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1 JOHDANTO

Huumeiden yliannostuksesta johtuvat kuolemantapaukset ovat lisddntyneet aina 1980-luvulta vuo-
teen 2016 asti, ylittaen aseiden, HIV:n ja auto-onnettomuuksien aiheuttamat kuolemat (Petrides &
Melanson 2019, 8—12). Lisaantynyt huumeiden kayttd6 Suomessa nakyy huumetestien maaran kas-
vuna. Huumemyrkytyskuolemien syyna ovat yleisimmin opioidit ja tarkein I16ydés huumemyrkytys-
kuolemissa on buprenorfiini, joka on vaikuttava aine Suomessa korvaushoidossa kaytettavassa
Suboxonessa seka laittomasti ulkomailta tuodussa Subutexissa. Huumeiden vaarinkayttd kasvaa
edelleen ja vuonna 2018 opioideihin liittyvia riippuvuuksia hoidettiin ennatysmaara. Buprenorfiini oli
toiseksi yleisin takavarikoitu huumausaine vuosina 2009-2018, mika kertoo sen suosiosta paihteiden

vaarinkdytdssa. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2020, 56-57, 73-74, 80.)

Huumetestaus voidaan jakaa seka terveydenhoidolliseen etté valvonnalliseen huumetestaukseen.
Terveydenhoidollista testausta kaytetadn diagnoosin ja erotusdiagnoosin saamisessa esimerkiksi
myrkytyksissa ja ongelmakayton varhaisessa tunnistamisessa ja hoidossa. Valvonnallista testaamista
kaytetadn oikeuslaaketieteellisissa tapauksissa seka huumausaineiden vaarinkayton selvittdmisessa.
(Gunnar 2018.)

Savonia-ammattikorkeakoulu on ottanut opetuskayttodn U-Bupre-tutkimuksen immunokemiallisella
menetelmalld ja sen my6ta on tullut tarve selvittdd menetelman kayttékelpoisuus ja luotettavuus
oppilaitosympéristtssd. Savonia-ammattikorkeakoulu tilasi Indiko ™ Plus -analysaattorin verifioinnin
U-Bupre-menetelmalle seka tyéohjeet bioanalyytikko tutkinto-ohjelman opiskelijoille tyén suoritta-
miseksi harjoitustunneille. Kliinisen kemian analytiikkaan liittyva aihe on yhteiskunnallisesti tarkea.
Opinnaytetytn tarkoituksena oli verifioida U-Bupre-menetelma ja tehda ty6ohjeet sen suorittamiseen
Savonia-ammattikorkeakoulun Indiko ™ Plus -analysaattorille opiskelijoiden kliinisen kemian labora-
torioharjoitustunneille kayttéon. ISLABilta saadut kliiniset asiakasnaytteet on analysoitu kdyttden
kilpailevaa homogeenista entsyymi-immunologista menetelmaa (EMIT). Verifiointi toteutetaan verra-
ten Indiko ™ Plus -analysaattorin tuloksia ISLABin Cobas6000 -analysaattorilla saatuihin tuloksiin.
Opinnaytetytn tavoitteena oli antaa opiskelijoille tietoa huumausaineanalytiikassa kaytettavista me-

netelmista ja niiden periaatteista.
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2 OPIOIDIT JA OPIOIDIRIIPPUVUUS

Opioidit ovat kipua lievittdvia ja ahdistuneisuuden tunnetta vahentavia lddkeaineita, jotka tuottavat
voimakasta mielihyvaa eli euforiaa. Tasta syysta niitd kdytetdan myos paihtymystarkoituksessa. Opi-
oideja maarataan usein voimakkaissa kiputiloissa seka akuutin etta pitkdaikaiseen kivunlievitykseen,
kuten leikkauksien tai sydvan aiheuttaman kivuliaisuuden hoitoon. Opioidit vaikuttavat kipua esta-
vasti selkaytimessa, keskiaivoissa, aivorungossa ja aivokuorella sijaitsevien opioidireseptorien vali-
tyksella. (Kalso, Paakkari & Forsell 2009, 20—24.)

Opioidit luokitellaan heikkoihin, keskivahvoihin ja vahvoihin opioideihin. Luokittelu perustuu niiden
kemialliseen rakenteeseen, reseptoreiden toiminnalliseen vaikutukseen seka kivunlievitykseen. Heik-
koihin opioideihin kuuluvat kodeiini ja tramadoli. Ainoa Suomessa kaytossa oleva keskivahva opioidi
on buprenorfiini. Vahvoihin opioideihin lukeutuvat morfiini, oksikodoni, fentanyyli, hydromorfoni ja
metadoni. (Kalso, Paakkari & Forsell 2009, 20—24.) Opioidi myrkytyksessa ja yliannostuksissa voi-
daan kayttéda naloksonia, joka on opioidireseptoreiden antagonisti eli vasta-aine, joka kiinnittyy opi-
oidireseptoreihin estdaen niiden aktivoitumisen ja siten pelastaa yliannostuksen aiheuttamalta hengi-
tyskatkokselta (National Institutes of Health 2020).

2.1 Buprenorfiini ja sen toimintatavat elimistdssa

Buprenorfiini on puolisynteettinen opioidikipuladke, joka on oopiumin komponentista tebaiinista joh-
dettu. Buprenorfiini muistuttaa rakenteellisesti morfiinia, mutta silld on sekd antagonistisia etta
agonistisia ominaisuuksia ja buprenorfiinin vaikutusaika on pidempi kuin morfiinilla (Thermo Fisher
2018). Agonistinen ladkeaine vaikuttaa sille spesifisen reseptorin valityksella (Duodecim 2020).
Buprenorfiini kuuluu keskivahvoihin opioideihin ja silld on seka kipua lievittavid etté euforiaa tuotta-
via vaikutuksia. Sitd kaytetdan muun muassa vaikeiden syopakipujen hoidossa seka yhdistelmaval-
misteena opioidiantagonisti naloksonin kanssa opioidiriippuvaisten henkiliden vieroitus- tai korvaus-
hoidossa. Niiden vaikutukset valittyvat opioidireseptoreiden kautta. Buprenorfiinin kivunlievitys pe-
rustuu sen sitoutumiskykyyn keskushermoston kivun aistimusratoihin ja perifeeristen tuntohermojen
opioidireseptoreihin. Mesolimbinen dopamiinirata on hermorata, joka ulottuu keskiaivoista etuaivoi-
hin. Sen hermosolut vapauttavat paatteistddn dopamiinia, eli keskushermoston valittdjaaineita, ja
tdman uskotaan olevan keskeinen riippuvuuksien kehittymisessa (Aalto, ym. 2018). Euforiaa tuotta-
vat ja riippuvuutta edistavat vaikutukset perustuvat siis mesolimbisen dopamiiniradan aktiivisuuden

lisddntymiseen epdsuorasti opioidireseptorien valitykselld. (Joutsa & Kiianmaa 2018.)

Buprenorfiinin l1adkevalmisteiden kauppanimia ovat Buprefarm, Buprenophine, Norspan, Subuxone,
Subutex ja Temgesic. Buprenorfiinin Suomessa kdytettyja lddkevalmisteita ovat yleisimmin Temgesic
ja buprenorfiinin seka naloksonin yhdistelmaladke Suboxone. Nama ovat resoritabletteja eli ne liuke-
nevat kielen alla, jolloin vaikuttava aine imeytyy suun limakalvojen kautta elimistéén. Sublinguaali-
sen laakkeenantotavan lisaksi buprenorfiinia voidaan kayttda transdermaalisesti laastarin muodossa,
jolloin l&akeainetta vapautuu elimistdon ihon kautta sdadellysti. Kyseiset laakevalmisteet ovat myds
yleisimmin kdytettyja opioideja suomalaisten huumeidenkayttadjien parissa. Pdihdekdytdssa

buprenorfiinia kdytetdan usein suoneen injektoimalla eli pistdmalla. Buprenorfiini voi vaarinkaytet-
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tyna aiheuttaa suoniin erilaisia vaurioita ja tulehduksia, silla siind esiintyy muun muassa maissitark-
kelysta ja erilaisia sidosaineita. Sidosaineet voivat injektoitaessa aiheuttaa vakavia silmanpohjan
muutoksia, joiden seurauksena voi olla nakékyvyn heikentyminen. Toinen vaarinkdyttétapa on an-
nostella ainetta nenan limakalvojen kautta, mutta limakalvot ovat herkkia ja ne voivat myds vaurioi-

tua. (Hietalahti, Niinivaara & Koivunen 2015.)

Subutex on korkeamman annoksen buprenorfiinivalmiste, joka on laajasti kaytdssa seka Euroopassa
ettd muualla maailmassa opiaattiriippuvaisten korvaushoitona. Buprenorfiinin yliannostukseen voi
kuolla, kun sitd kdytetdan laskimonsisaisesti yhdessa muiden psykotrooppisten laakkeiden kanssa.
(Thermo Fisher 2018.)

CYP3A4-entsyymin saadessa aikaan N-dealkylaation buprenorfiini metaboloituu sen aktiiviseksi ai-
neenvaihduntatuotteeksi norbuprenorfiiniksi maksassa ja ohutsuolessa. Muuttumaton buprenorfiini
ja sen metaboliitit eli aineenvaihduntatuotteet erittyvat 30-prosenttisesti virtsaan ja 70-prosenttisesti
ulosteeseen. (John, Renner, Levounis & LaRose 2017, 42—45.) Buprenorfiini voidaan osoittaa virt-
sasta pikatestilla tai muulla immunologisella analyysilla 1-7 vuorokauden kuluessa sen kaytosta,

mutta pitkdaikaisessa korkean annoksen kayttssa se voi ndkya jopa 21 vuorokautta (Gunnar 2018).

2.2 Opioidiriippuvuus ja opioidireseptorit

On kolme erilaista opioidireseptoria, joiden kautta opioidien vaikutukset valittyvat: myy- (u), delta-
(0) ja kappareseptoreiden (k), jotka voidaan jakaa vield alaryhmiin (Kalso 2018). Opioidireseptorit
sijaitsevat mesolimbisia dopamiinisoluja hermottavien GABA-vilitteisten hermosolujen kalvoilla seka
radan alkukohdassa keskiaivojen tegmentumin alaosassa, ettéd accumbes-tumakkeen paétealueella
(Joutsa & Kiianmaa 2018). Accumbes-tumake on etuaivoissa ja silléd on keskeinen osa riippuvuuksien
kehittymisessa (Aalto, Alho & Niemela 2018). Opioidireseptoreiden olemassaolo on I8ydetty erilaisilla
sitoutumiskokeilla vuonna 1973. Buprenorfiini on myyreseptorin osittaisagonisti, eli se aktivoi resep-

torin vain osittain ja taman vaikutuksen ansioista ladketta on turvallista kayttaa. (Kalso 2018.)

Riippuvuuden kehittymiseen vaikuttavat sosiaalisen ympdristén laatimat arvot ja rajat seka geneetti-
nen alttius. Riippuvuuden kehittymisen kannalta keskeisia ovat keskushermostovaikutukset. Opiaatti-
riippuvuuden syntymiseen ja sen sdatelyyn osallistuvat aivojen eri alueilla hermosolujen sisdiset ja
hermojarjestelmien vdliset toiminnat. Opioidireseptoreiden myyreseptorit (1) ovat keskeisessa
osassa opioidien aiheuttamaan riippuvuuteen seka fyysisiin vieroitusoireisiin. Reseptorialatyyppien

merkitys riippuvuuden aiheuttamisessa on vield epaselvaa. (Meririnne & Seppala 2004.)

