trypsiinin vaikutuksesta. Haptokor-
riinista vapautunut B12-vitamiini kiinnittyy sisaisen tekijaan. Sisaista tekijaa erittda ma-
halaukun parietaalisolut, jotka myos syntetisoivat sita. IF-B12-vitamiini-kompleksi pys-
tyy endosytoosilla imeytymaan jo suoraan ohutsuolen seinaman lapi, mutta runsain
osuus komplekseista jatkaa matkaansa terminaaliseen ileumiin. IF-B12-vitamiini-komp-
leksien padamaarana on enterosyyttien pinnalla olevat spesifiset cubiliini-reseptorit, joi-
den kautta ne paasevat enterosyytteihin. IF-B12-vitamiini-kompleksit pilkkoutuvat ente-
rosyyteissa, joiden basaaliosissa IF:std vapautunut kobalamiini sitoutuu valittémasti en-
terosyyttien syntetisoimaan transkobalamiini Il:teen. (Farkkila 2018; McCorvie ym.
2023.)

Reseptorit, joiden kautta B12-vitamiini paasee verenkierrosta solujen kayttéon, ovat
runsaimmillaan solukalvolla riippuen solukierrosta. Sen vuoksi B12-vitamiinin imeytymi-
nen soluihin on tehokkainta jakautuvissa soluissa. Jos solussa on ylimaara B12-vitamii-
nia, erittyy B12-vitamiini apo-transkobalamiinissa sitoutuneena takaisin verenkiertoon
muiden solujen kayttoon. Maksasoluista haptokorriini-B12-vitamiinikompleksit voi erit-
tya sappeen, jolloin B12-vitamiini vapautuu enterohepatiittiseen kiertoon. (Freese ym.
2021.) Osaksi tasta syysta B12-vitamiini varastot riittdvat monesti useiksi vuosiksi esta-

maan puutosoireet (Freese ym. 2021; Farkkila 2018).

4 B12-vitamiinin mittausmenetelma Cobas e411-analysaatto-
rilla

B12-vitamiinin analysointi Cobas e411-analysaattorilla on nelivaiheinen. Naista kolme
ensimmaista ovat inkubaatioita ja viimeinen on mittausvaihe. Analysaattori kayttaa
viitta eri reagenssia reaktioihin, jotka tapahtuvat inkubaatioiden aikana. Kokonaisuu-
dessaan naytteen analysointiin kuluu 27 minuuttia ja analysoitava nayte on plasmaa tai
seerumia. (Cobas 2023: 1.)
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4.1 Inkubaatiovaiheiden tapahtumat

Inkubaatiovaiheiden reaktiot ovat havainnollistettu kuvassa 2. Ensimmaisessa inkubaa-
tiossa; esikasittelyreagenssit saattavat naytteen B12-vitamiinin reaktiovapaaseen muo-
toon. Kuvassa 2 siniset taipuneet nuolet kuvastavat proteiinia, jossa naytteessa oleva
B12-vitamiini on sitoutuneena. Toisen vaiheen inkubaatiossa; proteiinista vapautunut
B12-vitamiini muodostaa kompleksin reagenssin rutenium-leimatun (Ru) sisdisen teki-
jan (intrinsic factor, IF) kanssa. Muodostuneen B12-vitamiini-IF-Ru-kompleksin pitoi-
suus on suoraan verrannollinen naytteen B12-vitamiini pitoisuuteen. Kolmannessa in-
kubaatiossa naytekaivoon lisdtdan reagensseja, joissa on magneettisesti reagoivia
streptavidin paallystettyja mikropartikkeleita ja biotiini-leimattua-B12-vitamiinia. Jaljella
olevat IF-Ru-partikkelit kiinnittyvat biotiini-leimattuihin B12-vitamiineihin muodostaen
biotiini-B12-vitamiini-IF-Ru-komplekseja. Kyseiset kompleksit kiinnittyvat mikropartikke-
leihin streptavidinin ja biotiinin valisen sidoksen ansiosta. Lopputuotteena on siis mikro-

partikkeli-streptavidin-biotiini-B12-vitamiini-IF-rutenium-kompleksi. (Cobas 2023: 1.)

U= 33 7%

B12-vitamiini

Biotiini leimattu
B12-vitamiini

Rutenium
leimattu IF

Streptavidin
leimattu
mikropartikkeli

Kuva 2. B12-vitamiinin analysointi Cobas e411-analysaattorilla: inkubointireaktiot (Cobas 2023:
1 mukaillen).

Reagenssissa on tietty tunnettu pitoisuus rutenium-leimattua sisaista tekijaa, jota on
tarkoituksellisesti ylimaara naytteen B12-vitamiinin pitoisuuteen suhteutettuna. Talloin
ylijgama rutenium-leimattua sisaista tekijaa riittda reagoimaan lisatyn biotiini-leimatun
B12-vitamiinin kanssa. (Cobas 2023: 1.)
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4.2 Mittausvaihe

Analysaattori aspiroi nayte-reagenssi-liuoksen naytekaivosta mittauskaivoon. Mittaus-
kaivossa oleva elektrodi nappaa magneettisesti pintaansa mikropartikkelit ja niissa ole-
vat kompleksit. Jotta ylimaarainen materiaali hdipyy hairitsemasta mittausta, huuhtoo
analysaattori mittauskaivoa systeemiliuoksilla. Kuvassa 3 esitetaan itse mittausvaihe,
jossa elektrodiin johdettu sdhko on kulkeutunut mikropartikkeli-kompleksin paassa ole-
vaan ruteniumiin aiheuttaen kemilumisenssisen emission, jonka valomonistin mittaa.

(Cobas 2023: 1.)

