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Neutrofiilien gelatinaasiin assosioitunut lipokaliini eli NGAL on yksi uusista spesifeista
merkkiaineista. Akillisissa munuaisvaurioissa NGAL:n pitoisuus nousee seka virtsassa
ettd plasmassa jo kahden tunnin kuluessa. Sen méaarittdminen on erittdin tarkeaa sy-
dankirurgiassa, tehohoidossa tai varjoainetutkimuksen jalkeen.

Vuodesta 2009 U-NGAL:n méaaritys on kaytdssa Suomessa HUSLABIn Kirurgisen sai-
raalan laboratoriossa Abbott ARCHITECT i2000 SR -analysaattorilla, immunokemilu-
minometrisella menetelmalld. Vuonna 2013 NGAL:n tutkimukset on tarkoitus siirtda
Meilahden sairaalan laboratorioon, koska munuais- ja elinsiirtopotilaiden hoito on keski-
tetty HYKS:n Kolmiosairaalaan.

Tama opinnaytety6 kuuluu HUSLABIn Meilahden laboratorion NGAL:n tutkimuksiin ja
on suoritettu henkilokunnan ohjauksessa. Tehtavamme oli selvittda, miten kahden eri
mallia olevan laitteen ja eri menetelman U-NGAL:n tulostasot vastaavat toisiaan.

U-NGAL:n pitoisuudet keratyistd ja pakastetuista potilasnaytteistd (n=59) oli mitattu
rinnakkaisina Meilahden sairaalaan laboratorion Hitachi/Roche Modular -laitteella im-
munoturbidimetrista menetelmdd hyoddyntaen. Lisaksi tutkimuksessa oli kaytetty
NGAL:n matala- ja korkeatasokontrollien ja poolinaytteen tietoja noin neljan kuukauden
ajalta. Saaduista NGAL:n tuloksista tarkasteltiin sarjan sisdista ja sarjojen valista tois-
tettavuutta. Mittausalueen lineaarisuus analysoitiin laimentamalla korkeapitoista poti-
lasnaytetta. Hitachi/Roche Modular -analysaattorin NGAL:n tuloksia verrattiin aiemman
Abbott ARCHITECT -laitteen tulostasoon. Virtsan NGAL:n tulokset ké&siteltin Microsoft
Excel -taulukkolaskentaohjelman ja SPSS/PASW -ohjelmiston avulla. Niista oli laskettu
keskiarvot, keskihajonnat, variaatioprosentit, kontrollien bias -arvot ja korrelaatioker-
toimet. Lisaksi saadut tulokset esitettiin graafisesti.

Modularin immunoturbidometrisen menetelméan validoinnissa havaittiin, ettd NGAL:n
sarjan siséinen ja sarjojen valinen toistettavuus olivat HUSLABIissa hyvéaksyttavissa
rajoissa. Saaduissa Abbott ARCHITECT - ja Hitachi/Roche Modular -analysaattoreilla
virtsan NGAL:n tuloksissa ei ole tilastollisesti merkitsevaa eroa. Validoiva menetelma
on lineaarinen laitevalmistajan ilmoittamalla kalibrointialueella ja sen voi hyvaksya kayt-
toon.

Avainsanat NGAL virtsasta, Abbott ARCHITECT, Modular, lipokalin-2.
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Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) is one of the new biomarkers of acute
kidney injury. In acute renal failure, the NGAL concentration of urine and plasma increases
within two hours. Hence its determination is of great importance to cardiac surgery, inten-
sive care or contrast medium examination.

Urinary NGAL determination was practiced only at the HUSLAB Surgical Hospital Labora-
tory, Finland. It was determined 2009-2013 by the Abbott ARCHITECT i2000 SR -analyzer
with the chemiluminescent immunoassay method. In 2013, the NGAL researches in Fin-
land were relocated to the Helsinki University Central Hospital Laboratory equipped with
the Hitachi/Roche Modular -device based on the immunoturbidimetric method.

Our study was part of the NGAL tests carried out at the HUSLAB Meilahti Hospital labora-
tory. Our objective was to evaluate samples on the Hitachi/Roche Modular -device and
compare the results with the old method.

The urine NGAL samples of our study were collected, processed in the HUSLAB Surgical
Hospital Laboratory, and finally frozen for future use. The urine samples (n = 59) were
measured twice on the Hitachi/Roche Modular -device. In addition we used NGAL low- and
high-level controls and the pool tests information over a four-month period. The NGAL pa-
tient and control sample results were used to determine the within-run and between-runs
repeatability. The range measurement linearity was analyzed by diluting high-containing
patient samples. The NGAL results of the Hitachi/Roche Modular -device were compared
with the previous Abbott ARCHITECT for the level of results. The urine NGAL results were
analyzed with the Microsoft Excel program, and the SPSS/PASW software. Among others
we calculated averages, standard deviations, percentages of variation, bias values of con-
trols and correlation coefficients. In addition, the results were presented graphically in our
study report.

The Modular immunoturbidimetric method validation has not revealed any significant varia-
tion within the series and between the series. Our comparison has shown, that results pro-
vided by Abbott ARCHITECT method and that of obtained on Hitachi/Roche Modular —
device are not significantly different from each other. The validation method is linear with
the manufacturer's the declared range of the level and instructions, and thus may be ac-
ceptable for practice.

Keywords NGAL urine, Abbott ARCHITECT, Modular, lipocalin-2.
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1 Johdanto

Neutrofiilien gelatinaasiin assosioituneen lipokaliini (Neutrophil gelatinace-associated
lipocalin) eli NGAL on yksi uusista munuaistubulusvaurion merkkiaineista ja ollut jo
vuodesta 2009 Kliinisessa kaytéssd HUSLABIn Kirurgisen sairaalan laboratoriossa
(HUSLAB 2009. Tutkimustiedote. U-NGAL). Talla hetkilla P-NGAL:n ja U-NGAL:n
maaritysmenetelmat ovat olleet rutiinikaytéssa HYKS:ssa (HUSLAB 2013. Tutkimusoh-
jekirja).

NGAL:n maaritys virtsasta on kaytossd Suomessa HUSLABIn Kirurgisen sairaalan la-
boratoriossa Abbott ARCHITECT i2000SR -analysaattorilla, joka perustuu immunoke-
miluminometriaan. Plasman NGAL tutkittaan Meilahden laboratoriossa kaupallisella

Triage-vieritestilaiteilla, jonka menetelma perustuu immunofluorisenssiin.

NGAL-proteiini on herkka ja spesifisen merkkiaine, jonka pitoisuus veressa ja virtsassa
on osoitettu suurenevan munuaisvaurion synnyttya (Haapio — Lassus 2010: 2586).
NGAL maaritetaan potilailta esimerkiksi erotusdiagnostisena tutkimuksena, potentiaali-
sesti munuaistoksisen ladkityksen aloituksessa ja varhaisen akuutin munuaisvaurion

huomauttamiseksi (Haapio 2012).

Helsingin sairaalahoitopiirissa on tapahtunut muutoksia. Munuais- ja elinsiirtopotilaat
on keskitetty HYKSin Kolmiosairaalaan. NGAL-pitoisuus on varhainen ja nopea merk-
kiaine ja sen mittauksen on oltava lAhempana hoitopaikkoja varhaisen diagnosoinnin ja

hoidon mahdollistamiseksi.

Meilahden sairaalan laboratorion tutkimusvalikoima laajentuu U-NGAL -maarityksella
Hitachi/Roche Modular -laitetta kayttden. Ennen uuden maarityksen kayttbonottoa ha-
lutaan testata maaritysmenetelméan luotettavuus vertaamalla Meilahden sairaalan labo-
ratoriossa saatuja tuloksia Kirurgisen sairaalan laboratoriossa oleviin U-NGAL -
tuloksiin. Tassa opinnaytetydssa suoritamme NGAL-tulostasovertailu kahden laitteen

valilla.



2 Opinnaytetyon tarkoitus ja tavoitteet

Tyobmme tarkoituksena on selvittda: miten kahta eri menetelmaa kaytavilla laitteilla virt-
san NGAL:n tulostasot vastaavat toisiaan ja tehtavana on testata NGAL-proteiinien
pitoisuuksia potilaiden virtsasta Meilahden sairaalan laboratorion Hitachi/Roche Modu-
lar -laitteella immunoturbidimetrisella menetelmalla.

Tavoitteena on:

1. verrata Hitachi/Roche Modularilla saatuja tuloksia Kirurgisen sairaalan laborato-
rion U-NGAL:n tuloksiin. Siella on kaytdossa Abbott ARCHITECT i2000SR -
analysaattori, kemiluminesenssimikropartikkeli-immunomaaritys, CMIA (HUS-
LAB, Tutkimustiedote 2009)
tutkia sarjan sisdista ja sarjojen vélista toistuvuutta seka lineaarisuutta

3. testaustulosten perusteella arvioida maaritysten yhtenevyytta.

3 Neutrofiilien gelatinaasiin assosioituneen lipokaliinin laboratoriodia-
gostiikka

Vaeston ikaantyminen, aikuistyypin diabeteksen ja valtimonkovettumistaudin lisdanty-
minen sekd kasvava maara varjoainetutkimuksia on aiheuttanut munuaisten akuutin
vajaatoiminnan tilastojen kasvua. Se on lisannyt myds kuolleisuutta. Parannuksia saa-
tiin ottamalla kayttéon termi akuutti munuaisvaurio (AKI) ja luokittelemalla sen vaikeus-

asteen mukaan. (Haapio — Lassus 2010: 2581.)

Munuaisnefronin rakenteen perustella (ks. kuvio 1) glomeruluksen verenkierto tapahtuu
tuojasuonta pitkin ja lahtee pientd valtimoa viejasuonta pitkin, joka muuttuu hius-

suoneksi ja ymparoi munuaistubulusta (Vierimaa — Laurila 2010: 170).
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Kuvio 1. Nefronin rakenne (Vierimaa 2010 mukaan).

Yhtenaisia kriteereja AKl:n diagnosoinnissa on glomerulusfitraation heikentyminen ja
sen seurauksena kreatiniinipitoisuuden kasvu ja / tai virtsamaaran vahentyminen. Mu-
nuaisvaurion varhaisessa diagnosoinnissa voisi auttaa munuaisten tubulusvaurion sel-
ventaminen, koska se tapahtuu aiemmin kun glomerulusfiltraation heikentyminen. Sen
takia uusia, herkempia ja spesifimpia merkkiaineita tutkitaan ja otetaan kliiniseen kayt-
t6on. NGAL on yksi tubulusvaurion merkkiaineista, jota kaytetdan kliinisesti. Tarkoituk-
sena on huomata vauriota mahdollisimman aikaisin, jotta se ei ehdi vaurioitumaan toi-
minnallisia funktioita eli heikentda glomerulusfiltraatiota (GFR). Tutkimusty6t talla alu-
eella ovat aktiivisesti menossa. Uusia merkkiaineita verrataan kreatiniiniin, ottamalla
huomioon sen puutteet AKl:n merkkiaineena (kuvio 2). Varhainen AKI:n diagnosointi
antaa mahdollisuuden pysayttda tai jopa parantaa vaurioita, sellaisia kuten hemody-
namiikka, nestetasapainon optimoiminen ja nefrotoksisten ladkkeiden valttaminen.
(Haapio — Lassus 2010: 2582.)