Opioidiriippuvuuden hoidossa onnistunut ladkitys muodostaa tarkean osan potilaan hoitoa. Solun-
sisdiset ja hermosolujen valiset jarjestelmat osallistuvat keskushermostossa opiaattiriippuvuuden
valittdmiseen ja saatelyyn. Opioidien kdytdn kontrolloinnin vaikeutta selittaa se, ettd kayttaja tiedos-
taa kaytosta tulevat haitat, mutta elimistdssa ilmenevien yhteistoiminnan kdyténtdja seka niista tule-
vaa merkitystd opiaattiriippuvuuden eri vaiheissa ei viela kunnolla ymmarreta. Saannéllisen kaytdn
lopettaminen voi aiheuttaa vatsakipua, ripulia, pahoinvointia ja oksentelua sekd flunssankaltaisia
oireita. Lihaskouristuksia ja lihaskipuja levottomuuden ja masennuksen ohella esiintyy myds usein.
(Meririnne & Seppald 2004.) Toistuva opiaattialtistus voi muuttaa pysyvasti hypotalamus-aivolisdke-

lisamunuaisjarjestelman (HPA-jarjestelma) toimintaa. HPA-jarjestelmaa hypotalamuksessa sadtelee
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kortikotropiinia vapauttava neuropeptidi, joka on elimistdn stressireaktiota valittava keskeinen tekija.
Opioidiriippuvuuden kannalta keskeisilta limbisilta aivoalueilta 16ytyy myos kyseista neuropeptidia.
(Logrip, Koob & Zorrilla 2001.)

Vieroitusoireiden aikana opioidien vaikutuksen puuttuessa hermosolujen toiminta yliaktivoituu, koska
opioidien vaikutus on usein estdva yksittdista hermosolua kohden. Tassa tilanteessa vdlittajaaineita
vapautuu enemman ja voidaan puhua katekoliaminergisesta kriisista. Katekoliamiini on noradrena-
liini ja se on useimmiten liitetty opioidien vieroitusoireisiin. Klonidiini on vieroitusoireita lievittava 13a-
keaine, jonka vaikutus perustuu noradrenergisen aktiivisuuden vahentédmiseen (Meririnne & Seppala
2004.)
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3 MENETELMAN VERIFIOINTI JA LAADUNVARMISTUS

Akkreditoitu kliininen laboratorio tayttaa kansainvalisiin kriteereihin perustuvat laadunvarmistusme-
nettelyt, joilla voidaan osoittaa tutkimustulosten oikeellisuus ja vertailukelpoisuus. Akkreditointia eli
patevyyden toteamista voi hakea Suomessa FINAS-akkreditointipalvelusta, jonka palveluista on saa-
detty laissa 920/2005 Laki vaatimustenmukaisuuden arviointipalvelujen patevyyden toteamisesta.

Kaikki suurimmat kliiniset laboratoriot Suomessa ovat akkreditoituja. (FINAS 2016.)

Laadukas toiminta ohjaa laboratoriossa tydskentelya ja se on alati huomion kohteena. Suurimmalla
osalla laboratorioista on kaytossa laatukasikirjat, joissa eritelladn laboratorioprosessin sisalté kysei-
sen yksikon tarpeiden ja toiminnan mukaisesti. Henkilékunnan tulee noudattaa laboratorion ty6- ja
toimintaohjeita niin ty6turvallisuuden, laitteiden toiminnan kuin luotettavien tutkimustulosten saan-

nin kannalta. (Grénroos & Koskinen 2014.)

3.1 Validointi ja verifiointi

Validointi eli oikeellisuus ja tulostason tarkistus tarkoittavat kelpuutusta ja se perustuu objektiivisen
naytdn varmistumiseen siita, etta tietynlaista soveltamista tai kdyttamista koskevat saanndkset on
taytetty (SFS-EN ISO 15189). Uuden menetelman sopivuus ja kyky suoriutua haluttuun kayttétarkoi-
tukseen osoitetaan validoinnissa. Validionnissa kayttdon valittua testia verrataan laboratoriomenetel-
maan, jonka tulotason ero kansainvaliseen referenssitasoon tunnetaan ja jonka toistotarkkuus seka
oikeellisuus ovat vertailumenetelmaksi riittévia. (Labquality 2020.) Lisdksi varmennetaan, etta testi-
tulokset tayttavat lain ja sddnnoksien vaatimukset seka ovat oikeanlaisia. Menetelman ja laitteen
toimivuutta seka suorituskykya arvioidaan tiettyyn kayttotarkoitukseen. Nama vaatimukset tulee
asettaa tapauskohtaisesti, silla ne vaihtelevat menetelman ja kayttotarkoituksen mukaan. Validoinnin
vaiheisiin kuuluu validointisuunnitelma, mittaukset, tulosten tilastollinen arviointi ja dokumentointi.
Menetelman luotettavuutta kuvataan tuottamalla vertailuarvoja erilaisilla parametreilld. (Hagg 2016,
7-18.)

Thermo Fisher on validoinut opinndytetydssamme kaytetyn CEDIA-menetelmén. Validoinnissa néyt-
teisiin lisattiin buprenorfiinia virtsaan, jossa ladkeainetta ei ollut, raja-arvolla seka 25 %, 50 %,

75 % ja 100 % raja-arvon yla- ja alapuolella, ja tdma testattiin kvalitatiivisesti ja puolikvalitatiivisesti
CLSI-protokollaa (Clinical Laboratory and Standards Institute) hyddyntaen. Naytteet testattiin kah-
desti kaksi kertaa paivassa 20 padivan ajan eli yhteensa 80 kertaa. Virtsanaytteita oli 153 kappaletta
ja ne analysoitiin CEDIA Buprenorphine II Assay -menetelmalld ja tuloksia verrattiin LC-MS/MS-me-

netelmé&an. (Thermo Fisher 2020.)

Verifiointi eli toimivuuden varmentaminen on objektiivisen ndytén osoittamista siitd, etta tietty kohde
tayttda asetetut vaatimukset. Mittausmenetelman ollessa jo kaytdssa ja validoituna muualla valmis-
tajan puolesta, verifiointi suoritetaan kayttdonotettaessa tdma menetelma. Verifiointi tulee suorittaa
my®ds silloin, kun aiemmin validoituun menetelmdan tehdaan muutoksia esimerkiksi tietojarjestel-
missd, ndytematriisissa, laitteissa tai ndytteen kasittelyssa. (Hagg 2016, 7—-18.) Verifiointi voidaan
suorittaa esimerkiksi varmennetun vertailumateriaalin avulla. Naytemateriaaliksi tulee valita sama

naytelaatu kuin verrattavaan menetelmaan kaytetty naytemateriaali. Verifiointiin valittujen potilas-
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naytteiden tulee olla diagnostisessa mielessa sellaisia, etta ne sopivat kayttotarkoitukseen. Tutki-
muksessamme ndytelaatuna on virtsa, josta tutkitaan buprenorfiinia. Verifioinnin suorittamisen kes-
keisind kasitteinad yleensa toimii menetelman herkkyys, mittausalue, mittausepavarmuus, tarkkuus,

toistettavuus ja spesifisyys.

Pienten vaihtelujen havaitseminen ja toteaminen tutkittavien analyyttien eli tutkittavien aineiden pi-
toisuuksissa asetetussa ndytemateriaalissa kertovat menetelman herkkyydesta. Tama on ominaisuu-
tena keskeistd, kun menetelmia vertailee toisiinsa. Kemiallisissa menetelmissa tama perustuu suoran
kulmakertoimen kayttamiseen lineaarisessa kalibroinnissa. Kalibraatiosuoran jyrkkyys kertoo mene-
telman herkkyydesta. Herkdssa menetelmdssa, pienikin muutos pitoisuudessa johtaa suureen muu-

toksen vasteeseen. (Hagg 2016, 21.)

Analyytin pitoisuusalue tai suureen vaihtelualue tarkoittaa menetelman mittausaluetta, jossa kaytto-
tarkoitukseen asetetulle tarkkuudelle voidaan tata kayttad. Pitoisuusalueen ollessa hyva, on kalib-
rointisuora lineaarinen. Mittausalueen alussa on rajaavana elementtind menetelman toteamis- tai
maaritysraja ja lopussa taas mittalaitteen kyvykkyys observoida analyytin pitoisuuden tai suureen
vaihteluja. Mittausalueeksi otetaan tavallisesti lineaarinen alue ja alhaisempana pitoisuutena on me-
netelman luotettavasti saatu maaritysraja. Eri pitoisuuksilla tehdyt useat mittaukset standardiyhdis-
teilld maarittavat lineaarisen alueen. Lineaarisuus paatelldan regressiosuorasta. Kemiallisissa mene-
telmissa kaytetadn mittanormaaliliuoksia eli standardiliuoksia, vakioliuoksia ja kalibraattoreita, joiden
pitoisuudet tunnetaan. Mittausalue voi olla suurempi kuin lineaarinen alue tai se voidaan erotella eri
alueisiin. (Hagg 2016, 23.)

Mittausepdavarmuudella esitetdan mittaustulosten muuttuvuutta ja se on asetettu raja-arvojen avuin.
Ndyteprosessin eri vaiheissa tapahtuneet virheet vaikuttavat menetelman epavarmuuteen. Siina ase-
tetaan rajat, jonka valilla oikea arvo on. Tama muodostuu mittauksessa olevasta systemaattisesta ja
satunnaisesta virheesta. Satunnaista virhetta kuvaa sisdinen toistotarkkuus ja valitason toistotark-
kuus, kun taas systemaattista virhettd kuvaa menetelman oikeellisuus. Satunnaisella hajonnalla on

pieni vaikutus analyysissa. (Hagg 2016, 23-24.)

Tarkkuuteen liittyvét virheet jaotellaan systemaattisiin virheisiin ja satunnaisvirheisiin. Satunnaisvir-
heitd voidaan alentaa toistamisen avuin, mutta systemaattinen virhe antaa aina nollasta eroavan
luvun. Tavoitteena menetelman kayttédnotossa on, ettei systemaattisia virheita tapahtuisi ja satun-

naisvirheen luku on niin pieni kuin mahdollista. (Hdgg 2016, 31.)

Toistettavuus on saatujen tulosten vélinen samankaltaisuus (Hagg 2016, 31). Toistettavuutta voi-
daan mitata ndytteiden, standardiliuosten ja nollandytteiden analysoinnin avuin. Nollanaytteita tulee
kayttaa siina tilanteessa, kun halutaan tarkastella hajontaa Iahelld raja-arvoa olevista pitoisuuksista.
(Heikkila 2014.) Luotettavuutta lisda se, kun maaritykset toteutetaan lyhyen ajan sisalla samankal-
taisessa laboratorioymparistdssé samalla analysaattorilla, satunnaisessa jarjestyksessda, samasta
ndytemateriaalista, samalla menetelmalla ja samojen tekijdiden tekemana. Samaa pitoisuutta ei tule
maarittaa perdkkaisind naytteina. Toistettavuutta osoitetaan suorittamalla rinnakkaismaarityksia eri
pitoisuuksia omaavilta naytteilta. Pitoisuuksien keskiarvo maaritetdaan naytteiden tuloksista. (Hagg
2016, 31.)
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Menetelman spesifisyys tarkoittaa sitd, ettd se antaa vasteen vain tutkittavalle yhdisteelle tai analyy-
tille hadiritsevista elementeista rijppumatta. Kaikilla menetelmilld on omat spesifisyyteen vaikuttavat
ongelmat, joten menetelman hyva tuntemus on olennaista analyysien suunnittelussa ja tekemisessa.
Esimerkkind kromatografiset menetelmat, silld ne eivat ole spesifisia. Analyysin alussa voi maarittada
nollandytteita tai ndytematriiseja, joissa ei ole tutkittavaa yhdistettd. Seuraavaksi maaritetdan ana-
lyytin pitoisuus sekd mahdollisuuksien mukaan samanlaisia yhdisteitd, mitka voivat olla analyysissa
ja jollain tavalla hairita sitd. Naytemateriaalissa mahdollisten yhdisteiden takia ei tdysin onnistunutta
spesifisyyttd saavuteta. Tassa on hyvaksyttava selektiivisyys ja sen ollessa tarpeeksi riittdva aiottuun
kayttotarkoitukseen voidaan prosessia jatkaa. Muussa tapauksessa menetelmaa ei voi hyvaksya ja
tata on korjattava. Mahdolliset hairiétekijat ja niiden vaikuttavuus menetelmaan tulee selvittaa.
(Hagg 2016, 30.)

