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Tiivistelma

Bilirubiini on sapen variaine, joka muodostuu paaosin hajonneiden punasolujen
hemi-osista. Bilirubiinin pitoisuutta elimistossa tutkitaan yleensa epailtdessa mak-
san toimintahairi6ta tai -sairautta. Bilirubiini hajoaa valkeassa ja UV-valossa. Tut-
kimuksen tarkoituksena oli selvittda bilirubiininaytteen valolta suojaamistarvetta
laboratorioymparistossa. Tutkimuksessa kaytettiin kvantitatiivista, kokeellista tut-
kimusmenetelmaa.

Tutkimusmateriaali keréttiin kolmeltakymmenelta (30) Mikkelin aluesairaalan asi-
akkaalta, jotka osallistuivat tutkimukseen vapaaehtoisesti. Jokaiselta vapaaehtoi-
selta otettiin nelja (4) putkea litium-hepariini-verta. Jokaista naytetta altistettiin va-
lolle eripituisia aikoja. Altistusajat olivat 0, 2, 4 ja 24 tuntia. Naytteet analysoitiin
Cobas-c-501-analysaattorilla.

Naytteistd saadut mittaustulokset analysoitiin Microsoft Excel 2007-ohjelmalla.
Tuloksia analysoitiin tilastollisilla testeilla. Testien tulosten mukaan kokonaisbiliru-
biinin pitoisuudessa ei tapahdu tilastollisesti merkittavaa muutosta naytteen altis-
tuessa valolle kaksi tai nelja tuntia. 24 tunnin altistuminen valolle muutti pitoisuutta
huomattavasti.

Jatkotutkimusehdotuksena saman tutkimuksen voisi tehda altistamalla néaytteita
erittain aurinkoisena paivana ja eripituisilla altistusajoilla. Olisi kaytannollista tie-
taa, milloin pitoisuuden muutos vaihtuu tilastollisesti merkittavaksi.
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Abstract

Bilirubin is the pile pigment, which is formed mainly from the breakdown of heme
groups in red blood cells. Bilirubin concentration in plasma is usually tested when a
liver disease or failure is suspected. Bilirubin breaks down in ultraviolet or white
light. The purpose of this study was to find out if it is necessary to protect bilirubin
samples from light in a laboratory environment. The study was carried out using a
guantitative research method.

The study material was collected from 30 volunteer clients visiting the District Hospi-
tal of Mikkeli. Four tubes of lithium heparin blood were collected from every volun-
teer. Samples were exposed to light for zero, two, four and twenty-four hours. Sam-
ples were analysed by Cobas-c-501-analyser.

Results were analysed with the Microsoft Excel 2007 Program. Results were tested
with correlation and the two-tailed t-test. Test results revealed that if a sample was
exposed to light for two or four hours, the bilirubin concentration did not change sig-
nificantly. In the case of 24-hour exposure, the concentration changed significantly.

In a follow-up study, samples could be exposed to a very strong sunlight and the
length of exposure could vary. It would be useful to know how long it takes for the
bilirubin concentration to change significantly in extreme conditions
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1 Johdanto

Bilirubiini on elimistdssa muodostuva yhdiste. Hemoglobiinin hemi on happea
sitova rakenneosa, joka vapautuu punasolun hajoamisessa. Elimistéssa hemis-
td muokataan entsymaattisesti bilirubiinia. Bilirubiini poistetaan elimistosta mak-
sassa, joka muuttaa sen osaksi sappea. Sapen mukana bilirubiini paatyy ruu-

ansulatuskanavaan ja sita kautta pois elimistosta. (Kaukua & Mustajoki 2008.)

Laboratoriotutkimuksissa on téarkeaa, ettd nayte on laadukas. Preanalyytiset
tekijat vaikuttavat myds bilirubiinin tuloksiin. Nayte on hyva ottaa aamulla, koska
pitoisuus on silloin korkeimmillaan. Naytteen hemolyysilla ja lipeemisyydella on
my0s vaikutusta tuloksiin. (Matikainen, Miettinen & Wasstrom 2010, 19-20.) Bili-
rubiinin kannalta naytteen valolta suojaaminen on tarkeaa, koska se hajoaa val-
koisessa ja UV-valossa (Ashwood &Burtis 1999, 1136).

Nykyisin useimpien laboratorioiden tydohjeissa kehotetaan suojaamaan valolta
nayte, josta maaritetdan bilirubiinin pitoisuus. Valon vaikutusta bilirubiiniin labo-
ratorioymparistossa ja myos naytteen suojaamistarvetta ryhdyttiin epailemaan.
Tutkimuksen tuloksia voidaan kayttaa laboratorion toiminnan kehittamiseen.
(Islab 2012.)Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia valolta suojauksen
merkitystd laskimoverinaytteen plasmasta maaritettdvan kokonais-bilirubiinin
pitoisuuteen. Toimeksiantajana toimi Itd&-Suomen laboratoriokeskuksen liikelai-
toskuntayhtyma, Mikkelin aluelaboratorion kliinisen kemian laboratorio. Liittees-
sa 1 on esitetty toimeksiantosopimus tyostad. Naytemateriaali oli keratty aluela-
boratorion asiakkailta. Tyo ja mittaukset suoritettiin myds aluelaboratorion tilois-

sa.



2 Bilirubiini

Bilirubiini on sappinesteen oranssin-keltainen varipigmentti, jota syntyy hemo-
proteiinien hajoamisessa. Noin 85 prosenttia paivittain muodostuvasta biliru-
biinista on perdisin hajonneiden punasolujen hemi-osasta. Bilirubiinia muodos-
tuu elimistdssa noin 250 - 300 mg paivassa. (Ashwood & Burtis 1999, 1133 -
1134.) Terve maksa pystyy metaboloimaan bilirubiinia kymmenkertaisen maa-
ran paivittadisen muodostumisméaarddn nahden. Bilirubiinipitoisuutta plasmassa
kaytetaan yleensa maksan toiminnasta kertovana laboratoriomaarityksena.
(Marshall 1995, 74.)

Punasolun elinika terveella ihmisella on keskim&arin 120 vuorokautta. Pu-
nasolun hajotessa hemoglobiini siirtyy elimiston retikuloendoteliaalijarjestel-
maan (RES), jossa hemoglobiinin rauta ja proteiiniosien aminohapot saadaan
talteen ja uudelleen kaytt6on. Hemi-osa katabolisoidaan bilirubiiniksi. (Penttila
2004, 233.)

Retikuloendoteliaalijarjestelma toimii paaasiassa elimiston maksassa, pernassa
ja luuytimessa. Naiden elinten sinusoidirakenteissa toimii 40-50% solukannasta
koostuva makrofagi-ryhma. Pernan makrofagit ja maksan Kupffer-solut seka
maksasolut maaraavat nopeuden, jolla hemida muunnetaan bilirubiiniksi. (Jandl
1987, 89 - 90.)

Hemi&a hajotetaan ihmiselimistossa mikrosomaalientsyymisella menetelmalla,
johon tarvitaan NADPH:ta ja O,:ta. Ensimmainen tapahtuva reaktio on hapetus-
reaktio, jossa hemioksidaasi-entsyymi hapettaa hemin. Nain saadaan avattua
hemin rakenne ketjumaiseksi ja irrotettua rautaa. Reaktiossa muodostuu myos
CO:ta. Tahan reaktioon vaaditaan Oj:ta. llman sité reaktiota ei tapahdu. Uuden
yhdisteen nimi on nyt biliverdiini. Biliverdiini pelkistyy bilirubiiniksi, jos reaktioon
on saatavilla NADPH:ta. Biliverdiinin pelkistda biliverdiinireduktaasi, ja lopputu-
loksena on bilirubiini (kuva 1).Bilirubiinia muodostuu myds myoglobiinista ja sy-
tokromista. (Ashwood & Burtis 1999, 1134.)
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Kuva 1. Hemin hajoaminen bilirubiiniksi mukaillen Benhamou, Blei, Reichen,
Rizzetto & Rodés 2007.

Taman vaiheen bilirubiinia kutsutaan vapaaksi bilirubiiniksi. Vapaa bilirubiini on
rasvaliukoinen ja liukenee siis huonosti veteen, eika sita siksi pystyta erittimaan
esimerkiksi virtsaan. Rasvaliukoisuutensa ansiosta vapaa bilirubiini pystyy la-
paisemaan elimiston solukalvoja. (Mayne, Pannall & Zilva 1990, 289.)

Sisalla solussa bilirubiini pystyy mahdollisesti olemaan elimistdlle toksinen ja
aiheuttamaan vahinkoa jopa aivoille. Jotta valtettaisiin vapaan bilirubiinin paasy
soluihin ja aivoihin, se sidotaan plasman albumiiniin proteiinisidoksella kuljetus-
ta varten. Sidottu bilirubiini ei ole vaarallista, koska proteiini-sidos estaa solukal-
vojen lapaisya. Vapaan bilirubiinin maara plasmassa voi kuitenkin nousta, jos

sen méara ylittaa plasman albumiinin konsentraation. (Mayne ym. 1990, 289.)



2.1 Bilirubiinin metabolia

Albumiinin tehtdvana on siis kuljettaa bilirubiinia metaboloitavaksi maksaan.
Maksassa albumiinin ja bilirubiinin véalinen sidos puretaan ja bilirubiini ohjataan
maksasoluun. Bilirubiini sitoutuu solukalvon ligandiin paastakseen sisaan mak-
sasoluun. (Mayne ym. 1990, 289 - 290.)

Sisalla solussa bilirubiini kuljetetaan sileaan solulimakalvostoon, jossa siihen
litetddn glukuronihappo. Kun bilirubiinimonoglukuroni poistuu maksasolusta,
litetddn tdhan usein toinenkin glukuronihappo. Nama tapahtumat voivat tapah-
tua vain, jos paikalla on vapaasti virtaavaa sappea. Glukuronihappojen liittami-
nen bilirubiiniin vaatii energiaa. Juuri nama reaktiot jddvat puuttumaan normaa-
lista kierrosta bilirubiinin kertyessa elimistoon maksavaurion seurauksena.
(Mayne ym. 1990, 289 - 290.)

Muodostuneesta bilirubiinin ja glukuronihapon, tai — happojen, yhdisteesta kay-
tetddn nime& konjugoitunut bilirubiini. Konjugoitunut bilirubiini, joka on vesi-
liukoinen, pystytaan turvallisesti erittdmaan sappeen ja sapen mukana ohut-
suoleen. Sapen bilirubiinista 90 prosenttia on bilirubiinidiglukuroni-muodossa.
(Ashwood & Burtis 1999, 1135.)

Konjugoitunut bilirubiini erittyy sapen mukana suolistoon. Suolistossa bakteerit
hajottavat bilirubiinia urobilinogeeniksi ja muiksi hajoamistuotteiksi, kuten ster-
kobiliiniksi (ulosteen ruskea pigmentti). Urobilinogeenia imeytyy suolistosta
myds takaisin elimistdon, mutta tama erittyy elimistdsta taas takaisin sappeen.
Ulosteeseen erittyy bilirubiinia paivassa noin 170-300 pmol. Pienid maaria uro-
bilinogeenia voi erittya myods virtsaan. Normaali raja on alle 7 umol/péaivassa.
Virtsaan erittyessaan urobilinogeeni voi hapettua urobiliiniksi, joka on vérillinen
yhdiste. (Mayne ym. 1990, 290 - 291.)



2.2 Elimiston poikkeavat bilirubiiniarvot

Normaalitilanteessa veren plasmassa on bilirubiinia alle 20 umol/l. Veren korke-
aa bilirubiinipitoisuutta kutsutaan hyperbilirubinemiaksi. (Niemel&a & Pulkki 2010,
168.) Kun bilirubiini keraéantyy elimistoon, se aiheuttaa keltaisuutta eli ikterusta.
Ikterus on silminndhtavaa vasta, kun pitoisuus veressa ylittaa 35 pumol/l. Pitoi-
suus voi ylittyd bilirubiinituotannon kasvaessa korkeammaksi, kuin mita maksa
pystyy erittamaan pois elimistosta. (Mayne ym. 1990, 287 - 289.) Ikterus alkaa
nakya myos iholla, kun bilirubiinia on plasmassa yli 50 pmol/l (Niemel& & Pulkki
2010, 168). Ihmisen alkavan keltaisuuden havaitsee parhaiten silman valkuai-
sista (Penttila 2004, 234).

Bilirubiinin elimisté6n kertymisen syyné voivat olla erilaiset erittymisen esteet.
Esteitd voivat aiheuttaa esimerkiksi tukos sappiteissa, sappikivet, jolloin sapen
eritys suoleen estyy. Maksassa voi ilmeta bilirubiinin kuljetushairié tai maksan-
solujen vaurioita. Vaikka bilirubiinin eritys toimisikin normaalisti, voi elimist6
tuottaa sita lilkaa. Liikatuotanto johtuu yleensa punasolujen nopeutuneesta ha-
joamisesta eli hemolyysista. MyOs useat ladkeaineet voivat aiheuttaa vapaan

bilirubiinin pitoisuuden nousun veressa (Penttila 2004, 234 - 235.)