Normaali Lisdantynyt riski ~ Vaurio Heikentynyt GFR  Munuaisten Kuolema
vaajatoiminta

Kreatiniini

Kuvio 2. Virtsan NGAL (Abbottin mukaan).

NGAL:n kannattaa maéarittda riskipotilaille, diabeetikoille ja kroonisen munuaisten va-
jaatoiminta potilaille sek& sydénleikkauksen ja varjoainetutkimusten jalkeen. Lahitule-
vaisuudessa odotetaan erilaisten testimenetelmien lisdantyvan. Se antaa diagnosoin-

nille lisd& apua ja parempaa hoitoa potilaille. (Haapio — Lassus 2010: 2583.)

3.1  FINNAKI — tutkimus Suomessa.

Kansanvalisten ladkareiden ja asiatuntijayhteis6 on asentanut AKI:n epidemiologiselle
tutkimukselle yhden keskeisen tavoitteen: parantaa taudin ennustetta. Syyskuussa
vuonna 2012 Suomessa on aloitettu FINNAKI-tutkimus, jonka tehtavana on selvittda
taudin esiintyvyytta ja hoitoa Suomessa. Aikaisemmin AKI:n diagnostiikassa oli kaytetty
kreatiniinin pitoisuutta plasmassa. Mutta merkkiaineena se on huono ja vaihtelee suku-
puolen, rodun, ian ja lihasmassan mukaan. Kreatiniinin pitoisuus kasvaa vasta 24—48
tunnin kuluttua munuaisvauriosta. Sen avulla ei pystyta erottelemaan kuivumista mu-
nuaisvaurioista. AKI:n riskitekijoita, jotka on tunnettu, ovat verenpainetauti, diabetes,
munuaisten krooninen vajaatoiminta ja maksasairaus. Akuutissa tilanteessa AKI:n riski
huomattavasti suurenee. Se tapahtuu seuraavissa tilanteissa kuten sepsiksissa, hypo-
tensiassa, infektiossa, kirurgisissa toimenpiteissa ja suonensisdisten varjoaineiden
kayton jalkeen. Munuaispotilaan hoidossa on tarkedd myds ehkaista niiden laakkeiden

kayttda, jotka voivat aiheuttaa munuaisvauriotta. On huomattu, ettd tehohoidossa tar-



kein riskintekija on sepsis. Sen osuus on melkein 50 % AKI:ssa. FINNAKI-
tutkimuksessa selvitetaan:

e esiintyvyys Suomessa keinomunuaishoitoa vaativa AKl.a

e eriasteisen AKI:n esiintyvyytta

o kehittyvdd AKIl:a tehohoitopotilailla seka sepsiksen, hemodynaamisen tilan ja
nestehoidon osuutta

e munuaisvaurion uusien merkkiaineiden kayttoa ja niiden ennustuskykya

¢ AKI:n patofysiologisia mekanismeja ja tutkitaan geeniperiman vaikutusta poti-
laiden joukoissa

¢ potilaiden viiden vuoden ajan munuaiskorvaus hoidon tarvetta, heidan elaman
laatua seka seurataan eloonjaamista

¢ AKI:n varhaista tunnistamista ja hoidon kehitysta.
(Kaukonen — Korhonen — Haapio — Haapio 2012: 121.)

3.2 Neutrofiilien gelatinaasiin assosioitunut lipokaliini

Neutrofiilien gelatinaasiin assosioitunut lipokaliini on tunnettu samalla lailla kuten hu-
man neutrophil lipocalin (HNL), lipokaliini-2, siderokaliini, onkogeeniproteiini 24p33 ja
hiiren uterokaliini (Goetz ym. 2002: 1033). NGAL kuuluu suureen lipokaliinien perhee-
seen. Lipokaliineilla on tertiaarirakenne, jossa keskella on hydrofobinen ydin. Niiden
paatehtava elimistdssa kuljettaa pienia lipofiilisia molekyyleja. (Pervaiz — Brew 1987:
209, 212; Kjeldsen — Bainton — Sengelov — Borregaard 1994: 799.) Lipokaliiniproteiinit
koostuvat kahdeksasta p-séikeistd, jotka muodostavat B-tynnyrid. Se sulkee sisaéansa
verhidssa, sitoo ja kuljettaa pienipainoisia molekyyleja. (Mori ym. 2005: 610; Flower —
North — Sansom 2000:10.) Lipokaliinit ovat pienia erittyvia proteiineja, jotka kykenevat
sitomaan hydrofobisia molekyyleja, erityisesti sideroforit. Sideroforit (kr. sideros — rau-
ta ja phoros — kantaa) ovat pienimolekyylipainoisia aineita, jotka sitovat tehokkaasti
rautaa muodostaen rautakelaattia. NGAL:n bakteriostaattinen teho johtuu sita, etta se
pystyy sitomaan siderofori-raudan. (Goetz ym. 2002: 1036; Neilands 1995: 26723.) On
todettu, ettd raudan kuljetus on olennaisen téarkeda solujen kasvua ja kehitysta varten.

Rauta on tarpeellinen munuaisten suojaamisessa. (Himmelfarb 2007: 379.)

Ihmisen NGAL on pieni 25 kDa proteiinimolekyyli, jonka primaarinen polypeptidiketju
koostuu 178 proteiinien jaamistd. Sen 25 kDa-proteiini oli eristetty monomeeri- ja di-
meerimuodoissa humaanin neutrofiilien supernatantista. (Kjeldsen — Johnsen — Senge-
lov — Borregaard 1993: 10425; Kjeldsen ym. 2000: 272.) NGAL syntesoidaan granulo-
syyttien kypsymisen yhteydessa luuytimessa ja kuljetetaan plasmaan aktivoineista

neutrofiileista (McPherson — Pincus 2011: 179). Tarkemmat tutkimukset ovat osoitta-



neet, ettd NGAL:n pienid maaria syntesoituu myo6s elimien epiteelisolukoissa (aivot,
keuhkot, suolisto ja munuaiset), solujen stressitilanteissa kuten tulehdus, iskemia. Im-
muunijarjestelman solut, hepatosyytit ja adiposyytit seka munuaisten tubulussolut ovat
sellaisia NGAL:n aktiivisia tuottajia. NGAL:n fysiologiset tehtavat liittyvat nefronien ra-
kentamiseen, raudan aineenvaihduntaan ja bakteriinfektioiden torjumiseen. (Schmidt-
Ott ym. 2007: 409—-410; Haapio — Lassus 2010: 2585.) Terveilla ihmisilla sita ei 16ydy,
mutta akuutissa munuaisvauriossa NGAL:n pituisuudet lisdantyvat hyvin nopeasti seka
virtsassa ettd veressd, jopa satakertaisesti. NGAL on spesifinen merkkiaine munuais-

ten tubulusvaurioille. (Haapio — Lassus 2010: 2585.)

NGAL on yksi varhaisimmista ja aktiivisesti muodostavista proteiineista munuaisten
iskeemian jalkeen. Tutkimuksissa paastaan selville munuaisten geeneista, jotka akti-
voituvat heti munuaistiehyiden solujen vauriossa. NGAL- proteiinia ilmestyy virtsaan

jopa pienissa munuaisvaurioissa ja sité on helppo havaita. (Mishra ym. 2003: 2534.)

3.3 Neutrofiilien gelatinaasiin assosioituneen lipokaliinin maaritys laboratoriodiagnos-
tilkkassa

NGAL:a méaéritetddn potilailta varhaisen akuutin munuaisvaurion diagnostiikassa, ero-
tusdiagnostisena nefrologiatutkimuksena seka terapeuttisiin tarkoituksiin sydanleikka-
uksen jalkeen, non-invasiivisessa seurannassa munuaisten transplantaation jalkeen ja
potentiaalisesti munuaistoksisen laékityksen aloituksessa. NGAL:n avulla voidaan en-
nustaa Kliinisia tuloksia: munuaissiirto, viivastynyt siirrdnndisen toiminta ja kuolleisuus.
(Haapio 2012.)

Useat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd potilailla akuutissa munuaisvauriossa NGAL—
proteiini esiintyy seerumissa 24—-48 h ennen kuin havaitaan kreatiniinin nousua (Cullen
— Murray — Fitzgibbon 2012: 190; Mishra ym 2005: 1233). Nykyaan tiedetdan, etta
pasman kreatiniinipitoisuus on huono merkki akuuttista munuaisten vauriosta, mutta
sitd on hyva kayttda luovuttajan munuaisten laatutestissa, jolla voidaan osoittaa sen

kelpoisuus (Hollmen ym. 2011:5).

Oli huomattu, ettd NGAL laajensi luovuttajan statuksen kriteereita. Luovuttajan seeru-
min ja virtsan arvotasojen valilla suoritettiin analyysit, mitk& todistivat, ettd U-NGAL:n

tason seuranta antoi lisd& informaatiota ja mahdollisuuden selvittaa potentiaalisen siir-



toelimen sopivuus. Samaa lisdinformaatiota ei saatu S-NGAL:n tasojen seurannalla.
(Hollmen ym. 2011: 95, (2)).

NGAL:n tasot ovat diagnostisia ja ennustavia akuutti munuaisten vajatoiminnassa.
NGAL:n erittyminen virtsaan tapahtuu vain silloin, kun se liittyy vaurioon proksimaali-
sessa munuaistiehyissd, mika estdd NGAL:n takaisin imeytymista ja / tai lisdd NGAL
synteesin munuaisissa. Virtsan NGAL:n maaritysta voidaan kayttadd biomerkkiaineena
vastasyntyneilld ilman sitd, ettd otetaan verinayte. Suurin raja NGAL virtsassa lapsille
on 100-135 ng / ml. Vastasyntyneilla kriittisissa tiloissa voidaan suositella kaytettavan
NGAL:n maarittdmista virtsasta kun halutaan diagnosoida ja ennustaa akuuttia munu-

aisvauriota. (Safina — Daminova 2012: 44.)

NGAL:n tason tarkkailua kaytetddn aikaisen munuaisvaurioiden indikaattorina sydanki-
rurgiassa. Kirjallisuudessa on kuvattu tutkimus, johon osallistui 71 lasta sydamen kirur-
gisten korjausten jalkeen. Seerumi- ja virtsanaytteita oli analysoitu western blot ja ELI-
SA -menetelmia kayttden. Oli osoitettu, ettd NGAL:n pitoisuus virtsassa ja seerumissa
kaksi tuntia leikkauksen jalkeen, sydan-keuhko-konetta apuna kéayttaen, voidaan pitaa
varhaisena ja riippumattomana indikaattorina munuaisten kudosvaurioissa. Testilla oli
100 %:n herkkyys ja 98 %:n spesifisyys akuutin munuaisvaurion kehittdmisen ennustet-
taessa. (Mishra ym. 2005: 1231.)

Munuaissiirrossa NGAL:n pitoisuuden perusteella voidaan ennustaa munuaissiirteen
toimintaa ja eloonjaémisen todennakoisyytta siirron jalkeen. NGAL:n tason lisdantymi-
nen ensimmaisena paivana on potilaan viivastyneen siirranndisen toiminnan merkki.
Luovuttajan korkeat virtsan NGAL arvot osoittavat munuaisvaurion spesifisemmin kuin
seerumin NGAL arvot, jotka voivat olla perdisin muista elimista, kuten keuhkoista, luu-
ytimesta tai maha-suolakanavasta. U-NGAL voisi olla parempi ja konkreettisempi AKI
markkerina kuin S-NGAL. (Hollmen ym. 2011: 6, (1).)