3.2 Laadunvarmistus kliinisessa laboratoriossa

Sisdisella ja ulkoisella laadunvarmistuksella tarkkaillaan menetelman toimivuutta. Laadunvarmistuk-
seen sisdltyy laaduntarkkailu, laadunauditointi ja laboratorion asiantuntijoiden laaduntarkkailun seu-
rannat. Nama pitavat sisallaan erilaisia toimenpiteita ja niiden yhteisena tavoitteena on varmistaa,
ettd madritelty laatutaso on kelvollinen ja se saavutetaan. Laaduntarkkailuohjelmistoihin on maari-
telty jokaiselle tutkimukselle omat saannét, joita ohjelmisto kasittelee ja reagoi mikali tulos ei vastaa

laatukriteereihin asetettuja arvoja. (Grénroos & Koskinen 2014.)

Sisdisessa laaduntarkkailussa toimintaa kontrolloidaan, kontrollien tuloksia arvioidaan ja jos naista
seuraa toimenpiteitd, niihin reagoidaan. Laaduntarkkailussa kaupallisten kontrolliliuoksien taso tun-
netaan ja ne ovat ilmoitettuna, mutta vaihteluvali voidaan maaritelld joissain laboratoriossa myos
itse. Kontrollitulosten arviointiin kuuluu lisaksi maaritykseen kdytettavien reagenssien ja laitteen luo-
tettavan toiminnan varmistus. Kontrollimaaritykset tulee tehda hyvaksytysti ennen potilasnaytemaa-
rityksid. Kontrollitiheys maaritelldan potilasnaytteiden analysointitiheyden mukaan. (Labquality 2020)
Taman lisaksi laboratoriot osallistuvat laadunarviointiohjelmiin, jotka sisaltyvat ulkoiseen laaduntark-
kailuun. Ohjelmassa tutkitaan laaduntarkkailundytteité ja verrataan yksikéssa saatuja tuloksia ulko-
puolisista laboratorioista saatuihin tuloksiin. Ohjelman tulosraportista ja mahdollisista korjaavista
toimenpiteistad vastaa laboratorion asiantuntija, kuten esimerkiksi kemisti. Talld katsotaan, etta tulos-
tasot vastaisivat toisiaan samaa menetelmaa kayttdessa seka laitteiden ja reagenssien toimivuus

tutkimusta analysoitaessa. (Gronroos & Koskinen 2014.)



13 (56)

4 HUUMAUSAINEIDEN LABORATORIOTUTKIMUSPROSESSI

Huumetestaus on tehokas keino seurata maarattyjen ladkeaineiden kayttéa ja mahdollista vaarin-
kayttda seka hoitomyodntyvyytta vieroitushoidon aikana (Petrides & Melanson 2019, 8-12). Huume-
testauksen tavoitteet ja kayttotarkoitukset tulee ottaa huomioon testausta suunniteltaessa. Selvite-
taan, onko tavoitteena saada selville paihtymystila vai paihteiden kaytté pidemmalta aikavalilta.
Huumetestin sisaltod riippuu testin kayttotarkoituksesta. Selvitetdankd yksittaisia aineita ja tarvi-
taanko tulos nopeasti. Lisaksi ndytemateriaalin valinta riippuu testin luonteesta seka siita mita halu-
taan testilla selvittda. Virtsasta tehtavan tutkimuksen perustella ei voida paatelld huumausaineenpi-
toisuutta tai vaikutusta elimistossa ndytteenottohetkelld, joten mittaus tulee tehda kvalitatiivisesti.
Verestd tehtavan tutkimuksen perusteella voidaan arvioida elimistossa olevan aineen maaraa seka

kaytettyja annoksia. (Leinonen 2018, 28-30.)

Virtsa on yleisin kaytetty ndytemateriaali huumeseulonnassa. Huumausaineet tai niiden aineenvaih-
duntatuotteet voivat nakya useista paivista jopa viikkoihin virtsassa, joten mahdollinen kayttd nakyy
pitkalta aikavalilta. Veri- ja sylkindytteitd kaytetdadan useimmiten akuutin kdyton toteamiseen, silla
huumeiden toteamisaika naissa on lyhyt. (Lillsunde 2019.) Plasmasta, veresta ja syljestd on todetta-
vissa huumausaineita joitakin nanogrammoja millilitrassa enintadn muutaman vuorokauden ajan.
Veri- ja sylkinaytteet kuvaavat askettdistd huumeiden kayttéa paremmin ja niiden valvominen on
helpompaa kuin virtsandytteen. Pisimpadn huumeet ovat todettavissa hiuksista. (Pil & Verstraete
2008.) Huumetesteja voidaan lisaksi tehda myos ihokarvoista, hengitysilmasta ja hiestd (Leinonen
2018, 28-30).

Laboratorion tulee valita paras mahdollinen huumausaineanalytiikkaan soveltuva menetelma. Kvali-
tatiiviset eli laadulliset tulokset (positiivinen tai negatiivinen) antavat usein riittdvasti tietoa, mutta
positiivinen tulos tulee aina varmistaa varmistusanalyysilld. Kvantitatiivinen eli maarallinen tulos an-
taa mahdollisuuden tutkia kreatiniinin m&aran, erottaa aineenvaihdunnantuotteet ja ladkeaineen
epapuhtaudet seka maarittda nautitun ldakeaineen ja sen pitoisuus numeerisesti. Esimerkiksi poti-
lailta, joille on maaratty buprenorfiinia, voidaan seurata buprenorfiinin ja sen metaboliitin nor-
buprenorfiinin suhdetta. (Petrides & Melanson 2019, 8-12.) Paivystykselliset tutkimukset kayttavat
usein immunologisia menetelmia. Pikatestien kayttd huumausaineiden tutkimiseksi on yleistynyt vuo-
den 2010 alusta alkaen. (Pil & Vestraete 2008.)

4.1 Terveydenhoidollinen ja valvonnallinen huumetestaus

Huumeiden laboratoriotestaaminen jaetaan terveydenhoidolliseen ja valvonnalliseen testaukseen.
Terveydenhoidollisessa testauksessa selvitetdan potilaan diagnoosi tai erotusdiagnoosi. Valvonnalli-
nen testaus sisaltaa joko tydpaikkojen paihdeohjelmaan, sosiaalitoimen vapaaehtoisuuteen perustu-
vaan tai hallintopakkoon, johon kuuluu muun muassa lastensuojelu, mielenterveyslaki, vankeinhoito,
rikosepailyt ja puolustusvoimat, liittyvaa testaamista. Tydeldmassa tehtdvia huumetesteja tehddan
yleensa rekrytoinnin yhteydessa tydnhakijoille tai epdiltdessa paihteiden vaarinkayttda tai paihderiip-
puvuutta. Tyoterveyshuollon testeille on asetettu erityisvaatimuksia mahdollisten sosiaalisten ja ta-
loudellisten seuraamusten takia. (Niemeld & Pulkki 2010, 351-357.)
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Terveydenhoidollisia huumetesteja tehdaan tilanteissa, joissa huumeidenkayttéa epailldan potilaan
oireiden syyksi. Testaamisen tulee aina edistda potilaan hoitoa. Tallaisia tilanteita ovat esimerkiksi
myrkytykset, psykiatriset sairaudet, potilaan taudinmaaritys tai hoidon seuranta. (Niemeld & Pulkki
2010, 351-357.) Naihin tilanteisiin ei tulisi liittya sosiaalisia, taloudellisia tai oikeudellisia seuraamuk-
sia. Rajatuissa tapauksissa voidaan testauksessa kayttda kevyempadkin menettelyd, jos silla on poti-

laan terveydentilan kannalta edistdva vaikutus. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2020.)

Ty6elaman huumetestien tekemistd maarittda Valtioneuvoston asetukset ja Sosiaali- ja terveysminis-
terién suositukset (Valtioneuvoston asetus huumausainetestien tekemisestd 218, 2005). Nama sisal-
tavat tarkat ohjeet koko testausprosessista, muun muassa lahetteet ja todistukset, testaukseen osal-
listuvien henkildiden patevyysvaatimukset, ndytteenoton suorittamisen, analysoinnin ja tulosten tul-
kinnan. Koska testitulos voi vaikuttaa potilaan henkildkohtaiseen elamaan, tulee testausprosessin
olla ehdottoman luotettava. (Leinonen 2018, 28—30.) Terveydenhoidollisista huumetutkimuksista ei
ole erillista lainsdaadantda, mutta suosituksia ja ohjeita 16ytyy (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos
2015). Kaypahoito suosituksesta I0ytyy tietoa testaukseen soveltuvista naytematriiseista, naytteen-
otosta, testausmenetelmista, tulosten vastaamisesta, tulkitsemisesta seka dokumentoinnista (Huu-

meongelmaisen hoito: Kdypa hoito -suositus, 2018).

4.2 Laboratoriotutkimusprosessin vaiheet

Huumausaineiden laboratoriotutkimusprosessi sisaltda preanalyyttisen, analyyttisen ja postanalyytti-
sen vaiheen. Jokainen vaihe vaikuttaa omalla tavallaan tutkimustuloksen laatuun ja luotettavuuteen.
Preanalyyttinen vaihe sisaltaa kaikki ne tydvaiheet, jotka tapahtuvat potilaalle tai tutkittavalle nayt-
teelle ennen sen analysointia. Tassa tapahtuvat virheet voivat johtaa vaariin tutkimustuloksiin. Val-
vonnallisen huumetestauksen suorittavilta ammattihenkiléilta edellytetadn perehtyminen huumetes-
taukseen ja kirjallinen dokumentti sen suorittamisesta. Padsaantdisesti huumetestauksen edellytyk-
sena on siihen osallistuvan henkilén suostumus. Poikkeustilanteita ovat paivystykselliset tutkimukset,
joissa turvataan potilaan terveydentila. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2015.) Henkil6llisyys tulee
aina todentaa kuvallisesta voimassa olevasta henkil6llisyystodistuksesta tai saattajan toimesta. Jos
kuvallista henkilétodistusta ei ole, tulee tdma merkata lahetteen tietoihin. Tulostetuista tutkimusnay-
tetarroista tarkistetaan henkildllisyys uudelleen pyytamalla naytteenantajaa kertomaan oma nimensa
ja henkilétunnuksensa. Tutkimukseen osallistuvan tulee olla tietoinen tutkimuksen sisallosta ja nayt-
teenannon kulusta. (ISLAB 2016.)