Mittausvaihe

Rutenium
leimattu IF

Biotiini leimattu
B12-vitamiini

Streptavidin
leimattu
mikropartikkeli

Kuva 3. B12-vitamiinin analysointi Cobas e411-analysaattorilla: mittausvaihe (Cobas 2023: 1
mukaillen).

Kemilumisenssisen reaktion aikana ruteniumista irtoaa elektroneja ja emittoituu valoa
(Cobas 2023: 1; Zhang & Zhang & Yang & Qi & Zhang 2018). Valomonistimella mitattu
valon emittoituminen antaa numeerisen arvon, jota vertaamalla vakiontikayraan saa-
daan lopulta tulos sille, kuinka paljon naytteessa oli B12-vitamiinia (Cobas 2023: 1).
Valomonistimen mittaama arvo on kaantaen verrannollinen naytteen B12-vitamiinin pi-
toisuuteen. Mitd suurempi arvo mitataan, sitd pienempi maara naytteessa on B12-vita-

miinia ja vastaavasti toisin pain. (Zhang ym. 2018.)
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4.3 ECLIA mittausmenetelma B12-vitamiinin analysoinnissa

Cobas e 411-analysaattori kayttaa ECLIA menetelmaa B12-vitamiinin mittaamiseen
(Cobas 2023: 1). Mittausmenetelmana ECLIA koostuu kahdesta eri osasta: ECL =
elektrokemilumisenssi (eng. electrochemiluminescence) ja IA = immunomaaritys (eng.
immunoassay). Elektrokemilumisenssisessa mittausmenetelmassa hyddynnetaan
elektrodipintoja elektronien siirtoreaktioihin, jotta saadaan aikaan valon emittoitumista.
(Zhang ym. 2018.) Tama tapahtuu Cobaksella analysoinnin mittausvaiheessa. Inku-
baatioiden aikana tapahtuvat reaktiot perustuvat immunomaarityksen kilpailevaan peri-
aatteeseen. Koska sisainen tekija sitoutuu spesifisesti B12-vitamiiniin, on komponent-
tien valinen reaktio lahes verrattavissa antigeeni-vasta-aine-sitoutumisen spesifisyy-
teen. (Cobas 2023: 1.)

4.4 Analysoinnin hairitsevat tekijat

Mittausta eivat hairitse ikteerisyys (bilirubiini <1112 pymol/l), hemolyyttisyys (Hb < 0,025
mmol/l), lipeemisyys (lipidit < 17,1 mmol/l), immunoglobuliinit (IgG < 28 g/I, IgA <16 g/l
ja lgM <10 g/1), reumatoidi faktorit (< 1500 [U/ml) tai biotiini (< 205 nmol/l), jos analyyt-

tien pitoisuudet eivat ylitd mainittuja rajoja (Cobas 2023: 3).

Cobas suosittelee menetelmaohjeessa ainakin 8 tunnin taukoa suuren annostuksen

(> 5 mg/vrk) biotiini 1aakityksestad ennen verinaytteenottamista potilailta, joilla on vas-
taava laakitys kaytdéssa. Muutoin tuloksissa voi virheellisesti ilmeta korkea B12-vitamiini
pitoisuus. Suuri proteiinin konsentraatio naytteessa hairitsee merkittavasti mittausme-
netelmaa. Vastaavanlaisten naytteiden naytekyveteissd muodostuu suuren proteiinipi-

toisuuden takia geelia, mika saattaa keskeyttda analysoinnin. (Cobas 2023: 3.)
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5 Opinnaytetyon tarkoitus, tavoite ja tutkimuskysymys

Opinnaytetydn tarkoituksena oli testata Cobas e411-analysaattorin kokonais-B12-vita-
miinin mittausmenetelman toistettavuutta. Opinnaytetydn tavoitteena oli osoittaa, etta
analysaattorilla saadaan analysoitua kokonais-B12-vitamiinin pitoisuuden mittaustulok-
sia luotettavasti sarjan sisdisesta ja sarjojen valisesta toistettavuuksista Metropolian

verifiointi-vaatimuskriteereitd mukaillen. Tutkimuskysymys oli:

1. Kuinka Metropolian Cobas e411-analysaattorin mittaamien tuloksien variaatio-
kertoimet sarjan sisdisesta ja sarjojen valisista toistettavuuksista vertautuvat lai-

tevalmistajan ilmoittamiin variaatiokertoimien tulostasoihin?

6 Opinnaytetyon menetelmat

Opinnaytetyo toteutettiin empiirisena tutkimuksena, minka Heikkila (2014) maarittaa
havainnoivana tutkimuksena. Tutkimusmenetelmana kaytettiin kvantitatiivista menetel-
maa, jolla pystytdan hahmottamaan sen hetkistd olemassa olevaa tilannetta. Kvantita-
tiivisella menetelmalla saadaan maarallista tietoa, jota voidaan analysoida tilastollisin
menetelmin. (Heikkila 2014: 15.) Tutkimusasetelman suunnittelussa kaytettiin Metropo-

lian verifiointisuunnitelmakaavaketta.

