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Tiivistelma

Vieritestilaitteet ovat yleistyneet terveydenhuollossa niiden kdytdn helppouden ansiosta. Niiden tulokset vaikuttavat
potilaan hoitoon, joten tulosten taytyy vastata tietyssa maarin laboratorioanalysaattorin tulosta. Tasta johtuen lait-
teen antamien tulosten luotettavuus taytyy varmistaa ennen laitteen ladketieteellistd kayttoa.

Opinndytetyon tarkoituksena oli toteuttaa verifiointi portugalilaiselle spinit®-vieritestianalysaattorille Diagnostica
Medical Oy:n pyynndsta. Verifioinnissa uuden testimenetelman tuloksia verrattiin jo toimintavarmaksi tunnettuun
menetelmaan ja arvioitiin voidaanko tutkittavan laitteen tuloksiin luottaa. Verifioinnilla todennettiin laitteen suori-
tuskykya luotettavien laboratoriotuloksien antamisessa. Ty0 tehtiin vuoden 2018 syksyn ja alkutalven aikana.

spinit®-vieritestianalysaattori yhdistdd samaan laitteeseen useita maaritysmenetelmia. Laitteen reagenssit ovat CD-
levyn kaltaisten testilevykkeiden sisélld, joihin myds ndyte sydtetaan, jolloin itse laitteen sisalla ei ole lainkaan nes-
teita. Laiteelle oli tyén aikana saatavilla seuraavat tutkimukset: CRP, HbA1lc ja valkosolujen erittelylaskenta. Maari-
tykset tehtiin spinit-vieritestianalysaattorilla ja tuloksia verrattiin Sysmex XS-1000i -verenkuva-analysaattorilla ja
Konelab 20i -kliinisen kemian analysaattorilla saatuihin tuloksiin.

Tuloksia analysoitiin tilastollisin menetelmin. Tuloksista tehtiin hajontakuviot ja laitteiden valisille tuloksille laskettiin
korrelaatiokertoimet. Valkosolulaskennassa ongelmia tuotti monosyyttien, eosinofiilien ja basofiilien véhdinen maa-
ré naytteissd, jonka vuoksi tulokset vaaristyivat, silla yksittadisten tulosten vaikutus kasvoi kohtuuttoman suureksi.
Laite todettiin CRP-, ja HbAlc- madarityksien osalta luotettavaksi ja solulaskennan osalta kayttdkelpoiseksi pienin
varauksin.
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3 (34)

SAVONIA UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES THESIS
Abstract

Field of Study
Social Services, Health and Sports

Degree Programme
Degree Programme in Biomedical Laboratory Science

Author(s)
Olli Petlin ja Heikki Pitkdnen

Title of Thesis
Verification of spinit® point-of-care system

Date 29.11.2019 Pages/Appendices 34/1

Supervisor(s)
Mirja Saukkonen, lecturer

Client Organisation /Partners
Diagnostica Medical Oy

Abstract

Point-of-care (POC) devices are becoming more common in the medical field. The results will affect patient care so
the POC-device's results need to match with the ones of a larger laboratory analyser. Therefore, the results of the
POC-devices must be verified before medical use.

The purpose of this thesis was to verify the Portuguese spinit® point-of-care system at the request of Diagnostica
Medical Oy. The practical work was done in the autumn of 2018 and the thesis itself written in 2019. In the verifi-
cation process, the ability of the POC-device to give trustworthy results was evaluated. In verification process the
results of a new test method are compared to the results of a validated method and the results are evaluated for
their accuracy.

spinit® is a POC device that combines multiple assay methods. The reagents for the assays are inside a CD-like test
disc, in which the sample material is also analyzed, leaving the device itself clean from liquids. At the time of the
verification spinit had the following tests available: CRP, HbA1lc and leukocyte differential count. The measure-
ments were done with spinit® analyser and compared to results of Sysmex XS-1000i haematology analyser and
Konelab 20i clinical chemistry analyser.

The patient sample comparison was performed using different kinds of statistical analyses. Scatter plots of the
results were created and correlation coefficients were calculated for the comparison between devices. Blood count
had problems as monocyte, eosinophil and basophil counts were inaccurate due to the small amount of those cells
in the samples. It was established that the results from CRP and HbA1lc tests were reliable and that blood count
was also useable to a certain extent.
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1 JOHDANTO

Vierianalytiikka on potilaan lahella tehtavaa diagnostista testausta. Vierianalytiikkaa voidaan tehda
myds laboratorioyksikén ulkopuolella, esimerkiksi hoitajan vastaanotolla tai potilaan kotona. (Bio-
analyytikkoliitto ry s.a.; Fimlab Laboratoriot Oy s.a.) Vieritutkimuksia kutsutaan myds POC-
tutkimuksiksi (eng. point-of-care) ja pikatesteiksi. Vierianalytiikan kdyttdé on lisaéntynyt viime vuosi-
na ja vieritutkimusten suosio kasvaa jatkuvasti (Bioanalyytikkoliitto ry s.a.; St. John & Price 2014,
155). Vieritestilaitteet ovat tarkeitd erityisesti olosuhteissa, joissa ei ole tarvetta tai mahdollisuutta
kayttaa kookkaita analysaattoreita. Tuloksia vieritestianalysaattoreilla saadaan myds usein huomat-

tavasti nopeammin kuin varsinaisilla analysaattoreilla. (St. John & Price 2014, 155.)

Suomessa vierianalytiikan laadunhallinta perustuu pitkalti SFS-EN ISO 22870:2016-standardiin.
Standardin ja laadunhallinnan tarkoituksena on minimoida potilaille ja laboratoriolle aiheutuvat mah-
dollisuudet virheisiin ja vahinkoihin. (SFS-EN ISO 22870:2016, 5.) Laadunvarmistuksen avulla pyri-
tdan varmistamaan riittdvan ja tarvittavan tulostason saavuttaminen (Labquality 2018b). Uudet jo
validoidut menetelmat on verifioitava, eli varmistettava etta laite sopii kdyttotarkoitukseensa ja an-
taa luotettavia tuloksia, ennen kayttédnottoa. Verifioinnin taytyy perustua objektiiviseen nayttéodn ja
se voidaan toteuttaa esimerkiksi potilasnaytevertailun avulla. (SFS-EN ISO 15189:2012, 35;
Labquality 2018.)

Opinnaytetyon tarkoituksena oli verifioida eli varmentaa portugalilaisen biosurfit-yhtion valmistaman
spinit®-vierianalysaattorin tulosten oikeellisuutta verrattuna tunnettuun ja kalibroidun analysaattorin
tuloksiin. Laitteella voidaan tehdd CRP-, ja HbAlc-maaritykset seka valkosolujen erittelylaskenta ja
hematokriitti. Laite on tekniikaltaan uudenlainen ja se on vasta tulossa markkinoille Suomessa. En-
simmaisen CE-hyvaksynnan laite sai vuonna 2012 CRP-testille ja itse laitteelle, jonka jdlkeen laittee-
seen on kehitetty ja CE-hyvaksytty myds HbA1lc-testikiekko, valkosolujen erittelylaskenta ja hemato-
kriitti.
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VIERIANALYTIIKKA JA LAADUNVARMISTUS

Vierianalytiikka

Vierianalytiikalla (eng. POC eli point-of-care -tutkimus) tarkoitetaan laboratorion ulkopuolella vas-
taanotoilla, osastoilla tai potilaan kotona tehtévaa laboratorioanalytiikkaa. Vierianalyyttisten maari-
tyksien etuna on se, ettd niiden tuloksia voidaan hyddyntaa valittémasti potilaan hoidossa. (Bio-
analyytikkoliitto ry s.a.) Vierianalytiikan kaytto yleistyy jatkuvasti ja niitéa sovelletaan yhda monipuoli-
semmin eri sairauksien hoidossa ja diagnostiikassa. Suurin etu vierianalytiikassa on sen nopeus ja
liikuteltavuus sekd nopea kayttodnotto. (Labquality 2018.) Vierianalytiikka mahdollistaa varhaisten
diagnoosien tekemisen ja tatd kautta nopeiden ladketieteellisten padtésten tekemisen. (Vashist
2017, 1.)

Hoidon ja diagnostiikan kannalta on olennaista, etta laboratoriotutkimusten tekija tai tekopaikka ei
vaikuta tulosten luotettavuuteen. Vieritestien luotettavuuden tulisi vastata laboratorion muiden me-
netelmien tasoa. Luotettavien testitulosten saamiseksi on tarkead, etta vieritestien kayttdjat hallitse-
vat ndytteenoton ja laitteen kdyton seka omaavat tiedot menetelmista ja laadunvarmistuksesta. (Lii-
kanen 2003, 59.)