Kliinisesti NGAL:a maaritetaan seka plasma- (seerumi), ettd virtsanaytteista. Tutkimuk-
sesta tuli ilmi, ettd eri mittausmenetelmilla suoritetut mittaustasot U-NGAL ja S-NGAL

eivat ole suoraan vertailukelpoisia. (Hollmen ym. 2011: 6, (1).)

Seerumindytteet ovat helposti saatavilla ja seerumin biomarkkerit ovat vakaampia, mut-
ta seerumin biomarkkerit voivat heijastaa vain systeemisen sairauden prosessia eika

tietyn elimen reaktiota (McPherson — Pincus 2011: 179).



Vuonna 2009 Kirurgisen sairaalan laboratoriossa tehtiin alustava validointi U-NGAL -
maarityksesté elinsiirtopotilaiden tutkimusnaytteistd Abbott ARCHITECT -laitteen im-
munokemiluminometrisella menetelmalla. Nama naytteet oli aikaisemmin tutkittu Suo-
men Punaisen Ristin laboratoriossa tutkimuskayttoon tarkoitetulla Elisa-menetelmalla.
Tutkimusnaytteet oli sailytetty -70 °C lampdtilassa Kirurgisen sairaalan laboratoriossa.
Niista valittiin 21 eritasoista naytetta ja ne ajettiin parindytteiné. Laskettu Abbott AR-
CHITECT -laitteen sarjan sisainen toistuvuus oli 6,9 %. Validoinnin ja valmistajan sarjo-
jen véliset prosentit (CV alle 6 %) olivat yhtenevat. Kolmesta eritasoista tutkimusnayt-
teesta oli mitattu lineaarinen alue, joka oli 1500 ng/ml. Lineaarisuusyhtal6 ja korrelaa-
tiokerroin (r=1) olivat hyvat ja osoittivat menetelman olevan lineaarinen koko mittaus-
alueella. My6s naytemateriaalista (n=686) oli valittu 13 naytetta ja ne tutkittin ARCHI-
TECT-menetelmalld ja verrattiin tuloksia ELISA-menetelméaén. Tasovertailussa mene-
telmien valiset korrelaatiot (r=0,76 ja Spearman r=0,93) eivat olleet hyvia. Oli huomioi-
tu, etta validoinnissa naytteet olivat pari kolme vuotta vanhoja ja niiden sulatuskerroista
ei ollut tietoa. Yllamainituista naytteista oli valittu 20 eritasoista naytteetta pilottitutki-
muksiin Abbott ARCHITECT -analysaattorilla. Validoinnissa saadut tulokset oli hyvak-
sytty ja U-NGAL-menetelma Abbott ARCHITECT -laitteella oli otettu kayttdtarkoituk-
seen (laite kuviossa 3). (HUSLAB 2010. Validointiraportti U-NGAL, Abbott ARCHITECT
i2000SR.)

Kuvio 3. Abbott ARCHITECT i2000SR -analysaattori.

Vastaavassa tutkimuksessa oli tehty NGAL-maaritystd Becman Coulter AU-laitteella
imunoturbidimetrisella menetelmalla. Analyyttinen arviointi osoittaa, etta NGAL-testissa

oli useita teknisid ja analyyttisia etuja, kuten ei manuaalista esikasittelyd, vahainen



maara naytetta (3pl), nopea laimennosaika (10 min) ja optimaalinen lineaarisuus. Ver-
tailussa Abbott ARCHITECT -laitteen NGAL:n mittauksiin virtsasta saatiin tuloksena
korrelaatiokerroin r=0,925. (Lippi — Aloe — Storelli — Cervellin — Trenti 2012: 1581.)

Huhtikuussa vuonna 2012 Meilahden sairaalan automaatiolaboratoriossa oli suoritettu
Hitachi/Roche Modular cU -laitteen menetelméavalidointi plasmanéytteille. Sen tarkoi-
tuksena oli uuden menetelman testaus mahdollista mythempéaa kayttéonottoa varten.
Menetelma oli ohjelmoitu Modular cU -analysaattorin vapaalle kanavalle ja testaamalla
etsittiin mahdollisimman optimaaliset reaktio-olosuhteet. Tulostason vertailu oli tehty 31
potilasnaytteelld Triage P-NGAL-tuloksiin. Validoinnissa oli testattu menetelman toistet-
tavuus, tulostason vertailtavuus rutiinikaytossa olevan menetelméan kanssa seka mene-
telman lineaarisuus laimennussarjalla. Triage-vieritestianalysaattorin mittaamat tulok-
set, jotka olivat pienemmat kuin 60 pg/l, antoivat ndyttéon vastauksen < 60. Uudella
menetelmalla pystyy mittaamaan pitoisuudet, jotka ovat noin 10 pg/l, joten se on her-
kempi ja katevampi. Menetelman validointitulokset olivat hyvat ja silla on todettu, etta
NGAL:n analysointi plasmasta on mahdollista. (HUSLAB 2012.)

On ajankohtaista suorittaa validointitutkimuksena ARCHITECT - ja Modular -laitteiden
vertailua NGAL:n virtsanaytteistd. Osallistuimme opinnaytetyollamme uuteen tutkimuk-
seen. Tulevaisuudessa NGAL virtsassa ja plasmassa on suunniteltu analysoimaan
Modular -analysaattorilla samalla immunoturbidometrisella menetelmalla (kuviossa 4).
Tama laite oli jo aikaisemminkin automaatiolaboratoriossa kaytossa ja nykyisen tutki-
mustyon tarkoituksena on laitteen mahdollisuuksien ja analyysivalikoiman laajentami-

nen.

Kuvio 4. Hitachi/Roche Modular cU -analysaattori.
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4 Laatu kliinisessa laboratoriossa ja menetelmien vertailu

Laadunvarmistus kuuluu keskeisimpana tavoitteena hyvaan Kkliiniseen laboratoriokay-
tantdoon. Analyyttisen laadunvarmistuksen tarkeimmat alueet ovat sisainen laadunohja-
us ja ulkoinen laadunarviointi. Laboratorion sisdisen ohjauksen tavoitteena on potilastu-
losten oikeellisuuden varmentaminen ja niiden hyvaksyminen hoidon kayttoon. (Linko
2004: 60.)

Sisainen laadunohjaus tapahtuu laboratoriossa jatkuvasti suorittamalla toimenpiteita,

jotka varmistavat tutkimustulosten luotettavuutta (Linko 2004: 60).

Ulkoisella laadunarvioinnilla tarkoitetaan laboratorion ulkopuoliselta, rippumattomal-
ta taholta hankittava testien analyyttisen laadun arviointia sekd vertailua maaravalein
muihin laboratorioihin tulosten totuudellisuuden osoittamiseksi. Ennen laboratoriotutki-
musten maaritysmenetelman kayttdonottoa sille asetetaan analyyttiset laatutavoitteet,
jotta tarkoitusmukainen taso saavutetaan. Validointi ja sisdisen laadunohjaus tukee
kaytannossa tata asia. (Linko 2004: 60-62.)

Sisdisen laadunohjauksen menettelytapoihin kuuluvat kontrollit, niiden hyvaksymis- ja
hylkaamisrajat. Paivittaiskontrolleilla seurataan analyysimenetelman jatkuvaa suoritus-
kykya. Niiden avulla havaitaan menetelman toistuvuudessa ja tulostasossa mahdolli-
sesti sattuvat muutokset. Hyva kontrollindyte on tarkoitukseensa soveltuva, stabiili ja
ominaisuuksiltaan mahdollisimman lahella potilasnaytteita. Kayttdédnottoon valittavien
kontrollien tasot ja maara riippuu maaritysmenetelman kayttotarkoituksesta. Se maa-
raytyy tutkimuksen pitoisuusalueesta, viitevalista ja menetelmaélle sovitetuista kontrol-
liarvon vdlista. (Linko 2004: 60—61.) Kontrollin virherajat pohjautuvat analyysin mittaus-
sarjojen sisdisen ja sarjojen valisen kokonaishajontaan. Saantéjen mukaan kontrolli-
naytteelle on asetettu x + 2s rajoja, jossa x on laboratorion tulosten keskiarvo ja s on
laskettu keskihajonta. (Sorto — Torméa — Kaihola 1996: 12-13.)

Validoinnilla tarkoitetaan testausta, jolla todetaan, etté testi toimii aiottua tarkoitusta
varten riittdvan luotettavasti (Termien méaaritelmat 2009: 319). Laboratorion péatevyyden
toteamiselle on yhtena edellytyksend, ettd laboratorio on arvioinut patevyysalueeseen

kuuluvien menetelmien mittausepavarmuuden (Sorto ym. 1996: 3).
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Menetelma- ja laitevertailu kuuluu validointiprosessiin. Validointi on tarpeen esimer-
kiksi uuden ja standardimenetelman vélisessa vertailussa tai kahden eri mittausmene-

telman tulosten samanmukaisuuden tutkinnassa. (Ehder 2005: 26.)

Uusien menetelmien ja laitteiden kayttbonottoa varten validointi toteutetaan riittavassa
laajuudessa. Sen avulla pystytddn varmistumaan tulosten toistettavuudesta ja virheet-
tomyydesta. Yleispatevaa maaritelmaa validoinnin laajuudesta ei ole ja se riippuu uu-
den menetelman/laitteen kayttotarkoituksesta, asetetuista laatutavoitteesta, henkil6-
kunnan resursseista ja myos kustannusten rajoitteesta. (Liimatainen 2010: 57; Ehder
2005: 26.) Kasitteellisesti laitekoestusta ja menetelmien validointia ei aina eroteta toisi-
aan (Linko 1999: 24). Tassa opinnaytetydssa olemme suorittaneet laitekoestusta el
suppeaa menetelmavalidointia. Sen yhteydessa tutkittin seuraavat validoinnin osa-

alueet: toistettavuus, lineaarisuus, mittausalue, tarkkuus ja osittain jaljitettavyys.

Mittaustuloksen toistuvuus on saman mitattavan suureen perakkaisien mittaustulos-
ten totuudellisuus, kun mittaukset suoritetaan identtisessa olosuhteissa (Ehder 2005:
37). Mittaustuloksen toistuvuus tarkoittaa samalla tavalla ja samoissa olosuhteissa suo-
ritettujen perakkaisten mittaustulosten samankaltaisuus. Sarjan sisdinen toistuvuus
edustaa samasta naytteestd, samalla menetelmalla ja saman henkilon lyhyella aikava-
lilla toistaminen testitulosten keskindinen yhtapitavyys. Toistettavuutta voidaan testata
my06s mittaamalla naytteitd rinnakkaisina. (Termien maaritelmat 2009: 319.) FINAS
S/33 -suosituksen mukaan toistokokeiden maaran pitaa olla n=20. Sarjan vélista tois-
tuvuutta tutkitaan samasta naytteesta seka samalla testilla, eri henkildiden ja pitkalla
aikavalilla saatujen tulosten yhtenevaisyytta (Termien maaritelmat 2009: 319). Luotet-
tava variaatiokertoimen arvo saadaan, jos toistotestien lukumaaré n>20 on suoritettu

vahintdan kolmen kuukauden aikana (Siloaho ym.1997: 198).