Hemolyyttinen keltaisuus ei johdu maksasairaudesta. Hemolyysistéa johtuvassa
keltaisuudessa bilirubiinipitoisuus ei nouse kovin korkeaksi, koska terve maksa
pystyy erittamaan suuriakin maaria bilirubiinia paivassa. Yleensa vapaan biliru-

biinin pitoisuus pysyy alle 70 umol/l:ssa. (Mayne ym. 1990, 298 - 299.)

Aikuisilla maksavauriosta tai hemolyysista johtuvaan keltaisuuteen liittyvat
yleensa seka vapaan ettd konjugoituneen bilirubiinin nousset pitoisuudet plas-
massa. Konjugoituneen bilirubiinin pitoisuus ei nouse niin paljon kuin vapaan
bilirubiinin. Konjugoitunut muunnos on vesiliukoinen, joten se pystytaan eritta-
maan vaihtoehtoisesti virtsaan. Korkeiden bilirubiinitulosten kohdalla tulee siis

tutkia myds virtsan bilirubiinipitoisuus. (Mayne ym. 1990, 290.)
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Virtsan urobilinogeenipitoisuus on yleensa kohonnut merkittdvissa hemolyysiti-
loissa. Hemolyysissa bilirubiinia eritetdan toimivaan suolistoreittiin suuria maa-
ria. Suolistossa tapahtuu kuitenkin paljon takaisin imeytymistd. Maksan kapasi-
teetti ei enéda riita erittamaan kaikkea bilirubiinia sappeen, vaan eritys tapahtuu
virtsan kautta. (Mayne ym. 1990, 290.)

Tumman varinen virtsa voi olla myds ensimmainen merkki mahdollisesta mak-
sa- tai sappiteiden sairaudesta. Virtsasta |0ytyy talléin konjugoitunutta bilirubii-
nia, joka ei ole paassyt erittymaan normaalia reittiadn. Konjugoitunut bilirubiini

paasee talloin erittymaan pelkastaan virtsan kautta. (Mayne ym. 1990, 290.)

Kun vapaa bilirubiinipitoisuus ylittda plasman albumiinin kyvyn sitoa sita kaikkea
itseensa paasee tdma elimiston soluihin ja jopa aivoihin. Tilaa, jossa bilirubiini
on paassyt aivoihin, kutsutaan kernikterukseksi. Tila on vakava ja voi johtaa
pysyviin aivovaurioihin ja jopa kuolemaan. Naissa tapauksissa bilirubiinia hajo-
tetaan ultraviolettivalolla ihon lapi. (Mayne ym. 1990, 299, 352 - 353.)

Keskosilla muodostuu elaméan alkuvaiheessa enemman vapaata bilirubiinia,
koska heilla punasolujen elinkaari on lyhyempi ja hemoglobiinipitoisuus romah-
taa ensimmaisen elinviikon aikana. My6s synnytyksesta johtuvat mustelmat
nostavat bilirubiinin pitoisuutta. Vahainenkin bilirubiinin tuotannon nousu aiheut-
taa vastasyntyneille keltaisuutta, koska maksan entsyymit eivat ole viela taysin
kehittyneet. Vastasyntyneelld vapaan bilirubiinin pitoisuus voi nousta 400 - 500
pmol/l:iin. (Mayne ym. 1990, 299, 352-353.)

2.3 Bilirubiiniarvoihin vaikuttavat perinndlliset sairaudet

On olemassa perinndllisia sairauksia, joissa hyperbilirubinemia on ainoa |6ytyva
poikkeavuus. Vapaan bilirubiinin hyperbilirubinemiaa esiintyy Gilbertin taudissa
ja Crigler-Najjar-oireyhtymassé. Konjugoituneen bilirubiinin hyperbilirubinemiaa
havaitaan Dubin-Johnson- sek& Rotor-oireyhtymasséa. (Mayne ym. 1990, 299-
300.)
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Gilbertin taudissa plasman bilirubiinipitoisuus on 20-40 pmol/l ja harvemmin pi-
toisuus saattaa nousta jopa 80 pmol/liin. Pitoisuus siis heittelee ja nousee
yleensa paastotessa tai sairauksissa. Tauti voidaan I6ytdd minka ikaisena ta-
hansa, mutta yleensa se ilmenee toisen vuosikymmenen jalkeen. Taudin lau-
kaisee yleisimmin lieva sairastuminen, esimerkiksi flunssa, jonka jalkeen biliru-
biinipitoisuus ei enaa laske normaalille tasolle. Keltaisuudesta ja korkeasta bili-
rubiinipitoisuudesta johtuen tauti voidaan helposti diagnosoida hepatiitiksi. Tauti
on harmiton, mutta aina on varmistuttava, ettei kyseessa ole hepatiitti tai hemo-
lyysi. (Mayne ym. 1990, 299.)

Crigler-Najjar-oireyhtyma havaintaan yleensa jo lapsen syntyessa. Kyseessa on
vakavampi sairaus kuin Gilbertin tauti. Oireyhtyméasséa on maksan glukuronitran-
feraasien vajaustila. Vapaan bilirubiinin m&éra plasmassa kasvaa, kun albumii-
nia ei enaa riita sitomaan sita. Oireyhtymasta tiedetd&n olevan kahta eri tyyppi&;
resessiivinen ja dominoiva. Sairauteen on olemassa laakkeitd, jotka alentavat

veren vapaan bilirubiinin pitoisuutta. (Mayne ym. 1990, 300.)

Dubin-Johnson-oireyhtymassa konjugoituneen bilirubiinin eritys on puutteelli-
nen, mutta sapen eritys on normaali. Plasman konjugoitunut bilirubiinipitoisuus
on hiukan kohonnut, ja silla on taipumusta heilahdella. Ylimaaraisen bilirubiinin
ollessa konjugoituneessa muodossa on mahdollista, etta se erittyy virtsaan.
Maksa on muuttunut tumman ruskeaksi. Oireyhtyma on harmiton, ja diagnoosi
voidaan varmistaa maksabiopsialla. Rotor-oireyhtyma on Dubin-Johnson-
oireyhtyman kanssa samantyyppinen sairaus, mutta Rotorissa ei tapahdu mak-

san pigmentin muutosta. (Mayne ym. 1990, 300.)

3 Bilirubiininaytteen laboratoriotutkimusprosessi

Laboratoriotutkimusprosessi koostuu kolmesta vaiheesta: preanalyyttisesta,
analyyttisesta ja postanalyyttisesta vaiheesta. Prosessin kaynnistaa tarve labo-
ratoriotutkimukseen asiakkaan terveydentilan arvioimiseksi. (Matikainen ym.
2010, 10.)
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3.1 Preanalyyttinen vaihe

Preanalyyttinen vaihe luo perustan laboratoriotutkimuksen luotettavuudella. Te-
kijoita, jotka vaikuttavat ndytteeseen ennen sen analysointia, kutsutaan preana-
lyyttisiksi tekijoiksi. Osaan tekijoista pystytddn vaikuttamaan, kuten asentoon,
ravitsemustilaan ja vuorokaudenaikaan. Toisiin tekijoihin ei voida vaikuttaa, ku-

ten asiakkaan ikaan tai sukupuoleen. (Matikainen ym. 2010, 12.)

Vuorokauden ajalla on merkitystd elimiston bilirubiinipitoisuuteen. Elimistossa
bilirubiinin maara on korkeimmillaan aamulla. Naytteen bilirubiinimaara voi
vaihdella oikeasta arvosta jopa 20 prosenttia, jos nayte on otettu muuna vuoro-
kaudenaikana. (Lehto, Rautajoki & Tuokko 2008, 27.)

Ravinnon nauttiminen ennen naytteenottoa vaikeuttaa bilirubiinin maarittamista.
Valon imeytymiseen perustuvassa tutkimuksessa ravinnosta vereen imeytyva
rasva, lipemisyys, hairitsee bilirubiinin maaritysta plasmasta. Kirkas nayte imee
valoa eri tavalla kuin lipeminen. (Matikainen ym. 2010, 19 - 20.) Lipeemisyys
aiheuttaa mittaustuloksen laskemista (Islab 2010). Lipemiassa tapahtuu vesiti-
lan syrjaytymista, joka johtuu naytteen epahomogeenisyydesta. Lipemia aiheut-
taa naytteessa siis sameutta, joka hairitsee yhdisteiden pitoisuuden maarittami-
seen kaytettavia kolorimetri-, fluorometri- tai kemiluminesenssi-menetelmia.
Naytteen bilirubiini aiheuttaa naytteessa keltaisuutta, ikteruksen. (Leino 2008,
68.)

Naytteenotosta johtuvaa hemolyysia tulisi valttaa, koska hemolyyttisen naytteen
vapautunut hemoglobiini antaa diatso-menetelmalla vaaria matalia pitoisuuksia
bilirubiinista (Tietz 1987, 737). Auringonvalo hajottaa bilirubiinia, joten néayte
tulee suojata valolta naytteenoton jalkeen (Matikainen ym. 2010, 42). Hemolyy-
sin aiheuttaa naytteenotossa hajonneiden punasolujen hemoglobiini. Hajoami-
sessa my0s muita verisolujen yhdisteitd vapautuu plasmaan tai seerumiin. He-
molyysi vaikuttaa mitattavien yhdisteiden pitoisuuksiin nostattavasti, jos pitoi-

suus on korkeampi punasoluissa kuin plasmassa. Naita ovat esimerkiksi ent-
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syymit, magnesium, rauta, folaatti ja ferritiini. Hemolyysilla voi olla myds pitoi-
suutta laskeva vaikutus. Solujen hajotessa vapautuu hajottavia entsyymeja ja
muita yhdisteita, jotka paasevat pilkkomaan plasman yhdisteita, kuten insuliinia.
(Leino 2008, 68.)

Nayte vaatii useimmiten jonkinlaisen esikasittelyn, ennen kuin se pystytaan
analysoimaan. Plasma- ja seerumi-verinaytteet erotellaan verisoluista sentrifu-
gilla, koska ilman erottelua tapahtuu aineiden vaihtoa plasman ja solujen valilla.
(Matikainen ym. 2010, 42 - 43.) Bilirubiini analysoidaan plasmasta. Laskimove-
rindyte otetaan antikoagulanttia sisaltdvaan hepariiniputkeen ja sekoitetaan
huolellisesti heti, kun nayte on saatu putkeen. Naytteen annetaan jaahtya huo-
neenlampoiseksi. Plasma saadaan erotettua verensoluista sentrifugoimalla nay-

te putkenvalmistajan suosittelemalla kierrosnopeudella. (Lehto ym. 2008, 11.)

Naytteen sailytys varmistetaan laboratorion ohjekirjasta, jos se aiheuttaa epé-
réintia. Sailytys voi vaikuttaa naytteen tuloksiin. Sailytys ei saa muuttaa tutkitta-
van analyytin koostumusta tai pitoisuutta naytteessa. Vaara sailytys voi pilata
koko naytteen. Sailymisen kannalta tarke& on sailytyslampotila. Toiset naytteet
sailyvat huoneenlammdssa yonkin yli, toiset vaativat sailytysta jaékaapissa.
(Lehto ym. 2008, 11.) Naytteessa voi tapahtua kemiallisia reaktioita, aineet voi-
vat muuttaa muotoaan, niita voi tulla liséa tai ne voivat hajota naytteenoton jal-
keen. Nayte tulee aina sailyttdd astiassa, joka on suljettu, ettei naytteeseen kul-
keudu ulkopuolisia aineita kuten bakteereita. Naytelle ei saa tapahtua haihtu-

mista ja muuta koostumuksen muutosta. (Matikainen ym. 2010, 42.)

Bilirubiinille tapahtuu foto-hapettumista eli hajoamista valkoisessa ja UV-
valossa. Nayte tulee suojata suoralta altistumiselta keinotekoiselle tai auringon-
valolle heti naytteenoton jalkeen. Naytettd on hyva sailyttdd pimedassa ja alhai-
sessa lampdotilassa. Nayte sailyy jddkaappilampoétilassa kolme paivaa ja pakas-
tettuna -70 °C:ssa kolme kuukautta. (Ashwood & Burtis 1999, 1136.)
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3.2 Analyyttinen vaihe

Analyyttisessa vaiheessa naytteestd maadritetddn halutun analyytin pitoisuus,
esiintyvyys tai osuus. Analysointiin kaytetaan jokaiselle kliiniselle tutkimukselle
omaa menetelmad, joka on testattu ja hyvaksytty. Laitteiston antamien tulosten
oikeellisuus pitaa pystya jaljittdméaan ja varmentamaan. Koneellistuneet analyyt-
tisen vaiheen toimet on helppo varmentaa ja jaljittdd. Tasta syysta analyyttises-
sa vaiheessa sattuu laboratoriotutkimusprosessissa vahiten virheita. (Lehto ym.
2008, 11.)