Vieritestilaitteita kayttdvat yleensé padasiassa hoitohenkilokunta tai potilaat itse, eikd laboratorion
henkildkunta, jolloin on tarkead, etta laitteet ovat riittdvan yksinkertaisia ja helppokayttdisia. Vieri-
testien perusteella tehdaan usein valittdmasti hoitopaatoksia, joten potilasturvallisuuden kannalta on
hyvin oleellista, etta tulokset ovat luotettavia. Yksi vieritestauksen heikkouksista on usein juuri laa-
dunvalvonta, jonka térkeys ja siité huolehtiminen saattaa unohtua laitteen kayttdjilta, koska heilla ei
ole laboratorioalan koulutusta. Téama on ollut ongelma etenkin aikaisemmin, mutta nykyadn monissa
laitteissa on sisdanrakennettuja laadunvalvontaominaisuuksia, jotka voivat esimerkiksi estda laitteen

kayton, jos sisaiset kontrollit eivat mene hyvaksytysti lapi. (Lewandrowski 2009 425-426.)

Vieritesteja kaytettdessa tulee harkita, kuinka hyédyllinen valinta se on, vai onko tavallinen laborato-
riossa tapahtuva tutkimus parempi vaihtoehto. Vieritestaukselle tulee aina olla |3dketieteellinen pe-

ruste. Vieritestaus on hyva valinta esimerkiksi silloin, kun ndytteen vieminen laboratorioon veisi liian
kauan ja hoidon kannalta on olennaista, etta tulos saadaan nopeasti. Vieritestianalysaattoreja kayte-
taan paljon sairaaloiden ja terveyskeskusten paivystyksissa seka ensihoidossa. Neulakammoisen po-

tilaan hoidossa vieritesteista voi my6s olla hydétya. (Labquality Oy, s.a.)

Laadunvarmistaminen on yhta tarkeda vieritestauslaitteilla kuin laboratorion isoilla analysaattoreilla.
Kontrollindytteet ovat luotettava tapa varmistua laitteen luotettavuudesta. Kontrollindytteet maarite-
tdan potilasnaytteiden kanssa samalla tavalla. Luotettavaan vieritestaukseen tarvitaan liséksi hyvin
koulutettu hoitohenkilékunta, joka osaa oikean preanalytiikan, laitteella analysoimisen ja tulosten
tulkinnan. Koska vierianalytiikkaa kayttavat hoitohenkildkunnan jasenet eivat ole yleensa laborato-

rioalan ammattilaisia, on heille hyva selvittda laadunvarmistuksen merkitys. (Liikanen 2003, 55, 61.)



8 (34)

2.2 Laadunvarmistus, validointi ja verifiointi

Laboratorio pyrkii laadunvarmistuksella sailyttdmaan analyysien tulokset luotettavina ja tarkkoina.
Laadunvarmistus koostuu monista asioista kuten hyvista ohjeista, osaavista kayttdjistd, kontrolloin-
nista, tulosten jaljitettavyydesta seka toimivista tutkimusmenetelmista. (Labquality 2018b.) Suomes-
sa kliinisten laboratorioiden laatuvaatimuksista ja laadunvarmistuksesta maarataan SFS-EN ISO
15189:2013 standardissa ja mikali laboratorio tayttda standardeissa esitetyt vaatimukset voidaan se
akkreditoida. Akkreditointi tarkoittaa patevyyden toteamista. Sen suorittaa Suomessa FINAS, joka
tarkastaa tayttadko laboratorio patevyyden vaatimukset. (FINAS 2017; FINAS 2016.)
Vieritestilaitteiden laadunvarmistuksen paapiirteet maarataan SFS-EN ISO 22870:2016-standardissa,
mutta myds SFS-EN ISO 15189:2013-standardin laadunvarmistukseen liittyvid kohtia sovelletaan vie-
ritestilaitteille. (SFS-EN ISO 15189:2013; SFS-EN ISO 22870:2016)

Vieritestien laadunvarmistus jakautuu sisdiseen ja ulkoiseen laadunohjaukseen. Toiminnan kontrol-
lointi ja kontrollitulosten tarkastelu kuuluvat sisdiseen laadunohjaukseen. Nailla toimilla varmiste-
taan, ettéd maaritysten suorittaja osaa tehdéa ne oikein ja etta laite reagensseineen toimii oikein. Mi-
kali ndissa havaitaan ongelmia, voidaan suorittaa tarvittavia korjaavia toimenpiteita. Kontrolleja on
ajettava tarpeeksi usein, jotta tulostaso sdilyy luotettavana. Kontrolliliuokset ovat yleensa laiteval-
mistajien omia liuoksia, joille se on maarittanyt sallitut vaihteluvalit. Tarjolla on laitevalmistajien liu-
oksien lisaksi myods muiden kuin laitevalmistajien kaupallisia kontrolliliuoksia. Kaikkien kontrollinayt-
teitd analysoivien kayttdjien on ymmarrettdva kontrollien ja laadunvarmistuksen merkitys. Mikali lait-
teeseen ei ole saatavilla kaupallisia kontrolliliuoksia on tulostasoa tarkkailtava esimerkiksi tekemalla
rinnakkaismaarityksid naytteista laboratorion toisen menetelman kanssa. Sisdisen laadunohjauksen
tulee olla laitteen kayttotarkoitukseen soveltuvaa, jotta potilasnadytteistd saatavien tulosten avulla

paadytaan potilaan hoidossa oikeisiin ratkaisuihin. (Labquality Oy 2018b)

Ulkoinen laadunohjaus tarkoittaa laboratorion oman tuloksen vertaamista muiden saman maarityk-
sen tehneiden tuloksiin, jolla varmistetaan, ettéd omat tulokset ovat vertailukelpoisia muiden vastaa-
vaa maaritysta tekevien laboratorioiden kanssa. Kaytdanndssa ulkoinen laadunohjaus toteutetaan
laadunarviointipalveluiden tuottajan lahettamalld naytteelld, joka analysoidaan muiden naytteiden
joukossa ja tulokset lahetetdaan takaisin palvelun tuottajalle. Kaikki osallistuneet laboratoriot saavat
suoriutumisestaan kertovan raportin ja padsevat vertaamaan tuloksiaan muiden laboratorioiden
saamiin tuloksiin. Ulkoinen laadunhallinta tukee osaltaan sisdista laadunhallintaa. (Labquality Oy
2018b)

2.2.1 Validointi ja verifiointi

Validoinnin avulla selvitetdan, soveltuuko aiottu menetelma kaytettavaksi suunniteltuun kayttétarkoi-
tukseen. Validoinnin aikana keratyn aineiston pohjalta todetaan, onko menetelma luotettava. (Jaari-
nen ja Niiranen 2005, 11.) Verifiointi on hyvin Iahelld validointia, mutta se ei ole yhta laaja prosessi.
Verifiointia kdytetdan esimerkiksi silloin, kun jo aiemmin hyvaksi havaittua menetelmda sovelletaan

uuden laitteen kanssa. Menetelma itsessdan on silloin jo validoitu, mutta verifioinnilla varmistetaan,
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ettd uudella laitteella saadaan menetelmaa kayttéen luotettavia tuloksia. Vastuu validoinnista on
usein laitteiden valmistajilla, mutta kayttdjan taytyy verifioinnin avulla varmistaa, etta laite soveltuu
kayttajan suunnittelemaan kayttétarkoitukseen. (Theodorsson 2012, 305, 316.) Laboratorioiden on
validoitava esimerkiksi menetelmat, jotka eivat ole standardimenetelmia. Laboratorion itsekehittamat
menetelmat on myés validoitava, samoin kuten sellaiset standardimenetelmét, joita kaytetaan alku-

perdisen soveltamisalan ulkopuolella. (SFS-EN ISO 15189)

Kaytanndssa vieritestilaitteen validointi ja verifiointi tapahtuu vertaamalla sen tulostasoa laboratori-
ossa kaytossa olevaan tunnettuun menetelmaan ja dokumentoimalla menettely huolellisesti. Nayt-
teiden on oltava sellaisia, ettd ne voidaan analysoida molemmilla menetelmilld. Vieritestilaitteen veri-
fioitaessa riittdva naytemaara on noin 10-20 ndytetta. Laitteen tullessa diagnostiseen kayttédn olisi
mahdollisimman suuren osan nadytteista syyta olla sellaisia, joissa maaritettavan analyytin pitoisuus

olisi silla tutkittavan sairauden oireenkuvaan sopiva. (Labquality 2018a)

2.2.2 Verifiointiin ja validointiin liittyvat kasitteet

Verifioinnin kannalta merkittavia ovat kasitteet, jotka liittyvat tulosten tarkasteluun ja vertailuun.

Laadunhallinnan kannalta on oleellista, etta eri tahot kayttavat yhtenevaa kasitteistéa kuvaillessaan
ja vertaillessaan mittausmenetelmien suorituskykyd. Kasitteet madritelladn kansainvalisten standar-
dien avulla, mutta uusia kasitteita ja kdannoksia keksitaan jatkuvasti, jolloin standardeja taytyy pai-

vittda, jotta ne sdilyvat ajantasaisina. (Jaarinen ja Niiranen 2005, 11.)