Mittausalueella tarkoitetaan mittaussuureen arvojen joukkoa, jolla mittausanalysaatto-
rin virheen pitéisi olla tarkennetuissa rajoissa. Kliinisessa kemiassa menetelman mitta-
usalue merkitsee tavallisesti lineaarista mittausaluetta, laimennusrajaa tai analyyttista
toiminta-aluetta. ( Ehder 2005: 28; Jaarinen — Niiranen 2005: 13.)

Lineaarisuus on analyysimenetelman kyky antaa tiedossa olevalla alueella hyvaksyt-

tava lineaarista korrelaatiota tulosten ja tutkittavien naytteiden konsentraation valilla.
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Samalla voidaan maaritella analyysimenetelméan luotettavaa mittausaluetta, jolla saa-

vutetaan hyvaksyttava tarkkuutta ja tasmallisyytta. (Ehder 2005: 28.)

Tulosten tarkkuutta tarkoittaa mittaustuloksen ja tosiarvon yhteensopivuus ja mene-
telmavalidoinnissa maaritetaan laskemalla systemaattisia ja satunnaisia virheita. Jalji-
tettavyys maadritelldén silloin, kuin on yhteys tiedotettuihin referenssimateriaaleihin ja
kansainvalisiin mittanormeihin. Hyva tutkittava vertailumateriaali kuuluisi olla mahdolli-
simman lahella matriisipohjaista vertailumateriaalia. Kaytannossa menetelman oikeelli-
suus arvioidaan vertaamalla saatuja mittausarvoja toisen tunnetun menetelman refe-
renssiarvoon. (Ehder 2005:8, 35.)

5 Analysaattorit ja maaritysmenetelmat

Ty6 suoritetaan Meilahden sairaalan laboratorion Hitachi/Roche Modular cU -laitteella,
immunoturbidimetrista menetelm&a kayttaen, jossa NGAL maaritetdan immunopresipi-
taation perustella. Saatuja tuloksia verrataan Kirurginen sairaalan laboratorion U-
NGAL:n tuloksiin. Sielld on kaytossa Abbott ARCHITECT i2000SR -laite, immunokemi-

luminometrinen maaritysmenetelma, CMIA.

Sairaalan paivystyksessa arvioidaan hoidon tarpeita. Heikossa tilassa oleva potilasta
on diagnosoitava ajankohtaisesti ja luotettavasti. Henkildston koulutus ja perehdytys on
suunniteltava niin, etta se tukee ensihoidon kiireellisyyden arviointia. (Malmstrom 2012:
703.) Meilahden sairaalan péaivystyksessa vitaaliparametrien lisaksi tarvittaessa on
mahdollisuus kayttdd munuaisten toiminnan pikadiagnostiikassa Triage-vieritestia ve-

ren NGAL mittaamiseksi.

Triage-immunofluoresenssi-menetelma perustuu kaksoisvasta-ainetekniikkaan. Mei-
lahden sairaalassa kaytetaan plasmanaytettd, joka annostellaan Triage-NGAL® - testi-
kasetin naytekaivoon. Naytteissa olevat analyytit-antigeenit reagoivat reagenssien ja
fluoresoivan vasta-ainekonjugaatin kanssa reaktiokammiossa. Inkubaatiovaiheen jal-
keen seos kulkee testipaneelilla detektiosektoriin, missé sitoutuvat kompleksit huuhtou-
tuvat jatekammioon. Analysoitavaksi jaavat vapaita leimattuja konjugaatteja, jotka pys-
tyvat kiinnittymaan detektioaluessa. Triage MeterPro mittaa fluoresenssin, jonka arvo

on kdantaen verrannollinen NGAL-pitoisuudelle. (HUSLAB 2011. Ty6ohje.)
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Meidan opinnaytetydssamme virtsan NGAL:n maarityksessa kaytamme HUSLABIn
kliinisen biokemian laboratorioiden Hitachi Roche Modular cU - ja Abbott ARCHITECT
i2000SR -laitteita.

5.1 Abbott ARCHITECT

Abbott ARCHITECT i2000SR -laitteen kayttama keimilumesenssimenetelma kuuluu
luminometrian maarityksiin. Luminesenssi tarkoittaa sateilyenergian vapautumista, kun
molekyylirakenteessa oleva elektroni palaa korkeammalta energiatilalta matalammalle.
Siitd miten elektroni on saatettu korkeammalle energiatilalle, luminesenssi voidaan
jaotella fluoresenssiksi tai fosforesenssiksi ja kemiluminisenssiksi. Kemiluminisensissa
(bioluminesensissa) molekyylin virittyminen aikaansaadaan kemiallisen reaktion avulla.
(Akerman — Jokela 2010: 57.) Kemiluminesenssi-immunomaaritys — menetelmassa
viritysenergia aiheutetaan hapetus-pelkistysreaktiolla, jossa kaytetddn merkkiaineena
kemiluminisoivia orgaanisia molekyyleja. Yksi tunnetuista merkkiaineista on akre-
diniumesteri, joka on konjugoitu proteiinimolekyyliin. Alkalisissa olosuhteissa akre-
diniumesterit hapettuvat vetyperoksidin lasnaollessa muodostaen suurenergisia vali-
tuotteita. Hapettumalla virittynyt yhdiste emittoi valoa palatessaan perusenergiatilaan-
sa. Valon voimakkuus mitataan valomonistinputkella. (Halonen 2004: 76, 98.)

Abbott ARCHITECT -laitteen NGAL:n CMIA—maaritys on heterogeeninen kaksivaihei-
nen sandwich-menetelm& (kuvio 5). Siin& sidottu ja vapaa vasta-ainefraktio on erotet-
tava toisistaan ennen mittausta pesemallda, mika on helposti jarjestettavissa automaat-

tisesti. (Savolainen — Parviainen 2010: 65.)
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Kuvio 5. Abbott ARCHITECT virtsan NGAL menetelma (Abbottin mukaan).

Ensimmaisessa vaiheessa naytteen mahdollisesti sisdltamat NGAL:n analyytit-
antigeenit tarttuvat anti-NGAL paallystettyihin paramagneettisiin mikropartikkeleihin
tuottaen immunokompleksin. Inkubaation ja pesun jalkeen reaktioseokseen lisatdan
anti-NGAL-akridiniinimerkityn konjugaatin. Toisessa reaktiovaiheessa muodostuu kon-
jugaattiin sitoutunut NGAL:n kaksoisvasta-aineimmunokompleksi. Pesun jalkeen nay-
teseokseen lisatdaan vetyperoksidia (H,O,) ja natriumhydroksidia (NaOH) sisaltamia
Pre-Trigger ja Trigger-reagenssia. Natriumhydroksidin avulla saadetaan reaktion pH.
Akridiiniesteri reagoi vetyperoksidin kanssa alkalisissa olosuhteissa muodostaen tuo-
tetta, joka hajoaa lahettden valokvanttia. Saatu kemiluminisenssireaktio mitataan suh-
teellisina valoyksikdind RLU (Relative Light Unit) aallonpituudella 430 nm. Valon sig-
naali on suoraan verrannollinen naytteen NGAL-konsentraatioon (Hebbar 2009: 53;
Halonen 2004: 98). Abbottin NGAL:n maarityksessa on kaytéssa 3 taso-kontrolleja
H(high), M(medium) ja L(low) (Abbott ARCHITECT i System 2009: 1) (kuvio 6).
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Kuvio 6. Abbott ARCHITECT reagenssit ja kontrollit.

5.2 Hitachi/Roche Modular

Turbidometriset immunnokemialliset menetelmat yhdistyvat sekd immunologinen reak-
tio ettd turbidometria ja niitd kaytetaan erityisesti seerumin ja virtsan spesifisten proteii-
nien pitoisuuksien mittauksessa. Turbidometria kuuluu spektrofotometrisiin maarityk-
siin. Sen avulla mitataan siroamisesta, heijastumisesta tai absorptiosta aiheutuvaa la-
paisseen valon intensiivisyyden véhenemistd. Immunoturbidometrialla mitataan liu-
kenemattomien partikkelien pitoisuutta suspensioissa. Turbidometriset immunokemial-
liset menetelmat perustuvat antigeenin ja vasta-aineen liukenemattoman immuno-
kompleksin muodostumiseen eli agglutinaatioon. Turbidometrisissa maarityksissa lisa-
taan vesiliukoisten lineaaristen polymeerin saostumisnopeutta lisddmiseksi. Lapdise-
van valon voimakkuus riippuu yhdisteen pitoisuudesta ja partikkelin koosta ja se on

verrannollinen muodostuneiden kompleksien maaraan. (Halonen 2004: 71-72, 99.)

Immunoturbidometrista menetelmaa hyddyntden voidaan fotometrisesti mitata virtsan
NGAL:n pitoisuus. BioPorto testi on tarkoitettu NGAL:n kvantitatiiviseksi maarittamisek-
si ihmisen virtsasta ja plasmasta. Nayte sekoitetaan reaktion puskurin kanssa ja lyhyen
inkuboinnin jalkeen reaktio kaynnistyy lisdamalla suspensiota (polystyreenimikropartik-
keleita, jotka paallystetty hiiren monoklonaalisia NGAL vasta-aineita). Naytteessa oleva
NGAL aggregoituu immunopartikkelien kanssa. Lapéaisevan valon voimakkuus riippuu
NGAL:n pitoisuudesta ja partikkelikoosta. Aggregaation voimakkuus maaritetaan lapai-
sen valon eli absorbanssin avulla. Sen muutos mitataan padaallonpituuden 570 nm ja
sivuaallonpituuden 800 nm absorbanssin erotuksena. NGAL:n pitoisuus naytteesta
maadritetdan arvon interpoloimalla standardikalibrointikdyrasta. (BioPorto Diagnostics
2012.)
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Valmistajan ilmoittama mittausalue on 25 ng/ml — 5000 ng/ml (ks. kuvio 7). Menetelméa
on lineaarinen samalla alueella. Modular -laitteen NGAL:n maarityksessa kaytetaan
taso-kontrolleja H (High) ja L (Low). (BioPorto Diagnostics 2012.)

Kalibrointi
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
NGAL, ng/ml

Kuvio 7. NGAL:n mittausalue (BioPorto Diagnostics 2011)

Immunologiset menetelmat ovat herkat ja tarvitsevat omaa preanalyyttista laadun val-
vontaa. Siihen kuluvat sopivat laboratoriotilat, reagenssien ja menetelmien optimointi,
menetelman ohjeiden noudattaminen ja valvonta sek&a henkilokunnan analyysivalmiu-
det. (Weber 2000:181.)