Ennen naytteen analysointia sille tehdadan visuaalinen arviointi. Tarkoitus on
havaita naytteessa olevat analyysia hairitsevat tekijat. Hairitsevilla tekij6illa on
vaikutusta maarityksen tuloksen luotettavuuteen. Tavallisimmat hairiotekijat
ovat hemolyysi, ikterus ja lipemia. Automaattianalysaattorit pystyvat nykyisin
havaitsemaan naytteista nama hairiotekijat. Tulosten oikeellisuutta tulee kuiten-
kin aina arvioida analysaattorin antamien huomautusten lisaksi. Kyseenalaisis-
sa tuloksissa on hyvd maarittdd naytteen pitoisuus uudelleen. Naytteesta on
saatava poistettua hairibtekijat esimerkiksi voidaan kayttaa jotakin kasittelytek-
niikaa. Vaihtoehtoinen mittausmenetelma voi myos auttaa. Jos nayte on ana-
lyysikelvoton kaikissa naisséa tapauksissa, asiakkaalta pyydetaan yleensa uutta
naytetta. (Leino 2008, 68.)

Bilirubiinimaarityksessa kaytetdan yleisimmin diatsoreaktiota. Diatsoreagenssin
diatsonium-ioni reagoi plasman bilirubiinin kanssa muodostaen atsobilirubiinia.
Naytteen vari muuttuu punertavan violetiksi neutraalissa pH:ssa ja happamassa
tai emaksisessa naytteessa siniseksi. (Ashwood & Burtis 1999, 1136.) Naytteen
kokonaisbilirubiinin m&éra on suoraan verrannollinen naytteen atso-varin inten-
siivisyyteen, joka mitataan aallonpituudella 564 nm. Viitearvot kokonaisbilirubii-
niin plasmasta maaritettyna on kaikilla ikéryhmilla 5-25 pmol/l. Kokonaisbilirubii-
nin pystyy maarittdmaan myos seerumista tai EDTA-kokoveresta. (Islab 2010.)
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3.3 Postanalyyttinen vaihe

Postanalyyttisessa vaiheessa mietitdan analyysin onnistumista ja tulosten luo-
tettavuutta. Tarkastellaan siis analyyttisen vaiheen virheraportit seka 10ytyyko
itse naytteesta joitakin hairiotekijoitd, kuten hemolyysia. Tulosten luotettavuutta
voidaan arvioida myds kontrollindytteiden avulla, joita analysoidaan laitteella
tietyn valiajoin. (Lehto ym. 2008, 11.) Bilirubiinin pitoisuus kontrolloidaan kerran

paivassa.

Postanalyyttisessa vaiheessa virheita tapahtuu enemman kuin analyyttisessa
vaiheessa. Analyyttinen vaihe on nykyisin koneellistunut ja virheitd tapahtuu
silloin vahemman. Preanalyyttisessa vaiheessa virheita tapahtuu eniten, koska
tama koostuu monesta osasta ja useampi ihminen on vuorovaikutuksessa tilan-
teessa. Postanalyyttisessé vaiheessa virhetekijoitéa kuten hemolyysi tai lipeemi-
Syys ja sen aste, saatetaan unohtaa mainita eteenpain hoidosta paattavalle
henkilolle. Tulosten luotettavuus tulee my6s varmistaa ennen tulosten eteen-
pain lahettamista. (Lehto ym. 2008, 11.)

3.4 Laadunvarmistus

Usein diagnosointiin ja paatosten tekoon tarvitaan laboratoriotutkimuksia ja nii-
den tuloksia. Laboratorion antamiin tuloksiin on pystyttdva luottamaan, joten
laboratoriolla on vastuu tutkimusten laadusta. Laboratorion on pystyttava tuot-
tamaan tietyn tarkkuusasteen mukaisia tuloksia. My6s tutkimusten suorituksen
jalkeen on pystyttava todistamaan annettujen tulosten laadukkuus. Laboratorio-
tutkimuksia tuottavan laboratorion toiminnan perustana on kayttaa validoituja
analyysimenetelmia. Validoinnilla halutaan osoittaa, ettd analyysimenetelmalla
pystytaan tuottamaan oikeellisia tuloksia. Taméa osoitetaan tekemalla suunnitel-

tujen mittausten sarja. (Jaarinen & Niiranen 2005, 8 - 14.)

Yhdistettaessa validoinnista saadut tulokset sekd tausta-aineisto, joka on jo
olemassa, pystytdan toteamaan menetelman luotettavuus. Validoinnissa arvioi-

daan myds menetelmén soveltuvuus aiottuun kayttotarkoitukseen. Menetelmé-
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ohje tehdaan validoinnista saadun tiedon perusteella niin, ettd validoinnin yh-
teydessa maaratyt kriteerit tulosten luotettavuudesta toteutuvat. (Jaarinen &
Niiranen 2005, 11-14.)

Kemiallisessa analyysitekniikassa maaritetddn naytteiden mitattavien ominai-
suuksien ja analyytin pitoisuuden valinen suhde vakioinnilla. Jotta pystyttaisiin
luotettavasti maarittdmaan naytteiden eri pitoisuuksia, mittausjarjestelmassa on
oltava mittaukseen riittdva vaste. Mittaussignaalissa on siis tapahduttava luotet-
tava muutos naytteen pitoisuuden muuttuessa. Vakiointiliuoksiin perustuvat
analyysitulokset ovat oikeellisia vain, jos vakiointiliuoksen pitoisuus on tarkka.
On tarkeaa tuntea vakiointiliuoksen oikea sailytys, koska liuosten tarkkuus saat-
taa heiketa sailytyksessa tapahtuvissa muutoksissa. Liuos valmistetaan huolel-
lisesti ohjeiden mukaisesti tarkan pitoisuuden sailyttdmiseksi. (Jaarinen & Niira-
nen 2005,18 - 23.)

Noin 10 — 20 prosenttia rutiinianalytiikan tytajasta kaytetdan kontrollinaytteisiin,
joilla seurataan siséistd laadunvalvontaa. Kontrollindyte on nayte, jonka pitoi-
suus tunnetaan. Kontrollinayteen on oltava eri alkuperaa kuin vakiointiliuos.
Kontrollindyte analysoidaan tietyin véliajoin. Mittaustulos tulee tarkistaa ja verra-
ta aiempiin tuloksiin valitttmasti analyysin jalkeen. Kontrollien on oltava tietyissa
viiterajoissa, etta rutiininaytteiden analysointia voidaan jatkaa. Jos kontrollitulos
ei mene asetettuihin raja-arvojen sisélle, suoritetaan uudelleenvakiointi. (Jaari-
nen & Niiranen 2005, 37-38.) Nykyisin laboratorioissa kaytetaan yleensa yhta
tai kahta yleiskontrollia, joille voidaan kontrolloida melkein kaikki kemian analy-
saattorin yleisimmat tutkimukset. Bilirubiini kuuluu my6s naihin yleisiin kemian

tutkimuksiin, mutta sille on saatavissa myds omia kaupallisia kontrolliliuoksia.

Ulkoisessa laadunarvioinnissa laboratorio voi osallistua laboratorioiden valisiin
vertailututkimuksiin. Laboratorioille l&hetetd&n néytemateriaali, joka analysoi-
daan ja analyysista saadut tulokset raportoidaan ja lahetetd&n materiaalin l&het-
tajalle. Tuloksista tehdaan yhteenveto, johtopééatés seka ehdotuksia toimenpi-
teisiin. (Jaarinen & Niiranen 1997, 38.) Suomessa ulkoisesta laadunarvioinnista

vastaa Labquality Oy, joka toimii puolueettomana organisaationa. Kokonaisbili-
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rubiini kuuluu Labqualityn yleiskemian analyytteihin, jota voidaan testata Kliini-
nen kemia 1- ja 2-ndytemateriaali paketeilla. (Labquality Oy 2012a.)

Kliininen kemia 1-naytemateriaali toimitetaan kerran vuodessa, aina joulukuus-
sa, kierrokselle osallistuvaan laboratorioon. N&aytemateriaali on DayTrol-
humaaniseerumia. Tarkoituksena on kemian analysaattorin tulostason pitk&ai-
kaisseuranta. Naytemateriaalista saadut tulokset raportoidaan Labqualitylle
kuukausittain. (Labquality Oy 2012b.)

Labqualityn Kliininen kemia 2-paketilla voidaan osallistua lyhyelle ulkoiselle laa-
dunarviointikierrokselle. Kierroksia jarjestetdén kerran kuukaudessa. Naytema-
teriaali on tunnetun pitoisuuden omaavaa seerumia. Naytemateriaalia toimite-
taan neljasti vuodessa: tammi-, maalis-, touko ja syyskuussa. Naytemateriaalin
saa ilmoittautumalla laadunvarmistuskierrokselle. (Labquality Oy 2012c.)

4  Tutkimuksen tarkoitus ja tutkimusongelmat

Tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia, vaikuttaako naytteen valolle altistuminen
plasman kokonaisbilirubiinin pitoisuuteen. Bilirubiinia koskevien naytteiden oh-
jeistuksissa neuvotaan suojaamaan nayte valolta valittdmasti naytteenoton jal-
keen. Mikkelissa oli kuitenkin siirrytty pois naytteiden suojaamisesta, siksi halut-
tiin tutkia eripituisten aikojen avulla, oliko valolla vaikutusta plasman kokonaisbi-

lirubiinipitoisuuteen.

1. Tapahtuiko plasman kokonaisbilirubiinipitoisuudessa muutosta naytteen altis-

tuessa valolle kaksi (2) tuntia?

2. Tapahtuiko plasman kokonaisbilirubiinipitoisuudessa muutosta naytteen altis-

tuessa valolle nelja (4) tuntia?

3. Tapahtuiko plasman kokonaisbilirubiinipitoisuudessa muutosta naytteen altis-

tuessa valolle 24 tuntia?
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5 Toimintaymparisto ja tutkimuksen toteutus

Islab on vuodesta 2008 toiminut Itd-Suomen laboratoriokeskuksen kuntayhty-
ma. Omistajia ja jasenia ovat Pohjois-Karjalan sairaanhoito- ja sosiaalipalvelu-
jen kuntayhtyma, Pohjois-Savon sairaanhoitopiiri, Etel&-Savon sairaanhoitopiiri
ja Itd-Savon sairaanhoitopiiri. Toimipaikkoja Islab:lla on 70 ympari 1t&-Suomea
ja tyontekijoita noin 600. Islab:n alue on jaettu hallinnollisesti neljgén paapis-
tealuelaboratorioon: Mikkeliin, Savonlinnaan, Joensuuhun ja Kuopioon. Yhty-
man tuotantotoimintaa on myos jaoteltu osaamisalueisiin. Osaamisalueiden
asiantuntijoina toimivat ladkarit ja kemisti. Heidan tehtavanaan on sopia Islab:n
tasolla oman alueensa toiminnasta, kaytettavista ohjeistuksista seka suunnitel-

tavista hankinnoista. (Islab 2012.)

Tutkimus toteutettiin Mikkelin aluelaboratorion kliinisen kemian laboratoriossa.
Naytemateriaali saatiin aluelaboratorion asiakkailta. Tutkimukseen kéaytettiin
Islab:n tarvikkeita, analysaattoreita, reagensseja ja tyotiloja. Ennen tyon aloit-
tamista toimeksiantaja hyvéaksytti opinnaytetydn suunnitelman ja tutkimuslupa-
hakemuksen (lite 2) Etela-Savon sairaanhoitopiirin kuntayhtyman johtajaylilaa-

karilta.

Alun perin varauduttiin suunnitelman lahettamiseen Islab:n eettiselle toimikun-
nalle, mutta toimeksiantaja ilmoitti johtajayliladkarin luvan riittavan tahan tutki-
mukseen. Kriteereina oli, ettei asiakkailta keratty taustatietoa, sosiaaliturvatun-
nuksia tai valmistettu tutkimusrekisteria. Tutkimus ei myoskaan ollut henkilotie-

toihin kajoava. (Ylikangas 2012.)

Suunnitelmavaiheessa selvitettiin lainsdadannon kriteerit tutkimukselle. Koko
tutkimuksen ajan kunnioitettiin ihmisarvon loukkaamattomuutta. Tutkimukseen
osallistuneelle, tutkimusmateriaalia luovuttavalle vapaaehtoiselle henkil6lle, ei

koitunut tutkimuksesta liiallista haittaa tai riskia hanen terveydelleen. Vapaaeh-
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toiselta henkiloltéa kysyttiin aina lupa naytteiden ottamisesta tutkimusta varten.
(Laki ladketieteellisestéa tutkimuksesta 9.4.488/1999.)

Henkildlle kerrottiin hanen oikeuksistaan, tutkimuksen luonteesta ja sen tarkoi-
tuksesta. Osallistujalla oli mahdollisuus perua osallistumisensa tutkimukseen
ennen naytteiden analysointia. (Laki laaketieteellisestd tutkimuksesta
9.4.488/1999.)