Oikeellisuus on kvalitatiivinen konsepti ja silla kuvataan, kuinka lahelld menetelman tulosten keskiar-
VO on suureen vertailuarvoa, jos koe toistetaan aarettdbman monta kertaa. Niin sanottua oikeaa tu-
losta on mahdotonta tietda, mutta vertailuarvona voidaan kayttda tunnettua ja luotettavana pidettya
menetelmaa. (Hagg 2016, 27.) Oikeellisuus on vahvasti kytkdksissa mittauspoikkeamaan (engl.
bias). Mittauspoikkeama tai mittauksen harha tarkoittaa saadun tuloksen ja referenssimenetelman
valistd eroa. Se on suure, joka ilmaisee maarallisesti systemaattisen virheen. (Theodorsson 2012,
309.)

Tuloksiin vaikuttavat virheet jakautuvat systemaattiseen virheeseen ja satunnaisvirheeseen. Syste-
maattinen virhe tarkoittaa virhettd, joka sdilyy samanlaisena tai muuttuu ennustettavalla tavalla. Lai-
te voisi esimerkiksi antaa CRP-maarityksesta aina kaksi yksikkéa suuremman tuloksen kuin luotetta-
va referenssimenetelma, jolloin olisi kyse systemaattisesta virheesta. Satunnaisvirhe puolestaan on
mittausvirhe, jonka vaikutuksia on mahdotonta ennustaa ja joka voi vaihdella mittausta toistettaes-
sa. Systemaattinen virhe ja satunnaisvirhe muodostavat yhdessa madrityksen kokonaisvirheen. Vali-
doitaessa menetelmia pyritdan siihen, ettei menetelmassa ole systemaattista virhetta ja ettd satun-
naisvirheen maara olisi niin pieni kuin mahdollista. Kemiallisissa menetelmissa voi aina esiintya sa-
tunnaisvirheita, mutta systemaattiset virheet on yleensa mahdollista poistaa. (Hagg, 2016, 11, 27,
34-35.)
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Mittausepavarmuus on parametri, jolla kuvataan mittaussuureelle saatujen arvojen vaihtelua kaytos-
sa olevien tietojen perusteella ja se kertoo mittauksen laadusta seka mittaustulosten vaihtelusta.
Mittausepavarmuus pitaa sisallaan systemaattisen virheen ja satunnaisvirheen. Se voidaan madritella
virherajojen avulla. (Hagg 2012, 23 ja Theodorsson 2012, 306-307)

Tarkkuus on kvalitatiivinen kasite, joka kertoo mitatun arvon ja mittaussuureen todellisen arvon yh-
tapitdvyyden. Tarkkuus koostuu oikeellisuudesta, tédsmallisyydestd ja toistotarkkuudesta. (Hagg
2012, 31.)

Toistettavuus kuvaa tulosten tasmallisyytta, kun maaritykset tehdadn samasta ndytteestd, samoissa
olosuhteissa, saman tekijan toimesta, samassa laboratoriossa ja lyhyen aikavalin sisélla eli lyhyem-
min ilmaistuna toistettavuusehtojen tayttyessa. Toistettavuus tarkoittaa tulosten valista yhtapita-
vyyttd. (Hagg 2012, 31; JCGM 2012, 24.)

Tasmallisyys on parametri, joka kertoo tulosten yhtapitdvyydesta, kun maaritys tehdaan samasta tai
samankaltaisesta kohteesta, tarkasti maaritellyissa olosuhteissa (JCGM 2012, 22).

Uusittavuus kuvaa tulosten tasmallisyytté uusintaehtojen tayttyessa. Uusittavuusehdot tarkoittavat,
ettd joko suorituspaikka, maarityksen suorittaja tai maaritykseen kaytettava laite muuttuu, mutta

maaritys tehdaan edelleen samasta tai samankaltaisesta kohteesta. (JCGM 2012, 24.)
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ANALYYTIT JA MAARITYSMENETELMAT

CRP

HbAlc

Analyytti tarkoittaa tutkittavaa yhdistettd, tutkimuksessamme siis C-reaktiivista proteiinia, glykatoi-

tunutta hemoglobiinia ja veren valkosoluja (IATE 2009).

CRP eli C-reaktiivinen proteiini on padosin maksan syntetisoima valkuaisaine, jonka pitoisuus nousee
kehon erilaisissa tulehdustiloissa ja kudosvaurioissa. (Eskelinen 2016a.) CRP-arvon mittaaminen on
hyddyllista silloin, kun halutaan tietaa potilaan tulehduksen syy. Bakteeri-infektiot nostavat CRP-
tason usein 100 mg/I tai sen yli, kun terveelld ihmiselld arvo on alle 3 mg/l. Myds muut kehon vaka-
vat tulehdukset, esimerkiksi haimatulehdus voivat nostaa CRP-tason korkeaksi (Sproston & Ashworth
2018, 3). Tavallisen flunssan diagnostiikassa tutkimuksen avulla voidaan erottaa, onko kyseessa vi-
rus- ja bakteeri-infektio, sillda CRP-taso ei nouse viruksen aiheuttamissa tulehduksissa kuin muuta-

man kymmenen milligramman litraa kohden. (Eskelinen 2016a)

HbA1c eli glykatoitunut hemoglobiini kertoo glukoosin sitoutumisen hemoglobiiniin edellisen 2-3
kuukauden ajalta. Glukoosin sitoutuminen on sitd suurempaa, mita korkeampi verensokeri on pitka-
aikaisesti. (Eskelinen 2016b.) Hemoglobiiniin ja muihin kudosten proteiineihin glukoosi kiinnittyy gly-
kaatiossa, joka on spontaani, ei-entsymaattinen reaktio (Kim, Park & Kim 2017). Veren punasolujen
elinikd on noin 120 vuorokautta, tdman jalkeen elimistd poistaa ne niiden kokeman mekaanisen rasi-
tuksen aiheuttamien vaurioiden vuoksi. HbAlc-mittaus on tarkea tutkimus tyypin II-diabeteksen
diagnosoinnissa ja kontrolloinnissa. Virheellisia tuloksia voi aiheuttaa esimerkiksi hemolyyttinen
anemia, koska glukoosia ei ehdi sitoutua yhta paljoa punasolun elinidn lyhentyessa. Punasolujen
elinian pidentyessa ja selvassa raudanpuuteanemiassa HbAlc-tulos on virheellisen korkea. (Eskeli-
nen 2016b.)

Leukosyytit ja hematokriitti

Valkosolujen laskenta on hematologinen tutkimus, jonka tarkoituksena on selvittda potilaan valkoso-
lujen absoluuttinen maara ja eri solujen prosentuaaliset osuudet. Valkosolut ovat tumallisia verisolu-
ja ja ne toimivat kehossa tulehduksia vastaan. Normaalisti ihmisella on valkosoluja veressaan 3.4-
8.2 E9/I, mutta maarat voivat vaihdella elintapojen mukaan. Kypsat valkosolut jakautuvat viiteen
paatyyppiin; neutrofiileihin, lymfosyytteihin, monosyyteihin, eosinofiileihin ja basofiileihin. (Eskelinen
2016c)

Valkosolut ovat perinteisesti jaoteltu ulkomuotonsa mukaan granulosyytteihin ja agranulosyytteihin.
Neutrofiilit, eosinofiilit ja basofiilit lasketaan granuloidisiin soluihin, kun taas lymfosyytit ja monosyy-
tit puolestaan agranulosyyttisiin. Naiden erona on solulimassa ndkyva granula, jota esiintyy granulo-

syyteissa, mutta ei agranulosyyteissa. Granulosyyttien tuma on liuskoittunut useisiin toisiinsa kiinnit-
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tyneisiin osiin, toisin kuin agranulosyyttien tumat, jotka ovat py6rakéitd, taittuneita tai laskostuneita.
(Stiene-Martin 2012, 134)

Valkosolut syntyvat muiden verisolujen tapaan luuytimessd, monikykyisista kantasoluista, jotka ja-
kautuvat lymfaattisiin ja myeloisiin kantasoluihin. Granulosyytit ja monosyytit erikoistuvat myeloisista
kantasoluista granulosyytti-monosyytti-kantasolun kautta, pois lukien basofiili, jolla on oma kantaso-
lunsa. (Porkka, Lassila, Remes & Savolainen 2015, 16, 24)