Valvonnallinen virtsandytteenanto tulee suorittaa sille laaditun ohjeistuksen mukaisesti. Virtsanayt-
teenantoon kaytetdan siihen soveltuvaa tilaa, jossa tulee huomioida muun muassa yksityisyyden-
suoja, tydturvallisuus ja ndytteen mahdollisen manipuloinnin ehkdisyn toimenpiteet. Naytteenotto-
tarvikkeet valitaan tutkittavan testin mukaan naytteenantajan ndhden ja taman itse valitsemana,
jolla todetaan niiden koskemattomuus. Naytteen kelpoisuus tarkistetaan heti tai viimeistdaan neljan
minuutin sisalla ndytteen antamisesta lampdtilaindikaattorista. Lémpétilan tulisi olla 32—38 asteen
valilld. Virtsan koostumusta ja varia katsotaan silmamadraisesti, ja jos siind havaitaan jotain poik-
keavaa, tulee tama kirjoittaa lahetteeseen. Virtsa siirretaan testin mukaisiin ndayteputkiin, jotka sine-
téidaan. (ISLAB 2016.)
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Huumausainetutkimuksiin liittyva laboratoriotutkimusprosessin analyyttinen vaihe sisdltaa naytteen
analyysin suorittamisen ja siihen liittyvan laadunvarmistuksen. Kaytdssa tulee olla analyysin suoritta-
miseen soveltuvat menetelmat, joista voidaan tarkkailla myos laboratorioiden valistd tulosten yhte-
nevaisyytta. Menetelmien suorituskyvyn tulee vastata tutkimuksen tarvetta eli tarvitaanko paivystyk-
sellisesti nopea tulos vai kenties varmistustulos, joka voi vaikuttaa potilaan henkilékohtaiseen ela-
maan. Lisdksi suorituskyky kasittda sen, kuinka paljon tietyntyyppisia tutkimuksia tehdaan ja keski-
tetdanko tutkimukset tietylle tekopadivalle. Analyysin suorittaa koulutettu henkilokunta, joka ymmar-
taa ja osaa kayttaa laboratorion kdytdssa olevia laitteita ja menetelmia potilastutkimuksiin. Laittei-
den tulee olla asianmukaisesti huollettuja ja tilojen vastata analytiikan tarpeita. Virheldhteiden aikai-
nen tunnistaminen estaa virheiden tapahtumisen. Analyyttisessa vaiheessa virheita sattuu noin 7-13
% kaikista laboratoriotutkimusprosessin virheistd. Analytiikan virheldhteista yleisimpina pidetaan
nayteputkien sekoittumista ja analyyttista virhetta esimerkiksi naytteen vaarin suoritettu esikasittely
seka laitteen tai henkilon tekemaa laskentavirhettd. (Niemela & Pulkki 2010, 351-357.)

Huumausainetutkimuksiin liittyvaan laboratoriotutkimusprosessin postanalyyttinen vaihe sisdltaa kai-
ken sen, mitd tapahtuu analysoinnin jalkeen. Téhan sisdltyvat tuloksen tarkastelu ja sen hyvaksymi-
nen, tuloksen valittdaminen eteenpadin tilaajalle, tuloksen dokumentoinnin ja arkistoinnin, ndytteiden
sailyttamisen mahdollista uusinta- tai jatkotutkimuksia varten, hoitohenkilokunnan tulkinnan tulok-
sesta ja sen arviointi. (Tuokko, Rautajoki & Lehto 2009, 7—-13.) Naytteiden analysoijan tulee osata
arvioida tuloksen oikeellisuutta ja luotettavuutta. Laboratorioissa voi olla kaytéssa autovalidointi eli
automaattinen lukija tarkistaa myos tuloksen. Postanalytiikkaan liittyvia poikkeamia tapahtuu noin
10-20 % kaikista laboratoriotutkimusprosessiin liittyvista virheista. Yleisia virheita ovat muun mu-
assa tuloksen kirjausvirhe, joka voidaan valttaa tarkistamalla laitteen antamat tulokset. Potilaan 1aa-
kehoidon tulee olla tiedossa, ettei ndytteita lahetetd turhaan varmistusanalyysiin. Raskaus ja vuoro-
kaudenaika ei suoraan vaikuta huumeanalytiikan tutkimustuloksiin. Tutkittavan huumausaineen otta-
misen ajankohta vaikuttaa yksiléllisen aineenvaihdunnan mydéta. Tutkimusmenetelman ja viitearvo-
jen tulee olla oikeat ja arvioidaan, soveltuuko kyseinen tutkimus kayttétarkoitukseensa. (Niemela &
Pulkki 2010, 351-357.)

Laakeaineiden keskindinen vuorovaikutus, geneettinen vaihtelu, farmakokinetiikka ja ladkeaineen-
vaihdunta ja puhdistuma seka potilaan kliininen tila ovat muuttujia, jotka voivat vaikuttaa ladkeainei-
den ja metaboaliittien pitoisuuksiin virtsasta. Kvantitoinnin alaraja seka havaitsemisen alarajat helpot-
tavat huumeiden vaarinkaytdn havaitsemisessa. Se vahentda vaaria negatiivisia tuloksia muun mu-
assa laimennetuissa virtsoissa tai matriisivaikutuksissa. Opioidien metabolian ymmé&rtamisen ongel-
mat ja immunomadritysten ristireagointi vaikeuttaa huumetestin tulkintaa virtsasta. (Petrides & Me-
lanson 2019, 8-12.) Ristireagointi syntyy tietyn tutkitun aineen samankaltaisen yhdisteen takia
(Duodecim 2020).

Huumausainediagnostiikassa ladkeaineiden testauksella on tarkea rooli laillisen- ja laittoman huu-
meidenkdytdn seurannassa seka oikeudellisessa ja kliinisessa tarkoituksessa. Suurin diagnostiikan
ongelma on virtsan manipulointi kemiallisilla aineilla véaran negatiivisen tuloksen tuottamiseksi. (Fu

2016.) Kotitalouskemikaaleja, kuten valkaisuainetta, pdytasuolaa, pyykinpesuainetta, etikkaa, sitruu-
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namehua ja silmatippoja kaytetdan virtsandytteen tuloksen vaarentamiseen (Dasgupta 2007). Li-
saksi on myds useita kaupallisia aineita, joita on saatavilla helposti internetin kautta. Nama aineet
voivat mitdtoida seulontatutkimuksen tuloksen, varmistustuloksen tai jopa molemmat. Taman torju-
miseksi ladkeainelaboratoriot ovat kehittdneet useita menetelmia virtsandytteen manipuloinnin ha-
vaitsemiseen. (Fu 2016.) Naita ovat kreatiniini, pH, lampdétila ja ominaispaino. Joitain manipulaati-
oon kaytettyja aineita, kuten silmatippoja, ei kuitenkaan voida nailla testeilld havaita. Ne peittavat

huumausaineen ja pitoisuuksien tulokset ovat negatiivisia. (Dasgupta 2007.)

Huumetestien tuloksia tulee padsaantdisesti tulkita terveydenhuollon ammattihenkilé tai tarvittaessa
riittdvan perehdytyksen saanut henkild, jonka tulee ymmartaa testaukseen tavallisesti liittyvat virhe-
lahteet. Lopuksi ladkari arvioi, mista positiivinen tulos johtuu. Edellytyksena arvioinnille on riittdva
huumeiden farmakologian ymmartdminen seka kaytettyjen tutkimusmenetelmien ominaisuuksien
tuntemus. (Leinonen 2018, 28—-30.)

4.3  Yleisimmat huumausainetutkimukset

Immunologiset seulontatestit (U-Huum-O ja U-Huum-Ct) sisaltavat vain osan huumausaineista, joita
kaytetadn paihdetarkoitukseen. Tasta syysta joudutaan usein pyytamdan laaja huumeseulonta
(muun muassa U-HuumLCt, B-HuumLCt tai U-HuumTOF). Naytepyynnon tulee I6ytya seka laborato-
rion tietojarjestelmasta etta paperisena. Poikkeuksena toimii U-Huum-O, johon riittaa tietojarjestel-
massa oleva pyyntd. (ISLAB 2016.) Virtsanaytteista tutkitaan huumausaineiden lisaksi vari visuaali-
sesti, kreatiniinipitoisuus, ominaispaino ja pH-arvo, joilla arvioidaan virtsan mahdollista manipuloin-
tia. Varmistusmaaritys tulee tehda aina positiivisen seulontatuloksen jdlkeen, silld kyseessa on im-
munologinen tutkimus ja vasta-aineet saattavat reagoida ristiin muiden aineiden kanssa. Varmistus-
maaritys tehdaan alihankintana Terveyden- ja hyvinvoinninlaitoksen (THL) hyvdksymassa akkredi-
toidussa laboratoriossa. (HUSLAB 2020.)

Kvalitatiivinen huumeseulonta virtsasta (U-Huum-0O) sisdltaa kannabiksen, kokaiinin, bentsodiatsepii-
nin, ekstaasin, opiaatit ja amfetamiinin seka sen johdannaiset. Huumausaineet maaritetdan se-
mikvantitatiivisesti kayttden menetelmana fotometrisesti mitattavaa immunologista reaktiota, mika
on yksi yleisimmin kdytetyista biologisista menetelmista kvalitatiivisen tuloksen antavien immunokro-
matografisten pikatestien ohella. (HUSLAB 2020.) Semikvantitatiivinen tutkimus antaa seka numeeri-
sen (kvantitatiivisen), etta positiivisen tai negatiivisen (kvalitatiivisen) tuloksen (Labquality 2020).
Osoitusmenetelma ei vaadi valvottua naytteenantoa. Huumeosoitus virtsasta voidaan pyytaa yh-

dessa -Ct:n tai -LCt:n kanssa, jolloin ndytteenanto voidaan valvoa ja talldin putket sinetdidaan.

Varmistettu huumeseulonta (U-Huum-Ct) sisaltda seulonnan liséksi varmistuksen akkreditoidussa
laboratoriossa niistd positiivisista naytteista, joihin ei ole erikseen merkitty varmistuksen tarpeetto-
muutta. Tutkimus osoittaa amfetamiinin, buprenorfiinin, bentsodiatsepiinin, kokaiinin, opiaatit, meta-
donin ja kreatiniinin. Kreatiniini lisda tutkimuksen luotettavuutta, silld 2 mmol/I tulos on epétavallisen
laimea ja alle 0,45 mmol/l tulos kertoo, etta nayte todenndkdisesti ei ole virtsaa ollenkaan. Matala
arvo voi johtua esimerkiksi runsaasta veden juonnista. Laimeudesta tulee kirjata lausunto. Virtsaa
siirretddn 3 x 10 ml ja 1 x 4 ml lisdaineettomiin putkiin. Naytteenanto suoritetaan valvotusti, jolloin

putket sinetdiddaan. Tulokset tulevat yleensa seuraavana arkipdivand, mutta positiivisen tuloksen
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varmistuksen vastaus tulee kahden viikon kuluessa. Positiivinen tulos saadaan ennalta sovitulla pie-
nimmalla pitoisuudella. Negatiivinen tulos kertoo suhteellisen luotettavasti, ettei kyseistd huumausai-
netta ole kaytetty lahipaivien aikana. (ISLAB 2020a.)

Laajat huumausaine- ja laakeainetutkimukset (U-HuumLCt tai B-HuumLCt) antavat tuloksen noin
300 tavanomaiselle huumausaineelle, 9 (18) muuntohuumeelle ja vaarinkaytettavalle l1dakeaineelle.
Tutkittavien laakeaineiden joukkoa paivitetaan jatkuvasti vastaamaan kaytettyja huumausaineita.
Virtsaa siirretdan 2 x 10 ml lisdaineettomiin putkiin tai otetaan kokoverta 2 x 10 ml seerumiputkiin.
Virtsanayte annetaan valvottuna ja nayteputket tulee sinetéida. Tutkimuksen tulokset ovat saata-
vissa neljan viikon kuluessa. Analysointimenetelmana on kromatografismassaspektrometria. Nayt-
teenantajalla on mahdollisuus riitauttaa tulos, jolloin varmistus tulee tehda kakkosputkesta ja pyyn-

non oltava tehtyna kahden viikon kuluessa seulontatuloksen saapumisesta. (ISLAB 2020b.)
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5 ENSIVAIHEEN SEULONNASSA JA VARMISTUSANALYYSISSA KAYTETTYJA MAARITYSMENETELMIA

Ensivaiheen analysointi on nopea immunologista menetelmaa hyddyntava seulonta ja varmistusana-
lyysi on huumausaineet luotettavasti identifioiva massaspektrometrinen-mittausmenetelma. Immu-
nologiset menetelmat perustuvat huumausaineen tunnistavan vasta-aineen kayttéon ja ne soveltu-
vat ainoastaan ensivaiheen seulontaan, jossa testien laajuus koetaan riittdvaksi. Testeja on seka vie-
ritesteind etta laboratorioymparistéon tarkoitettuina testeina. Kliinisen toteamisen kannalta on maa-
ritelty merkitykselliset toteamisen raja-arvopitoisuudet (engl. cut-off value), joissa negatiiviseksi tu-
lokseksi tulkitaan raja-arvoa pienemmat tulokset. Immunologisissa testeissa voi tulla vaaria positiivi-
sia tuloksia esimerkiksi eri aineryhmien ristireaktioiden takia, ja tasta syysta positiivinen tulos tulee
varmentaa. Seulottu ladkeaine identifioidaan tavallisesti kaasukromatografimassaspektrometrilla
(GC/MS). (Kuoppasalmi, Heindla & Lénn 2019.)