5.1 Tutkimusmenetelma

Tyo6 suoritettiin kvantitatiivisella kokeellisella tutkimusmenetelmalla. Kvantitatii-
vinen tutkimus tarkoittaa maarallista tutkimusta, eli tutkitaan eri asioiden valisia
riippuvuuksia, muutoksia tai lukumaariin ja prosentteihin liittyvida kysymyksia.
Tutkimuksen edellytys oli riittavan suuri ja mahdollisimman edustava otanta.
Tutkimuksen tulokset ilmoitettiin numerollisina suureina ja tuloksia pystyttiin ha-
vainnollistamaan parhaiten kuvioiden tai taulukoiden avulla. 1lmién kuvaus poh-

jautui siis tutkimuksesta saatuihin numeraalisiin tietoihin. (Heikkila 2005, 16.)

Kun haluttiin tietda jonkin olettamuksen paikkaansa pitavyytta tietyssa koetilan-
teessa, kokeellinen tutkimus oli paras vaihtoehto kvantitatiivisen tutkimuksen
osa-alueista. Kokeellisessa tutkimuksessa tutkitaan vain tiettya muuttujaa seka
pyritaan vakioimaan kaikki muut tutkimukseen vaikuttavat tekijat. (Heikkila
2005, 21.)Kokeellisessa tutkimuksessa mitattiin tietyn muuttujan vaikutusta toi-
seen muuttujaan. Populaatiosta valitusta naytteesté saadusta tutkimusmateriaa-
lista muunneltiin kokeellisesti haluttua olosuhdetta. Koetilanteessa muut olosuh-
teet pyrittiin vakioimaan. Nain yhden muuttujan antama tulos pysyi luotettavana.

Muutos mitattiin numeerisesti. (Hirvijarvi, Remes & Sajavaara 2008, 130.)

Tutkimukseen asetettiin kokeellinen tilanne, jossa bilirubiinin muutosta haluttiin
selvittdd. Muuttujina olivat kokonaisbilirubiinin pitoisuus ja valolle altistumisaika.
Muut muuttujat pyrittiin poistamaan tydsta Kvantitatiivisen tutkimuksen mukai-
sesti mittaustulokset olivat numeraalisia. Tutkimuksessa seurattiin muutosta ja

riippuvuutta.
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5.2 Tutkimusmateriaalin hankinta

Naytemateriaali tutkimukseen saatiin Mikkelin aluelaboratorion asiakkailta, jotka
osallistuivat tutkimukseen vapaaehtoisesti. Naytteita otettiin 30 vapaaehtoiselta.
Vapaaehtoisten maara sovittiin yhdessa ohjaavien opettajien ja toimeksiantajan
kanssa. Tasta naytemdaarasta pystyttin varmemmin toteamaan muutoksen tai
muuttumattomuuden todellisuus. Suurempi naytemaara kasvatti siis luotetta-

vuutta.

Naytteenotosta vastasi Mikkelin aluelaboratorion henkilokunta. Heille lahetettiin
ohjeistus naytteenotosta ja naytteiden merkitsemisesta (liite 3). Myos asiakkaan
oikeuksista kerrottiin ohjeistuksessa. Kaikilta tutkimusmateriaalia luovuttaneilta
henkil6ilta kysyttiin suostumus tutkimukseen osallistumiseen. Vapaaehtoinen
sai myds kirjallisesti laboratorion puhelinnumeron ja osallistumisnumeron. Nai-
den avulla henkild olisi pystynyt peruuttamaan osallistumisensa tutkimukseen
ennen tutkimuksen loppumista. Yhtéaan peruutusta ei tullut. Naytteisiin ei merkit-
ty vapaaehtoisten nimid tai mink&anlaisia henkilotietoja. Asiakkaiden naytteet
numeroitiin naytteenottojarjestyksen mukaan numeroin 1-30. Putkien merkinto-
jen perusteella ei pystytty jaljittamaan naytteen antanutta henkil6a. Vain asiakas

tiesi oman numeronsa.

Jokaiselta vapaaehtoiselta henkilolta otettin nelja (4) nayteputkea litium-
hepariiniverta. Putkiin kirjattiin asiakkaan numero (1-30) seka ryhma kirjain A, B,
C ja D. Numero kirjattiin kaikkiin henkilon neljaan putkeen ja jokaiseen naista
putkista kirjattiin myds yksi ryhmakirjain. Esimerkiksi henkilon numero 1 putkiin
kirjattiin 1A, 1B, 1C ja 1D. Tutkimuksessa kaytettiin omaa nayteputkea jokaisel-
le altistusajalle, koska toimeksiantaja halusi, etta naytteitd kasiteltin mahdolli-
simman kaytannonléheisesti. Naytteet kasiteltiin kuten mika tahansa bilirubiini-
nayte aluelaboratoriossa kasiteltaisiin. Ainoana muuttujana naytteille toimi valol-

le altistumisaika.
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Ryhmakirjaimen mukaan néytteité altistettiin valolle eripituisia aikoja (kuva 2). A
oli nolla-nayte, joka pysyi valolta suojattuna koko tutkimuksen ajan. B-naytteita
altistettiin valolle kaksi (2) tuntia, C-naytteitd nelja (4) tuntia ja D-naytteita 24
tuntia. Naytteet sdilytettiin kirjainten maaraamissa ryhmissaan sailytyksen ja

altistuksen ajan. Nain oli helppo kasitella aina tiettyd nayteryhmaa kerrallaan.

Vapaaehtoisesta otetut naytteet

Numerointi

altistusaika Oh 2h 4h 24h

Kuva 2. Potilaan numero 1 putket ja niiden valolle altistusajat.

Naytteiden altistusajat sovittiin toimeksiantajan kanssa. Toimeksiantajan ohjeis-
tusten mukaan kemiannaytteet saivat odottaa enintdén kaksi tuntia ennen ana-
lysointia. Kahden tunnin altistusaika kiinnosti toimeksiantajaa tasta syysta eni-
ten. Neljan ja 24 tunnin altistusaikaa oli jo kaytetty Islabille tehdyssa tutkimuk-
sessa, jossa valolle altistettin Bjp.vitamiinia, 25-Oh-D-vitamiinia ja folaattia
(Heikkinen & Salo 2011). Tahan tutkimukseen haluttiin kayttaa samoja altistus-

aikoja.

Kokonaisbilirubiini maaritettiin plasmasta. Kaikki ndytteet suojattiin valolta valit-
tomasti naytteenoton jalkeen oransseilla suojaputkilla. Siten tutkimuksessa
kontrolloitiin valolle altistumisaikaa. Naytteet sentrifugoitiin suojaputkissaan
naytteenoton jalkeen. Sentrifugoituneista naytteista eroteltiin plasma erillisiin
putkiin pakastusta varten. Erotteluun kaytetyt putket pidettiin suojaputkissa koko
prosessiin ajan. Naytemateriaalin pakastus mahdollisti materiaalin kerddmiseen

enemman aikaa.
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5.3 Naytteiden altistaminen valolle

Ennen valolle altistamista naytteet sulatettiin suojaputkissa huoneenlammassa.
Kaikki naytteet sailytettiin samassa paikassa kemian laboratorion varastokaa-
pissa sulamisen ajan tutkimukseen kuulumattomien muuttujien poistamiseksi.
Naytteet sentrifugoitiin uudestaan sulamisen jalkeen suojaputkissaan, jonka

jalkeen voitiin aloittaa valolle altistus.

Valolle altistus tehtiin kaytanndnldheisesti kemian laboratorion sailytyspoydalla,
jossa tavanomaisesti kaikki laboratorioon tulevat naytteet odottavat analysoin-
tia. Altistuksen ajan kaikki naytteet sailytettin samalla poydalla, altistuivat ne
sitten valolle tai eivat. Nain ymparistdolosuhteet, paitsi valo, olivat samat kaikille
naytteille. Muiden muuttujien ei haluttu vaikuttavan tuloksiin. Altistus ja mittauk-
set tehtiin viikkonloppuna, jolloin normaali asiakasnaytemé&ara oli pienempi. Sai-
lytyspoytaa ei siis talloin tarvittu muille naytteille, joten tutkimuksen naytteet sai-

vat olla rauhassa valolle altistuksen ja odottelun ajan.

Naytteita pidettiin koeputkitelineissa limittdin aseteltuina. Jokaisella ryhmalla oli
oma telineensa. Myo6s suojaputket sailytettin samalla poydalla, jolloin altistus-
ajan umpeuduttua oli helppo siirtda naytteet takaisin suojiinsa. Altistumisaikaa
seurattiin sekuntikellolla, laboratorion analogisella kellolla, sekd kannykkaan
asetettiin halytykset. Nain voitiin varmistaa, ettd jokin naistd toimi varmasti ja
naytteet suojattiin oikealla ajalla. Naytteiden edessa oli myos paperi, jossa luki
kaikkien naytteiden suojausajat seka "Naytteisiin ei saa koskea. Testi menos-

sa”. Nain ulkopuoliset eivat koskeneet naytteisiin tutkimuksen aikana.

Tutkimus suoritettiin 12 - 13.5.2012. Ajankohta sovittiin toimeksiantajan kanssa
siten, ettd se sopi kummallekin osapuolelle. Tutkimuksen aikana naytteet altis-
tuivat eniten keinotekoiselle valolle. Myds luonnonvaloa péaési ikkunoista sisaan.
Paiva oli pilvinen, joten auringonvaloa ei ollut paljon. Laboratorion valaistus pi-

dettiin samana tavalliseen tyoskentelyolosuhteisiin ndhden.
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5.4 Naytteiden analysointi

Kaikille naytteille tehtiin ennen analysointia omat viivakoodit, joiden avulla ana-
lysaattori tunnisti naytteen. Naytteen tulos saatiin samalla viivakoodi-nimella
analysaattorin atk-jarjestelmalta. Viivakoodi-nimenéa kaytettin samaa numero-
kirjain-yhdistelmaa kuin nayteputkiin oli merkitty. Jotta tulos ei siirtynyt laborato-
rion tulosten vastausohjelmaan ja eteenpain, viivakoodi aloitettiin kirjaimella W.
Esimerkiksi asiakaan 5 nayte, jota altistettiin valolle 4 tuntia, viivakoodi tehtiin
nimella W5C.

Jokaiselle naytteelle tehtiin pyynnét ennen analysointia. llman pyyntdja analy-
saattori ei olisi tiennyt, mita tutkimusta naytteesta haluttiin mitata. Pyynnot teh-
tiin analysaattorin atk-ohjelmalla, johon kirjattiin viivakoodi ja pyydettiin koko-
naisbilirubiinim&aritys. Pyynnat kirjattiin samaan tapaan kuin viivakoodit.

Ennen naytteiden laittoa analysaattorille tarkistettiin viela reagenssin maara ja
riittdvyys sekd naytteiden ettd kontrollien analysointiin. Kontrollit analysoitiin
juuri ennen naytteitd. Nain oltiin varmoja analysaattorin toimivuudesta. Naytteet
analysoitiin Mikkelin Cobas-c-501-yksikolla. Mikkelissd Cobas-analysaattoreita
oli kaksi, joten ne toimivat toistensa varalaitteina ongelmatilanteissa. Mittaukset
suoritettiin pelkastdan Cobas-2-analysaattorilla, jotta mittausolosuhteet olisivat

kaikille naytteille samat ja luotettavat.

Reagenssina kaytettiin Bilirubin Total DPD Gen.2. Oikein sailytettyna +2-8
°C:ssa reagenssi sailyi pakkauksessa mainittuun viimeiseen kayttopaivaan

saakka. Sisalla analysaattorissa reagenssi sailyi kuusi viikkoa. (Islab 2010.)

Vakiointiin kaytossa oli Calibrator f.a.s. (CFAS). Ennen vakiointiliuosta telinee-
seen tuli laittaa aquaa toimivuuden varmistamiseksi. Vakiointi tehdaén yleensa
tarvittaessa ja reagenssieran vaihtuessa. Cobas-c-501-yksikolla kaytettiin 2-
pisteen vakiointia. Vakiointiliuos oli kylmakuivattu valmiste, joka liuotettiin labo-
ratoriossa. Liuotettu vakiointiliuos sailyi huoneenlammdssa kahdeksan tuntia,
jaakaapissa kaksi paivaa ja pakastimessa kaksi viikkoa. Liuos piti suojata valol-
ta. (Islab 2010.)
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Kontrolleina olivat: PreciControlClinChem Multi 1 ja 2, jotka olivat kemiaan
yleiskontrollit, seka bilirubiinin oma kontrolli Precibil. PCCC 1 ja 2 olivat kylméa-
kuivattuja kontrolleita, jotka liuotettiin laboratoriossa (liite 4). Kontrollipulloon
pipetoitiin aquaa 5,0 ml ja annettiin seisoa 30 minuuttia. Seisotuksen jalkeen
kontrolli sekoitettiin, valttden kuitenkin vaahtoamista ja jaettiin 400 pl:n eriin ep-
pendorfeihin. Kontrollit sdilytettiin pakastimessa, ja ne suojattiin valolta. Liuotuk-
sen tai avaamisen jalkeen kontrolli sailyi -20 °C:ssa yhden kuukauden, +2 — 8

°C:ssa viisi vuorokautta ja +15-25 °C:ssa 12 tuntia.