6.1 Aineisto

Toistettavuuksien mittaamisessa kaytetyt naytteet olivat Cobaksen valmistamia kontrol-
linaytteita: PreciControl Varia level 1 ja level 2. Kokonais-B12-vitamiinin pitoisuudet
kontrollinaytteissa olivat: PreciControl Varia 1:ssa valiltad 240—-476 pmol/l, keskiarvol-
taan 358 pmol/l, ja PreciControl Varia 2:ssa valiltd 441—1005 pmol/l, keskiarvoltaan 723
pmol/l (Cobas Value Sheet). Fimlabin (2023) laboratorion kokonais-B12-vitamiini pitoi-
suuden viitevali on 145-570 pmol/l. Huslabilla (2024) ja Synlabilla (2021) viitevalit ovat
samat eli 138-652 pmol/l. Toistettavuuksien mittauksessa kaytdssa olleista kontrolli-
naytteistd PreciControl Varia 1 osoittaa siis kokonais-B12-vitamiinin viitevalin pitoi-
suutta ja PreciControl Varia 2 taas viitevalin ylittavia korkeita kokonais-B12-vitamiinin
pitoisuutta. Laboratorioiden viitevalien ala-arvot ovat matalampia kuin kontrollieran Pre-
ciControl Varia 1:ssa ja molemmat kontrollindytteet voisivat saada samoja arvoja pitoi-
suuksien 441-476 pmol/l valilta.
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Kontrollinaytteiden valmistaja oli myds maarittanyt kontrollinaytteille keskihajonnan
suuruuden 1 SD:lle, jota kaytetdan -/+ 1 SD-valin laskemiseen keskiarvon ymparille
(ks. taulukko 2). Taulukossa 2 on myds mittauksessa kaytdssa olleiden kontrollindyttei-
den era- ja vanhenemistiedot. Kontrollindytteiden keskihajontaa kaytetaan laaduntark-

kailussa arvioitaessa mittauksen tulosten tarkkuutta eli paikkansa pitavyytta (LabCe).

Taulukko 2.  Kontrollinaytteiden tiedot (Cobas Value Sheet mukaillen).

LOT EXP pitoisuusvali ka 1SD 1 SD-vali
PreciControl 71538899 31.5.2025. 240-476 358 53.4 304,6—
Varia 1 411.,4
PreciControl 71538899 31.5.2025. 441-1005 723 39.4 683,6—
Varia 2 762,4

Toistettavuuksien mittauksista saatiin numeerisia arvoja, mitka ovat analysaattorin ana-
lysoimien kontrollinaytteiden tulokset. Sarjan sisainen toistettavuus saatiin analysoi-
malla yhta tiettya kontrollinaytettda kymmenen kertaa perakkain. Sarjojen valista toistet-
tavuutta mitattiin taas analysoimalla samaa naytettd kymmenena perakkaisena pai-
vana. Sarjojen valisen toistettavuuden mittausten tuloksilla osoitettiin, kuinka tulos
muuttuu paivien valilla. Koska toistettavuusmittauksien tavoitteena oli verifioinnin mu-
kainen luotettavuus, oli tarkoituksen mukaista, ettei tulos muuttuisi merkittavasti mit-

tausten valissa.

6.1.1 Aineiston analysointimenetelma

Kontrollinaytteiden tuloksille laskettiin keskiarvo, keskihajonta ja variaatiokerroin. Tulok-
sien laskemiseen ja esittamiseen kaytettiin Excelia. Tuloksista analysoitua variaatioker-

rointa verrattiin laitevalmistajan ilmoittamaan variaatiokertoimen tulostasoon.

6.1.2 Toistettavuuden parametrit

Parametrien laskukaavat ja matemaattiset merkitsemistavat 16ytyvat taulukosta 3. Kes-
kiarvo tassa kontekstissa tarkoittaa naytteiden kokonais-B12-vitamiinin keskimaaraista

pitoisuutta, kun jokaisen yksittaisen tuloksen mittausarvot ovat jaettu tasan jokaiselle
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havainnolle. (Hagg 2016: 31; Nummenmaa & Holopainen & Pulkkinen 2014: 74-75).
Keskihajonta kuvaa havaintoarvojen keskimaaraista hajontaa eli kuinka kaukana ha-
vaintoarvot ovat jakauman keskiarvosta (Nummenmaa & Holopainen & Pulkkinen
2014: 82—-83). Variaatiokertoimella kuvataan tulosjoukon suhteellista hajontaa eli silla
ilmoitetaan kuinka monen keskiarvon paassa muuttujan arvot keskimaarin ovat keskiar-
vosta. Variaatiokerroin esitetdan usein prosenttina, jolloin ndhdaan kuinka monta pro-
senttia tuloksien arvot keskimaarin poikkeavat keskiarvosta. (Nummenmaa & Holopai-
nen & Pulkkinen 2014: 84.)

Taulukko 3.  Toistettavuuden parametrien laskukaavat (Nummenmaa & Holopainen & Pulkki-
nen 2014: 74-75, 82—-84 mukaillen).

Keskiarvo 1<
X = —in
n r}
=1
Keskihajonta n 2
i (i = %)
s = =1
n—1
Variaatiokerroin y=2
X

6.2 Aineiston keruu

Menetelman testaus suoritettiin 23.1.-2.2.2024. Aloituspaivana 23.1. tutustuttiin analy-
saattorin kayttoon ja huoltotoimenpiteisiin. Naihin lukeutuivat esimerkiksi ennen kayttoa
laitteelle tehtavat toimenpiteet, joilla laite kdynnistetaan ja varmennetaan, etta analy-
saattori toimii asiaan kuuluvalla tavalla, ja kayton lopettamistoimenpiteet. Toimenpiteet
olivat laitevalmistajan maarittdman protokollan mukaisia. Huoltotoimenpiteista pidettiin

kirjaa koko menetelman testaamisen ajan. Samoina paivind analysaattoria kaytettiin
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my0s laboraatiotunneilla, mutta toistettavuuden testaaminen tehtiin naiden tuntien ulko-
puolisella ajalla. Analysaattorin laitepaivakirjasta nakyi, etta opiskelijoiden kaytdssa
analysaattoria huollettiin samoilla periaatteilla ja heidan kaytdéssaan yksi analysaattorin

pipeteista (S/R-pipetti) oli puhdistettu 31. tammikuuta.