6 TyOn suorittaminen

6.1 Naytteet

Virtsanaytteiden sailyminen ennen kvantitatiivisia kemiallisia tutkimuksia tapahtuu pe-
rinteisilla vakiotavoilla. Ne ovat koottu Euroopan suosituksien mukaan ja ensisijaisesti
ne ovat oikea sailytysaineen ja lampdtilan valinta (Kouri 2003: 5). U-NGAL tutkimusta
varten nayte on otettava lisdaineettomaan putkeen, joka sailytetaan 24 tuntia huoneen-
lampdtilassa, kolme vuorokautta jadkaapissa ja jatkossa kuusi kuukautta pakastettuna
-70 C:ssa. (HUSLAB 2013. Tutkimusohjekirja).
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Naytteind kaytdmme potilaiden virtsanaytteitd, jotka on sdilytetty pakastuneina -70 °C
Meilahden sairaalan laboratoriossa. Abbott ARCHITECT -laitteen valmistajan mukaan
virtsanaytteet ovat kayttokelpoisia, jos ne sailytetty -70 °C lampdtilassa enintdan puoli-
vuotta. Kaytamme 59 naytteittd, jotta saamme vaihtelua U-NGAL arvoihin. Pdatamme
tehda rinnakkaisten tulosten toistettavuuden analyysin.

Ohjeiden mukaan virtsanaytteet, jotka ovat lisdaineettomissa putkissa, on sentrifugoi-
tava 1000 rpm 10 minuutin ajan. Aikaisemmissa tutkimuksissa, jonka suoritti Hollmen
(ym. 2011:3 (1)) tyéryhma Kirurgisessa sairaalassa elinsiirto-osastolla, kaytetyt nayt-
teet oli tuoreena heti sentrifugoitu 2500 rpm +4 °C: n lampétilassa 10 minuuttia ja sen
jalkeen seerumin ja virtsan sakan ylapuolinen osaa oli jaettu putkeihin ja jdadytetty - 70

°C. Nayteastiana oli kaytetty lisdaineettomia putkia.

6.2 Tyoryhma4, ohjaus ja tiedonhakujen kuvaus

SB11K7 ryhman opiskelijat Elena Hyrri ja Olga Elkina ovat tyéryhman jasenet, jotka
osallistuvat Meilahden sairaalaan laboratorion NGAL -projektiin. Tutkimusprojektin
omistajana on Meilahden sairaalan laboratorio. Ty0 suoritetaan HUSLABIn kemistin
Aija Helinin ohjauksen mukaan. Opettaja Irma Niittymaki ohjaa kirjallista tyotamme
Metropolian puolesta. Tydmme aikataulu ja SWOT -analyysi ovat esitetty liitteessa 1.

Kirjaston tietokannon kautta etsimme tietoja ja aineistoa meidédn oppinaytetytaiheen
kuvailevien hakusanojen avulla. Etsimme lahteet sosiaali- ja terveysalan tietokannoista:
PubMed ja Medic. Haussamme kéytimme seuraavia hakusanoja: NGAL, urine, Abbott
ARCHITECT, Modular, lipokalin-2. Suurin osa tavoitetuista lahteista oli englanninkieli-
sid. Loysimme myds suomenkielisen tutkimuskatsastuksen, joka oli tehty viime aikoina.
Jotkut tutkimukset olivat venajankielisia ja ne ovat haettu tietokannoista eLibrary.ru
hakusanoilla: ngal, nunokanuH 2, kapanoxXmpyprusi, OCTpoe MnoBpeXaeHue novek n
anarHoctuka. Huomasimme, ettd NGAL kiinnostaa koko maailmaa ja tutkimusten geo-

grafia on laaja.

6.3 Menetelman vakiointi ja kontrollit

Modular—-menetelméan virtsan NGAL parametrit on esitetty taulukossa 1.
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Taulukko 1. Hitachi/Roche Modular -laitteen parametrit.

Naytteen tilavuus 6 ul

Reagenssin R1 (puskurin) tilavuus 150 pl

Reagenssin R2 (vasta-aineen) tilavuus 50 pl

Aallonpituudet 800/570 nm

Kalibroinnin menetelma SPLINE

Yksikko i/l

Vakioinnin ylaraja 1500 pi/l

Kalibraatorit 150, 600, 1500 i/

Kontrollit Low (202ng/ml), High (499 ng/ml)

Kaytimme BioPorto reagensseja ja kontrolleja. Kaytetyt reagenssit: puskuriliuos R1,
joka sisaltdad muriiniproteiineja seka immunnopartikkelisuspensio R2, joka sisaltdd po-
lystyreeni partikkeleita, paallystettyind hiiren monoklonaalisilla NGAL — vasta-aineilla.
Avaamattomat reagenssit sailyivat 11.2013 asti, 2 — 8 °C lampdtilassa. Avatut rea-

genssit sailytys lyhennee 4 viikoksi.

NGAL:n pitoisuuksien mittauksessa hyddynnetaan bikromaattinen mittausmenetelma.
NGAL:n maaritys potilaan naytteistd Modular -laiteilla tapahtuu kahden aallon pituudel-
la: 570 nm paaaallon- ja 800 nm sivuaallonpituudella. Laiteen sivu eli tausta-
aallonpituuden mittaus poistaa hairitsevien aineiden virheita. Voidaan todeta, ettd he-

molyysi, lipeemisyys ja ikteerisyys eivat vaikuta tulokseen.

Modularin fotometrin mittausyksikké on kaavamaisesti esitetty kuviossa 8. Kovera linssi

jakaa naytteen lapi tuleva valosignaali aallonpituisuudeltaan.
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Kuva 8. Roche Modular fotometri. (Hitachi/Roche Modularin mukaan).

Modular -laite suorittaa kaksi mittausta 10 minuutin vélin eli saamme kaksi absorbans-
simittaus tulospistetta. Ensin laite sekoittaa 6 pl naytettd ja 150 ul puskuria (R1) ja 5
minuuttin 37 °C inkuboinin jalkeen toteuttaa absorbanssimittausta 570 nm aallonpituu-
della. Reagenssin R2 lisayksen ja 10 minuutin inkuboinnin jalkeen laite suorittaa ab-
sorbanssimittausta 800 nm aallonpituudella. Naiden arvojen erotustulos on suoraan
verrannollinen naytteen NGAL pitoisuuteen. Naytteen raakatulos ilmoitetaan absor-
banssi-yksikdssa (Abs), joka muutetaan vakiokuvaajan avulla konsentraatio-yksikk6on
eli pg/l. Virtsan NGAL menetelma oli ohjelmoitu avoimille kanavalle ja reagenssipulloille
kiinnitetty avoimen kanavan viivakoodit. Ulkokehdlle sijoitetaan reagenssi R1, siséke-
halle R2. Seuraavaksi oli suoritettu menetelman vakiointi 6 — pistekalibroinnilla. Kay-

timme 0,9 % NaCl:a nollaliuoksena. Kalibraattoripakkaus sisaltda 5 vakiota: 150 pgl/l,
600 pg/l, 1500 pg/l, 2500 pg/l, 5000 pg/l (ks. kuvio 9).

Kuvio 9. BioPorto:n kontrollit ja vakiot.
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Meidan suorituksessa kaytimme 3 vakiota: 150 pg/l, 600 pg/l, 1500 pg/l, niista laite
automaattisesti valmistaa lisépitoisuudet vakiokuvaajan eripisteitd varten. Tuloksena
olivat seuraavat vakiokuivajan pisteet: 0, 100, 300, 600, 1000, 1500. Vakioinnin tulok-
set onnistuivat ilman halytyksia. Kaytetyn menetelman mittausalue oli 0 — 1500 pg/l.
Jos tulos oli korkeampi, kun 1500, laite suoritti automaattisesti uuttaa maaritysta lai-
mentamalla naytteen 1:10. Meilla oli kuusi naytettd, joiden NGAL:n pitoisuus oli yli
1500 pg/l. NGAL:n menetelman toimivuutta tarkistimme kontrollien Low (taso 202 ug/l)
ja High (taso 499 pg/l) avulla. Seuraavaksi sy6timme 59 virtsanaytetta laiteeseen ana-
lysoitavaksi, jotka ajoimme rinnakkaisina. ARCHITECT:n NGAL:n tulokset ja Modularil-
la mitatut NGAL:n rinnakkaiset arvot ovat liitteessd 2. Analysoitujen naytteiden maara
oli 59 kpl. ja niista 7 naytteettd, joiden arvot olivat alle 10 ug/l, oli poistettu tilasto-

analyysista.

7 Tulokset

7.1 Tilastolliset kasitteet

Tassa luvussa maaritellaan keskimmaiset tilastolliset termit, jotka kaytetaan laboratori-

on sisaisessa laadunohjauksessa.

Normaalijakauma (Gaussin jakauma). Tulosjoukon kasvaessa tarpeeksi isoksi, voi-
daan kyseinen pistejoukko interpoloida Gaussin kayralla. Se on yleisin kaikista toden-
nakoisyysjakaumista, ja kdytanntssa mittausten havaintovirheet ovat jakautuneet suu-
rin piirtein normaalisti. (Holopainen — Pulkkinen 2008: 144.) Tulosten jakauma kuva-

taan keskiarvon ja keskihajonnan avulla (Sorto — Térma — Kaihola 1996: 6-7).

Keskiarvo lasketaan jakamalla tulosten summa niiden lukumaaralla:

n

X =

Keskihajonta kuvaa tulosten jakaumista keskiarvon ymparille ja antaa tiedon tulosten
jakauman leveydestad. Keskihajonta ja sen kerrannaiset kaytetaan yleensa kontrolli-
naytteen virherajoina. (Sorto ym. 1996: 7.) Keskihajonta rinnakkaismaarityksista laske-
taan Dahlbergin kaavalla (Siloaho ym. 1997: 202):
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_\]Z?:l(xil — Xi2)?
So =
2n

So—keskihajonta
(Xi1-Xi2) — rinnakkaismaarityksen erotus

n — naytteiden parien lukumaara

Variaatiokerroin on tilastollinen hajontaluku, joka saadaan kun keskihajonta suhteute-

taan keskiarvoon. Se ilmoitetaan usein prosentteina (Heikkila 2008: 88):

CV% = = *100%

Rl

S — keskihajonta

I - sarjan rinnakkaisnaytteiden keskiarvo

Variaatiokerroin on hyodyllinen tilastovertailuissa, esimerkiksi, se mahdollistaa kahden
eri tasojen jakauman hajontojen keskindisen vertailun (Sorto ym. 1996:7).

Poikkeama (bias) on mittauslaitteen ilmaisema systemaattinen virhe. Laitteen poik-
keama voi johtua vaarasta kalibroinnista, syystemaattisesta mittauslaitteen vaarasta
lukemisesta tai laitteen rajoittuneesta havaitsemistehosta. Mittalaitteen kalibrointi on
hyva keino systemaattisten virheiden tunnistamiseksi. Poikkeama (bias) maaritetaan
kuten mitattavan suureen oletetun mittaustuloksen ja tosiarvon tai sovitun arvon vali-
nen ero (Ender 2005: 30-31):

C, —C
bias = 16 = Gol #100%
Co

Korrelaatio on riippuvuussuhde kahden muuttujan valilla ja sen voimakkuus ilmaistaan
korrelaatiokertoimen avulla. Tavallisesti kdytetyin mitta on Pearsonin korrelaatiokerroin,

joka on kahden muuttujan valinen riippuvuus (Heikkil& 2008: 90):

pe T B0y Sy
S s, o
jossa (x;,y;) ovat jakauman muodostavia lukupareja,
Sx ja S, ovat muuttujien keskihajonnat.
Pearsonin korrelaatiokerroin on parametrien lineaarisen riippuvuuden mitta muuttujien
X ja y valilla. Suurten x ja y yhteisjakauman pitaisi olla likimaarin normaalinen. (Sarna

2007: 57-58.) Korrelaatiokerroin on kahden muuttujan vélisen yhteyden voimakkuuden
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ja suunnan mitta, joiden arvot ovat rajojen -1 ja +1 valilla. Muuttujien valilla on voima-
kas positiivinen korrelaatio kun kerroin on lahella arvoa +1, jos se on lahella -1, silloin

on voimakas negatiivinen korrelaatio. (Heikkila 2008: 91.)