Precibil oli myds kylmakuivattu kontrolli (lite 5), joka liuotettiin laboratoriossa
pipetoimalla kontrollipulloon 2 ml aquaa. Kontrollia seisotettiin aquan lisdyksen
jalkeen 30 minuuttia. Taman jalkeen sekoitettiin, valttaen kuitenkin vaahtoamis-
ta. Valmis liuos jaettiin eppendorfeinin 250 pl:n erissa ja pakastettiin. Tamakin
kontrolli suojattiin valolta. Avaamisen tai liuottamisen jalkeen kontrolli s&ilyi —20
°C:ssa nelja viikkoa, +2-8 °C:ssa kaksi vuorokautta ja +15-25 °C:ssa kahdeksan
(8) tuntia.

Reagenssin riittdvyyden ja kontrollien onnistuneen analysoinnin jalkeen aloitet-
tiin naytteiden siirto analysaattorille. Naytteet siirrettiin kirjainryhma kerrallaan
putkissaan analysaattorin telineisiin. Analysointi aloitettiin vasta, kun kaikki ryh-
man naytteet olivat telineissa ja analysaattorin aloituslinjastolla. Pienet nayte-
maarat pipetoitiin telineisiin sopiviin mikrokyvetteihin, jotta analysaattori sai riit-

tavasti naytetta maaritysta varten.

Putkiin ja kyvetteihin liimattiin aiemmin valmistetut viivakoodit. Putkista poistet-
tiin korkit k&sin ennen analysointia. Seuraavan kirjainryhméan naytteita siirrettiin
telineisiin vasta, kun edellisen ryhmén naytteet olivat saapuneet analysaattorin
palautuslinjastolle. Mittausten suoritusta seurattiin analysaattorin l&heisyydessa
koko analysoinnin ajan. Ongelmatilanteen sattuessa olisi pystytty huomaamaan

ja korjaamaan mahdolliset laitteiston ongelmat mahdollisimman nopeasti.

Aloitusvaiheessa néaytteitd oli tarkoitus mitata Cobas-1-laitteella, mutta ennen

tutkimusta suoritetut kaikki bilirubiinin kontrollit eivat menneet lapi, joten joudut-
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tiin vaihtamaan analysaattoria. Cobas-2:lla kontrollit menivat hyvin I&pi. Nayttei-
den mittauksessa ei esiintynyt ongelmia. Mittaustulokset saatiin tulostettua pa-

pereille analysaattorin atk-ohjelmasta.

6 Tilastolliset tunnusluvut

Tilastollisessa testaamisessa valitusta perusjoukosta halutaan selvittaa jonkin
ennakkokasityksen paikkaansa pitavyytta. Tilastolliseen testaamiseen on kehi-
tetty erilaisia testausmenetelmia, joilla pystytaan tutkimaan perusjoukosta saa-
duissa tuloksissa tapahtuvien erojen johtuvuutta sattumanvaraisuudesta tai ti-
lastollisesta merkityksellisyydestd. Menetelma valitaan tutkittavan ennakko-

olettamuksen ja aineiston ominaisuuksien perusteella. (Karjalainen 2010, 219.)

6.1 Korrelaatiokerroin

Korrelaatiolla pystytaan tutkimaan kahden muuttujan valista riippuvuutta. Yleisin
naistd on Pearsonin korrelaatiokerroin. Talla saadaan selville kuitenkin vain
muuttujan lineaarisen riippuvuuden suuruutta. Muuttujien taytyy olla valimatka-
tai suhdeasteikkotasoisia. (Heikkila 2005, 203.) Korrelaatiokertoimen tulos on -
1:n ja +1:n valissa oleva reaaliluku. Arvo -1 saavutetaan, kun havaintokuvion
pisteet asettuvat samalle laskevalle suoralle. Arvo +1 kuvaa taas pisteiden si-
jaintia nousevalla suoralla. Arvo O tarkoittaa, ettd muuttujat ovat lineaarisesti

riippumattomia toisistaan. (Holopainen & Pulkkinen 2002, 199 - 200.)

Muuttujien lineaarinen yhteys on sitd voimakkaampi, mita lahempana se on lu-
kua 1. Suoran kulmakertointa ei voida saada korrelaatiokertoimella selville, siksi
siihen ei ole liitetty tiettyd mittayksikk6d. Kaytettavien muuttujien mittayksikolla
ei ole merkitystd korrelaatiokertoimen tekemiseen. (Holopainen & Pulkkinen
2002, 199 - 200.)
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6.2 Parittainen t-testi

T-testissa tarkoituksena on tutkia, eroavatko otosten keskiarvot toisistaan. Toi-
sistaan riippuvien otosten tarkasteluun kaytetddn parittaista t-testia. Edellytyk-
sena testin kaytdlle ovat riittdvan suuret ja satunnaiset otokset sekéa maaralliset
muuttujat eli suhde- tai valimatka-asteikon muuttujat. Testin avulla saadaan sel-

ville aineiston hypoteesit. (Karjalainen 2010, 230.)

Ennakko-olettamusta nimitetdan hypoteesiksi. On olemassa nollahypoteesi (Ho)
ja vastahypoteesi (H;). Nollahypoteesi tarkoittaa, ettei ryhmien valilla ole eroja
tai riippuvuuksia. Vastahypoteesi osoittaa erot ja riippuvuudet tuloksissa. Tar-
koituksena on selvittaa, kumpi hypoteeseista on tutkimuksentuloksien testauk-
sessa oikea. Testeissa lasketaan myos virhepaatelman todennakaisyys. (Karja-
lainen 2010, 219.)

Taytta varmuutta tutkimuksen tuloksista ei voida saada, koska testaukseen on
kaytetty pelkkda otosta perusjoukosta. P-arvolla saadaan selville testien tulos-
ten riskitaso ja sen merkityksellisyys seka hylkdamisvirheen todennékaoisyys. P-
arvo kertoo, kuinka suuri mahdollisuus on valita testituloksista vaara hypoteesi.
(Karjalainen 2010, 220-221.)

Pieni P-arvo tarkoittaa, etta Ho pystytdan hylkddmaéan ja vastahypoteesi on saa-
tu luotettavasti osoitettua. Talloin testin ryhmien tulosten valilla on riippuvuutta
tai eroa. Yleisimmin P-arvon riskirajana on kaytetty 5 prosenttia eli p<0,05. Tata

pienempi arvo siis hylkaa nollahypoteesin. (Karjalainen 2010, 221.)

7 Tulokset

Mittaustulokset analysoitiin Windows Excel 2007-ohjelmalla ja ohjelman tarjo-
amilla tyokaluilla. Kaikkien naytteiden tulokset taulukoitiin ryhmittain A, B, C ja
D. Analysointiin kaytettiin Excel-jarjestelman korrelaatiokerrointa ja parittaista
kahden otoksen t-testid keskiarvolle. Vertailu tehtiin ryhmien perusteella. Vertai-
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lun perustana kaytettiin kaikissa testeissa nollandytteiden (ryhma A) tuloksia.

Parittaisten t-testien taulukot I0ytyvat liitteesta 7.

7.1 Kahden tunnin altistus

Kahden tunnin valolle altistuksen lapi kayneiden naytteiden (ryhma B) tuloksia

verrattiin nollanaytteiden tuloksiin(ryhma A). Korrelaatiokerroin ryhmien valilla

oli 0,998. Naytteiden mittaustuloksista piirrettiin myds hajontakuvio (kuvio 1).

KorrelaatioryhmatA & B
400,0
350,0 - ¢
300,0
250,0
200,0 =

Ryhma B

150,0
100,0 ®
50,0

**-
0,0 / -
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0 350,0 400,0
RyhmaA

Kuvio 1. Ryhmien A ja B naytteiden mittaustulosten hajontakuvio.

Parittaisen t-testin avulla maaritettiin nollanaytteiden ja 2 tunnin altistusnayttei-
den valisia tilastollisia eroavaisuuksia. Parittaisessa t-testissa tarkasteltiin Ex-

”

cel-ohjelman antamasta tulostaulukosta P(T<=t) kaksisuuntainen”-tulosta.
Tama oli testin p-arvo. Rajana Ho hypoteesin hylkaykselle pidettiin 5 prosentin

alittavaa tulosta, eli p-arvona p<0,05.

Hypoteesit:
Ho= Kahden tunnin altistumisella valolle ei ollut vaikutusta naytteen kokonais-

bilirubiinin pitoisuuteen.
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Hi=Kahden tunnin altistumisella valolle oli vaikutusta naytteen kokonais-

bilirubiini pitoisuuteen.

P-arvon tulos oli 0,621. Nain ollen nollahypoteesi jai voimaan.

7.2 Neljan tunnin altistus

Nelja tuntia valolle altistuneiden naytteiden (Ryhma C) tuloksia verrattiin my6s
nollanaytteisiin. Korrelaatiokerroin oli ryhmien valilla 0,996. Kummankin nayttei-

den mittaustuloksista piirrettiin hajontakuvio (kuvio 2).

KorrelaatioryhmatA & C

400,0

350,0 &
300,0

2500 -

00,0

Ryhma C

= N

50,0

2

¢
50,0 - g

0,0

100,0

0,0 50,0 100,0 1500 200,0 2500 300,0 3500 4000
RyhmaA

Kuvio 2. Ryhmien A ja C naytteiden hajontakuvio.

Parittaisen t-testin hypoteesit:

Ho= Neljan tunnin altistumisella valolle ei ollut vaikutusta naytteen kokonaisbili-
rubiinin pitoisuuteen.

H;=Neljan tunnin altistumisella valolle oli vaikutusta néaytteen kokonaisbiliru-

biinipitoisuuteen.

P-arvo vertailussa oli 0,244. Tassakin tapauksessa nollahypoteesi jai voimaan.
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7.3 Kahdenkymmenenneljan tunnin altistus

Kahdenkymmenenneljan tunnin altistusnaytteiden (Ryhméa D) ja nollanaytteiden

valinen korrelaatio oli 0,995. Hajontakuvio on esitetty kuviossa 3.

Korrelaatioryhmat A & D

350

300

250

2 200
£

= 150

100 ®

50

0
o et
0,0 50,0 100,0 150,06 200,0 250,0 300,0 350,0 400,0
RyhmaA

Kuvio 3. Ryhmien A ja D naytteiden tulosten hajontakuvio.

Parittaisen t-testin hypoteesit:

Ho= 24 tunnin altistumisella valolle ei ollut vaikutusta naytteen kokonaisbilirubii-
nin pitoisuuteen.

H;=24 tunnin altistumisella valolle oli vaikutusta naytteen kokonaisbilirubiinipi-

toisuuteen.

P-arvoksi saatiin 2,275 x 10"%’. Vertailussa 5% raja-arvo alitettiin, joten nollahy-

poteesi voitiin hylata. Vastahypoteesi astui tuloksissa voimaan.

8 Johtopaattkset

Kaikissa vertailuryhmissé korrelaatiokerroin on erittain lahella +1-arvoa. Tasta

voitiin paatella erittain voimakasta lineaarista nousavaa riippuvuutta naytteiden
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valilla. Naytteiden valilla sailyi siis riippuvuutta kaikissa valolle altistusajoissa

verrattuna nollanaytteisiin.

Parittaisessa t-testissé saatiin enemman eroa. P-arvojen perusteella 2 ja 4 tun-
nin valolle altistuksessa nollahypoteesi jai voimaan, eli altistuksella ei saatu ai-
kaan tilastollisesti merkittavad muutosta mittaustulosten valille. Valolle altistus ei

siis vaikuttanut kokonaisbilirubiinin hajoamiseen merkittavasti.

24 tunnin naytteessa p-arvo oli kymmenpotenssikertoimen poiston jalkeen
0,000000227506, jolloin nollapotenssi voitiin luotettavasti hylata. Talldin 24 tun-
nin valolle altistuksessa kokonaisbilirubiinin pitoisuudessa tapahtui tilastollisesti

merkittava muutos.

Tuloksista voitiin paatella, etté 2 tai 4 tuntia valolle altistuneen naytteen voi ana-
lysoida normaalisti sek& sen tulokseen voitiin luottaa. Pidempiaikainen altistu-

minen valolle ei ole suotavaa.

9 Pohdinta

Bilirubiinista |6ytynyt lahdemateriaali oli enimméakseen 1980-1990- luvuilla jul-
kaistua kirjallisuutta. Uudemmasta kirjallisuudesta saatava tieto oli erittain ylei-
sella tasolla selitettyd ja esim. bilirubiinin yksityiskohtaisesta muodostumisesta,
rakenteesta ja hajoamisesta ei I6ytynyt tietoa vuoden 1999 jalkeen.