Testauksessa kaytdssa olleelle Cobas e411-analysaattorille ei ollut aiemmin suoritettu
kokonais-B12-vitamiinin vakiointia, mika tehtiin ensimmaisena ennen mittauksessa
kaytettyjen kontrollindytteiden analysointia. Vakiointi ei ensimmaisella kerralla onnistu-
nut ja analysaattori pyysi mittauskammion pesun, joka tehtiin. Vakiointi ajettiin uudes-
taan ja se onnistui toisella kerralla hyvin. Onnistuneella vakioinnilla myds kontrollit on-
nistuivat. Syyksi epaonnistuneelle vakioinnille epailtiin mittauskammion tarvitsemaa pe-

sua, jonka analysaattori oli pyytanyt.

Sarjan sisainen toistettavuus tehtiin 29.1. jolloin kaytettiin 23.1. liuotettua kontrollindy-
tettd ja samana paivana (29.1.) liuotettua kontrollindytetta. Kontrollindytteet olivat yhta-
laisia REF-, LOT- ja EXP- tiedoiltaan. Taysin samasta kontrolliliuotuksesta ei pystytty
toistettavuuksia mittaamaan, koska analysaattori ei kykene mittaamaan samasta nay-
teannostelukiposta kymmenta perakkaista naytetta, minka vuoksi kontrollindytemateri-
aali jaettiin kymmeneen eri nayteannostelukippoon. Samana paivana liuotettua kontrol-
linaytetta ei yksindan myoskaan olisi riittanyt nayteannostelukippoihin, jolloin kaytettiin
molempia liuotuseria. PreciControl Varia 2 naytteista 5. ja 6. nayte jouduttiin uusimaan,
koska analysaattori ei ollut kyennyt pipetoimaan naytteita ensimmaiselld mittauksella.

Mittausten jalkeen jaljelle jaanyt kontrollimateriaali kerattiin niiden alkuperaispulloihin.

Sarjojen valista toistettavuutta mitattiin analysoimalla kontrollinaytteet kerran paivassa
jokaisena menetelman testaus paivana. Analysoinnissa kaytettiin ensin 23. tammikuuta
liuotettuja kontrollinaytteita, mutta mittaustulosten suureneminen ja kontrollimateriaalin
hupeneminen aiheutti sen, etta viimeiset mittaukset olivat eri liuotuserasta. Naihin lu-
keutuvat viimeisten neljan paivan (30.-31.1. ja 1.—2.2.) tulokset. Huomioitava on myos
se, ettd mydhemmin liuotettua kontrollieraa oli kaytetty edeltavasti jo sarjan sisaisen

toistettavuuden analysoinnissa, mika suoritettiin 29. tammikuuta.

Reagensseja ja kontrollinaytteita sailytettiin analysointien valissa jaadkaapissa. Rea-
genssit olisivat sailyneet koko mittausmenetelman testaamisen ajan myés analysaatto-
rilla, mutta analysaattoria kayttivat myos opiskelijat laboraatio-oppituntien aikana sa-

moina paivind, minkad vuoksi todettiin laadun olevan tasaisempaa, jos reagenssit ovat
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valilla jadkaapissa. Taman lisaksi opiskelijoiden kaytdssa olevissa analysaattoreissa
harvemmin sailytetdan reagensseja vaan ne palautetaan jaakaappiin oppituntien paat-
teeksi, minka vuoksi samalla tavalla toimiminen menetelméan testaamisen aikana vas-

taa myds totuudenmukaisemmin laboratorion sen hetkisia kaytantoja.

Reagenssit ja kontrollit piti IAmmittaa takaisin analysaattorin lampdtilaan seisottamalla
niitd huoneenlammaossa. Seisotusajat vaihtelivat ja olivat reagenssien kohdalla 45-85
minuuttia ja kontrollindytteiden kohdalla 15-30 minuuttia. Seisotuksessa otettiin huomi-
oon se, etta liuoksien vahetessa ovat niiden tarvitsema lampenemisaika lyhyempi.

Lampenemisajoista pidettiin kirjaa koko toistettavuuksien mittauksien ajan.

7 Tulokset

7.1 Sarjan sisainen toistettavuus

Sarjan sisaisen toistettavuuden mittauksissa kaytettiin aikaisemmin valmistettua kont-
rollia, jota oli tdhan asti sailytetty koko ajan jadkaapissa, sekd samana paivana liuotet-
tua saman LOT:n kontrollia. Sarjan sisaisen toistettavuuden mittaustulokset on koottu
taulukkoon 4. Kontrollindytteiden liuotuspaivat ovat erotettu toisistaan taulukossa tah-
della, jolloin tahdettdmat kontrollindytteet ovat 23.tammikuuta liuotetusta erasta ja tah-

delliset 29. tammikuuta liotetusta erasta (ks. taulukko 4).

Taulukko 4.  Sarjan sisaisen toistettavuuden mittaustulokset

-359,3 378,3 3679 3415 352 3484 3719 344 350,5 3559
-731,7 7447 7338 739,7 7375 7207 7405 739,2 7291 7179
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Taulukko 5.  Sarjan sisaisen toistettavuuden analysointitulokset mittauksista

356,97 11,63 3,26 2,7

733,48 8,31 1,13 2,2

PreciControl Varia 1:n kohdalla huomataan, ettéd Metropolian Cobas e411-analysaatto-
rilla mitatut tulokset eivat pysy tavoitellussa valmistajan ilmoittamassa variaatiokertoi-
men tulostasossa (ks. taulukko 5). Laitevalmistajan ilmoittamaan variaatiokertoimeen
prosenttiyksikkdjen ero on 0,56 ja naiden prosentuaalinen eroavaisuus on ~ 21 %. Pre-
ciControl Varia 2:n kohdalla sarjan sisainen toistettavuus pysyi tavoitellussa laiteval-
mistajan ilmoittaman tulostasossa (ks. taulukko 5). Sarjan sisaisessa toistettavuudessa
nakyy, ettd matalamman tason kontrollin (PreciControl Varia 1) keskihajonta on laaja,

minka vuoksi laatutavoite ylittyy (ks. taulukko 5).