Tutkimuksen tilastolliset hypoteesit kuuluvat selittaviin tutkimuksiin (Heikkila 2004:
190). Ne tehd&én, kun todennakoisyysjakauman parametreja koskevia oletuksia tai
vditteita testataan tilastollisesti. Testausasetelman kiinnittdmiseksi on tehtdva seuraa-
vat oletukset: nollahypoteesi (Ho) tarkoittaa testattavaa oletusta ja vaihtoehtoinen hypo-
teesi (H1) on oletus, joka on voimassa, jos nollahypoteesi hylataan. (Mellin 2006: 131.)
Testin p-arvo tarkoittaa pienin merkitsevyystaso, jolla nollahypoteesi (Ho) saadaan
hylata (Mellin 2006: 137). Tilastollinen hypoteesi kutsutaan parametriseksi hypoteesik-
si, jos sen avulla tutkitaan satunnaismuuttujan parametrien arvoja. Ei-parametrinen
hypoteesi koskee normaalijakauman muotoa ja silloin tarkastetaan onko muuttujia ja-
kautunut normaalisti (Heikkila 2008: 193).

7.2 Tulosten kasittely

Hitachi/Roche Modular -laitteen U-NGAL:n tuloksia verrattin Abbott ARCHITECT -
analysaattorin tuloksiin. Ne kasiteltin SPSS/PASW — ohjelmaa kayttéaen. Hitachi/Roche
Modular -laitteelle laskettiin sarjan siséisté ja sarjojen valista toistuvuutta seka keskiha-
jonnan ja variaatioprosentin arvot rinnakkaisista naytteistd. Molempien laitteiden tulok-

set laitettiin regressiosuoralle ja sen perustella laskettiin korrelaatiokerroin.

7.3 Sarjan sisdinen toistuvuus

Sarjan sisdisen toistuvuutta tutkittiin laskemalla keskiarvo ja variaatiokerroin CV % rin-
nakkaisista Modular NGAL:n mittaustuloksista Dahlbergin kaavaa kayttden. Tulokset

on esitetty taulukossa 2.
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Taulukko 2. Modularin NGAL-tuloksista laskettu keskiarvo, keskihajonta, ja variaatioprosentti

parametri arvo
ka(mittaukset) 622,10
sd 17,47
CV% 2,81 %

ARCHITECT - ja Modular -laiteiden mittaustulosten minimi-, maksimi- ja keskiarot ovat
liitteessa 2 (2).

Kuviossa 10 y-akselille laitettiin rinnakkaisten Modularin mittausten erotukset ja x-
akselille niiden keskiarvot. Tasta kuviosta ndhdaan tulosten olevan hyvin lahelld toisi-
aan NGAL:n mittausalueella (0-1500 pg/l). Pienet poikkeamat ovat 1500-2500 pg/I

arvojen alueella, jossa laite laimentaa naytteitd automaattisesti.

100,00
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o
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= o & ©° "o o
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w
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E
E 000 o ° €
o
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modulka

Kuvio 10. Modular -analysaattorin rinnakkaisten tulosten poikkeavuus verrattuna NGAL:n kes-

kiarvoihin.



7.4 Sarjojen valinen toistuvuus

Modularin tasokontrolleja NGAL-Low, NGAL-High ja poolinayte (Niisku) ajettiin neljan
kuukauden aikana. Yhteenveto tuloksista on liitteessa 3. Matalan ja korkean tulostason
kontrollien ja potilaan naytteen NGAL:n tuloksista oli laskettu keskiarvot, keskihajonnat,

variaatioprosentit, luottamusvalin ala- ja ylarajat ja kontrollien bias-arvot. Ne ovat taulu-

kossa 3.

Taulukko 3. NGAL:n kontrollindytteiden ja potilaan ndytteen tuloksista lasketut tilastoarvot.

Low High Pooli
T 215,61 506,70 115,78
sd 10,28 20,75 6,91
CV% 4,77 % 4,10 % 6 %
tavoitearvo | 203 489
bias 6,2 % 3,6 %

Matalatason kontrollin bias- (6,2 %) ja poolindytteen CV % - arvoissa (6 %) ilmeni jon-
kin verran poikkeavuutta (ks. kuva 11). Meidén arvoihin verrattuna HUSLABIn kontrolli-
en poikkeamaluvut ovat lahes samoja (CV%Low= 4,55%, CV%High=5,07%) (HUSLAB

2013).
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Kuvio 11. Matalan NGAL:n taso kontrollin tulosten vaihtelu eri mittauskerroilla.
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Kontrollinaytteitta oli analysoitu useita kertoja, saimme tulokseksi sarjat mittaustuloksia.
lImenevét erot johtuvat tyypillisestéd satunnaisvirheestd. Suurin osa sarjojen valisen
kontrolliarvoista noudattaa kontrollisaantda ja sijaitsee +2sd rajalla. Kuvioissa 11-13

suosittu analyysiraja ka + 2sd on merkitty punaisella.

High
580,00
" ¥ ka+3sd
530,00 - -_
’ ka+2sd
» * A * v ‘ ¢ ‘
» 4 PP g +—NGAL
480,00 V — ta
—ka-25d
430,00 ka-3sd
380,00 : : : : .
0 5 10 15 20 25

Kuvio 12. Korkean NGAL:n taso kontrollin tulosten vaihtelu eri mittauskerroilla.

Poolinayte
150,00
140,00 %
- ka+3sd
130,00 ka+2sd
+
120,00 - e +—NGAL
L e o SEPER J v *
110,00 e . = —ka
M —ka-2sd
100,00
ka-3sd
90,00
80,00 : . : : .
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Kuvio 13. Potilasnaytteen tulosten vaihtelu eri mittauskerroilla.
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7.5 Lineaarisuus

Lineaarisuutta tutkittiin potilasnaytteesta, jonka NGAL:n pitoisuus oli C=2367 pg/l. Nay-
te oli laimennettu kasin pipetoimalla 0,9 % NaCl:lla seuraavissa suhteissa: 1:9, 2:8, 3:7,
4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1. Meidén tutkimuksessa menetelma oli vakioitu 0-1500 pg/I
naytteiden pitoisuuden rajoissa. Ne naytteet, jotka ovat NGAL- pitoisuudeltaan korke-
ampi, kun 1500 pg/l, Modular -laite laimentaa automaattisesti. Tulokset, jotka ylittivat
NGAL:n mittausalueen ja olivat poikkeavia, hylattiin. Otimme vain luotettavat arvot, joita
laite ei ollut laimentanut kahteen kertaan. Jalkikateen huomasimme, ettd olisimme voi-
neet saada enemman pisteitd, mikali olisimme valinneet naytteen pitoisuuden alle
1500ug/I.

Yhteenveto lineaarisuuden tutkinnasta taulukossa 4, mihin laitettiin laimennuskertoi-
met, analysaattorin antamat rinnakkaiset U-NGAL mittaustulokset ja niiden keskiarvot
seka teoreettiset arvot. Mittaustulosten keskiarvot kerrottiin laimennoskertoimellaan ja
sen jalkeen saaduista tulosten joukosta laskettiin keskiarvo, keskihajonta, variaatioker-

roin ja myos bias (ks.taulukko 5).

Taulukko 4. Korkeapitoisen naytteen NGAL:n lineaarisuuden tutkimus

. Laimen- | Rinnakkaiset tulok- U- U-NGAL
Nayt- L?T']gr?_n' men- set NGAL lIJag:g 'rA]‘L kerrotut
teen nus- U-NGAL, pg/l keski- ) arvot pg/l
nus- . nalliset
numero kerroin arvo
suhde 1 2 arvot pg/l
1 0 2 0 0
2 0,1 10 213 210 212 237 2120
3 0,2 5 436 436 436 473 2180
4 0,3 3,333 640 643 642 710 2140
5 0,4 2,5 862 888 865 947 2162
6 0,5 2 1071 1092 1082 1184 2164
7 0,6 1,667 1271 1265 1268 1420 2113
8 0,7 1,428 1537 1542 1540 1657 2199

Kaikki rinnakkaiset mittaukset olivat tosi |ahella toisiaan. Siihen viittaa matala variaa-
tiokertoimen arvo, CV=1,34 %. Laskettu poikkeama oli arvoltaan korkea, bias=9 %

(ks.taulukko 5). Systemaattinen virhe johtuu siitd, ettd valitsemamme potilasndytteen
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NGAL:n konsentraatio oli vakiointialueen ulkopuolella ja laite laimensi sen automaatti-

sesti.

Taulukko 5. Potilaan NGAL naytteen lasketut tilastoluvut.

Parametri | Luku

ka 2154 pgll
sd 29,03
Ccv 1,34 %
bias 9,00 %

Kuviossa 14 esitettiin kahdeksanpisteen lineaarisuuskuvaajan yhtalon ja korrelaatioker-

toimen arvon.
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Kuvio 14. Lineaarisuusalue.
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Tuloksena saimme hyvan lineaarisuussuoran, joiden regressiosuoran yhtalé on
y=2176,4x-2,25 (R?=0,9988). Meidan tulosten perustella voidaan sanoa, ettéa validoita-

va menetelma on lineaarinen laboratorion kéaytetylla kalibrointialueella.

7.6 Menetelmien yhtenevyyden vertailu

Rinnakkaiset naytteet (n=59) ajettiin Modular -analysaattorilla ja tuloksia verrattiin
HUSLABIN Kirurgisessa sairaalassa samoista naytteista Abbott ARCHITECTin CMIA —
menetelmalla tehtyihin tuloksiin. Tulokset on esitetty graafisesti kuvioissa 15-17.
NGAL:n tulostason vertailussa x-akselille laitettiin Abbott ARCHITECT (vertailu mene-

telmd) U-NGAL:n arvot ja y-akselille Modular (validoitava menetelmd) U-NGAL:n kes-

kiarvot.
Architect - Modular 1
2500
2000 /e‘)
- s °
= 1500 [
E
S 1000
<00 y =1,0623x+ 21,885
R? =0,9899
0
0 500 1000 1500 2000 2500
Architect

Kuvio 15. ARCHITECT ja Modular 1 virtsan NGAL:n tulosten vertailu.
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Kuvio 16. ARCHITECT ja Modular 2 virtsan NGAL:n tulosten vertailu.
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Kuvio 17. ARCHITECT ja Modular keskiarvot virtsan NGAL:n tulosten vertailu.