Lymfosyytit toimivat verenkierrossa sopeutuvana immuniteettina. Lymfosyytit jakautuvat T- ja B-
soluihin, seka luonnollisiin tappaja(natural killer, NK)-soluihin. Verenkierrossa niita on 20-40% valko-
soluista. T- ja B-solut toimivat tunnistamalla vieraan organismin pinta-antigeenin. B-solut tuottavat
spesifisid vasta-aineita, joiden perusteella ne alkavat jakautua kohdatessaan vastaavan antigeenin.
Osasta B-soluista muodostuu muistisoluja, jotka tunnistavat saman taudinaiheuttajan seuraavalla
tartuntakerralla. T-solut ovat joko tappajasoluja tai auttajasoluja. Tappajasolut tuhoavat kehon vau-
rioituneita ja infektoituneita soluja. Auttajasolut saatelevat immuunipuolustuksen toimintaa taudinai-
heuttajan mukaan. NK-solut tappavat virusinfektion saaneita soluja ja sydpasoluja. (Stiene-Martin
2012, 146-148)

Neutrofiilit esiintyvat perifeerisessa veressa kahdessa muodossa, liuskatumaisina tai vield kehittyvina
sauvatumaisina. Neutrofiilien kokonaisosuus veressa vaihtelee 50-70% valilld ja sauvatumaisten 3-
15% valilla. Neutrofiilien tehtéva on tuhota elimistédn kuulumattomia organismeja, mutta toisin kuin
lymfosyytit, ne eivat tunnista patogeenia antigeenin perusteella, eivatkd pysty puolustamaan elimis-
toa kyseista patogeenia vastaan uudelleen tunnistamalla niitd. Sen sijaan mikro-organismien tai ke-
hon solujen vapauttamat kemotaksiset aineet houkuttelevat neutrofiileja tulehtuneelle paikalle.
Neutrofiilit tuhoavat vieraan organismin tai apoptoituneen solun solusydnnilld, eli ymparoimalla sen

itselldan ja tuhoamalla sen jalkeen patogeenin ja itsensa. (Stiene-Martin 2012, 135-140)

Monosyytit muodostavat 2-10% verenkierron soluista. Ne muodostuvat neutrofiilien kanssa samasta
granulosyyttisestad kantasolusta, mutta makrofaagi kolonnoita stimuloiva tekija aiheuttaa muuntumi-
sen erilaisiksi monosyyteiksi. Monosyyttien tarkoitus on muuttua kudoksen sisélld makrofaageiksi,
osteoklasteiksi tai dentriittisoluiksi. Makrofaagit tunnistavat erilaisia patogeeneja ja tutustuttaa ne T-
lymfosyyteille. Dentriittisolut siirtavat ja esittelevat antigeenin imusolmukkeessa oleville T-
lymfosyyteille ja herdttelee ne toimintaan. (Stiene-Martin 2012, 144-146)

Eosinofiilit ja basofiilit muodostuvat neutrofiilien tavoin, mutta niiden erikoistumista aiheuttavaa syy-
ta ei ole pystytty varmistamaan. 1-5% veresta on eosinofiileja ja 0,5-1,5%. Ne ovat aktiivisia erityi-
sesti allergisissa tapahtumissa. Basofiilit sisaltdvat kehon antikoagulanttia hepariinia ja verisuonia

laajentavaa histamiinia. Eosinofiilit ovat tarkea puolustuskeino parasiitteja vastaan, ja tutkimuksissa

on todettu niiden kykenemaan tuhoamaan loismatoja. (Stiene-Martin 2012, 140-144)
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Hematokriitti on punaisten verisolujen suhteellinen osuus veren tilavuudesta. Aikuisella miehelld se
on 39-50% ja naisella 35-46% koko veren tilavuudesta. Hematokriitti vaihtelee hemoglobiinin kans-

sa samaan tahtiin. (Eskelinen 2016d)

3.4 Spinit- toimintaperiaate

Tutkimamme spinit-vieritestianalysaattori suorittaa maaritykset DVD-levyn kaltaisen levykkeen ja ta-
vallisen DVD-aseman avulla. Kaikki maarityksiin tarvittava fluidistiikka eli erilaiset nesteet seka niille
tarkoitetut kanavat ja kammiot ovat levykkeen sisdlld, jossa tapahtuvat myds kaikki reaktiot maari-
tyksien aikana. Jokaisella levylla on oma viivakoodinsa, jonka perusteella laite suorittaa tarvittavat
laaduntarkkailutoimenpiteet maarityksen yhteydessa, jolloin erillisia kalibrointeja ei tarvita. Viivakoo-

di luetaan laitteeseen aina ennen maarityksen aloittamista.

Reagenssit ovat valmiina levykkeessa pienen kuplan siséllg, joka rikotaan sormella painaen, jolloin
reagenssit vapautuvat levykkeen pieniin kanaviin. Nayte pipetoidaan sille tarkoitettuun naytekaivoon
levylld. Naytekaivo suljetaan, jonka jalkeen levy asetetaan laiteen levyasemaan. Laite pyorittaa levy-
ketta asemassa eri nopeuksilla ja ndyte erottuu, jonka liséksi liuokset sekoittuvat siihen, jolloin maa-
rityksen edellyttamat reaktiot padsevat tapahtumaan. Nayte kulkeutuu kasittelyn jalkeen levykkeen
tulosalueille, joista laite maarittaa tuloksen kullekin tutkimukselle sopivalla menetelmalld. Vertailua
suorittaessamme laitteelle ei ollut omia kontrolliliuoksia, mutta niita on nykydan saatavilla. Naytteen
kasittely on myds muuttunut vertailumme jalkeen. Nykydaan naytettd ei pipetoida levylle vaan se ke-
ratddn sormenpaasta pienen tikun padssa olevaan kyvettiin, joka tyénnetaan levylla olevaan koloon.

Tikku katkaistaan irti kyvetistd, joka jaa kiinni levyyn. (biosurfit 2019)

3.4.1 Spinit CRP-maaritys

CRP:n maaritys tapahtuu spinitilla vasta-ainemaarityksend, joka perustuu spektrofotometriseen pin-
taplasmoniresonanssi-menetelmaan (surface plasmon resonance, SPR). Nayte kulkee keskipakois-
voiman ansiosta testilevyn mikrofluidistisia rakenteita pitkin, joissa se erottuu ja siihen sekoittuu eri-
laisia liuoksia kuten antikoagulanttia. Kasitelty nayte kulkeutuu levyn lukualueille, jonka pinnalla on
CRP:lle spesifisia vasta-aineita kiinnitettyna levylld olevalle ohuelle kultakerrokselle. CRP-pitoisen
ndytteen virratessa lukualueen ohi proteiinia kiinnittyy kultakerroksen vasta-aineisiin. Vasta-aineilla
paallystetty kultakerros toimii siis erdanlaisena selektiivisena ansana CRP:lle. Analysaattori maarittaa
vasta-aineisiin kiinnittyneen biomarkkerin pitoisuuden lukualueilta, joka on suoraan verrannollinen

ndytteessa olevaan C-reaktiivisen proteiinin maaraan.

Biomarkkereiden pitoisuuksien maaritys tapahtuu pintaplasmoniresonanssi-ilmén avulla. Lukualueelle
suunnataan polarisoijan lapi kulkeva 785nm laservalo. Lasersade heijastuu kultakerroksesta hieman
valoa lapaisevaan peiliin, jonka kautta se heijastuu Point Grey Firefly MV FireWire monokromaatti-
seen kameraan. Peilin takana on fototransistori, joka laukaisee kameran aina laserséteen heijastues-
sa siihen. Laser on paalla koko ajan, mutta levyn pydriminen saa aikaan sateen katkeamisen. Kame-

ra ottaa kymmenen minuutin aikana 3000 kuvaa. Kameran ottamien kuvien avulla maaritetaan luku-
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alueelta heijastuvan valonsateen taitekerroin. Mita pienempi taitekerroin sitéd suurempi on biomark-
kerin konsentraatio lukualueella. (FLIR 2012) Spinitin mittausalue CRP-maaritykselle on 2-180 mg/I.
Naytteessa oleva bilirubiini hairitsemaan maaritysta, kun sen maara ylittda 5,9 mg/dl. Kolesteroli ja

triglyseridit voivat myds haitata maaritysta niiden pitoisuuden ollessa yli 355 mg/dl. (biosurfit 2018.)

3.4.2 Spinit HbAlc-maaritys

Spinit analysoi HbAlc:n madran mittaamalla ndytteen absorbanssia eri aallonpituuksilla led-valojen
avulla (biosurfit 2019). CRP-maarityksen tapaan naytteen kasittely tapahtuu testilevyn sisalla mikro-
fluidistisissa kanavissa levyn pyoriessa. Levylla ndyte sentrifugoituu. Punasolut hemolysoidaan 4 %

Saponin-liuoksella (Concei¢do Fernandes Thomaz 2014, 19).