Immunologiset menetelmat perustuvat yleensa yksittdisen aineen tai aineryhman tunnistavaan
vasta-aineen kayttdén. Todentaminen huumausaineen sitoutumisesta vasta-aineeseen vaihtelee.
Vasta-aine voi reagoida myds jonkin toisen aineen kanssa antaen vaaran positiivisen tuloksen tai olla
tunnistamatta kaikkia samaan aineryhmaan kuuluvia aineita, jolloin tulos on vaara negatiivinen. Im-
munologisen testin tarkkuus ei sovellu kvantitatiiviseen mittaukseen. (Leinonen 2014, 214-216.) Im-
munokromatografiset testit luetaan visuaalisesti silméalla, jolloin ei saada lainkaan numeerista arvoa.
Immunologisissa menetelmissa kaytettdvia leimamenetelmia voidaan jaotella muun muassa kaytet-

tavan merkkiaineen mukaan.

Tehokkaimpina ja luotettavimpina menetelmind pidetdadn massaspektrometrisia mittausmenetelmia,
joissa kaytetadn yleisemmin nestekromatografin ja massaspektrometrin yhdistelmaa. Massaspektro-
metriset menetelmat ovat herkkia ja helposti paivitettavissa mittaustarpeiden mukaan. Kaasukroma-
tografin ja massaspektrometrin yhdistelmaan liittyy enemmaén rajoituksia kuin massaspektrometrin
ja nestekromatografin yhdistelmaan, mutta se toimii erinomaisesti haihtuvien yhdisteiden mittaami-
seen. Massaspektrometrisia menetelmid voidaan kayttda varmistusanalyysien liséksi ensivaiheen
analyysina seulontaan niiden laajemman kattavuuden, herkkyyden ja spesifisyyden takia. (Leinonen,

2018.) Tutkimuksessa kdytetyt menetelmat avataan myéhemmin opinndytetydssa.

5.1  Immunologiset maaritysmenetelmat

Mikropartikkeli-immunomadritys eli KIMS (engl. kinetic interaction of microparticles in solution) on
homogeeninen mikropartikkeliagglutinaatiomenetelma, jolla Idake- ja huumausaineita voidaan analy-
soida. Homogeeninen on tasalaatuinen ja yhtendinen seos, jossa osasia ei voida havaita, mutta voi-
daan erottaa esimerkiksi tislaamalla (Niemela & Pulkki 2010, 351-357). Menetelmassa tutkittava
analyytti kilpailee sitoutumisesta vasta-aineeseen latex-mikropartikkeliin sidotun konjugaatin kanssa.
Ristikkorakenne muodostuu vasta-aineen sitoutuessa konjugaattiin ja vasta-aineen seka latex-mikro-
partikkelien valille muodostuu sillat. Valon absorbanssi mitataan turbidometrisesti, joka tarkoittaa
partikkeleista siroavan, heijastuvan tai absorboituvan valon mittaamista spektrofotometrisesti. (Arm-
bruster, Schwarzhoff, Hubster & Liserio 1993, 2137-2146.) Valon absorbanssin liséantyminen osoit-
taa, ettd tutkittavaa analyyttia ei ole. Analyytin sitoutuessa vasta-aineeseen, estyy ristikkorakenteen

muodostuminen, mika johtaa absorbanssin vahenemiseen. Absorbanssin saavuttaessa raja-arvon,
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nayte tulkitaan positiiviseksi tutkittavalle analyytille. (Lyons, ym. 2001.) Analyytin pitoisuus on siis
kaantaen verrannollinen agglutinaation maaraan, koska taman esiintyminen estda agglutinaation
muodostumisen (Armbruster, ym. 1993, 2137-2146).

Immunologisia merkkiaineanalyyseja suoritetaan radioaktiivisilla yhdisteilla, joilla voidaan leimata
joko mitattava yhdiste tai vasta-aine. Radioimmunomaaritys eli RIA (engl. radioimmunoassay) on
heterogeeninen menetelma, jossa sitoutumaton merkkiaine on ennen mittaamista eroteltava (Halo-
nen 2004, 90—100). Heterogeeninen tarkoittaa sekalaatuista ja epayhtendista seosta, jossa voidaan
havaita eri kerroksia tai faaseja, joiden komponentteja voidaan erottaa toisistaan (Niemela & Pulkki
2010, 351-357). Mitattava yhdiste leimataan ja maaritys perustuu antigeenin ja sille spesifisen
vasta-aineen reaktioon (Halonen 2004, 90—-100). Antigeeni on aine, joka sitoutuu sille spesifiseen
vasta-aineeseen (Sanastokeskus 2015). Menetelma kayttda maarityksessa radioaktiivista merkkiai-
netta, joka kilpailee ndytteen tutkittavan yhdisteen kanssa vasta-aineeseen sitoutumisesta. Merkitse-
mattdmat ja merkityt antigeenit kilpailevat rajallisesta maarasté vasta-ainemolekyyleja antigeeni-
vasta-ainekompleksien muodostamiseksi. (Chu 2003.) N&in ollen vasta-aineeseen sitoutuneen aktii-
visuuden madra kiintedssa faasissa liittyy kaanteisesti ndytteen tutkittavan yhdisteen pitoisuuteen.
Reaktion lopussa vasta-aineisiin sitoutuneet ja vapaat antigeenit erotellaan sopivalla menetelmalla,
esimerkiksi pesuvaiheilla sitoutumattomat antigeenit pestdan pois. Radioaktiivisuutta mitataan gam-

malaskijalla. (Sharma, Pillai, Gautam & Hajare 2014.)

Fluoresenssi polarisaatioimmunomaaritys eli FPIA (engl. fluoresence polarization immunoassay) on
homogeeninen kilpailevaa sitoutumista hyddyntdva menetelmd, jota on kaytetty ldadkeaine- ja huu-
mausaineiden maarittamiseen. Leimana kaytetaan antigeeniin sidottua fluoresoivaa fluorokromi kon-
jugaattia, jota viritetadn tasapolarisoivalla valolla. Valo polarisoituu suodattimen avulla ja loistaa
osaan fluorokromimolekyylia, joka fluoresoi sateilemalla pidemman aallonpituuden valoa ja jonka
signaali tallennetaan. Emittoiva valo pysyy polarisoituneempana suurikompleksisessa liuoksessa,
jossa kompleksit kdantyvat hitaammin kuin pienemmat leimatut molekyylit. (Ragain, ym. 2003, 915-
921.) Lampoliike saa molekyylit varéhtelemaan ja ne alkavat pydrid. Kun vasta-aine sitoutuu leimat-
tuun antigeeniin, sen liike hidastuu ja valon emissio voidaan havaita ja mitataan. Valon intensiteetti
lasketaan yhdensuuntaisesti ja sitten polarisaattorin kiertdmisen jdlkeen kohtisuoraan, jolloin seka
vapaan etta vasta-aineeseen sitoutuneen antigeeni-leima-konjugaatin suhde voidaan laskea intensi-
teettien suhteesta. (O "Kennedy & Murphy 2017, 408-410.) Reaktioseos valmistetaan pienesta maa-
rasta analyyttispesifia vasta-ainetta ja leimattua antigeenia seka tutkittavaa analyyttia. Leimattu an-
tigeeni kilpailee analyytin kanssa vasta-aineen sitoutumispaikoista. Mita enemman reaktioseoksessa
on mitattavaa analyyttia, sitd vdhemman leimattu antigeeni paasee sitoutumaan vasta-aineeseen,
jolloin mitattavan analyytin pitoisuus on kaantdaen verrannollinen havaittuun polarisoituneeseen va-
loon. Mikali ndytteessa ei ole tutkittavaa analyyttia, padasee suurempi osa leimattua antigeeni-konju-

gaattia sitoutumaan vasta-aineeseen. (Halonen 2004, 90-100.)

Entsyymi-immunoanalyysi eli EIA (engl. enzyme immunoassay) on entsymaattisen reaktion avulla
nakyvaksi saatu antigeenin ja vasta-aineen valinen reaktio. Entsyymi-immunoanalyysissa kaytetdan
entsyymeja merkkiaineena ja katalysoimaan kemiallista reaktiota. EIA voidaan jakaa kilpailevan si-

toutumisen tekniikoihin ja kaksoisvasta-aine tekniikoihin. Entsyymilla voidaan leimata antigeeni,
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vasta-aine, substraatti tai hapteeni. Hapteeni on molekyyli, joka sitoutuessaan suurempaan kantaja-
molekyyliin, voi toimia antigeenind. (Kurstak 1986, 86—88.) Mitatun analyytin pitoisuus muodostuu
entsyymi-substraattireaktiosta syntyvien reaktiotuotteiden avulla. Substraatin pitoisuus on verrannol-
linen reaktionopeuteen sen pienilla pitoisuuksilla, kun taas suurilla pitoisuuksilla voidaan saada vir-
heellisia tuloksia. Vasta-aineen maara saadaan selville joko pysayttamalla entsyymi-substraatti reak-
tio tai kineettisella mittauksella seurataan entsyymisubstraattikompleksien muodostumisen nopeutta.
Entsyymiaktiivisuus saadaan selville mittaamalla sen katalysoimia lopputuotteita fotometrisesti tai
kolorimetrisesti. Entsyymileimana kaytetaan usein HRP- (horseradishperoxidase) tai alkaalifosfataasi
-entsyymeja. (Halonen 2004, 90-100.)

5.2 Varmistusanalyysin madritysmenetelmat

Kaasukromatografiin (GC) ja nestekromatografiin (LC) yhdistettyja massaspektrometri (MS) -mene-
telmia kaytetdan yleensa immunologisen positiivisen seulontatuloksen varmentamiseen. Yhdisteen
tunnistus perustuu kromatografiseen liikkuvuuteen valiaineen lapi eli retentioaikaan seka massa-
spektrometriseen pilkkoutumiseen (ionit ja ionisuhteet). (Leinonen 2014, 214-216.) GC- ja MS -yh-
distelmassa kromatografi vastaa analysoitavan ndytteen erottamisesta ja massaspektrometri vastaa
ndytteessa olevien kemiallisten yhdisteiden havaitsemisesta ja tunnistamisesta (Ekman, ym. 2009,
106-107, 121). Mittaustietoa verrataan saman analyysisarjan vertailunaytteisiin, joka mahdollistaa
sekad luotettavan tunnistuksen ettd pitoisuuden mittaamisen luotettavasti. IImaisimina kdytetdan ma-
talan erotuskyvyn massaspektrometreja (MS), tandem-massaspektrometreja (MS/MS) ja enenevissa
maarin korkean erotuskyvyn massaspektrometreja (HRMS), joiden avulla voidaan mitata tarkasti
molekyylimassat tutkittavista yhdisteista. (Leinonen 2014, 214-216.)