7.2 Sarjojen valinen toistettavuus

Sarjojen valisen toistettavuuden mittaustulokset on koottu taulukkoon 6. Liotuspaival-

tdan eroavat kontrollinaytteet, joiden vaihdos tapahtui 30. tammikuuta, nakyvat taulu-

kossa korostetusti tahdella (ks. taulukko 6).

-348,3 332 366 370,8 402,4 418,11 3881 3644 3438 366,1
-731,3 709,6 7349 7451 7753 7576 7729 7181 6966 7184

Taulukko 6.  Sarjojen valisen toistettavuuden mittaustulokset
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Taulukko 7. Sarjojen vélisen toistettavuuden analysointitulokset mittauksista

ka 3 CV%-tulokset Tavoiteltu Cv%
PreciControl 370 25,21 6,81 42
Varia 1
PreciControl 735,98 25,22 3,43 4.1
Varia 2

PreciControl Varia 1:n mitattu variaatiokerroin ylittda tavoitellun laitevalmistajan ilmoit-
taman variaatiokertoimen (ks. taulukko 7). Prosentuaalinen eroavaisuus on ~ 62 % ja
numeerisesti prosenttiyksikkoina ero on 2,61. PreciControl Varia 2:n mitattu variaatio-
kerroin pysyy kuitenkin tavoitellussa laitevalmistajan ilmoittamassa variaatiokertoimen
rajoissa ja tulos on itseasiassa jopa valmistajan ilmoittamaa tulostasoa parempi (ks.
taulukko 7).

8 Pohdinta

8.1 Tulosten tarkastelu

Toistettavuuksien mittaustulokset eivat ole pysyneet analysaattorin valmistajan ilmoitta-
massa tulostasossa eivatka tulokset taten vastaa mukailtuja Metropolian verifiointi-vaa-
timuskriteereitd. Korkeamman tason kontrollilla (PreciControl Varia 2) analysoitiin laite-
valmistajan ilmoittamaan tulostasoon sopivia mittaustuloksia, mika ei toteutunut nor-
maalin tason kontrollin (PreciControl Varia 1) mittaustuloksissa. Sarjojen valisessa tois-
tettavuudessa PreciControl Varia 1:11a ero mittaustulosten variaatiokertoimen ja laite-

valmistajan ilmoittaman variaatiokertoimen valilla oli jopa n. 62 %.

Miettiessa syita toistettavuuksien mittaustuloksiin palattiin tarkastelemaan menetelma-
ohjeita. Menetelmaohjeissa lukee, ettd Cobas e411-analysaattorilla tarvitsee kokonais-
B12-vitamiinin mittausmenetelmalle suorittaa joka seitsemas paiva uusi vakiointi, kun
samat reagenssit ovat olleet kdytossa analysaattorilla (Cobas 2023: 3). Tama johtunee
siita, etta reagenssit vanhenevat seitsemannen paivan kohdalla. Menetelmaohjeessa

kerrotaan myds, ettd reagenssit sailyvat avaamisen jalkeen 60 paivaa, jos reagensseja
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sailytetaan vaihtelevasti jadkaapissa ja analysaattorilla, kunhan reagenssien sailytys-
aika analysaattorilla ei ylitd kymmenta kertaa kahdeksan tuntia (Cobas 2023: 2). Teki-
jalle menetelmaohjeista jai epaselvaksi, kuinka avatut reagenssit vanhenevat, jos niita
sailytetaan jadkaappilampoétilassa muu aika, minka eivat ole analysaattorilla analysoin-
tien aikaan, ja miten se vaikuttaa reagenssien tarpeeseen vakioinnille. Etenkin, koska
jaékaappilampétila poikkeaa analysaattorin reagenssien sailytysosion |[ampétilasta, jol-
loin tarve uudelle vakioinnille saattaisi olla mydhaisempi. Tekija paatti luottaa siihen,
etta kontrollituloksissa nakyisi tarve uudelle vakioinnille tai analysaattori ilmoittaisi vaki-
ointitarpeesta, kuten sen toiminnalle kuuluu. Jalkikateen ajateltuna olisi ollut hyodylli-

sempaa vahvistaa ymmarrysta ottamalla yhteytta laitevalmistajaan.

Mittaustulosten analysointitulosten perusteella on kuitenkin todenndkoisesta, etta yksi
syy mittaustuloksille on puuttuva vakiointi, koska analysaattorille tehtiin vain kerran va-
kiointi 23. tammikuuta reagensseille, jotka avattiin toistettavuuksien mittaamista varten.
Tekijalla on siis kaynyt virhe, koska vakiointia ei tehty lainkaan uudestaan ensimmaisen
paivan onnistuneen vakioinnin jalkeen. Tata ndkemysta tukee myds se, etta seitseman-
nen mittauspaivan kohdalla aiemmalla kontrolliliuotus eralla tulokset ylittivat selkeasti 1
SD:n rajan, minka vuoksi vaihdettiin mittaamiseen tuoreempi kontrolliliuotus era, jolla
analysointi uusittiin. Tuoreemman kontrolliliuotus eran tulokset nakyvat taulukossa 6,
paivan 30. tammikuuta kohdalla. Mittauksien aikana jo epailtiin tuloksien toistettavuutta
ja pyrittiin pitdmaan mittausten tulokset 1 SD:n valilla. Tiedettiin, ettd analysaattori il-
moittaisi, jos vakiointi olisi vanhentunut, mutta nain ei kdynyt kertaakaan testaamisen
aikana, minka vuoksi muutos kohdistui kontrolliin. Jos kontrollinaytteiden tulokset olisi-
vat ylittaneet 2 SD:n rajan tai laaduntarkkailun saantgja, olisi vakioinnin tekeminen uu-

delleen ollut ensimmainen vaihtoehto.