HbA1lc:n mittausmenetelma on lateksi-immunoturbidometrinen. Lateksi-immunoturbidometrinen
maaritys perustuu lateksin agglutinaatioon ja valon absorbanssin mittaamiseen tietylla aallonpituu-
della. Lateksipartikkelien agglutinaatio tarkoittaa niiden liimautumista yhteen. Monoklonaaliset ja po-
lyklonaaliset vasta-aineet yhdistetaan toisiinsa menetelméssa niin, ettd polyklonaaliset vasta-aineet
ovat sitoutuneet monoklonaalisiin vasta-aineisiin. Naytteessa oleva hemoglobiini tarttuu lateksipar-
tikkeleihin ja kun vasta-aineiden yhdistelma lisétdan kompleksiin, anti-ihmis-HbA1c monoklonaaliset
vasta-aineet tarttuvat spesifisesti HbA1c-molekyyleihin. Monoklonaalisiin vasta-aineisiin tarttuneiden
polyklonaalisten vasta-aineiden vuoksi lateksipartikkelit alkavat aggregoitua eli kasautua yhteen. Va-
lonsironnan maara on suoraan verrannollinen kerdantymien kokoon. Kerdantymien koko on puoles-
taan suoraan verrannollinen HbAlc-molekyylien peittamien lateksipartikkelien prosentuaaliseen
osuuteen. (Conceicao Fernandes Thomaz 2014, 44-45.) Mitd enemman HbA1lc-molekyylejé nayt-
teessa on, sen enemman keraymia syntyy ja sen suurempi valonsironnan maara on. HbAlc-

maarityksen mittausalue on spinitilla 25,7 — 120,0 mmol/mol (biosurfit 2017a)

3.4.3 Spinit leukosyyttien erittelylaskenta ja hematokriitti

Spinit kykenee laskemaan kokoverindytteestd leukosyyttien kokonaismaaran seka lymfosyyttien,
neutrofiilien, eosinofiilien, monosyyttien seka basofiilien maaran ja prosenttiosuudet. Nayte pipetoi-
daan testilevylle kuten muutkin naytteet, mutta ndaytemaara on 15pl eli hieman suurempi kuin muis-
sa maarityksissa, joissa naytetta tarvitaan vain 5pl. Testilevy sisaltda esimerkiksi ndytteen punasolu-
jen lyysaamiseen eli hajottamiseen tarvittavan liuoksen seka variainetta (metyleeni sinista), jolla val-
kosolut varjatdan maaritysta varten. Laite ottaa mikroskoopin l&pi kuvia ndytteesta ja syottaa kuvat
ohjelmaan, joka tunnistaa solut niiden morfologian ja erilaisten solun osien perusteella ja laskee nii-
den maaran litrassa. Laite ilmoittaa myds, jos se havaitsee naytteessa esimerkiksi blasteja tai muita
solujen nuoruusmuotoja. Myds hematokriitti eli punasolujen tilavuuden osuus veresta, madritetdan

kuva-analyysin avulla. (Graindor, Blomme, Jughmans, Boeckx, Kieffer 2017, e155.)
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TAULUKKO 1. Spinit valkosolulaskennan mittausalue. (biosurfit 2017b)

Leukosyyttien kokonaismaara (E9/I) 3-30
Neutrofiilit (%) 10.0 - 86.0
Lymfosyytit (%) 9.0-78.0
Monosyytit (%) 3.0-18.0
Eosinofiilit (%) 0.0-15.0
Basofiilit (%) 0.0-5.0
Hematokriitti (%) 20.0 - 65.0

3.5 Vertailumenetelmat Konelab 20i ja Sysmex XS-1000i

Konelab 20i on Thermo Fisherin kliinisen kemian analysaattori, jota kdytimme vertailussa referens-
simenetelmana CRP- ja HbA1lc-pitoisuuksille. CRP:n madritykselle kontrolleina toimivat Thermo
Fisherin CRP Control- ja CRP Control High -kontrolliliuokset. HbA1c:n kontrolleina toimivat Thermo
Fisherin Normal HbAlc- ja Abnormal HbAlc-kontrolliliuokset. Valkosolujen erottelulaskentaan kay-
timme Sysmex 1000i-verenkuva -analysaattoria. Kontrollina kaytettiin e-Check -kontrolliliuosta, joka

on valmis Sysmexin valmistama kontrolli.

3.5.1 CRP Konelabilla

Konelab 20i maarittaad hepariiniplasman CRP-pitoisuuden immunoturbidometrisesti. Naytteeseen lisa-
taan ylimaarin spesifista vasta-ainetta, joka muodostaa CRP:n kanssa immunokomplekseja. Liuoksen
absorbanssia mitataan 340nm aallonpituudella ja sen muutos on suoraan verrannollinen CRP:n maa-

raan naytteessa. (Thermo Fisher Scientific Inc. 2016.)

3.5.2 HbAlc Konelabilla

Vertailulaitteemme Konelab 20i maarittaa HbA1c-pitoisuuden hemolysoidusta kokoverestd turbi-
dimetriselld inhibitioimmunoanalyysilld. Laitteen A-reagenssi siséltda anti-HbAlc-vasta-ainetta, joka
reagoi HbA1lc:n kanssa, jolloin niista muodostuu liukoisia antigeeni-vasta-ainekomplekseja. Rea-
genssi-B:n polyhapteenit reagoivat ylimaaraisen anti-HbAlc-vasta-aineen kanssa, muodostaen liuke-
nemattomia vasta-aine-polyhapteenikomplekseja, jotka maaritetdan turbidometrisesti. (Thermo
Fisher Scientific Inc 2014.)

Hemolysoinnin tarkoituksena on vapauttaa hemoglobiini punasoluista. Konelab 20i ei pysty itse suo-
rittamaan naytteen hemolysointia ilman tietynlaista ndytekelkkaa, jollaista emme saaneet haltuum-
me. Hemolysoinnin voi kuitenkin suorittaa myos kasin, kuten teimme tassa tydssa Thermo Fisherin
ohjeen mukaisesti. Kasin- ja konehemolysoinnilla ei ole tuloksellista eroa, kun pipetointi tehdaan oi-

kein. Kaytimme pipetointiin kalibroituja pipetteja tarkkuuden varmistamiseksi.
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3.5.3 Veren valkosolujen ja hematokriitin laskenta Sysmex XS-1000i-analysaattorilla

Valkosolujen erottelulaskennan ja hematokriitin mittauksen suoritimme Sysmex-1000i-
analysaattorilla, joka kdyttaa fluoresenssivirtaussytometriaa valkosolujen erotteluun. Hematokriitin
laite laskee mitattuaan punasolujen lukumaaran ja tilavuuden tasavirtaimpedanssimittauksella hyd-
rodynaamiseen fokusointia hyddyntden.

Analysaattori laimentaa naytettd, jolloin punasolujen maara litrassa laskee. Hydrodynaaminen fo-
kusointi toimii sydttamalla tama laimennettu ndyte suppilonmuotoiseen kanavaan. Tama ohjaa solut
anturin ohi yksitellen, jolloin ne kaikki tunnistetaan ja saadaan tulos isosta solumaarasta. (Sysmex
America Inc., 2012)

Tunnistaakseen eri valkosolut toisistaan, laite mittaa sivuttaista ja eteenpadin suuntautuvaa sirontaa
seka fluoresenssia. Naytteen sisaltamat valkosolut voidaan jaotella lymfosyytteihin, neutrofiileihin,
basofiileihin, eosinofiileihin ja monosyyteihin. Naytteet varjataan polymetiinivariaineella, joka lapai-
see solukalvon varjaten tuman ja soluorganellit. Muut solut hajotetaan ja valkaistaan ennen valkoso-
lujen laskemista. Menetelmd mittaa jokaisen solun sisdisen koostumuksen, tilavuuden ja fluoresens-
sin avulla DNA/RNA suhteen. Koska analysaattori pystyy tekemddn tédman tuhansille soluille, saa-

daan keskiarvoksi kvantitatiivinen tulos. (Sysmex s.a.)
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4 OPINNAYTETYON TAVOITE JA TARKOITUS

Tdssa opinnadytetytssa tavoitteenamme oli potilasnadytteiden avulla verrata spinit-
vieritestianalysaattoria referenssianalysaattoreihin eli Konelab 20i:hin ja Sysmexiin XS-1000i:hin ja
talla tavoin verifioida laite. Tydssa vertailtiin CRP-, HbA1lc- ja hematokriitti-maarityksien seka valko-

solujen laskennan tuloksia laitteiden valilla.

Tarkoituksena oli selvittda Diagnostica Medical Oy:lle antaako spinit-vieritestianalysaattori luotettavia
tuloksia ja tuottaa samalla heille materiaalia markkinoinnin tueksi. Meille ty6n tekijéille tavoitteena
oli oppia laboratorion laadunvarmistustyota seka tulosten kasittelya ja esittamista.