Massaspektrometrin osia ovat ionildhde, massa-analysaattori ja detektori eli ilmaisin. Lisaksi massa-
analysaattori kayttéa pumppujarjestelmaa luodakseen alhaisen paineen. Massaspektrometrin mit-
tausmenetelmdssa tutkittava nayte ionisoidaan ensin ionisaattorissa, jolloin néyte hajoaa massan
mukaan eri kokoisiksi fragmenteiksi eli kappaleiksi. Ionit kiihdytetdan lentdmaan sahkd- ja magneet-
tikentassad massa-analysaattoriin, jolloin ionit erottuvat varauksensa ja massan perusteella detekto-
rille eri pisteisiin. Varatun hiukkasen liikerataan magneettikentdssa vaikuttaa magneettikentan voi-
makkuus, hiukkasen massa, varaus ja nopeus. Tietokoneohjelmaan yhdistettyna detektorille saapu-
neet signaalit saadaan tallennettua. Samanpainoiset ja -varaukselliset hiukkaset saapuvat detekto-
rille samaan pisteeseen. Detektori rekisterdi ionien lukumaaran ja massan, joista se piirtdéa massa-
spektrin. Spektrin vaaka eli x-akselilla on m/Z -arvo, joka kuvaa molekyylipainoa ja pysty eli y-akseli
kuvaa molekyylin maaraa. (Ekman ym. 2009, 106—-107, 121)

Kromatografiin yhdistettynd ndyte syotetdan joko kaasu- tai nestekromatografista massaspektromet-
riin. Kromatografi koostuu liikkuvasta ja liikkumattomasta faasista, jonka avulla naytteen eri kom-
ponentit saadaan eroteltua toisistaan nesteen tai kaasun avulla, jolloin fragmentit voidaan analy-
soida erikseen. Molekyylin kulkeutuminen kromatografisen véliaineen lapi riippuu sen fysikaaliskemi-
allisista ominaisuuksista. Nestekromatografin liilkkuva faasi on neste ja kiinted faasi muodostuu huo-
koisista hiukkasista, joilla on suuri pinta-ala, esimerkiksi silica-geeli. Naytemolekyylit kulkeutuvat

geelin lapi, jonka kanssa ne ovat vuorovaikutuksessa. Voimakkaassa vuorovaikutuksessa olevat nay-
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temolekyylit kulkeutuvat hitaammin kromatografisen jarjestelman Iapi, eli niilld on pidemmat reten-
tioajat. Kaasukromatografiassa liikkuvana faasina kaytetdan kaasua (yleensa typpi, helium tai vety)
ja kiintea faasi on useimmiten nesteelld paallystetty kantaja. Kaasukromatografi koostuu kolonnista
ja kapillaaripylvaastd, jotka voidaan paallystad sisdisesti nestemaisella tai kiintealla stationaarifaa-
silla. GC:ssa ndaytekomponenttien ja kaasun valilla ei tapahdu mitddn vuorovaikutuksia, siksi my&s-
kaan eluutioaikaa ei voida hallita muuttamalla liikkuvan faasin (kaasun) koostumusta, toisin kuin
nestekromatografiassa. LC- ja MS-yhdistelmalla voidaan analysoida useampia yhdisteita kuin GC- ja
MS-yhdistelmalla. Naytteen ionisointi voidaan tehda kemiallisesti kaasun avulla, elektronipommituk-
sella tai sahkésumutusionisoinnilla seka erillistd hohtopurkauslamppua kayttdamalla. (Ekman, ym.
2009, 106-107, 121)

Nestekromatografian ja korkean erottuvuuden massaspektrometrin (LC-HRMS) -menetelmat, kuten
lentoaikamassaspektrometriaan eli TOF (engl. time-of-flight) perustuva analyysimenetelma saa ke-
rattya naytteesta koko massaspektrometriin kulkeutuvan ionivirran ilman esivalintaa tutkittavista yh-
disteistda. Huumausaineet voidaan tunnistaa analysoinnin jalkeen tapahtuvan tietokantahaun perus-
teella, jossa huumausaineiden ja niiden jadnteiden tarkasti mitattuja massoja verrataan tietokan-
nassa oleviin tarkkoihin tietoihin. (Sundstrom 2017, 31-37.) Sundstrémin (2017, 31-37) vaitdskirjan
mukaan pelkastdan massaspektrometriseen menetelmaan pohjautuva tunnistustapa, joka perustuu
vertailuaineen avulla tuotettuun spektriin, ei ole riittdvé muuntohuumeiden kohdalla. Vaitdstutkimus
on osoittanut, ettda muuntohuumeiden sisallyttdminen huumetestaukseen on kuitenkin erittdin tar-
kedd. LC mahdollistaa erityisesti vdhemman haihtuvien ja polaaristen virtsan metaboliittien havaitse-

misen, kun taas GC soveltuu parhaiten haihtuvien yhdisteiden erotteluun. (Sundstrom 2017, 31-37.)

LC-MS/MS kayttaa kvadrupolianalysaattoria, joka on neljan sauvan muodostelma. Siind kdytetaan
jannitetta, jolloin ionit kulkevat lapi térmdamattd sauvoihin. Kvadrupolianalysaattorissa on ioni-
loukku, jossa nayte ionisoituu elektronipurkauksen avulla. Yhdisteille voidaan laskea empiirinen
kaava kayttamalla sen riittavan tarkkaa ionin mittausta. Suuren massatarkkuus tiedon hankkiminen
vaatii korkean resoluution massa-analyysin, jossa kaytetddn muun muassa lentoajan mittausta, kier-
torataa ja magneettisektoria sekd Fourier-muunnos-ioni-syklotroniresonanssia. (Sundstrom 2017,
31-37.) Massaerottelun yleisimmat tekniikat ovat ioniloukku, kvadrupoli ja lentoajan analysointi (Ek-
man ym., 2009). Yhdisteen identifiointi perustuu useimmiten molekyylirakenteen automaattiseen
maarittamiseen tietokannoista (kirjastoista) etsimalla tarkkoja monoisotooppisia massoja, seka iso-
tooppikuvion vastaavuutta ja ionimassan tarkkuutta. Yhdiste voidaan identifioida myds tarkalla mas-
samittauksella ionimassaspektrien vertaamiseen tietokannan kirjastospektreihin, joka sisaltad ana-

lyysin kohteena olevien yhdisteiden tunnistamistiedot. (Sundstrém 2017, 31-37.)
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TUTKIMUKSESSA KAYTETYT MAARITYSMENETELMAT

Laboratoriomenetelmien valinnassa on huomioitava, etta positiivinen tulos voi johtaa oikeuskasitte-
lyyn, jossa kaytetty laboratoriomenetelma voidaan kyseenalaistaa. Positiivinen tulos on varmistet-
tava akkreditoidussa laboratoriossa massaspektrometrisella menetelmalla, mikali silld on taloudelli-
sia, sosiaalisia tai oikeudellisia seurauksia. Immunologisella maarityksella saatu positiivinen tulos voi-
daan kyseenalaistaa oikeudessa sen vaarien positiivisten tulosten vuoksi. Edelld mainituissa tilan-
teissa koko testausprosessin analytiikka mukaan lukien, on oltava erittdin luotettavaa ja huolellisesti

dokumentoitua.

Savonia-ammattikorkeakoulun analysaattori on Thermo Scientificin tédysautomaattinen Indiko ™ Plus
-analysaattori. Analysaattori on pdytamallinen kliinisen kemian analysaattori, jota voidaan kayttaa
muun muassa kliinisen kemian huume- ja ladkeaineanalytiikan maarittdmiseen. Analysaattori on no-
pea ja analysointinopeus on maksimissaan 350 testid tunnissa. Laite on yksinkertainen kayttaa ja
omaa nopeat paivittaiset kdynnistys- ja huoltotoimenpiteet. Naytteiden, kyvettien ja reagenssien
syottdminen mahdollistuu myds keskeyttamatta testausprosessia. Analysaattori kayttda kertakayttoi-
sia kyvetteja, joka mahdollistaa kayttajélle turvallisen ja kontaminoitumattoman analysoinnin.
(Thermo Fisher 2018.)

Kaytetyt reagenssit

Analysoinnissa on kaytetty Thermo Fisherin kaupallista CEDIA ™ Buprenorphine Assay Kkittid, joka on

suunniteltu Indiko analysaattoreille.
Reagenssit:

1 EA Reconstitution Buffer on liuotuspuskuri, joka sisaltéa puskurisuoloja, 0,35 mg/I hiiren monoklo-
naalista buprenorfiinivasta-ainetta, stabilointiaineen ja sdiléntdaineen. Monoklonaalinen tarkoittaa
hiiressa immunisoimalla tuotettua ja eristettya vasta-ainetta, joka on yhdelle antigeenin tietylle epi-

toopille spesifinen (Thermo Fisher 2020).

1a EA Reagenssi on kuiva-aine, joka sisaltaa 0,171 g/l entsyymin vastaanottajaa, joka on mikrobia,

puskurisuoloja seka sdilontaaineen.

2 ED Reconstitution Buffer eli liuotuspuskuri, joka sisaltda puskurisuoloja, stabilointiaineen ja sailon-

taaineen.

2a ED Reagenssi on kuiva-aine, joka sisaltaa 25 pg/l entsyyminluovuttajaa (mikrobi), joka on konju-
goituna buprenorfiiniin, 1,67 g/l klorofenolipuna-beeta-D-galaktopyranosidia, stabilointiaineita ja sai-

I6ntaaineita.
Kalibraattoreina CEDIA Buprenorphine negative ja CEDIA Buprenorphine 5 ng/ml.
Kontrolleina CEDIA Buprenorphine Low ja High kontrollit. (Thermo Fisher, 2018.)

Vertailulaboratorio on kdyttdnyt Cobas6000 -analysaattorille Rochen valikoimaan kuuluvia reagens-

seja, jotka tilataan Rochen kautta. Paketista I16ytyy oma kasetti reagensseille.

Reagenssit:
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R1: hiiren monoklonaalista anti-buprenorfiinivasta-ainetta, G6P, NAD, stabilisaattoria ja sailéntaai-
netta (natriumatsidia 0.9%)
R2: Buprenorfiinilla leimattu G6PDH, puskurissa (natriumatsidia 0.9 %)
Kalibraattoreina Buprenorphine Semi-Quantitative Calibrators Set:
1 x 5 mL Negative Calibrator (0 ng/mL)
1 x 5 mL Low/Cutoff Calibrator 1# (5 ng/mL)
1 x 5 mL BUP Cutoff Calibrator 2# (10 ng/mL)
1 x 5 mL BUP Intermediate Calibrator #1 (20 ng/mL)
1 x 5 mL Intermediate Calibrator #2 (40 ng/mL)
1 x 5 mL BUP High Calibrator (75 ng/mL)

Vakiomateriaalina on kdytetty norbuprenorfiinia.

CEDIA-menetelma

Indiko™ Plus -analysaattori kayttaé CEDIA-menetelmaa (engl. cloned enzyme donor immunoassay).
Kyseessa on homogeeninen kilpailevaa sitoutumista hyddyntava menetelma. Menetelman avulla voi-
daan havaita molekyylipainoltaan pienia analyytteja ja se on yleisesti kaytetty lddkeaineiden ja huu-

mausaineiden seulonnoissa. (Thermo Fisher 2019.)

Opinnaytetyéssamme CEDIA Buprenorphine Assay-menetelma kdyttda yhdistelmé DNA-tekniikan
avulla tuotettua homogeenista entsyymi-immunomaaritystd, joka on saatu aikaan kayttden Esche-
richia Colin LaC-operonin Z-geenid. Geeni koodaa suurta entsymaattisesti inaktiivista polypeptidia,
joka aggregoituu spontaanisti ja taittuu muodostaen aktiivisen beeta-galaktosidaasin. Rekom-
binantti-DNA tekniikan avulla beetagalaktosidaasiproteiini on muokattu suureksi (vastaanottaja frag-
mentti) ja pieneksi (luovuttaja fragmentti) inaktiiviksi polypeptidiksi. Ne voivat muodostaa entsy-
maattisesti aktiivisen polypeptidin, joka maaritysmenetelmdssa pilkkoo substraatin tuottaen vari-
muutoksen, joka voidaan havaita spektrofotometrisesti. Maarityksessa hapteeni tai analyytti on kiin-
nitetty luovuttajaan ja analyyttispesifia vasta-ainetta kdytetadn estamaan aktiivisen entsyymin muo-
dostuminen. Madrityksessa naytteen analyytti (kuva 1) kilpailee sitoutumispaikoista inaktiivisen ga-
laktosidaasiin konjukoidun eli sitoutuneen luovuttajafragmentin kanssa. (Henderson, Friedman,
Harris, Manning & Zoccoli 1986, 1637—1641.) Antigeenin ja vasta-aineen sitoutumisreaktio johtaa
muutokseen mitattavan merkkiaineen aktiivisuudessa (Thermo Fisher, 2019). Menetelmaa hyddynta-
malla voidaan maarittaa kvalitatiivisesti tai semikvantitatiivisesti buprenorfiinin Iasndolo nopeasti ja

yksinkertaisesti ihmisen virtsasta raja-arvossa 5 ng/ml (Thermo Fisher 2018).
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KUVA 1. CEDIA-menetelma, jossa aktiivinen entsyymi muodostuu inaktiivisista luovuttaja- ja vas-
taanottajafragmenteista (Heikkinen, Moilanen & Virén 2014, 29). Liséa kuvia immunokemiallisista
menetelmista 10ytyy Heikkinen, Moilanen ja Virén (2014) Immunokemialliset menetelmat kliinisen

kemian analytiikassa opinndytetydsta.