On mahdollista, ettd kontrollindytteiden tulokset reagensseille olisivat ylittaneet 2 SD:n
rajan jo kuudentena mittauspaivana, mika reagensseille oli seitsemas paiva niiden
avaamisesta, jos reagensseja olisi sailytetty analysaattorilla koko testaamisen ajan.
Nain ei kuitenkaan paassyt tapahtumaan, koska reagensseja sailytettiin jadkaapissa
koko analysointien ulkopuolinen aika. Ohjeiden tulkitsemisvirhe on siis vaikuttanut tu-
loksiin. Sarjan sisainen toistettavuus mitattiin kuudentena mittauspaivana eli seitse-
mantena paivana reagenssien avaamisesta, minka vuoksi sarjan sisaisen toistettavuu-

den mittaustuloksia ei mydskaan voi pitaa luotettavina.
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Reagenssien vanhentumisen nakyminen seitsemannesta mittauspaivasta lahtien ei
kuitenkaan selitd, miksi neljannesta paivasta lahtien PreciControl Varia 1:n keskiha-
jonta on yhta lailla liian laaja aiheuttaen sen, etta mittaustulokset eivat tuonakaan ai-
kana pysy valmistajan ilmoittamassa variaatiokertoimessa. Tahan on voinut vaikuttaa
virhe vakioinnin ja/tai kontrollien liuottamisissa joko tekijan tai valineiden takia. Analy-
saattori hyddyntaa vakiointia mitatun arvon tulkintaan, minka vuoksi vakioinnissa oleva
virhe vaikuttaa merkittavasti tuloksiin aiheuttaen systemaattisen virheen. Koska virhe
on talléin aineiston kerdamiseen liittyvassa tekijassa, on koko aineisto samansuuntai-

nen, mika kuvastaa systemaattisen virheen piirteita. (Heikkild 2014: 186.)

Virheet nadkyvat paremmin PreciControl Varia 1:n mittaustuloksissa verrattuna Preci-
Control Varia 2:een, silti edes "onnistuneita” PreciControl Varia 2:n tuloksia ei voi pitaa
luotettavina, koska vakiointi on epaluotettava ainakin jo viimeisen viiden mittauspaivan

kohdalla, ellei jopa aiemmin systemaattisen virheen vuoksi.

Tuloksiin on todennakdisesti vaikuttanut myos reagenssien ja kontrollinaytteiden sei-
sottamisaikojen vaihtelut huoneenlampdétilassa. Toisaalta reagenssit ja kontrollindytteet

tarvitsivat lyhyemman ajan lampiamiseen sitd mukaa kun liuoksia hupeni.

Mielenkiintoista menetelman testaamisen tuloksissa on se, etta korkeamman tason
kontrollinaytteen tulokset pysyivat valmistajan ilmoittamalla tulostasolla virheista huoli-
matta, mutta normaalin tason kontrollindytteen tulokset eivat pysyneet. Spekuloiden
syyna voi olla eroavaisuudet siina, etta reagenssien vanheneminen nakyy aikaisemmin
kokonais-B12-vitamiinin mittausvalissa normaalin pitoisuuden naytteissa, kun taas kor-

kean pitoisuuden naytteissa myohemmin.

8.2 Luotettavuus

Luotettavuutta arvioidaan validiteetin ja reliabiliteetin kasitteilla. Validiteetti kuvastaa,
onko onnistuttu mittaamaan sita, mita piti, ja missa maarin. Reliabiliteetti on mittauksen
kyky tuottaa ei-sattumanvaraisia tuloksia. Tata voidaan todentaa toistuvilla mittauksilla
samasta tilastoyksikosta. Samanlaiset tulokset kertovat, ettd mittaus on reliaabeli.
(Heikkila 2014: 186-187.)

Mittausmenetelméan toistettavuuden testaaminen ei ole onnistunut tavoitellulla luotetta-

vuustasolla menetelman vaatiman vakionnin puuttumisen takia sille ajankohdalle, kun
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reagenssit olivat olleet avattuina seitseman paivaa. Mittausmenetelman vakiointi vas-
taa mittauksen validiteetista, mitd varmistetaan kontrollindytteiden analysoinnilla. Va-
kioinnin tarvitsemat ehdot eivat ole kuitenkaan toteutuneet koko mittauksen ajalta,
minka vuoksi validiteettikaan ei ole luotettava. Tasta syysta suoritettu mittausmenetel-
man testaus ei luotettavasti kuvasta Cobas e411-analysaattorin kokonais-B12-vitamii-

nin mittausmenetelman toistettavuutta.

Cobas e411-analysaattorin mittaustuloksien toistettavuudet eivat ole pysyneet valmis-
tajan ilmoittamalla tulostasolla. Koska toistettavuus ei ole toteutunut, sille asetetuin
luottamusehdoin ei tutkimuksen tuloksilla ole reliabiliteettia. Testauksessa ollutta mit-
tausmenetelmaa ei ole myoskaan verifioitu, minkd vuoksi analysaattorilla kokonais-
B12-vitamiinin mittaustulosten luotettavuutta ei ole vield todennettu antavan objektiivi-

sesti totuudenmukaisia tuloksia.