NGAL:n tulostason vertailussa saatiin regressiosuoran yhtald: y=1,0723x+18,887. Tas-

ta yhtalosta nakyy, ettd regressiosuora leikkaa "y’ akselia pisteessa 18,887. T-testin
mukaan sen vakion arvo tilastollisesti ei ole merkitsevaa ja sitéa ei oteta huomioon. Reg-
ressioyhtalo voidaan kuvitella yhtalolla: y=1,027x, jossa "y” on Modularin arvot ja "x” on
ARCHITECTIn arvot. Mittaukset ovat samansuuntaisia, riippuvaisia ja hyvin ennustet-

tavia (liite 4).
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Kuvaajat ovat samannakdiset ja R? -arvot ovat l&hella ykkosta. Kahden muuttujan valis-
ta riippuvuutta ja voimakkuutta voidaan arvioida korrelaatiokertoimien avulla. Tavallisin

kaytetty kerroin on Pearsonin korrelaatiokerroin eli Rp ks. taulukko 6.

Taulukko 6. Korrelaatiot.

yhtalo Pearson korrelaa- | Spearman
tio korrelaatio

R® Rp Rs
ARCHITECT - Modularl y = 1.0623x + 21,885 | 0,9899 | 0,995 0,997
ARCHITECT - Modular2 y =1,0822x + 15,888 | 0,9906 | 0,995 0,997
ARCHITECT - Modular ka |y =1,0723x + 18,887 | 0,9905 | 0,995 0,996

Saimme voimakasta positiivista korrelaatiota tutkimalla tilastollista yhteytta kahden nu-
meerisen tilastollisen muuttujan valilla korrelaatiokertoimen avulla. Taydellista yhteytta
ilmaisevat ykkésen suuruiset korrelaatiot. Jos korrelaatiokertoimen arvo on yli 0,8, yh-
teys tulkitaan voimakkaaksi. Saadut korrelaatiokertoimet ovat yli 0,8 ja jopa lahella yk-
kosta. Pearson korrelaatiot, jotka mittaavat kahden muuttujan vélinen lineaarisen yh-
teyden voimakkuutta, ja Spearman korrelaatiot molemmat ovat myos lahellda ykkosta.

Meilla on normaalisti jakautuneita muuttujia.

Luottamustaso kertoo meille milla todennékdisyydella tutkimusjoukon arvot ovat tietylla
luottamusvalilla. Luottamusvali on tiedossa oleva vaihteluvali. Luottamusvali esimerkik-
si 95 % kertoo meille, milld todennékdisyydelld perusjoukon lasketut keskiarvot sijait-
sevat sen valilld. Seuraavat kuvaajat heijastavat regressiosuoran luottamustaso eli
Confidence Interval. (kuvio 18) ja Prediction interval eli ennustevali (kuvio 19). Luotta-
mustaso merkitsee valittua todenndkoisyytta ja ilmaisee prosentiksi miten luottamusvali
peittdd Pearsonin korrelaatiokertoimen oikean arvon (Mellin 2006: 256 ). Ennustevalin

avulla arvioidaan lasketun ennusteen luotettavuutta.
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Kuvio 18. Lineaarinen regressioanalyysi Abbott ARCHITECT (vertailumenetelmd) vs Modular ka

(Modular keskiarvo). 95 % Confidence Interval.

Kuviossa 19 ennustevdlin alarajat ja ylarajat ympardivat regressiosuoraa muodostaen
ennustevyohykkeen (Prediction band). Regressioanalyysissa ennustevéli lasketaan
satunnaismuuttujalle ja luottamusvali laaditaan parametreille. (Holopainen — Pulkkinen
2008: 290). Meidan kuvioissa suora sijaitsee todennakoissudella 95 % luottamustasolla

ja 95 % ennustevydhykkeessa.
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Kuvio 19. Lineaarinen regressioanalyysi Abbott ARCHITECT (vertailumenetelm&) vs Modular ka

(Modular keskiarvo). 95 % Prediction interval.

7.7 Tilastolliset testaukset

Tyossdmme olimme suorittaneet hypoteesitestaukset johtopéatdsten tekemisessa.
Testauksessa lahetettiin liikkeelle nollahypoteesin Ho eli luonnollisen otaksuman ja
vastahypoteesin Hi asetelmasta. Testin p-arvon avulla paateltiin, oliko perusolettamus

voimassa vai pitikd se hylata ja kuinka suurella todennakdisyydella.

Perusjoukon normaalisuutta saa tarkastella, jos piirtdd histogrammin ja vertaa sita
Gaussin kayraan. SPSS tilasto-ohjelma siséltdd Kolmagorov-Smirnov -testin, joka aut-

taa tutkimaan tulosten normaalijakaumaoletusta. (Holopainen — Pulkkinen 2008: 205.)

Tulosten mittauseroa kasitellyssa laitamme hypoteesit: Hy — tulokset ovat normaalija-
kautuneita ja vastahypoteesi H; — tulokset eivat ole normaalijakautuneita. Tilastollisen
Kolmagorov-Smirnov -testin perustella ARCHITECTin p-arvo on 0,016 Modularin kes-
kiarvon p-arvo on 0,016; kyseiset p-arvot ovat < 0,05 (ks. liite 5). NGAL:n tuloksien
mittauseroilla (ARCHITECT — Modular) ei ole normaalijakauma. Kuvasta 20 havaitaan,

ettd muuttujien frekvenssijakauma on vino vasemmalle.
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Kuvio 20. Tulosten mittauseron (ARCHITECT — Modular) jakauma.

T-testeja saa kayttaa myos vinoille erotuksien jakaumille, jos aineiston lukumaara n>40
(Mellin 2006). Meidan tehtavassa analysoidun tulosmaara on n= 52 ja sen perusteella

t-testin saa hyddyntaa jopa epasymmetriselle jakaumalle.

Frekvenssijakaumakuvan avulla saa todeta, ettd Modularin NGAL-arvot ovat korkeam-
pia kuin ARCHITECT -arvot. Kahden laitteen tulosten valisid eroja on kuvattu graafi-

sesti kuviossa 21.
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Kuvio 21. Modular -analysaattorin tulosten poikkeavuus verrattuna Abbott ARCHITECT -

analysaattoriin.

Kuviosta 21 my6s nahdaan, ettd kaikki Modularin NGAL:n tulokset ovat hieman korke-
ampia ARCHITECTin arvojen verrattuna.

T-testilla tutkittiin, eroavatko saadut Modularin tulosten keskiarvot ARCHITECTin tulok-
sista (liite 6). Hypoteesille asetettiin kysymys: Poikkeavatko kahden laitteen mittaukset
tilastollisesti merkitsevasti toisistaan:

Ho: mittaukset eivét poikkea

Hi: mittaukset poikkeavat

Asiaan kuuluu todennéakoisyys p, joka tiedottaa miten suuren riskin voi ottaa, jos nolla-
hypoteesi hylataan. Riskitaso oli p=0,000 (p<0,05). Tama tarkoittaa, etta nollahypoteesi

on voimassa ja laitteiden mittaustulokset eivat poikkea eli yhtenevéat toisiaan.

8 Luotettavuuden arviointi

Analyysimenetelmien stardandisaatio ja automatisaatio laboratoriossa lisaavat merkit-
tavasti mittaustulosten luotettavuutta. Laatuun vaikuttavat myos naytteidenotto ja tulos-
ten oikea-aikaisuus. Oikea naytteenottoaika auttaa selvittdma&an naytteen kiireellisyytta.

Potilan naytteiden tunnistusmerkinnasta on merkitysta. (Lailla 2000:179).
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Tydssamme kasitellyt potilasvirtsanaytteet olivat sailytetty tydohjeiden mukaan. Mene-
telmavalidointi oli suoritettu laboratoriossa laitevalmistajan ohjeiden mukaisesti. Kéayte-
tyt reagenssit ja kontrollit olivat tuoreina ja kayttaméattomina. Laitetydskentelysséa
saimme apua laboratorion kemistiltd. Yhdessa laskimme teoreettinen reagenssien ja
kontrollien tarvetta, kun meilla oli kaytossa kaksi valmistajapakkausta, jotta ne riittaisi-
vat meidan tutkimusta varten. Lineaarisuutta varten oli huolehdittava, ettd naytteen
maara oli riittava laimennusta varten. Samalla yritimme saastaa reagensseja ja kontrol-
leja, jotka ovat kalliita. Pipetointi suoritettiin tarkan esilaskennan mukaisesti ja asiaan-

kuuluvasti.

Meidan oppinaytetyéssdamme olimme ottaneet huomioon myos eettiset kysymykset. Ne
oli kasitelty ja ratkaisu oli tehty tutkimusprosessin suunnittelu- ja esivalmisteluvaiheis-
sa. Tutkimusta varten oli kaytetty Kirurgisen sairaalan potilasnaytteita, jotka olivat saily-
tetty pakastettuna ja alkuperaiselld tunnistustarralla merkattuna. Oli paatetty, ettd me
haluamme saada tulokset rinnakkaisina ryhmina. Sita varten oli tulostettu omat tarrat
"OTTO’- ja "MAIJA”-ryhmille, jotka oli numeroitu 1-59 (ks. kuva 22.) Alkuperaiset tarrat
oli siirretty erilliselle lomakkeelle, joka jai laboratorion kayttéon ja antaa mahdollisuuden
seurata naytteitd. Uusilla tarroilla oli merkitty naytekupit, jotka oli analysoitu Modular -
laiteilla. Saimme erilleen "OTTO”- ja "MAJIA”-testeille numerokohtaiset tulokset ty6-
jonotulostettuna. Nama tulokset olivat l1ahtokohtana meidan jatkoanalyysissa. Nain poti-

lassuoja toteutui meidan tydssamme.

U-NGAL-néytteiden tulostasovertailu (Metropolia)

Vertailuputken Tulos (Abbot) ‘ TESTLOTTO TESTLMAUA

riytetunniste | |
Nayee & MEILLAB Niyte 1 MEiLiae
1111
18511, TESTI,MAIJA

U-NGAL 030413 AAMU U-NGAL 030413 AAMU

Kuva 22. Tulosvertailutaulukko.

KIR
Riayte 2 MEILLAB

L

TESTI,OTTO
U-NGAL 030413 AAMU

MEPwe IR
Nayte 3 MEILLAB

TESTI,OTTO
U-NGAL 030413 AAMU

M XTR
Ndyte 2 MEILLAB

ALY

TESTI,MAIJA
U-NGAL 030413 AAMU

M IR
Niyte 3 MEILLAB

LAY

TESTI,MAIJA
U-NGAL 030413 AAMU
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Hitachi/Roche Modular -laiteen kalibrointi suoritettiin kolmen vakion avulla. Niiden li-
séksi laite automaattisesti rajaa menetelméan mittausaluetta valmistamalla lisapitoisuu-
det, jotka muodostuvat vakiokuvaajalle lisda pisteitéa. Kalibrointikuvaaja oli lineaarinen
analyysille maaratylla mittausalueella.

Uusi menetelma on luotettava, koska silla saadaan samanlaisia kontrollituloksia kaytta-
jasta riippumatta. Validoitava menetelma on lineaarinen laitevalmistajan ilmoittamalla
mittausalueella. T-testin suorituksella oli todettu, ettd molempien menetelmien tulokset
olivat yhtenevat. Se viitaa myds siihen, etta validoitava menetelma toimii hyvin ja sen

VoI ottaa rutiinikayttdon laboratoriossa.