Voidaan olettaa, ettd naista asioista ei ole 16ytynyt uutta tietoa tuon aikakauden
jalkeen. Myods suomenkielisista lahteista oli vaikeaa l0ytdé tarkempaa perehty-
mista bilirubiinin reaktioihin elimistossa. Englanninkieliset lahteet olivat paljon
yksityiskohtaisempia. Kaikki bilirubiiniin liittyvat reaktiot elimistéssa oli selvitetty
tarkasti auki. Tah&n opinnaytety6hon saatiin naista lahteista selitettya bilirubiinin
reaktiot elimistossa ettd laboratoriossa tarkasti auki. Siksi teoreettisessa viite-

kehyksessa kaytettiin vanhempaa kirjallisuutta.



31

Tutkimuksen tulos vaikuttaa tyoelaman Mikkelissa tietopohjaisesti. He voivat
jatkaa kaytantodan jattdad bilirubiininaytteet suojaamatta valolta. Kemian tutki-
muspaketin tarroihin ei tarvitse lisata erillisia huomautuksia bilirubiinimaarityk-
sestd. Naytteenotto helpottuu, koska tarroista ei tarvitse etsiad suojausmerkintaa.
Ohjeistuksia pystyttddn muuttamaan muissakin kemian laboratorioissa, jos tie-
toa halutaan jakaa. On kuitenkin hyva viela testata kokonaisbilirubiinin kayttay-

tymista aariolosuhteissa.

9.1 Tutkimuksen luotettavuus

Kvantitatiivisen tutkimuksen laatua arvioidaan reliabiliteetilla ja valideetilla. Re-
liabiliteetti on tutkimuksen kyky antaa pysyvia mittaustuloksia, eli tutkimus ei
saa anna sattumanvaraisia tuloksia. Tarkan ja luotettavan tutkimuksen maarit-
taa se, ettd tutkimuksen mittauksista saadaan sama tulos tutkijasta riippumatta.

Jo tutkimuksen aikana arvioidaan reliabiliteettia. (Vilkka 2007, 149.)

Tassa tutkimuksessa pyrittiin kirjaamaan tarkasti toiminnat jo suunnitteluvai-
heessa, jolloin toiminta oli johdonmukaista ja luotettavaa. Kaikista tutkimuksen
vaiheista tehtiin tarkat suunnitelmat. Tyota toteuttaessa ei tapahtunut mitaan
vaikeuttavia tai hairitsevia yllatyksia. Yllatyksiin oli kuitenkin myds varauduttu ja
tehty vaihtoehtoiset toimintasuunnitelmat. Vaikka tyossa kaytettiin apuvoimia
naytteenottoon, pystyttiin kuitenkin kontrolloimaan tilannetta hyvan ohjeistuksen
avulla (liite 3). Tutkimuksen pystyy tdman raportoinnin perusteella toteuttamaan
samankaltaisesti ja saamaan samoja tuloksia kuin mita on tahan raporttiin saa-

tu.

Valideetti kertoo, miten hyvin tutkimuksessa saatiin mitattua sita, mita oli tarkoi-
tus mitata. Jos tutkimuksessa ei tapahtunut systemaattisia virheitd, eikd har-
hauduttu aiheesta kasitteiden tasolla, tutkimuksen validius on hyva. (Vilkka
2007, 150.) Tyossa mitattiin valon vaikutusta bilirubiiniin. Muut muuttujat pyrittiin
poistamaan antamalla kaikille naytteille samat olosuhteet tutkimuksen eri tilan-
teissa. Esimerkiksi valolle altistus tapahtui kaikille naytteille samassa paikassa.

Naytteet pysyivat tdssa samassa maaratyssa paikassa koko tutkimuksen ajan,
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vaikka niiden valolle altistus olikin jo suoritettu. Ymparistd- ja lampétilaolosuh-
teet saatiin siis vakioitua kaikille naytteille. Koko tutkimuksen ajan tiedettiin, mita
tutkittiin ja mihin keskityttiin. Aihetta ei ole laajennettu tai supistettu tutkimuksen

kuluessa. Tutkimus eteni maaratietoisesti ja suunnitellusti aina loppuun asti.

9.2 Tutkimuksen eettisyys

Etiikka on m&aritelmé hyvasté ja pahasta tai oikeasta ja vaarasta. Tutkimukses-
sa eettisyys on maaritelty tarkemmin, koska ihmisten mielipiteet oikeasta ja vaa-

rasta ovat eritasoisia ja niihin suhtaudutaan eri tavoin. (Hirsjarvi ym. 2008, 23.)

Tutkijalla on vastuu tuntea ja toimia tutkimuksessaan eettisten periaatteiden
mukaisesti. Edellytyksend on toimia hyvan tieteellisen kaytannon mukaisesti.
Opetusministerion asettama tutkimuseettinen neuvottelukunta on maarittanyt

hyvan tieteellisen kaytannon ohjeet. (Hirsjarvi ym. 2008, 23.)

Tutkimuksesta tehtiin tutkimuslupahakemus ja mukaan lahetettin my6s tyo-
suunnitelma. N&aiden pohjalta organisaation johtajalaakari hyvaksyi tutkimuksen
ja antoi luvan sen suorittamiseen. Eettisyyttd noudattaen tutkimukseen ei ke-
taan pakotettu osallistumaan tutkimukseen. Tutkimukseen osallistuminen oli
vapaaehtoista. Vapaaehtoisella oli mahdollisuus myos peruuttaa osallistumi-
sensa. Peruutus tuli ilmoittaa laboratorioon ennen naytteiden analysointia. Yh-
taan peruutusta ei tullut. Koko tutkimusprosessin ajan oltiin rehellisia, huolellisia
ja tarkkaavaisia. Tutkimukseen kaytettiin kriteerien mukaisia ja eettisia tiedon-

hankintamenetelmi&, tutkimuskaytantoja ja arviointia.

Tieteellisessa kirjoittamisessa lahdeviitteet ovat tarkeita. Viittausten perusteella
voidaan erottaa, mikad on kirjoittajan omaa uutta tekstid ja mika aikaisemmin
julkaistua ja toisten tekemaa. Viittauksilla annetaan siis oikeutettu arvo ja kunnia
tekstin oikealle kirjoittajalle. Toisen kirjoittamaa tekstia esiteltdessd omana tuo-
toksena kutsutaan plagioinniksi, eli tietojen varastamiseksi. Plagiointi on rikos,
josta on saadoksia tekijanoikeus- ja plagiointia koskevassa .lainsdadannossa.

Kirjoitettaessa toisen tekstin pohjalta on aina muistettava tekijan oikeus omaan
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ty6honsa, eli alkuperéinen kirjoittaja on mainittava tekstissé ja lahteissa. (Kniivi-
|&, Lindblom-Ylanne & Méantynen 2007, 104 - 105.)

Tassa tutkimuksessa toisen Kirjoittamaa tai antamaa tietoa ei plagioitu. Toisen
kirjoittamalle tekstille annettiin sille kuuluva kunnia ja lahteet sek& viittaukset
merkittiin huolellisesti. Muiden tutkimukset ja heidan saavutuksensa huomioitiin
ja annettiin niille kuuluva arvo. Tutkimus suunniteltiin mahdollisimman tarkasti ja
vaatimusten mukaisesti. Se suoritettiin myos tarkasti suunnitelmassa kuvatulla
tavalla. Raportointi tehtiin samoja kriteerejd noudattaen harhaanjohtamatta ja
tietoa pois jattamatta. Tutkimustulokset julkistettiin avoimella luonteella. Tulok-
set Kkerrottiin sellaisina kuin ne oli saatu ilman vaaristamista, kaunistelua, sepit-

tamista tai harhauttamista todellisuudesta.

9.3 Jatkotutkimusaiheita

Tama tutkimus toteutettiin oman aikataulun ehdoilla, joten naytteiden analysointi
suoritettiin toukokuussa. Jatkotutkimuksena voitaisiin tutkia naytteiden kayttay-
tymista aariolosuhteissa eli voimakkaassa auringonvalossa. Voitaisiin myos
kayttaa eripituisia altistusaikoja, jolloin saataisiin selville, minkd ajan ylittaessa
kokonaisbilirubiinin hajoaminen on tilastollisesti merkittavaa. Tutkimus voitaisiin

my0s tehdd muusta ndytemateriaalista, esimerkiksi kokoveresta.
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Islab:n tutkimuslupahakemus

LIIKELAITOSKUNTAYHTYMA TIETEIDEN TUTKIMUSLUPAHAKEMUS

ITA-SUOMEN LABORATORIOKESKUKSEN HOITOTIETEEN JA MUIDEN TERVEYS-

ISLAB 210-1.

Nro 120

Hakemuksen kasittely on kuvattu halinnolisessa chjeessa "Hoftotieteen ja muiden terveystieteiden
tutkimuksen ohjeet Kuopion yliopistollisessa sairaalassa”. Hakemukseen liitetdan tutkimussuunnitelma

ainelston keruulomakkeineen ja saatteineen, rahoitussuunniteima

HAKIJA
Vastuuiinen tutkija
Anne-Man Wans Pyoeretie 1 B12 80260 Joensuy
Nimi Osote, puh, s-posh
Muut tutkijat
0445650434
amwansis@omail com
Tyo- ta opiskelupakka s-Ka am eak
Virkatom| (e koske opiskelijota)
Opiskeiupaikka [l AMKmika _PKAMK [ yliopisto mak O muu mika
Suoritettava tutkinte Bloanalyytikko
"TUTKIMUS
Tutlomuksen nami NAYTTEEN VALOLLE ALTISTUMISEN VAIKUTUS PLASMAN KOKONAIS-BILIRUSIINI
PITOISUUTEEN

Tutimuksen lyhyt kuvaus (mm. tutiomuksen tarkodus. kohderyhma ja tutiomusmeneteimat) seka ulkaisusuunnteima
(maksimissasn 300 sanaa)

Tutlimuksen tarkotuksena on kehittid Mikkeln aluefaboratorion toimintaa Tarkofuksena on tutkia plasman bileubiinin
hajcamista (aboratorio-olosubleissa Laboratonon ohjekinassa on madritty sucisamaan biirubiey naytteet valolta, koska se
hajoan UV-valossa. Mikkelisss kaytannosta on luowtty tusiimukson siimyttyd Cobas-paketin sisalle. Tutkimus antaisl tetoa,
onko suojaamis-kaytantoon palattava, vai tapahtuuko najytteessd valolle altistuessaan laboratorio-olosuhteissa kinisest
merkittavid muutcksia. Tiedolla saataisin myos asizkkaiden nayfteiden analysontn hsaad |uctettavuutta Tutiomus
suontetaan kvantitatevisella meneteimiis Vapaachtomita laboratonon asiakkalta otetaan neljd (4) putkea litum-hepanini
verta Nayttesin e kitjata vapaasehtolsen henkidbetoa. vaan hiyttee numertoldsan joksevalla numercinsiia, tietyn
henkilon niyttetd el sis pystyld Altamdan Asakas pystyy perumaan osalistumisensa koska hanelle annetaan
néytteenctto-tlanteessa hirfjalisens hanen numeronsa |a puhalinnumero laboratonoon Osallistumisen pystyy perumaan nin
Kauan, kun tutkimus on kaynnissd, Naytteta tanitaan noin 30 henkilosta. Opinnaytetyon valmistuminen tapahtuu vimestaan
joulukuussa 2012

Tutidmus on amk-tutkinto O ylempi amk-tutkinte [ pro gradu O tisensiaattitys
0 vaitewina 0 muw. mka

Morsk eskustutiimus Oe O xya D xansatinen 0O ransainvalinen

Tutumuksen kokonaisakatauks Alkataulu KY Sissafsiabissa

toukokuu 2011-joululons 2012 maalliskuu-toukokuu 2012

Kustannuknet

[ Arvio KYSHe ja Islabile kotuvista kustannuksista 8220 €
Tarkemp! kustannuserittely esitettava erllliselis lineella
[ € aibecta kustamnukea KYSile/istabille

7 IS [e%e
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Islab:n tutkimuslupahakemus

Tutkimuseettisen toimikunnan lausunto
Oannetty O xasitetysss [ e ole haettu
Toemikunta Lausunto nro pvm

Johtajaylildskarin lupa relasteritutkimuksia varten cum
Ooanmnetty  [Diasineysss [ e ole hastu

STM:n lupa rekistentutki muksia varten pvm
Oannetty CJrasitetysss [ i ole haettu
Henkilostopaallikon lupa henkilokuntaa koskevia tutkimuksia varten  pvm
Oannetty [ xasittatysss  [J ei ole haettu

Muu lupa (mika) Bvm
annetty kasittelyssa

| [ annetty __[] kasitelysed
ALLEKIRJOITUS JA SITOUMUS

Allelorjoittaneet tutigat stoutuvat noudattamaan tulcayksikdn esimiesten antamia ohjeda sairaalan ylesil sadntoil seks
salassapto- & vaticloveholisutts ja lahettamaan tutlomussaportin yksdkdon jossa tuthmus on tehty seka lwvan

myontajakie.
15/3_ 2012
Tulkyan aSekirotus Tutkl|jan allekirjoltus
Nimen selvennys Nemen sehvennys
Tutkqan alekinotus Tutkijan allelonotus
Nimen selvennys Nmen setvennys
"OPINNAYTETYON OHJAAJAT
Ohjamjan slekrjorus Ohraagn alexmoltus
Nimen setvennys Nmen selvennys
Osote, puhelin, w-post) Osolte. punalin, s-posti

"PUOLTO Patilastutkimuksssa puclto tarvitaan joko tulosyksiktn yRaakarita (yhs tulosykskko) tal johtajaylisikanita
(useta tulosyksikons).