Tutkimuskysymys tydssa oli: Antaako spinit-laite luotettavia tuloksia CRP:lle, HbA1c:lle ja valkosolu-

jen erittelylaskennalle verrattuna vastaavia suureita mittaaviin referenssilaitteisiin?
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5 TUTKIMUSMENETELMA JA OPINNAYTETYON TOTEUTUS

5.1 Kvantitatiivinen tutkimus ja tilastolliset menetelmat

Opinnaytety6 toteutettiin kvantitatiivisena eli maarallisena tutkimuksena. Kvantitatiivisella tutkimuk-
sella kuvataan tutkittavaa ilmiéta numeeristen arvojen avulla ja tuotetaan tietoa muuttujien valisista
eroista. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa tarvitaan tarpeeksi suuri otos, jotta tuloksia voidaan pitéa
luotettavina. (Vilkka 2007, 13.) Maérallinen tutkimus oli luonteva tapa toteuttaa tutkimus, silla tut-
kimusaineistomme oli numeerista. Kvantitatiivisia tutkimuksia on useita eri tyyppeja, joista tama tut-
kimus edustaa kokeellista tutkimusta. Kokeellisessa tutkimuksessa tutkija saatelee muuttujia, kuten
tassa tutkimuksessa kaytettiin eri pitoisuusalueilla olevia ndytteitd, jolloin saatiin tietoa riippuvan ja
riippumattoman muuttujan valisistd syy-seuraussuhteista. (Nummenmaa, Holopainen ja Pulkkinen
2014, 16.) Kvantitatiivisten tutkimuksien tuloksia tarkastellaan usein hyddyntden tilastollisia mene-
telmia (Kananen 2011, 13). Tilastollisten menetelmien avulla voidaan kasitelld suuria tietoaineistoja
ja muuttaa niita helpommin ymmarrettavaan muotoon, jolloin niiden tulkinta helpottuu (Nummen-

maa, Holopainen ja Pulkkinen 2014, 22).

Tdassa tydssa naytesarjojen tuloksista tehtiin hajontakuvioita, joiden avulla voidaan tarkastella kah-
den muuttujan valista riippuvuutta. Pisteet kuvaajalla ovat tilastoyksikkdja ja niiden sijainti x- ja y-
akseleilla kuvaa niiden arvoa kyseisilla muuttujilla. Tallin voidaan tutkia x:n ja y:n valilld mahdolli-
sesti vallitsevaa riippuvuutta ja sita vaikuttavatko esimerkiksi x-akselilla tapahtuvat muutokset sys-
temaattisesti y-akselilla saataviin arvoihin. Kuvaajassa esiintyvaa riippuvuutta ja sen voimakkuutta
voidaan tarkastella numeerisesti korrelaatiokertoimien avulla. (Nummenmaa, Holopainen ja Pulkki-
nen 2014; 56, 215.)

Korrelaatio kuvaa kahden muuttujan lineaarista riippuvuutta ja sen voimakkuudesta kertovat korre-
laatiokeroimet, jotka laskimme Microsoft Excel ohjelman avulla laitteiden valisille vertailuille (Mellin
2007, 6). Tassa tutkimuksessa tarkasteltiin Pearsonin tulomomenttikorrelaatiokerrointa, joka on kor-
relaatiokertoimista kaikkein yleisimmin kaytetty. Kertoimen ollessa positiivinen vallitsee muuttujien
valilla positiivinen yhteys eli y-akselin arvot kasvavat, kun x-akselinkin arvot kasvavat. Kerroin voi
vaihdella valilla [-1, 1] ja systemaattisen yhteyden voimakkuudesta kertoo se, kuinka Iahelld korre-
laatiokerroin on 1:td. (Nummenmaa, Holopainen ja Pulkkinen 2014, 215.) Korrelaatiokerrointa voivat
vinouttaa aineistossa esiintyvat arvot, jotka poikkeavat merkittavasti muusta aineistosta, jolloin sita
on syyta tarkastella ilman poikkeavaa havaintoa ja sen kanssa, kuten tassa opinnaytetydssa tehtiin

sen ollessa aiheellista (Nummenmaa, Holopainen ja Pulkkinen 2014, 217-218).

Vertailun yhteydessa laskimme myds tulosten keskiarvoja. Aritmeettinen keskiarvo voidaan laskea
laskemalla joukon luvut yhteen ja jakamalla tulos niiden lukumaaralla. (Tilastokeskus s.a.b) Arit-
meettisen keskiarvon avulla voidaan tarkastella, kuinka suuria arvoja naytteille saataisiin, jos mitat-
tava suure olisi jaettu tasan kaikkien naytteiden kesken. (Nummenmaa, Holopainen ja Pulkkinen
2014, 74.) Tutkimuksessa laskettiin naytesarjoille keskiarvot, joita hyddynnettiin laitteiden vertailus-

Sa.
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5.2 Toteutus

Opinndytety6n suunnitteleminen aloitettiin vuoden 2018 kevaalla, jolloin tehtiin myds tutkimussuun-
nitelma. Kaytannon tyét saatiin alkuun suunnitellusti vuoden 2018 syksylld, jolloin saimme haltuum-
me tarvittavat reagenssit seka itse tutkittavan laitteen. Laitetta ja reagensseja sdilytettiin koulul-
lamme samassa luokassa kuin referenssilaitteita. Saimme aluksi parikymmenta naytetta Islabin Kuo-
pion aluelaboratoriosta. Naiden naytteiden mukana saimme Islabin laitteilla saadut tulokset. Nayt-
teet analysoitiin ennen vuoden 2018 Laboratorioladketiedepaivia, joille osallistuimme opinnaytetydn

osana ja edelld mainittujen naytteiden avulla saatiin alustavaa tietoa laitteen suorituskyvysta.

Varsinaista verifiointia varten otimme yhteyttd Islabin Kuopion aluelaboratorion kemistiin Ulla Ris-
tonmaahan, jolta saimme tarvittavan maaran naytteitd sen toteuttamiseen. Naytteet olivat noin vuo-
rokauden vanhoja jo analysoituja naytteitd, jotka olisi muuten havitetty. Naytteistd poistimme labo-
ratorion tiloissa kaikki henkil6tiedot ja kuljetimme naytteet koululle analysoitaviksi. Koulun laborato-
riossa sdilytimme naytteitd jadkaapissa. Huomasimme kuitenkin, etteivat ndytteet sdily jadkaapissa-
kaan kovin kauan ja etenkin solujen hajoaminen haittasi niiden laskemista merkittévasti. PVK-
ndytteet sailyvat HUSLABIn ohjekirjan mukaan jadkaapissa vain noin vuorokauden, joten paatimme
hakea naytteitd useammassa erdssa vain sen verran kerralla, ettd ehdimme analysoimaan ne saman
pdivan aikana verenkuvien osalta (HUSLAB 2019b). CRP:n ja HbAlc:n madritysta sdilyvyysongelmat

eivat vaivanneet.

Ensimmaiset analysoinnit suoritettiin 1.10.2018. Analysointi oli todella hidasta, silla spinitilld jokaisen
naytteet jouduttiin analysoimaan yksi kerrallaan. Valkosolujen erittelylaskenta oli maarityksistd aikaa
vievin noin 15-minuutin kestollaan. CRP- ja HbAlc-maaritykset veivat noin viisi ja kahdeksan mi-
nuuttia. Kaikkien maaritysten valissa laite teki omia sisdisid valmistelujaan, jotka vievat muutamia
minuutteja. Nain ollen esimerkiksi valkosolujen erittelylaskentoja sai tunnissa tehtya vain hieman alle
neljan nadytteen verran. Vertailulaitteillamme Sysmexilld ja Konelabilla naytteet sai ajettua sarjana,
joten analysointi oli niilla todella paljon nopeampaa. CRP-maarityksille kdytimme naytteind molem-
milla laitteilla hepariiniplasmaa ja HbAlc-madritykset sekd valkosolujen erittelylaskennan teimme
EDTA-verelld.

Olimme aluksi suunnitelleet sadan ndytteen analysointia per maaritys, mutta ymmarsimme nopeasti
sen olevan aivan kohtuuttoman pitkdkestoinen urakka. Aikataulullisten epdselvyyksien ja analyysien
keston vuoksi ehdimme lopulta suorittamaan 29 CRP-maaritystd, 59 HbAlc-maaritystd ja 52 valko-
solujen erittelylaskentaa. CRP-maarityksien tulokset olivat niin yhtenevia referenssilaitteen kanssa,
ettd paatimme tyytya sen osalta aavistuksen pienempadn naytemaaraan ehtidksemme tekemaan
hieman enemman toisia maarityksida. Koulumme Konelab 20i -analysaattorilla ei ollut aiemmin tehty
HbA1lc-maarityksia, joten, meidan taytyi Thermo Fisherin edustajan ohjeistuksen avulla ottaa mene-
telma kayttoon laitteelle. Menetelman tulostason luotettavuuden saimme varmistettua laitevalmista-
jan kontrolleilla ja sairaalalta saaduilla naytteilld, joiden HbA1lc-pitoisuuden tiesimme. Sysmex XS-

1000i- ja Konelab 20i-analysaattorit kalibroitiin laitevalmistajien kalibraattoreilla ennen tutkimuksen
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aloittamista ja ennen jokaista tutkimuskertaa suoritimme kontrollit, joiden tulokset ovat taulukossa

2. Teimme laitteille myds tarvittavat huollot ja kalibroinnit.
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TULOKSET
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HbAlc
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KUVAAJA 1. CRP-pitoisuuden (mg/l) hajontakuvio spinit vs. Konelab 20i 29:lla naytteella.