Opinnaytety6ta tehtiin rehellisesti ja tydskentelyd dokumentointiin koko suorittamisen
ajan paivakohtaisesti. Dokumentoinnin ansiosta selvisi myos syy toistettavuuden mit-
taamiseen vaikuttaneeseen virheeseen. Tydskentelya tehtiin suunnitelmallisesti, tark-
kaan ja huolellisesti, mutta laajempi kokemus Cobas e411-analysaattorin kaytosta olisi
merkittavasti parantanut testauksen luotettavuutta. Virheen tunnistaminen ja siita oppi-
minen kuitenkin mahdollistaa luotettavamman toteutuksen, kun B12-vitamiinin analy-

sointia Cobas e411-analysaattorilla verifioidaan Hymy-kylaa varten.

Tietoperustan koostamisessa kaytettiin mahdollisimman ajankohtaista tietoa, jolloin
useimpien valittujen artikkeleiden julkaisuajankohdat sijoittuivat vuosiin 2018-2024. Va-
linnoissa haettiin kattavia ja ndkdkulmiltaan hieman erilaisia aineistoja kokonaisvaltai-
sen ja yksityiskohtaisen nakemyksen saamiseksi B12-vitamiinista ja sen funktioista.
Englanninkielisen aineiston paremman ymmartamisen tueksi kaytettiin [ahteenad myos
suomenkielisia oppikirjoja aiheesta. Lahteiden valitsemisessa on kaytetty alkuperais-

lahdeperiaatetta.
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8.3 Johtopaatokset

Toisen vakioinnin puutteen takia tulokset eivat ole valideja, minka vuoksi tulokset eivat
vastaa Cobas e411-analysaattorin B12-vitamiinin mittausmenetelman toistettavuutta
todenmukaisesti. Tasta syysta, ja todennakdisesti systemaattisesta virheesta, toistetta-
vuuksien mittauksen tulokset nayttavat, ettd B12-vitamiinin mittaus ei ole luotettavaa

Cobas e411-analysaattorilla.

Mittaustuloksiin vaikuttanee myds: seisottamisajan vaihtelut, saman naytteen jakami-
nen nayteannostelukippoihin, mika aiheuttaa pitoisuuseroavaisuuksia, kontrollindyttei-
den liuotuspaivien aiheuttamat erot, tydvalineista johtuvat syyt (esim. pipetti), tekijan

kokemus, ja saman analysaattorin opetuskayttd bioanalytiikan opiskelijoiden laboraa-

tiotunneilla samoina paivina, vaikkakin eri ajankohtina.

Toistettavuuksien mittaukset tarvitsisivat suorittaa uudestaan korjatuilla toimenpiteilla,
jotta saataisiin mitattua luotettavasti kokonais-B12-vitamiinin mittausmenetelman tois-
tettavuutta. Talldin mittaustuloksissa nakyisi luotettavasti mittausmenetelman toistetta-

vuus, mita voitaisiin arvioida.

8.4 Eettisyys

Opinnaytetyon toteuttamisessa sitouduttiin noudattamaan tutkimuseettisen neuvottelu-
kunnan hyvan tieteellisen kaytanndn ohjeita (HTK-ohjeet). Opinnaytetydn aikana ei
tehty vilppia, joka voidaan jakaa kolmeen alaluokkaan: sepittdminen (engl. fabrication),
vaaristely (falsification, misrepresentation) ja plagiointi (plagiarism). Opinnaytety6ta ei
myoskaan tehty piittaamattomasti, mika lukeutuu myds hyvan tieteellisen kaytannén
ohjeistuksiin. (Keiski ym. 2023: 16—18.) Sepittdmista maaritellddn HTK-ohjeissa tutki-
mustulosten tekaisemisena. Vaaristely olisi tulosten valikointia ja/tai muuntelua perus-
teettomasti, olennaisten tulosten kertomatta jattamista tai tietoperustan huolimatonta
kasittelya, mika voisi johtaa vaaranlaisen tiedon kertomiseen. (Keiski ym. 2023: 16—
17.) Opinnaytety0 tarkistettiin Metropolian ammattikorkeakoulun kaytéssa olevalla séh-
koisella plagiaatintunnistusohjelmalla, Turnit, plagioinnin estamisen varmistamiseksi
(Keiski ym. 2023: 3; Kettunen & Karki & Nareaho & Paallysaho 2019: 3). Opinnayte-
tyossa kaytettyihin kuviin, taulukoihin ja tutkimustuloksiin on merkitty tekijatiedot ja lah-
teet. Lahdetiedot ovat asianmukaisesti ja tekijakohtaisesti merkitty heidan tyonsa kun-

nioittamiseksi. Opinnaytetydn aikana ei kasitelty henkilotietoja eika kaytetty erillisesti
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kerattavia naytteitd, mika vaatisi tutkimusluvan. Sopimus opinnaytetyosta tehtiin Metro-

polian ammattikorkeakoulun kanssa.