O Pucian hakemusta
O En pucia, perusteks

20

Allekoroitus

Nimen sehvennys, wrka-asema
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Islab:n tutkimuslupahakemus

Z" ITA-SUOMEN LABORATORIOKESKUKSEN HOITOTIETEEN JA MUIDEN TERVEYS-
o LIIKELAITOSKUNTAYHTYMA TIETEIDEN TUTKIMUSLUPAHAKEMUS

"PAATOS

O  wydonan tusimusiuven

O  Mydnndn tutkimusiuvan, mutta ennen tutkimuksen aloitamista tutkimukselle tulee hakea tutkimuseettisen tomi-
kunnan lausunto / johajaylidakann upa relostertutiomuksia varten / STM n lupa rek|steritutiim ukssa varten /
KYSin henkiostopiiikon lupa henkilokuntas koskeves tutiimubksia varen / muu lupa, mikd

O Tulosyksikon / -akueen yihoitajan / halintoyéhoitaan paatss nro
O  istabin aluetaboratorion johtagan paatos
0 S 1
Allefonotus
Nimen sehennys

"Yhteyshenkilo Islabissa/KYSIssa (Tulosyksiken i-akieen ylihotaga fai halintoyihotam nimeas)

N Tyoyhukko
Spost “Fuhelin
LUTTEET O Tutkimussuunnitelma Pry

O Rahceussuunniteima svua

3 Muita bittoes W

islob
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Naytteenotto-ohjeistus Mikkelin aluelaboratorioon

Pohjois-Karjalan ammattikorkeakoulu Ohje
Bioanal ytitkan koulutusohjelma

Anne-Man Waris, TBNSOY 1522012
Islab, Mikkelin aluelaboratorio

Niiytteenotto-ohje opinnéiytetyon materiaalin keriimiseen

Niytteenotto

Niyte materiaalia keriitilin vapaachtoisilta potilailta. Niyticitd kiiytetiin
opinnaytetyossa, “Naytteen valolta altistuksen vakutus plasman ko-
konais-bilirubiini pitoisuuteen”. Tutkimuksen tarkottuksena on mitata
bilirubiinin hajoamista valolle altistuesssan. Tarkoiwksena on kehiia
laboratorion toimintaa. Materiaalia tulisi saada kelmestakymmenesti
(30) vapaachtoisesta potilaasta, Jokaisesta vapaschtoisesta tarvitaan nel
Ji (4) putkea litium-heparini-verta. Putkiin ef merkitd mitiiiin henkilotic-
toju vaan potilaan ndytteet erotellaan toisten niiytteistd juoksevalla nu-
meroinnilla (ensimmiiinen potilas on numero |, scursavia on numero 2
jne.) Potilaan kaikkiin putkiin merkitiiin hiinen numeronsa. Potilaan nu-
meron perdin Kirjoitetaan kirjain A, B, C tai D. Jokaiselta potilaalta pitaa
10ytyll A-, B-, C- ja D-putki, esim. 1A, 1B, 1C ja 1D. Potilaalla on oike-
us perua tutkimukseen osallistuminen ennen wikimuksen loppumista.

Niyttieenotto-tilanteessa on oltava niytteenotto-villineiden lisiksi orans-
seja suojaputkia ndytreiden valolta suojaamista varten.

1. Kysytian potilaalta suullinen lupa ylimbidrdisten niytieiden ottamiscen
ja halukkuus osallistua tutkimukseen. Potilaalle selitetidiin tutkimuksen
kehittiiviin laboratorion toimintaa.

2 Potilaalle annetaan lappu. jossa on laboratorion pubelinnumero ja po-
tilaan tutkimusnumero. Potilalle kerrotaan hiinen oikeudestaan perua
osallistumisensa wekimukseen, jos hin (uleekin toisiin ajatuksiin k-
mukseen osallistumisestaan.

3. Potilassta otetaan neljd putkea liium-hepariini-verta tutkimusta var-
ten.

4. Kaikkun putkiin Kirjataan potilaan numero. Jokuaiseen putkeen merki-
t@an myos yksi kigain A,B,C ja D. Kuvassa | on Kuvattu potilaan nume-
o | nliytteiden merkitsemismalli,

5. Niiytteet suojataan valolta oransseilla suojaputkilla merkitsemisen
Jilkeen,
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6. Laboratoriossa nitytteet sentrifugoidaan ilman suojaputkia.

7. Niiytteer laitetaan takaisin suojaputkiin sentrifugoinnin jilkeen ja pa-
kastetaan mahdollisimman pian sentrifugoinnista,

L

Kuva 1.
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PreciControl ClinChem Multi-kontrollien kaytto- ja valmistusohjeet

05170200012

PreciControl ClinChem Multi 1

05947626 190 ford x5mbL
05117003 190 for 20 x 5 mL
05117208 922 for 20 x 5 mL (QCS)
English

System information

For use on Roche/Hitachi MODULAR and cobas ¢ analyzers

the control code is 391 (PCCC1).

For use on COBAS INTEGRA analyzers the system ID is 07 7469 3.

Intended use
PreciControt ClinChem Multi 1 is for use in quality control by monitoring accuracy
and precision for the quantitative methods as specified in the value sheels.

Summary

PreciControl ClinChem Multi 1is & lyophilized control based on human serum.
Tne adjusted concentrations and activities of the control components are in the
normal range or at the normal/pathological threshold. Some of the methods
as specified in the value sheets may not be available in all countries.

Reagents — working solutions

Reactive components in the yophilizate:

Human serum with chemical additives and material of biological
origin as specified.

The origin of the biological additives is as follows:

Analyte Origin

ALT (GPT) human, recombinant

AST (GOT) human, recombinant

Aldolase rabbit muscle

Alkaline phosphatase human placenta (recombinant)
Amylase, total human saliva / porcine pancreas
Amylase, pancreatic porcine pancreas

Creatine kinase human CK-MM / human CK-MB (recombinant)
CK-MB human CK-MB (recombinant)
y-GT human, recombinant

GLDH bacterial. recombinant

LDH porcine heart

Lipase human pancreas (recombinant)
Acid phosphatase human prostate / potato

ASLO human

CRP human

Transferrin human

Non-reactive components in the lyophilizate:

Preservatives and stabiiizers

The concentrations and activities of the components are lot-specific.
The exact target values are given in the enclosed (or respective
electronically available) value sheets.

The values are also encoded in the enclosed control barcode sheets
for Roche/Hitachi 912117 (not for USA), Roche/Hitachi MODULAR
and COBAS INTEGRA analyzers.

For the cobas ¢ analyzers the values are encoded in electronic
files sent via cobas link to the analyzers.

Target values and ranges

The target values were determined using the method stated in the enclosed
(or respective electronically available) value sheets. Determinations for
Roche methods were performed under strictly standardized conditions

on Roche analyzers using Roche system reagents and the Roche

master calibrator. The target value specified is the mean of all values
obtained. The corresponding control range is calculated as the target
value + 3 standard deviations (with the standard deviation being the

value obtained from several target value determinations).

Results should be within the defined ranges. Each laboratory should establish
corrective measures to be taken if values fall outside the range.

The traceabiity of the target values is given in the respective

instructions for use of the system reagents to be used in combination
with the recommended calibrator,

cobas’

Precautions and warnings

For in vitro diagnostic use.

Exercise the normal precautions required for handling al laboratory reagents.
Al human material should be considered potentially infectious. All products
derived from human blood are prepared exclusively from the blood of donors
\ested individually and shown to be free from HBsAg and antibodies to HCV
and HIV. The testing metnods applied were FDA-approved or cleared in
compliance with the European Directive 98/79/EC, Annex Ii, List A.
However, as no testing method can rule out the potential risk of infection
with absolute certainty, the material should be treated just as carefully

as a patient specimen. In the event of exposure the directives of the
responsible hea'th authorities should be followed."?

Disposal of all waste material should be in accordance with local guidelines.
Safety data sheet for professional user available on request.

Handling

Carefully open one bottle, avoiding the loss of tyophilizate, and pipette

in exactly 5.0 mL of distiled/deionized water. Carefully close the bottle

and dissoive the contents completely by occasional gentle swirling

within 30 minutes, Avoid the formation of foam.

The enclosed barcoded labels are intended exclusively for the
Roche/Hitachi 912/917 and Roche/Hitachi MODULAR analyzers and cobas ¢
systems to identify the control. Attach the barcoded labels to the tubes
carrying the sample cups containing the control material.

Storage and stability

Store at 2-8 °C.

Criterion for the stability data stated by Roche:
Recovery within + 10 % of initial value.
Stability of the lyophilized control serum:

Up to the stated expiration date at 2-8 °C.
Stability of components after reconstitution”:
at  15-25°C 12 hours

at  2-8°C 5 days

at  (-15){-25)°C 28 days (when frozen once)
“Exceptions: see below

Stability of total bilirubin, direct bilirubin, acid phosphatase,
prostatic acid phosphatase and UIBC in reconstituted control

serum (stored protected from light):
at  15-25°C 8 hours
at 2-8°C 24 hours

at  (-15)-(-25) °C 14 days (when frozen once)

Stability of ALT in reconstituted control serum:

at  15-25°C 12 hours

a 2-8°C 5 days

al  {-15)-25)°C 14 days (when frozen once)

The possible appearance of a sfight green coloration has no

effect on the recovery of the values.

Store control tightly capped and protected from light when not in use.

Materials provided
«  See “Reagents - working solutions” section
» Barcoded labels

Materials required (but not provided)
+  Roche system reagents and ciinical chemistry analyzer
«  General laboratory equipment

Assay

Dispense the required volume into a sample cup and analyze in
the same way as patient samples.

The control should be run daily in parallel with the patient samples
and after every calibration. The control intervals should be adapted
to each laboratory's individual requirements.

Follow the applicable govenment regulations and local guidelines
for quality control.

2010-07, V 2 English

1/2 Roche systems
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PreciControl ClinChem Multi-kontrollien kaytto- ja valmistusohjeet
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PreciControl ClinChem Multi 1 cobas®
& 05947626 190, 05117003 190, 05117208 922 (Q.C.S)) {Lo7] 158563 Ver.1 w 2012-01
3
(=
g8
- Roche/Hitachi analyzers Value sheet Ver.1

1 o
£
S
< Short name/ component [ Methods AN’ | vae | mange | 1s | unit
~N
s AMY-L IFCC liquid 570 822 7.5 - 069 43 ue

Amylase alpha 137 113 - 161 0.08 yravL

AMY-L FCCligud STAT 566 822 .5 - %69 49 U

Amylase dpha 137 13- 181 008 yravL

P'AMY EFS Squid 571 425 7T - 503 28 ut

Amylasa aipha pancrealic 0T 0581 - 0839 Q043 pKavL

Asw immureturtidimetric k4 116 89 - 143 9 It

Antisveptoiysin 0

ATRYP immunourbidimetric &8 934 0.9 - 1159 5 mydL

Antitrypsin aipha 1 093 | 0709-1158 | aws | ot

172 B0-214 14 umolil
APOAT Jimmunoustigimetne ver 2 168 102 - 1% 8 mgidL
Apofpcprotein Ad 102 a8 -126 | o008 oL
364 .7 - 451 29 pmoviL
- femen ver2 151 Q1 29 - 533 34 mgaL

Podlipapretein 8 0431 | 0329-0533 | ome | gt
0840 | 0639 - 1041 | noe7 | wman

AST Cwith pyridosal phosphate 586 464 B0 - 548 23 un

Aspartate amingtansterase 0775 | 0634 - 0016 | o7 | pKatt

AST IFCC without pyricord phosphate 687 458 37 -519 27 u

Aspartate aminotransterass o7& | 0627 -0903 | oot | wearL

BIL-D | Jendrassi-Grot 294 0854 | 0650 - 1058 | 0058 | mgaL

Bifirubin direct 145 1.0 - 182 12 pmovL

854 650 - 1058 068 mgiL

BIL-T oPD 01 | o9 | 0806-1160 | noss | momL

Bilirubin ota 168 3.8 - 198 10 ymoliL
983 806 - 11.60 059 mgiL

TBILI fquid STAT 18 103 ass - 121 0.08 mgdL
Biirubin ol 176 4.3 - 209 11 pmatil
103 85 - 121 06 miL
BUN kinetic UV 421 189 18.2 - 216 03 mgisL
Blood urea fivogen 6.75 573 =777 034 | mmaL
0189 | 0162 - 0216 | 08 gL
BUN kinetic W STAT 427 189 6.2 - 216 08 masiL
Blood urea ritrogen 675 873 - 777 034 | mmolL

0188 0162 - 0.216 0009 ot

2/34
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PreciControl ClinChem Multi-kontrollien kaytto- ja valmistusohjeet

!