Ylla olevasta kuvaajasta kay ilmi, ettd spinitilld tehtyjen CRP-maarityksien tulokset korreloivat vah-
vasti Konelabin tulosten kanssa (r=0,996). Keskimaarin ero laitteiden valilla oli 1,37 mg/I, jolla ei ole
potilaan hoidon kannalta merkitysta. Otoksesta poistettiin voimakkaasti ikteeriset naytteet, silla ikte-
rialla oli merkittava vaikutus spinitin tuloksien tarkkuuteen. Hajonta oli yhtd tasaista matalilla ja kor-
keilla CRP-pitoisuuksilla.

0 20 40 60 80

y = 1.1008x - 7.965  Konelab (mmol/mol)
R2 =0.9159

KUVAAJA 2. HbA1C-pitoisuuden (mmol/mol) hajontakuvio spinit vs. Konelab 20i.

HbA1c tulokset sijoittuvat kuvaajassa 2 hyvin suoran ymparille ja korrelaatio laitteiden tulosten valil-
Ia on vahvaa (r=0,957). Naytteiden lineaarinen regressio on lahelld arvoa yksi. Laitteiden antamissa
arvoissa on luonnollisesti eroavuuksia, mutta ne eivét ole suuria ja regressiosta eroavia naytteita ei
ole montaa. Keskimaardinen ero Konelabin tulokseen verrattuna oli -3,53 mmol/mol. Hajonta sailyi
melko samanlaisena HbA1lc-pitoisuuden kasvaessa.
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6.3 Leukosyyttien maara
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KUVAAJA 3. Leukosyyttien lukumadran hajontakuvio spinit vs. Sysmex XS-1000i 52:lla naytteella.

Leukosyyttien kokonaismaaran korrelaatio on vahvaa (r=9,62) ja keskimaarin spinitin tulokset ovat

1,24 E9/| korkeampia kuin Sysmexin.
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KUVAAJA 4. Neutrofiilien lukumaaran hajontakuvio spinit vs. Sysmex XS-1000i 45:1la naytteella.

Neutrofiilien lukumaarien korrelaatio oli vahvaa(r=0.9) laitteiden valilld. Kuvaajassa oikealla ylhaalla
olevassa naytteessa on poikkeuksellisen suuri ero ja mikali se poistetaan vertailusta, nousee korre-
laatiokerroin ja selitysaste entista korkeammaksi. Kyse voi tassa tapauksessa olla jonkinlaisesta sa-
tunnaisvirheesta. Keskimaarin spinitin tulokset olivat 0,9E9/I korkeampia kuin Sysmexin. Laitteiden

valisten tulosten hajonta kasvoi hieman korkeammilla pitoisuuksilla, muttei merkittavasti.
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KUVAAJA 5. Lymfosyyttien lukumadrén hajontakuvio spinit vs. Sysmex XS-1000i 46:lla naytteella.

Lymfosyyttien korrelaatio (r=0,91) ja selitysaste laitteiden valilla ei ollut aivan samalla tasolla kuin
muiden solujen kohdalla, mutta silti vahvaa. Keskimaarin ero Sysmexiin oli 0,2E9/I. Ero on melko
pieni, mutta se nakyy selitysasteessa, koska luvut ovat jonkin verran pienempia kuin esimerkiksi
neutrofiileja tarkastellessa.
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KUVAAJA 6. Monosyyttien lukumaaran hajontakuvio spinit vs. Sysmex XS-1000i 46:lla ndytteella.

Monosyyttien maara aiheutti hieman enemman hajontaa, mutta se johtuu Iahinnd monosyyttien pie-
nestd madrasta naytteissad, jolloin yksittdiset epadtarkat tulokset vaikuttavat selitysasteeseen merkit-
tavasti. Korrelaation kuitenkin silti vahvaa (r=0,937). Mikali epatarkin tuloksista poistetaan vertailus-
ta, on selitysaste 0,8246. Keskimaarin spinitin tulokset ovat 0,021 E9/l matalampia kuin referenssi-

laitteen.
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KUVAAJA 7. Eosindfiilien lukumaaran hajontakuvio spinit vs. Sysmex XS-1000i 46:lla naytteella.

Eosinofiilien maaran laskemisessa esiintyi myos jonkin verran hajontaa, johtuen niiden hyvin vahai-
sestd madrasta naytteissa, mutta korrelaatio oli silti vahvaa (r=0,904). Hajonta ei lisddanny merkitta-
vasti eosinofiilien maaran lisadntyessa. Spinitin tulokset olivat keskimaarin 0,047 E9/I matalampia

kuin referenssilaitteen.

Basofiilien osalta naytteemme eivat olleet kovin kattavia, silla niiden pitoisuudet vaihtelivat vain nol-
lan ja 0,1:n valilla. Vertailua hankaloitti myos se, ettd spinitin ilmaisi tuloksensa yhden desimaalin

tarkkuudella.

6.4 Leukosyyttien prosenttiosuudet
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KUVAAJA 7. Neutrofiilien prosenttiosuuden hajontakuvio spinit vs. Sysmex XS-1000i 45:11d naytteella.
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KUVAAJA 8. Lymfosyyttien prosenttiosuuden hajontakuvio spinit vs. Sysmex XS-1000i 46:lla nayt-
teella.
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KUVAAJA 9. Monosyyttien prosenttiosuuden hajontakuvio spinit vs. Sysmex XS-1000i 46:lla naytteel-
3.

Valkosolujen prosenttiosuudet korreloivat kaikki hyvin referenssilaitteen tulosten kanssa neutrofiilien
ja lymfosyyttien osalta. Hajonta kasvoi jalleen merkittédvasti niiden solujen kohdalla, joita oli nayt-
teissa vahan.
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6.4.1 Hematokriitti
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KUVAAJA 10. Hematokriitin prosenttiosuuden hajontakuvio spinit vs. Sysmex XS-1000i 44:lla nayt-
teella.

Hematokriitin tulokset korreloivat vahvasti (r=0,977) ja hajonta ei kasva tulosten ollessa keskimaa-
raistd korkeampia tai matalampia.
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7 TULOSTEN TULKINTA JA POHDINTA

7.1  Tulosten tulkinta

Potilasnaytevertailusta laitteiden valilla kady ilmi, ettd CRP:n, HbAlc:n ja hematokriitin osalta spinitin
tulokset vaikuttavat luotettavilta, silla ne korrelaatio laitteiden tuloksien valilla oli vahvaa. Niiden
osalta pidamme laitetta taysin luotettavana. Kokonaisvalkosolujen, neutrofiilien ja lymfosyyttien lu-
kumaaran laskennassa seka hematokriitin maarityksessa laite antoi luotettavia tuloksia, mutta mo-
nosyyttien ja eosinofiilien laskenta ei sujunut aivan yhta tarkasti. Referenssilaite ja spinit kayttivat
taysin erilaisia menetelmia solujen laskemiseen, joten oli odotettavissa, ettd eroja tulee syntymaan.
Graindor ym. (2017) tutkimuksessa spinitia verrattiin Sysmex XE-5000-analysaattoriin ja siindkin to-
dettiin tulosten korreloivan vahvasti lukuun ottamatta eosinofiileja ja monosyytteja. Tassakin tutki-
muksessa todettiin sen johtuvan todenndkdisesti niiden verrattain vahadisestd maarasta ndytteissa.
(Graindor, Blomme, Jughmans, Boeckx, Kieffer 2017, e156.)

Naytteissamme ei ollut yhtaan valkosolujen nuoruusmuotoja, joten sen osalta emme voineet tutkia
laitteen suorituskykya. spinit ilmoitti muutaman naytteen sisaltdvan nuoruusmuotoja, mutta tarkis-

timme naytteet mikroskoopilla emmeka l6ytaneet niistd mitaan poikkeavaa.