Jos ndytteessa on tutkittavaa analyyttia, se paasee sitoutumaan vasta-aineeseen, jolloin inaktiivinen
luovuttajaentsyymifragmentti voi muodostaa aktiivisen entsyymin vastaanottajafragmentin kanssa.
Mikali naytteessa ei ole tutkittavaa analyyttia, vasta-aine sitoutuu inaktiiviseen konjugoituun luovut-
tajafragmenttiin estden ndin inaktiivisten galaktosidaasifragmenttien uudelleen yhdistymisen, eika
aktiivista entsyymia paase muodostumaan. (Thermo Fisher 2018.) Reaktiotuote havainnoidaan mit-
taamalla reaktioseoksessa olevaa entsyymiaktiivisuutta seké sen tuloksena olevaa absorbanssin
muutosta, joka on suoraan verrannollinen ndytteessa olevan analyytin mdaraan (Jeon, Yang &
Andrade 2004).

6.3 EMIT vertailumenetelma

Entsyymi-immunologinen madaritys eli EMIT (engl. entzyme-multiplied-immunoassay) on yksinkertai-
nen ja nopea kilpailevan sitoutumisen homogeeninen menetelmd, jonka yleisia kayttdaiheita ovat
ladkeaine- ja hormonimaaritykset. Sita kdytetddn monien pienten molekyylien havaitsemiseen. Me-
netelma perustuu vasta-aineen kykyyn estaa entsyymin aktiivisuutta, kun se on sidottuna antigee-
niin, joka on yhdistynyt entsyymiin. Vapaa antigeeni kilpailee antigeenikonjugoituneen entsyymin
kanssa vasta-aineeseen sitoutumisesta, jolloin sitoutunut antigeeni lisaa entsymaattista aktiivisuutta.
(Milone 2012, 1-4, 8.)

Ensimmaisisséd EMIT-menetelmissa kaytettiin bakteerilysotsyymid ja mitattiin kuolleiden bakteerien

solususpension sameutta, mutta tdma entsyymijarjestelma oli ongelmallinen monesta syysta. Vaih-
toehtoisia entsyymijdrjestelmia etsittiin ja nykyisissa EMIT-menetelmdssa kaytetaan glukoosi-6-fos-
faattidehydrogenaasiota (G6PDH). G6PDH-entsyymin kayttd mahdollistaa sen, ettd maaritys on hel-

posti muunneltavissa kliinisiin analysaattoreihin. (Milone 2012, 1-4, 8.)

Maaritys kayttéd G6PDH-entsyymiin kytkettya antigeenia. Téma vasta-aineeseen sitoutumaton ent-
syymi hapettaa glukoosi-6-fosfaatin glukonolaktoni-6-fosfaatiksi ja pelkistda kofaktorin NAD:n
NADH:ksi. Buprenorfiinin osoituksessa reaktiossa kilpailevat naytteessa vapaana oleva buprenorfiini

ja G6PD-entsyymilld leimattu buprenorfiini vasta-aineen sitoutumispaikoista (kuva 2).
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KUVA 2. EMIT-menetelmd, jossa entsyymin molekyylirakenne muuttuu immunokompleksin muodos-

tuessa, jolloin substraatti ei voi kykene sitoutumaan (Heikkinen, Moilanen & Virén 2014, 28).

G6PDH-entsyymin aktiivisuus pienenee, kun entsyymilld leimattu buprenorfiini sitoutuu vasta-ainee-
seen. Reaktiota mitataan spektrofotometrisesti. Mitd enemman ndytteessad on buprenorfiinia, sita
aktiivisempi on G6PDH. EMIT-menetelmdn etuna on pitka sarjojen sailyvyys ja kyky mitata sitoutu-
nutta ladkettd erottamatta sitoutumatonta analyyttia. Huomattava haitta on kuitenkin hairididen

mahdollisuus matriisin ristireagoivista komponenteista. (Phipps & Cone 2013.)
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7 TUTKIMUKSEN TARKOITUS, TAVOITE JA TUTKIMUSKYSYMYKSET

Tutkimuksen tarkoituksena oli verifioida U-Bupre-menetelma ja liséksi tehtiin tydohjeet sen suoritta-
miseksi. Verifioinnissa verrattiin kliinisten potilasnaytteiden avulla Indiko ™ Plus -analysaattorin kil-
pailevaa entsyymi-immunologista maaritysmenetelmaa (CEDIA), ISLABin referenssimenetelmana
toimivan Cobas6000 -analysaattorin homogeenista entsyymi-immunologistamaaritysta (EMIT) kayt-
tdvaan menetelmaan. Tutkimuksen tavoitteena oli antaa opiskelijoille tietoa huumausaineanalytii-

kassa kaytettdvistd menetelmista ja niiden periaatteista.

Verifiointi toteutettiin kvantitatiivisena tutkimuksena, joka antaa maarallista tietoa menetelmén so-
veltuvuudesta Savonia-ammattikorkeakoulun opiskelijoiden kliinisen kemian harjoitustunneille Indiko
™ Plus -analysaattorilla.

Tutkimuskysymykset:
1. Seulooko CEDIA-menetelma luotettavasti negatiiviset naytteet positiivisista?

2. Saadaanko Indiko ™ Plus -analysaattorilla yhtenevaisia tuloksia ISLABin Cobas6000 -analysaatto-

rin kanssa buprenorfiinin maarittdmiseksi?
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8 TUTKIMUSMENETELMA JA TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

Teimme U-Bupre-menetelméan kayttoonoton eli verifioinnin Savonia-ammattikorkeakoulun Indiko ™
Plus -analysaattorille. Valmistaja Thermo Fisher on validoinut menetelman, jonka verifioimme eli var-
mistamme menetelman luotettavan toimivuuden Savonian laiteymparistdssa. Buprenorfiinin maarit-
tamiseen kaytettavd menetelma on semikvantitatiivinen ja tutkimuksemme antaa sekd kvalitatiivista

etta kvantitatiivista tietoa bubrenorfiinista.

Opinnaytety6 toteutettiin maarallisena tutkimuksena ja liséksi tehtiin tydohjeet bioanalytiikan opiske-
lijoille U-Bupre-menetelmalle. Tydohjeiden avulla opiskelijat voivat turvallisesti perehtya kaytannossa
huumausaineanalytiikkaan kliinisen kemian harjoitustunneilla. Opinndytetydn raportointiosuus tuo
ilmi ammattiteoriaan perehtymisen ja auttaa opiskelijoita ymmartdmaan huumausaineisiin liittyvaa
analytiikkaa teoriassa.

8.1 Kvantitatiivinen tutkimus

Kyngaksen, Mikkosen ja Kaaridisen (2019) mukaan kvantitatiivisella tutkimuksella on vahva teoreet-
tinen pohja ja vaatii tutkijaa asettamaan tutkimuskysymyksia ja hypoteeseja. Kvantitatiivisia mene-
telmia voidaan siksi kayttaa yleistettdvan tiedon tuottamiseen. Asetimme tutkimuskysymykset tutki-
muksemme alussa, jonka kautta pohdimme saatuja tuloksia. Hypoteesimme tydssa on, ettd CEDIA-
ja EMIT-menetelmat tuottavat yhtenevaisia tuloksia ja CEDIA seuloo negatiiviset pitoisuudet positii-
visista luotettavasti. Siirrettavyys tarkoittaa lukijan mahdollisuutta soveltaa tietoa omiin tilanteisiinsa
ja yleistdminen tarkoittaa tulosten laajentamista otoksesta laajempaan vaestoon. Kvantitatiivisia tut-
kimuksia tehdaan tapahtumien selittdmiseksi ja ennustamiseksi analysoimalla tietoja tilastollisilla me-

netelmilld. (Kyngas, Mikkonen & Kéaridinen 2019.)

Kvantitatiivinen tutkimus alkaa aiemman tiedon keradmiselld. Tasta syysta jokainen hyva kvantitatii-
vinen tutkimus sisdltaa kattavan kirjallisuuskatsauksen ja huolellisesti maaritellyn kirjallisuushaun.
Kvantitatiivisessa tutkimuksessa tutkimuskysymykset ja hypoteesit pohjautuvat teoreettiseen pohja-
tydhon ja objektiiviset mittaukset perustuvat aiempaan tietoon. Kvantitatiivinen tutkimus painottaa
muuttujien valisten syysuhteiden mittaamista ja analysointia, jossa tutkija tekee tuloksista johtopaa-

toksia. (Kyngas, ym. 2019.)

Kvantitatiivisella tutkimuksella on usein luonteeltaan jaykka rakenne, yksityiskohtainen teoreettinen
viitekehys tai kirjallisuuskatsaus, jota seuraa menetelma osio ja tutkimuksen tulokset seka niista teh-
dyt johtopaatokset. Tulokset, jotka perustuvat tilastollisiin analyyseihin esitetdan numeerisina ar-
voina. (Kyngas, ym. 2019.) Tutkimuksemme sisaltaa kvalitatiivisen tutkimuksen rakenteen piirteita.

Rakenne sisdltad laajan teorian menetelmistd, tutkimuksen tuloksista ja niiden pohdinnasta.

8.2 Naytteiden keruu ja kasittely

Tutkimuksen aineisto saatiin ISLABin kliinisen kemian laboratoriosta. Tutkimusnaytteiden kerdys oli
aloitettu ISLABIn toimesta joulukuussa 2020 ja lopetettu tammikuun alussa 2021. Tutkimukseen tar-
vittavat kliiniset virtsanaytteet oli keratty terveydenhuollon yksikdissa ja lahetetty laboratorioon huu-

meiden testausta varten. Naytteet olivat Itd-Suomen alueelta. Menetelman verifiointiin arvioitiin tar-
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vittavan noin 40-60 nadytetta ja naytteita saatiin yhteensa 56 kappaletta. Kaikki naytteet olivat posi-
tiivisia ja niista oli poistettu valmiiksi kaikki henkil6tiedot. Tutkimusnadytteet olivat jo analysoituja ja
pakastettuja, eika niilld ollut enaa arvoa potilaan hoidon kannalta. Naytteiden buprenorfiini pitoisuus
oli maaritetty Cobas -analysaattorilla EMIT-menetelmaa kayttaen. Alkuperadisen pitoisuuden lisaksi

naytteisiin oli merkattu naytteen anto- ja analysointiajankohta.

Virtsanaytteen tulee pysya kemiallisesti muuttumattomana sen maarittamiseen asti. Naytteet saily-
vat kylmasailiéssa 2—8 °C:ssa 30 paivaa. Pidempiaikaisessa sdilytyksessa ennen ja jalkeen analysoin-
nin, tulee naytteet sijoittaa —20 °C:een. Buprenorfiinianalyytit voivat sdilya tutkimusten mukaan virt-
sassa jopa 85 padivaa —20 °C:ssa. Jotta ndyte on laadukasta, se ei saa toistuvasti jaatya ja sulaa,
eika siihen saa muodostua vaahtoa. Ennen analysointia jaadytetyt naytteet sulatetaan, sekoitetaan

seka tarvittaessa sentrifugoidaan. (Thermo Fisher 2018.)