PreciControl ClinChem Multi 2

cobas®

-
§ 05947774 190, 05117216 190, 05117291 922 (Q.C.S.) [tot] 158573 Ver.1 & 2012-01
g
=]
8
< Roche/Hitachi analyzers Value sheet Ver.1
£
‘:‘,"
= i
., Short name/ component  |Methods ACN'| Value Range 1s | Unit
& AMY-L FCC liguid 570 183 150 - 216 1 u
Amylase apte 306 252 - 360 018 | uanL
AMY-L FCCliqud STAT 566 183 150 - 216 1 uw
Amylase dpha 306 252 - 360 018 | vkail
P-AMY £PS bouio 51 998 ME-178 | 60 u
Amylase aipha pancreatc 187 137 - 197 010 | pKasL
Asw immynoturtidimetric ko ] 177 - 285 ] imL
Antisreptolysin O
ATRYP mmunousridimetric ] 145 109 - 181 2 mgiL
Imtitrypsin aipra 1 145 109 - 181 012 gt
267 0.4 - 330 21 umalL
APOAT immurotrdimetnc ver2 168 139 106 - 172 n | momt
fpdipoprotan A4 139 106 - 172 0 ot
496 TE - 616 40 | pmolit
APOBT immunotirbidimetric ver2 = - 51 335 46 - 664 43 Mo
Apdipopratein B 05% | 0406 - 0664 | 0043 ot
1.04 Q80 - 128 008 | wmell
AST Cwith pyndacal phosphate 586 133 109 - 157 8 uL
fepartate aminobarsferase 222 183 - 261 013 | wkawL
AST IFCC without pyridoxal phosphae 687 127 103 - 151 8 ue
Aspartate aminatrareferase 212 173 - 251 013 | pKanL
BIL-D Jondrassik-Grof 29¢ 200 153-249 | o016 | mosL
Biliruin drect 344 %.0 - 428 28 pman
201 15.3 - 249 16 mgiL
B“.'T joPo 101 323 266 - 380 019 mgaL
Bllirwbin bt 552 $3 - 651 33 | wmol
323 %5 - 380 19 8
TBIL' M STAT 18 331 271 -39 020 | madL
Biliubin bl 565 %4 - 668 34 | wmoll
331 Z1 - 331 20 mgiL
BUN enetic WV 421 692 8.7 - 797 35 mQigL
Blood urea rivogen 247 211 - 283 12 menolL
06® 0587 - 0797 | 0085 oL
BUN inetic W STAT 421 69.2 8.7 - 797 a5 mgiL
Blond urea rikogen 247 2.7 - 283 12 | mmor
06 | 0587 -0797 | 05 oL

233
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Precibil-kontrollin kaytto- ja valmistusohjeet

&

1Z108322001V7

Precibil

10158046 122
English

System information
| For use on Roche/Hitachi MODULAR and cobas ¢ analyzers
the control code is 306,
For use on COBAS INTEGRA analyzers the system 1D is 07 6604 6.

Intended use

Precibii is for use in quality control by monitoring accuracy and precision
in the range up to 20 mg bilirubin/dL (342 pmoblL) for the quantitative
methods as specified in the value sheets.

s“’“m"y Ca Vdabiy T
Precibil is a lyophilized control based on human serum with the addition of
highty purified bilirubin. it is formulated according to the recommendations of
the appropriate expert commitiees.'23 Some of the methods as specified
in the value sheets may not be available in all countries.
Reagents - working solutions

Reactive components in the lyophilizate:
! Bilirubin in a human serum malrix

Non-reactive components:
! Preservatives and stabilizes
| The concentrations of the components are lot-specific. The exact target values
are given in the enclosed {or respective electronically available) value sheets.
The values are also encoded in the enclosed control barcode sheets
for Roche/Hitachi 912/917 (not for USA), RochelHitachi MODULAR
and COBAS INTEGRA analyzers.
For the cobas ¢ 501 system the values are encoded in electronic
files sent via cobas link 10 the analyzer.

Target values and ranges
The target values were determined using the method stated in the vaiue
Pblhoint & et 5 i

for 4 x 2 mL Control

standa}dized conditions on Roche analyzers using Roche system reagents
and the Roche master calibrator. The target value is the median of all

Results should be within the defined ranges. Each |
guidelines for corrective measures to be taken if values fall outside the range.
The traceability of the target values is given in the respective

instructions for use of the system reagents to be used in combination

with the recommended calibrator.

Precautions and warnings

For in vitro diagnostic use.

Exercise the normal precautions required for handling all laboratory reagents.
All human material should be considered potentially infectious. All products
derived from human bicod are prepared exclusively from the blood of donors
tested individually and shown to be free from HBsAg and antibodies to HCV
and HIV. The testing methods applied were FDA-approved or cleared in
compliance with the European Directive 98/79/EC, Annex I, List A.
However, as no testing method can rule out the potential risk of infection
with absolute certainty, the material should be treated just as carefully

as a patient specimen. In the event of exposure the directives of the
responsible health authorities should be followed.*$

Safety data sheet for professional user available on request.

Disposal of all waste material snould be in accordance with local guidelines.

Handling

Carefully open one bottle, avoiding the loss of lyophilizate, and pipette
in exactly 2.0 m of distilled/deionized water. Carefully close the botile
and dissolve the contents completely by occasional gently svarling
within 30 minutes. Avoid the formation of foam.

The enclosed barcoded labels are intended exclusively for the
| Roche/Hitachi 912/917/MODULAR analyzers and cobas ¢ systems to

cobas’

identify the control. Attach the barcoded labels to the tubes carmying
the sample cups containing the contro! material.

Storage and stability

Store at 2-8°C.

Criterion for the stability data stated by Roche:

Recovery within + 10% of initial value.

Stability of the Iyophilized control serum at 2-8°C:

Up to the stated expiration date.

Stability of bifirubin in the reconstituted control (when stored
protected from light):

at 15-25°C 8 hours

at2-8°C 2 days

at (-15)-(-25)°C 4 weeks (when frozen once)

Store control tightly capped and protected from light when not in use.
Materials provided

*  Precibil

*  Barcoded labels

Materials required (but not provided)

« Distilled or deionized water
+ Roche system reagents and clinical chemistry analyzer
+  General laboratory equipment

Assay

Dispense the required volume into a sample cup and analyze in

the same way as with patient samples.

The control should be run dally in parafiel with the patient samples and after
every calibration. The control intervals should be adapted to each laboratory's
individual requirements. Each laboratory should establish QC procedures
that conform with pertinent regulations or accreditation requirements.

“ References

1. American Association of Clinical Chemists: Recommendations on a
uniform bilirubin standard. Clin Chem 1962;8:405.
2. College of American Pathologists: A uniform bilirubin standard.
Amer J Clin Path 1963;39:90.
3. American Academy of Pediatrics, Commitiee on Fetus and Newborn:
Recommendations on a uniform bilirubin standard, Pediatrics 1963;31.678.
4. Occupational Safety and Health Standards: bloodborme pathogens.
(29 CFR Part 1910.1080). Fed. Register. July 1, 2001;17:260-273.
5. Directive 2000/54/EC. Official Journal of the European Communities
No. L262 from October 17, 2000.
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Precibil-kontrollin kayttd- ja valmistusohjeet

»

Precibil cobas®
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? Roche/Hitachi analyzers Value sheet Ver.1

:

. Shortname / component |Methods ACN' | Value Range 1s | Unit

= BIL-D Grof 294 5.06 386 - 6.26 040 | moid
Bilirubin direct ./ 85 | ess-1072 | 69 | wmon

506 386 - 626 4.0 mylL

* e
BILD2 Dazo Gen2 734 899 83-ms5 | 72 | pmond
Bilinain direct 5.26 400 - 652 042 | mya
526 400 - 65.2 42 mgL

BIL-T oPD 01 125 101 - 149 08 | mod
Birutin total 24 175 - 253 1 | wmolt
125 101 - 149 8 oL
TBILI lidd STAT 18 134 10 - 158 08 | mge
Bilinbin tota! 29 187 - 271 14 | pmotn
134 110 - 158 8 mgl

e oeln WUt e v e Gl

* not for use in the US

1 Roche/Hitachi MODULAR analyzer

For translations, s2e glossary at the end of this document AUbersetzungen sind im Glossar am Ende des Noir ions en fin de flas . pueden

€n ¢l glosario al final ded documenta. Per le traduzioni, vedere i glossario aa fine d questo As > N0 gkssdrio ao fim deste documento.Fic aversattningar,
se glestirteckning | siutet av detta dokument /For overswttelse henvises il ordiisten sidst i dette dokument./Pro pfeidad viz. slowicek na koncl lohoto dok MNa konc: dok j& uvedery
glosé ako pomdeka k prekladu' Thumaczenia znajduia sie wstowrdu nia Kofcu niniejszeg /A fordi 1ésd a dok végén taldlhatd szojegyzékben (Gl Ma

UETOPPAoEL, SEiTE Y0 YAWooaplo 010 YEACS Tou apxeiou.
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Naytteiden bilirubiini-pitoisuudet

Naytenumero 0-nayte (umol/l)

1

© 00N Ul WN

WNRNNNNNNNMNNNRRREPRERRPRRERR
O OO ~NOUURWNRPOOONOODUTONWDNLERO

7,0
3,6
6,0
88,2
3,8
360,9
56,8
28,0
16,2
26,3
46,9
30,3
4,7
17,0
6,0
5,5
10,5
7,7
20,1
9,8
100,1
11,5
13,6
37,0
12,9
9,0
11,3
36,3
4,0
10,7

2h nayte (umol/l)

6,8
4,5
9,4
89,5
5,6
355,8
55,8
28,0
15,2
26,4
45,7
30,4
4,6
17,3
54
6,0
10,0
8,1
19,4
9,6
1217
9,3
13,7
35,3
12,2
8,5
10,2
35,5
3,5
9,9

4h nayte (umol/l) 24h nayte (umol/l)

7,2
3,8
8,7

78,1
6,6
345,9
49,4
25,4
14,4
25,1
44.6
28,7
3,5
14,8
53
5,4
11,4
8,2
16,7
8,1

123,4

9,2
13,2
32,9
10,0

8,4

9,6
34,3

3,2

8,4

3,5
2,0
2,5
69,0
1,9
318
26,1
14,4
4,1
12,6
28,0
14,2
1,3
4,2
1,8
1,8
5,3
2,9
4,8
2,4
91,4
2,7
55
111
3,6
2,3
1,7
18,0
0,8
2,0



Parittaisten t-testien tulostaulukot

Parittainen kahden otoksen t-testi keskiarvoille
ryhmét A&B

Liite 7

Muuttuja 1 Muuttuja 2
Keskiarvo 33,39 33,77666667
Varianssi 4391,454724 4394,794264
Havainnot 30 30
Pearsonin korrelaatio 0,997952379
Arvioitu keskiarvojen ero 0
va 29
t Tunnusluvut -0,499301867

P(T<=t) yksisuuntainen
t-kriittinen yksisuuntainen
P(T<=t) kaksisuuntainen
t-kriittinen kaksisuuntainen

0,310666851
1,699127027
0,621333702
2,045229642

Parittainen kahden otoksen t-testi keskiarvoille

ryhméat A&C

Muuttuja 1 Muuttuja 2
Keskiarvo 33,39 32,13
Varianssi 4391,454724 4159,195966
Havainnot 30 30
Pearsonin korrelaatio 0,996424934
Arvioitu keskiarvojen ero 0
va 29
t Tunnusluvut 1,188594134
P(T<=t) yksisuuntainen 0,122120993
t-kriittinen yksisuuntainen 1,699127027
P(T<=t) kaksisuuntainen 0,244241985
t-kriittinen kaksisuuntainen 2,045229642
Parittainen kahden otoksen t-testi keskiarvoille
ryhméat A&D

Muuttuja 1 Muuttuja 2
Keskiarvo 33,39 21,99666667
Varianssi 4391,454724 3531,065161
Havainnot 30 30
Pearsonin korrelaatio 0,99499051
Arvioitu keskiarvojen ero 0
va 29
t Tunnusluvut 6,717046979
P(T<=t) yksisuuntainen 1,13753E-07
t-kriittinen yksisuuntainen 1,699127027
P(T<=t) kaksisuuntainen 2,27506E-07

t-kriittinen kaksisuuntainen

2,045229642