9 Pohdinta

Tyon tuloksista raportointi tutkimusluvan myontajélle on eettinen velvoite. Tutkimustu-
losten raportointi on suoritettu avoimesti, rehellisesti, tarkasti, totuudenmukaisesti ja
HUSIn salassapito- ja kayttajasitoumusta noudattamalla. Alussa olimme tutustuneet
aiheeseen, joka oli todella kiinnostava ja hyodyllista yhteiskunnalle. Tutkittujen lahtei-
den mukaan uuden merkkiaineen, Neutrofiilien gelatinaasiin assosioituneen lipokaliinin
kayttd laboratoriodiagnostiikassa munuaispotilaan hoidossa on hyddyllista ja merkitta-
vaa. Asianmukaisella diagnostiikalla seka ajankohtaisella hoidolla kasvavat mahdolli-

suudet eloonjaamisesta.

Saimme mahdollisuuden tutustua laiteisiin Abbott ARCHITECT i2000 SR Kirurgisen
sairaalan laboratoriossa ja Hitachi/Roche Modular cU Meilahden sairaalan laboratori-
0ssa, jossa P-NGAL- ja U-NGAL-naytteet analysoidaan. Tutustuimme laiteiden kayt-
t6on ja menetelmien periaatteisiin. Opimme kaytanndssa naytteiden kasittelya ja Modu-
lar -laiteen kalibrointia. Olemme Kkiitollisia Meilahden automaatiolaboratorion kemistille
Helin Aijalle, joka esitteli automaatiolaboratorion sek& auttoi tydn suunnitteluvaiheessa

ja loistavasti ohjasi tyon suoritusprosessia.

NGAL:n maaritys kuuluu uusiin diagnostisiin tutkimuksiin ja sille ei ole ollut viel& Suo-
messa hyvaksyttya referenssié eika ulkoista laadunarviointia. Uskomme, ettda Modula-
rin vertailu tietyn menetelman NGAL:n CMIA Abbott ARCHITECT suhteen, joka oli kay-

tossd Suomessa vajaa nelja vuotta, on iso askel vertailuaineiston laajentamiseen ja
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menetelman akkreditointiin. Meidan tyomme tuloksien perusteella voidaan ehdottaa
laboratoriokdytannossé laajentamaan Hitachi/Roche Modular cU -laitteelle vakionkuiva-
jan 2500 pg/l asti. Silloin laitteelle ei tarvitse laimentaa naytteitd, joilla on korkea
NGAL:n pitoisuus. Seurauksena on korkeampi analyysitulosten tarkkuus. Voidaan paa-
tella, ettéd meidan tilastoilla on taydellinen yhteys ja menetelmat ovat yhtenevat.

Helmikuussa saimme opinnaytetydn aiheen, joka tuntui mielenkiintoiselta. Muun opis-
kelun ohella tutustuimme lahdemateriaaleihin ja teoriaan kahden kuukauden aikana.
Naytteiden kasittely ja mittaukset laboratoriossa suoritimme parissa paivassa huhti-
kuussa. Sen jalkeen ryhdyimme tilastollisen tutkimuksen tekemiseen, joka koostui teo-
riasta ja laskuista. Samalla jatkoimme Kirjallisen osuuden luomista. Tuntui joskus, ettei
aika riittaisi. Kesalla tydharjoittelun ohella suunnittelimme tydmme kehittymistd, mutta
se oli haasteellista, kun tydharjoittelukin vaati paljon voimaa ja oppimiskykya. Meidan
lopputydbmme toivot ja suuret paatdkset jaivat syksylle. Lokakuussa julkistimme opin-
naytetydmme Meilahden automaatiolaboratoriossa. Opinnaytetydén parissa saimme

tutkimuksellista kokemusta, joka kehitti meitd myds ammatillisesti.
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ARCHITECT VIRTSAN NGAL TULOKSET JA MODULARIN SARJAN SISAISEN
TOISTETTAVUUDEN TULOKSET (Modular 1, Modular 2) seké& niiden keskiarvo (Mod
ka).

ARCHITECT | Modularl | Modular2 | Mod ka
1 43 50 50 50
2 1347 1564 1616 1590
3 20 23 26 24,5
4 728 792 777 784,5
5 599 706 708 707
6 368 383 375 379
7 452 490 505 4975
8 564 603 608 605,5
9 226 216 225 2205
10 265 273 272 2725
11 943 1018 996 1007
12 183 205 202 203,5
13 1110 1271 1235 1253
14 615 676 673 6745
15 1951 1871 1883 1877
16 1959 2010 2036 2023
17 1067 1267 1255 1261
18 2030 2066 2115 2090,5
19 1322 1560 1494 1527
20 106 110 110 110
21 356 392 399 395,5
22 19 26 29 27,5
23 420 443 457 450
24 213 259 254 256,5
25 274 378 386 382
26 181 170 167 168,5
27 83 103 104 103,5
28 201 229 226 227,5
29 2102 2308 2367 2337,5
30 124 162 164 163
31 78 84 82 83
32 838 1045 1051 1048
33 196 193 188 190,5
34 223 221 221 221
35 332 404 409 406,5
36 124 150 151 150,5
37 1330 1644 1672 1658
38 90 101 101 101
39 2019 2127 2236 2181,5
40 723 815 814 814,5
41 372 414 412 413
42 139 173 172 172,5
43 10 11 12 11,5
44 15 19 19 19




45 10 13 12 12,5
46 10 15 12 13,5
47 113 114 114 114
48 367 423 414 418,5
49 1736 1780 1826 1803
50 602 786 794 790
51 34 34 38 36
52 21 23 21 22
Hylatyt NGAL:n tulokset (C<10ug/l)
Poistetut nayt- | Modularl | Modular2 | Mod néyte-
teet ka numero
ARCHITECT

53 10 8 2 5 27
54 10 10 9 9,5 28
55 10 10 8 9 34
56 10 8 6 7 40
57 10 6 4 5 48
58 10 7 14 10,5 56
59 10 12 8 10 59

ARCHITECT - ja Modular -laiteiden mittaustulosten minimi-, maksimi- ja keskiarvot

seka poikkeama-arvot

Liite 2
2(2)

Descriptive Statistics

N Mini- Maximum | Mean Std. Deviation
mum
ARCHITECT 52 10 2102,00 562,5577 | 628,45660
Modularl 52 11,00 2308,00 619,4808 | 670,99170
Modular2 52 12,00 2367,00 624,7115 | 683,36949
modulka 52 11,50 2337,50 622,0962 | 677,09907
Valid N (listwise) 52
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SARJOJEN VALINEN TOISTUVUUS.

Modularin tasokontrolleja NGAL-Low, NGAL-High ja poolindyte (Niisku) ajettiin
4 kk aikana.

Low ja High NGAL-kontrollien ja poolindytteen NGAL:n arvot.

N Low High Pooli,
pa/l
1 237 497 141
2 237 508 126
3 213 473 107
4 222 499 109
5 224 555 115
6 214 478 114
7 194 477 114
8 200 476 114
9 209 496 114
10 208 497 113
11 213 502 114
12 208 506 106
13 210 508 117
14 211 501 114
15 213 516 118
16 212 499 116
17 222 522 118
18 211 518 118
19 215 515 118
20 228 523 119
21 222 548 114
22 224 516 112
23 212 524 112




Liite 4

1(1)
REGRESSION
Variables Entered/Removed®
Model | Variables Ente- | Variables Re- Method
red moved
1 ARCHITECT® Enter
a. Dependent Variable: modulka
b. All requested variables entered.
Model Summary
Model R R Square Adjusted R Std. Error of the
Square Estimate
1 ,995% ,990 ,990 66,70084
a. Predictors: (Constant), ARCHITECT
ANOVA?®
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Regression 23159170,910 1 23159170,910 5205,475 ,OOOb
1 Residual 222450,109 50 4449,002
Total 23381621,019 51
a. Dependent Variable: modulka
b. Predictors: (Constant), ARCHITECT
Coefficients®
Model Unstandardized Coefficients Standardized t Sig.
Coefficients
B Std. Error Beta
(Constant) 18,887 12,468 1,515 , 136
! ARCHITECT 1,072 ,015 ,995 72,149 ,000

a. Dependent Variable: modulka
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12
KORRELAATIOT
Korrelaation tilastotaulukot.
Correlations
ARCHITECT | Modularl | Modular2 | modulka
Spearman's tho  ARCHITECT Correlation Coefficient 1,000 097" 997" ,996"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000
N 52 52 52 52
Modularl  Correlation Coefficient 997" 1,000 1,000” 1,000”
Sig. (2-tailed) ,000 | . ,000 ,000
N 52 52 52 52
Modular2  Correlation Coefficient 997" 1,000” 1,000 1,000”
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 | . ,000
N 52 52 52 52
modulka  Correlation Coefficient 996" 1,000” 1,000” 1,000
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 | .
N 52 52 52 52
**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
ARCHITECT | Modularl | Modular2 | modulka
ARCHITECT Pearson Correlation 1 995" 995" 995"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000
N 52 52 52 52
Modularl ~ Pearson Correlation ,995” 1 1,000” 1,000”
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000
N 52 52 52 52
Modular2  Pearson Correlation ,995” 1,000” 1 1,000”
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000
N 52 52 52 52
modulka  Pearson Correlation ,995” 1,000” 1,000” 1
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000
N 52 52 52 52

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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KOLMOGOROV-SMIRNOV TESTI.
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
mittauseroAM
N 52
Normal Parameters®® Mean -59,5385
Std. Deviation 80,15101
Most Extreme Differences Absolute ,213
Positive ,170
Negative -,213
Kolmogorov-Smirnov Z 1,535
Asymp. Sig. (2-tailed) ,018
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
Normaalijakauma testi
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
ARCHITECT Modularl Modular2 modulka
N 52 52 52 52
Normal Parameters®” Mean 562,5577 619,4808 624,7115 622,0962
Std. Deviation 628,45660 670,99170 683,36949 677,09907
Most Extreme Differences Absolute ,215 ,219 ,217 ,216
Positive ,215 ,219 217 ,216
Negative -,190 -,182 -,185 -,184
Kolmogorov-Smirnov Z 1,552 1,580 1,567 1,555
Asymp. Sig. (2-tailed) ,016 ,014 ,015 ,016

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.

ARCHITECT p-arvo 0,016, Modularin keskiarvon p-arvo 0,016;

p-arvot ovat < 0,05.

Ei ole normaalijakauma.
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T-TESTI
T-testilla oli tutkittu eroavatko NGAL:n tulosryhmien keskiarvot.
Paired Samples Statistics
Mean N Std. Deviation Std. Error Mean
Pair 1 ARCHITECT 562,5577 52 628,45660 87,15125
modulka 622,0962 52 677,09907 93,89675
Paired Samples Correlations
N Correlation Sig.
Pair 1 ARCHITECT & modulka 52 ,995 ,000
Paired Samples Test
Paired Differences
Std. 95% Confidence Interval Sig.
Deviati- | Std. Error of the Difference (2-
Mean on Mean Lower Upper t df | tailed)
Pair ARcHITECT - | -59,53846 | 80,1510 11,11495] -81,85265| -37,22428| -5,357 51 ,000
1 modulka 1