8.5 Kehittamisehdotukset

Jos Hymy-kylan tarjontaan aiotaan ottaa B12-vitamiinin mittaaminen, suositellaan kayt-
t66n paremmin soveltuvaa transkobalamiini-1l:n sitoutuneen B12-vitamiinin mittausta.
Transkobalamiini-ll:ssa sitoutunut B12-vitamiini kertoo elimistén aktiivisessa muodossa
olevan B12-vitamiinin pitoisuudesta, minka pitoisuuden ollessa alle 20 pmol/l viittaa
vahvasti B12-vitamiinin puutteeseen. Joissakin tapauksissa B12-vitamiinin puutetta voi
iimeta jo vdhemman matalissa pitoisuuksissa (2070 pmol/l). Tallin olisi hyva tehda
lisatutkimuksia kuten homokysteiinin tai metyylimalonaatin mittaukset. Aktiivisen B12-
vitamiinin pitoisuus kokonais-B12-vitamiinin pitoisuudesta vaihtelee 10-30 %, minka
vuoksi kokonais-B12-vitamiinin mittaustulokset eivat viitevalissa ole yksiléon yhta hyvin
vertailtavissa kuin transkobalamiini-ll:ssa sitoutuneen B12-vitamiinin kohdalla. (Farkkila
2018.)

Mittausmenetelman testaamisen suorittamisesta jai ilmaan kysymys: miten reagens-
sien sailytyslampdtilat vaikuttavat reagenssien vanhenemiseen ja, miten se voidaan
havaita kontrolliliuoksilla. Olisi mielenkiintoista nahda vertailua eri menetelmien valilla,

joissa on kaytdssa erilaiset reagenssit, mitkd myos reagoivat sailytykseen eri tavalla.

Ennen laboratoriopalvelujen tarjoamista Hymy-kylassa olisi merkittdvaa laatia toimin-
nalle selkeat toimintaa ohjaavat saannot preanalytiikasta lahtien, koska kyseiselld osa-
alueella tapahtuu eniten virheita diagnostiikassa, mitka heijastuvat muihinkin diagnostii-
kan portaille (Grénroos & Koskinen 2014). Tassa opinnaytetydssa virhe tapahtui pre-

analytiikan sijaan analytiikassa.

Olisi hyodyllista myds laatia ohjaava verifiointien tarkistuslista ennen toteuttamista,
mista voisi olla apua opiskelijoiden itseohjautumisessa verifiointiin. Kokemukseen pe-
rustuen siihen voisi sisallyttda esimerkiksi mittausmenetelman vaatimat vakiointisaan-
not, reagenssimateriaalin riittdvyyden arvioinnin, ennen aloittamista pohdittua suunni-
telmaa ns. hatatilanteisiin verifioinnin onnistumiseksi ja aiemman julkaistun tutkimustie-

don parempaa kartoitusta aiheesta, jolloin voisi vertailla verifioinnin onnistumista toi-
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saalla tehtyihin verifiointeihin. Tarkistuslistan avulla voisi iimeta myés helpommin epa-
kohdat, joihin laitteen valmistajalta voisi tiedustella vastauksia ennen verifioinnin aloitta-

mista.

8.6 Ammatillinen kasvu

Etenkin ensimmaisena opinnaytetydna tama tyd on opettanut paljon koko opinnayte-
tybprosessista ja vaiheista, joista se koostuu. Omakohtaisesti opinnaytetydn aiheen
vaihdos tapahtui aika myohaan, mika osaltaan vaikutti haasteisiin tydstamisen aikana.
Opinnaytetyonvaiheiden suorittaminen osittain samanaikaisesti aiheutti sen, etta alku-
perainen ajatus B12-vitamiinin verifioinnista ei paassyt toteutumaan. Ainoastaan tois-
tettavuuksien mittaamisen toteutuessa, paatettiin tydn otsikko muuttaa. Aikaisemmalla
osallistumisella suunnitelmaseminaariin, olisi voinut tulla aiemmin ilmi muutokset, joita
opinnaytetyo olisi kaivannut verifioinnin toteuttamiseen, kuten vaihtaminen kokonais-
B12-vitamiinin verifioinnista transkobalamiini ll:ssa sitoutuneeseen B12-vitamiiniin. Kui-

tenkaan budijetti ei valttamatta naihin muutoksiin olisi riittanyt.

Kaiken kaikkiaan opinnaytetydn suorittaminen on ollut omalaatuinen kokemus huoli-
matta haasteista, joita todennakdisesti kohtaa tyéelamassakin. Kasvua on tullut ratkai-
sujen selvittamisesta ja pohdinnoista, kuinka edeta lopulliseen tulokseen. Opinnayte-
tyota tehdessa sai tydskennelld pitkdjanteisesti ja itsenaisesti aiheen kanssa, joka en-
nestaan tuttu oli vain termina. Tiedonkeraamisen aikana kehittyi runsaasti tieteellisten
julkaisujen lukutaito ja orientoituminen tiedonhakuun luotettavista Iahteista parantui
aiemmasta osaamisesta. Opinnaytetyon tydskentelystd saamasta kokemuksesta na-
kee selkeasti polun, jolla tapahtuu virheista oppimista, mika kantaa tiedon ja kehittymi-
sen tielle. Opinnaytety®dn aiheissa paasi laaja-alaisesti paneutumaan bioanalyytikon
ammattitaidon kehittdmiseen, jossa tutkimustieto, tietotaidot, viralliset sddnndkset ja
kaytantd ohjaavat tekemista. Erityisen tyosta teki monivivahteinen aihe, B12-vitamiini,
mika saatiin esitelld yhta lailla yksityiskohtaisesti kuin myds ymmarrettavasti. Monella
tapaa verifioinnin toteuttaminen ja sen vaiheet ovat tulleet tutuimmiksi ja helpommin 1a-
hestyttdvammiksi, vaikkei verifiointia tehtykdan opinnaytetyéna. Luotettavuuden kasit-
teeseen tutustuminen ja syvemman ymmarryksen muodostuminen tyéskentelyn aikana
on vahvistanut merkittavasti osaamista myos potilasturvallisuuden yllapitamisessa ana-

Iytiikan nakokulmasta.
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