Suurin epavarmuustekija valkosolulaskennan vertailussa oli ndytteiden sailyvyys. Kaikki ndytteemme
olivat Iahes vuorokauden vanhoja, eikd niita ollut sdilytetty jédkaapissa ennen kuin me saimme ne
haltuumme. Tall6in on syyta olettaa, etté jonkinlaista solujen hajoamista on voinut jo tapahtua, jolla
on luonnollisesti merkittava vaikutus niiden laskemiseen. Todennédkdisesti hajoaminen vaikuttaa toi-
seen menetelmaan enemman kuin toiseen, joka vaaristda vertailun tuloksia. Uskomme, etta solujen
hajoaminen on vaikuttanut merkittavammin spinitin suorituskykyyn, silld se tunnistaa solut optisesti
kameran ja tietokoneohjelman avulla ja joka ei valttamatta tunnista osittain hajonneita soluja. Tata
teoriaa tukee my0s se, etta spinitin tulokset olivat solujen laskennan osalta matalampia kuin Sysme-
xin. Saimme vertailun aikana noin kymmenen anonyymia naytetta koulumme opiskelijoilta. Nama
ndytteet olivat aivan tuoreita ja niilla saadut tulokset olivat Iahes identtisia molemmilla laitteilla.

Naytteet olivat kaikki kuitenkin normaaleiden viitearvojen rajoissa, joten otos ei ollut kovin kattava.

HbA1lc-maarityksissa yksi epavarmuustekija oli se, etta jouduimme esikasittelemaan ndytteet kasin
ennen niiden sy6ttéa Konelabille, silla laitteeseemme ei ollut tarvittavia osia, jotta se olisi itse voinut
suorittaa esikasittelyn.

Naytteet eivat olleet meidén ottamiamme, joten meilla ei ollut minkaanlaista tietoa niiden preana-
lyyttisistd tekijoista. Jotkin Idakkeet voivat esimerkiksi vaikuttaa maarityksiin vadristaen yksittdisten
naytteiden tuloksia. Vertailemmme laitteet kayttivat myds erilaisia maaritysmenetelmia, joka selitta-

nee osan eroista.

Basofiilien, eosinofiilien ja monosyyttien osalta vertailu ei ollut kovin kattava, silla niiden pitoisuudet

olivat naytteissamme todella pienid, jolloin emme saanet kuvaa laitteen suorituskyvysta, kun maari-
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tykset tapahtuvat mittausalueen ylarajoilla. Vertailua hankaloitti osaltaan myds se, etta spinit ilmaisi

tuloksensa yhden desimaalin tarkkuudella ja Sysmex kahden desimaalin tarkkuudella.

Jalkeenpain ajateltuna potilasnaytevertailun lisaksi tutkimallamme laitteella olisi voinut tehda myds
sisdisia toistosarjoja, jotta laitteen sisdinen toistettavuus olisi tullut selvitettya. Tutkimus olisi myds
voinut olla hieman laadukkaampi, jos olisimme analysoineet jokaisen naytteen kaksi kertaa ja laske-
neet tuloksista keskiarvon, joita olisi sitten kaytetty vertailussa. Tama olisi kuitenkin vaatinut aikaa ja

tarvikkeita kaksi kertaa enemman.

7.1.1 Johtopaatokset

Taman tutkimuksen perusteella pidédmme spinitia kayttokelpoisena. Paras kayttétarkoitus sille olisi
jossakin missa ei pystyta kdyttédmaan suuria ja paljon ylldpitoa vaativia analysaattoreita, eika nayt-
teiden lahetys muualle analysoitaviksi ole mahdollista. Valkosolujen laskentaa ja CRP:n maaritysta
voitaisiin hyédyntaa myos esimerkiksi paivystyskaytdssa, jolloin ndytteitd ei tarvitse lahettda labora-
torioon tutkittaviksi ja tulokset saadaan nopeammin. Spinit vaatii todella vahan ylldpitotoimia, joten
pidémme sitd hyvana ratkaisuna, mikali analyyseja tehdaan vain satunnaisesti. Laite ei analysoi
trombosyyttejd, eikd anna juuri tietoa punasoluista, joten silld ei ainakaan taysin voi korvata tavallis-

ta verenkuva-analysaattoria.

7.2  Eettisyys

Tieteellinen tutkimus taytyy suorittaa hyvan tieteellisen kdytannon edellyttdmalla tavalla. Vain silloin
tutkimuksen ja sen tulosten voidaan todeta olevan eettisesti hyvaksyttavia ja luotettavia. Tutkimus-
tydssa taytyy kunnioittaa tiedeyhteisdn tunnustamia toimintatapoja, joita ovat rehellisyys, huolelli-

suus ja tarkkuus. Naita toimintatapoja on noudatettava lapi tutkimuksen. (TENK s.a.)

Tutkimusetiikan kannalta tarkeda on myo6s kayttaa tieteellisen tutkimuksen hyvaksymia ja eettisesti
kestavia tiedonhankinta-, tutkimus- ja arviointimenetelmia. Avoimuus ja vastuullinen viestinté tutki-

mustulosten julkaisussa ovat tutkimusetiikan kannalta myds olennaisia. (TENK s.a.)

Tutkijoiden eettiset ja moraaliset velvoitteet kohdistuvat tutkimukseen osallistuvia henkildita, tutki-

musyhteis6d, omaa ammattialaa, rahoittajia ja yhteiskuntaa kohtaan (ARENE s.a., 7).

Opiskelijan taytyy opinndytetyoprosessissaan huomioida henkil6tietojen kasittelyn eettisyys ja tutki-
mukseen osallistuvien henkildiden tietosuojan toteutuminen. Henkil6tietojen kasittelyssa olennaista
on oikeaoppinen ja tutkimusetiikan mukainen tietojen kerdaminen, tallennus, sailytys ja tuhoaminen.
Henkilotietoja ei saa olla nakyvissa aineistoissa, tuloksissa tai julkaisuissa vaan ne taytyy ano-
nymisoida. Usein tutkittavilta vaaditaan my6s suostumus tutkimukseen osallistumiseen. (ARENE s.a.,
6.)
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Poistimme henkil6tietotarrat sairaalan laboratoriossa ja ne havitettiin oikeaoppisesti muun tietosuo-
jajatteen joukossa. Potilailta ei ollut kysytty lupaa ndytteiden kdyttéon, mutta naytteita, joista on

poistettu potilastunnisteet, voidaan kayttaa tilastollisissa analyyseissa. (SFS-EN ISO 15189, 42.)

Tarked osa opinndytetyon etiikkaa on lahdekritiikki ja kyky osata arvioida tiedon luotettavuutta ja
soveltuvuutta (Kajaanin ammattikorkeakoulu s.a). Opinnadytetydssamme pyrimme kdyttdmaan mah-
dollisimman tuoreita ldhteita. Lahdemateriaalia haimme niin suomeksi kuin englanniksikin ja kay-
timme seka verkkojulkaisuja etta kirjoja tietoa etsiessamme. Pyrimme kdyttdmaan Idhdemateriaalina
mahdollisimman luotettavia lahteitd, kuten esimerkiksi Duodecimin verkkojulkaisuja ja biosurfitin
omia julkaisuja. Kunnioitimme lahteiden tekijoitéd Savonia-ammattikorkeakoulun hyvaksymilla oikea-
oppisilla Iahdeviittauksilla.

Tarkea osa tieteellistd tutkimusta on tietojen huolellinen dokumentointi, jossa meilld jéi mielestam-
me hieman parantamisen varaa. Tilastollisten menetelmien hyddyntamisessa onnistuimme mieles-
tdmme kohtuullisen hyvin ja kayttdmamme metodit olivat samoja kuin muissa samankaltaisissa tut-
kimuksissa. Piddmme tuloksiamme kohtuullisen luotettavina, joskin huomasimme tutkimuksessamme

muutamia heikkouksia ja virhelahteitd, joita on pohdittu ylempana.

7.3  Ammatillinen kasvu

Koemme, etta opinndytetydprosessi edisti ammatillista kasvuamme. Opinndytetydn kautta padsimme
perehtymaan laboratorion laadunvarmistukseen ja saimme hyvaa kokemusta vierilaitteiden verifioin-
tiprosessista. Opinndytety® mahdollisti yhteistydn tydeldman kanssa ja antoi meille hyvat valmiudet
kaytannon tydelamaan.
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LIITTEET

TAULUKKO 2. Konelab 20i kontrollindytteiden tulokset

CRP High (mmol/I) Low (mmol/I)
Tavoitearvo 56 - 84 22-34
Kontrollinayte 3.10. 69,7 28,1
Kontrollindyte 12.10. 70,0 28,0

HbAlc Abnormal (mmol/l) Normal (mmol/l)
Tavoitearvo 0,660 - 0,982 0,335-0,453
Kontrolli 9.10. 0,717 0,379
Kontrolli 12.10. 0,691 0,358
Kontrolli 26.10. 0,694 0,361

Hb Abnormal (mmol/l) Normal (mmol/l)
Tavoitearvo 8,68 - 10,20 8,84 -10,38
Kontrolli 9.10. 9,272 9,406
Kontrolli 12.10. 9,250 9,280
Kontrolli 26.10. 9,210 9,360
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