Haimme nadytteet 15.1. ISLABIn paivystyslaboratoriosta sovittuna ajankohtana. Kuljetimme ne kyl-
masailytyksessa koulullemme kliinisen kemian harjoituslaboratorioluokan pakastimeen. Pakastimen
Iampdatila oli -20°C, joka oli nadytteille sopiva. Tulimme 16.1 koululle suorittamaan analysoinnin. An-
noimme ndytteiden ensin sulaa, jonka jalkeen sekoitimme ja sentrifugoimme ne tydohjeiden mukai-

sesti.

8.3 Tilastolliset menetelmat

Kvantitatiivisen aineiston analysointiin kdytetaéan kuvailevaa tilastoanalyysia tai tilastollista paattelya.
Kuvaileva tilastoanalyysi kuvailee ja tiivistda maarallisen muuttujan jakauman tai usean maarallisen
muuttujan vaihtelua yleistématta tuloksia isompaan perusjoukkoon. Mikali vain yksi muuttuja on
kohteena, voidaan kayttaa kuvailuun muuttujien keski- tai hajontalukuja. Usean muuttujan kohdalla
kaytetadn korrelaatiokertoimia kuvaamaan muuttujien yhteisvaihtelua. (Kvantitatiivisen tutkimuksen
verkkokasikirja 2013.) Tutkimukseen pyrittiin saamaan riittévasti tietoa, jotta menetelman ja
vertailulaboratorion aineiston jakauman luotettavuutta pystyttiin tutkimaan. Vertailun apuna
kdytimme korrelaatiokertoimia selittémaan aineistossa tapahtuvaa tulosten vaihtelua

analyysikertojen valilla.

Tilastollista paattelya tarvitaan arvioimaan sitd, miten onnistuneesti otoksesta saadut tulokset
pitavat tutkittavassa perusjoukossa paikkaansa ja miten todenndkdisesti voidaan yleistaa tulokset
perusjoukkoa koskeviksi. Yhden muuttujan analyysissa mielenkiinto on muuttujan jakaumassa.
Jakaumaa voidaan tarkastella graafisilla kuvioilla tai tiivistad jakaumaa kuvaava informaatio
tunnuslukujen avulla. Tunnuslukuina kdytetdan keski- ja hajontalukuja. Keskiluvut kuvaavat
muuttujien arvojen keskimaaraista suuruutta ja hajontaluvut vaihtelua muuttujan arvoissa.
Keskilukuja ovat moodi, mediaani ja aritmeettinen keskiarvo. Hajontalukuja ovat variaatiosuhde,
vaihteluvali, vaihteluvalin pituus, keskihajonta ja variaatiokerroin. (Kvantitatiivisen tutkimuksen verk-
kokasikirja 2013.) Graafinen kuvaaja auttoi havainnoimaan tulosten jakaumaa. Lisdksi tunnuslukujen
avulla saatiin selville muuttujien keskimaaraistad vaihtelua. Hyddyksi kdytimme mediaania ja

aritmeettista keskiarvoa, joiden avulla nahtiin yhtaldisyyksia vertailuaineiston kanssa.

Hajontaluvut kertovat muuttujien arvojen vaihtelusta tietyn keskiluvun ymparilld. Muuttujan ja-

kaumaa kuvailtaessa kannattaakin esittda sopiva keskiluku ja hajontaluku. Variaatiosuhde vaihtelee
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nollan ja yhden valilld. Mikali arvo on nolla, moodiluokassa ovat kaikki muuttujan arvot. Tall6in vaih-
telua ei ole muuttujan arvoissa. Mikali variaatiosuhteen arvo on ldhempana yhtg, sitd enemman ai-
neistossa on hajontaa. Vaihteluvali ilmoittaa pienimman ja suurimman muuttujan arvon valin. Hajon-
talukuna kaytetaan yleensa keskihajontaa. Keskihajonta kuvaa keskimaarin, kuinka kaukana yksittai-
set muuttujan arvot ovat muuttujan aritmeettisesta keskiarvosta. Variaatiokerrointa taas kaytettai-
siin kahden eri otoksen keskihajontojen keskindiseen vertailuun. (Kvantitatiivisen tutkimuksen verk-
kokasikirja 2013.) Variaatiokerroin oli apuna arvioimaan jokaisen analyysikerran valista yhteytta ja

mahdollisia eroja pitoisuuksissa sarjojen valilla.

Rinnakkaismaaritysten avulla voidaan arvioida toistettavuutta. Mikali rinnakkaismaarityksia ei tehda,
voidaan toistettavuutta madritelld analysoimalla naytteet useampina eri pdivina. Tuloksille lasketaan
siten keskiarvo seka suhteellinen keskihajonta. Toistettavuutta voidaan arvioida rinnakkaismaaritys-
ten avulla analysoimalla eri pitoisuudellisia ndytteitd pareittain, jonka jalkeen tuloksille lasketaan
suhteellinen keskihajonta, keskihajonta seka keskiarvo. (Heikkild 2014.) Toistettavuutta arvioitiin
kolmen analyysikerran avulla riittavan tiedon saantiin, jolloin tuloksia analysoitiin tilastollisesti laske-

malla keskihajonta ja keskiarvot naytteille.

Todellisen perusjoukon tunnusluvun arvoa tietylla todennakdisyydellda kuvataan luottamusvalilla. Pi-
detdan todennakoisena, ettd perusjoukon todennakdisyysarvo on lahelld otoksesta saatua arvoa.
Todennakoisyyden perusjoukkoa kuvaavan tunnusluvun jollain tietylla luottamusvalilla kertoo luotta-
mustaso. Luottamusvali ja -taso ovat toisistaan riippuvaisia. (Kvantitatiivisen tutkimuksen verkkoka-
sikirja 2013.)

Satunnaisvirheen luottamusvali (95 % todennakdisyydelld) voidaan laskea t-testilld. Todennakdisyys
riippuu kaytossa olevien madritysten lukumadrastd. Tulosten hajonta madarittda sen, kuinka monta
sarjaa voidaan kayttaa toistettavuuden arvioinnissa. Rinnakkaisnaytteiden maara tulee pitaa pienena
ja sarjojen madra suurena, kun sarjojen sisdinen hajonta on pienempi kuin sarjojen valinen hajonta.
Esimerkiksi kaksi rinnakkaista maaritystéd 10 naytteen sarjalla. Sarjojen sisdisen hajonnan ollessa
suurempi kuin sarjojen valinen, rinnakkaisia tehddan esimerkiksi nelja ja sarjoja viisi. (Heikkila
2014.) Tarkasteltaessa otoskoon merkitysta tilastollisessa paattelyssa voidaan tarkasteltaessa kayt-
tda muuttujan keskiarvon keskivirheen kaavaa. Otoskoon nelidjuuri on jakajana, eli tarkoittaa sitd,
ettd otoskoon ollessa suurempi, keskivirhe pienenee ja luottamusvalit pienenevat valitussa luotta-
mustasossa. (Kvantitatiivisen tutkimuksen verkkokasikirja 2013.) Tilastollisen paattelyn avulla lasket-

tiin keskiarvoille keskivirheet, mutta nama tulokset eivat olleet merkityksellisia tutkimuksen kannalta.

Korrelaatiolla tutkitaan kahden muuttujan valista tilastollista riippuvuutta ja se muodostaa perustan
muuttujien valisten riippuvuuksien ymmartdmiselle. Muuttujien valisten yhteyksien tutkimiseen kay-
tetdan erilaisia korrelaatiokertoimia. (Tilastokeskus 2016.) Korrelaatiokertoimen arvo on yleensa ar-
vojen -1 ja 1 valilla. Riippuvuuden suunta osoitetaan muuttujien valilld etumerkilla ja taman avulla
nahdaan, pieneneekd vai suureneeko toisen muuttujan arvo toisen kasvaessa. Kertoimen arvon ol-
lessa positiivinen, suuntautuu muuttujien arvot samaan suuntaan. Jos taas kertoimen arvo on nega-
tiivinen, toisen muuttujan arvojen kasvaessa toisen arvot pienenevat. Lineaarista riippuvuutta ei ole,
jos kertoimen arvo on 0. Voimakas yhteys muuttujien valilla nakyy arvon nousemisena lahemmaksi

lukua 1. Havaintoparien maara huomioiden katsotaan, onko korrelaatiokerroin merkitseva eli onko
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poikkeavuutta nollasta tarpeeksi. Korrelaation ollessa pieni (merkitsevyystaso pienempi kuin 0,05),
voi nollasta poikkeavuus johtua sattumasta. Muuttujien valilla on havaittavissa lievaa korrelaatiota
(merkitsevyystaso suurempi kuin 0,05), kun korrelaatiokerroin poikkeaa paljon nollasta. (Heikkila
2014.) Tutkimuksessamme tarkastelimme korreloivatko CEDIA- ja EMIT- menetelman tulokset kes-

kendan, erityisesti tuloksien korrelaatiota matalalla tasolla.

Hajontakuvion avulla saadaan tietoa muuttujien keskindisesta riippuvuudesta. Havaintoyksikot sijoi-
tetaan kahden muuttujan muodostamaan koordinaatistoon, josta on mahdollista tarkastella muuttu-
jien valisen yhteyden voimakkuutta ja muodostumista. Hajontakuviossa havaintoja kuvataan koordi-
naatistoon sijoitettujen pisteiden avulla. (Tilastokeskus 2020.)

8.4 Tutkimuksen eteneminen

Opinnaytety6n suunnittelu alkoi opintojen toisena vuotena kevaalld 2020 ja teimme kumpikin opin-
naytetydn ohjaus- ja hankkeistamissopimuksen. Opinndytetytn teoriatiedon kasaaminen alkoi ke-
salla 2020 ja kirjoittaminen alkoi syksylla 2020. Alkutalvesta saimme tyésuunnitelman valmiiksi. So-
vimme yhteistydsta ISLABin kanssa ja teimme tutkimus- ja opinnaytetydlupahakemuksen. Suunnitte-
limme opinnaytetytn valmistuvan kevatlukukaudella 2021, jolloin valmistuisimme etuajassa. Teoria-
osuus valmistui suurilta osin 2020 vuoden lopulla. Raporttia varten naytteiden analysointi tapahtui
tammikuussa 2021. Osallistuimme useaan tydpajaan opinndytetybprosessin aikana, joista saimme
hyvaa tukea ja ajatuksia tyén eteenpéin viemiseen.

Teoriaosuuden tiedonkeruu alkoi perehtymalla laajasti aiempaan teoriatietoon ja tutkimuksiin. Keski-
tyimme tiedonhaussa ajantasaiseen tietoon, joissa padosassa oli englanninkielinen materiaali. Haku-
materiaaliksi rajasimme opiaateista ja tarkemmin buprenorfiinista kertovaa kirjallisuutta, seké huu-
meseulontaan liittyvia tutkimuksia ja analytiikkaa. Erityisen térkeana pidimme laadunhallintaan pe-
rehtymista ja eettisyys omana osanaan seké opinndytetydssamme kaytossa oleva tutkimusmene-
telma vaati tiedon hankintaa. Lisatiedon haussa hyddynsimme katsausartikkelien lahdeluetteloita ja
uutta aineistoa haettiin kirjoittamisen ohessa. Teoriatiedon kirjoittaminen oli padasiassa itsenaista
kirjoittamista, lisaten kommentteja ja huomioita tekstin yhteyteen ja korjaten vanhaa seka tiivistaen

tietoa sopivalla tavalla.

Teoriaosuuden rakentaminen alkoi suunnittelemalla, mitd kokonaisuuksia omaan opinndytetyémme
aiheeseen liittyy. Jaottelimme otsikoita téman mukaan. Néiden alle syntyi kuin itsestéan tarkempia
alaotsikoita kirjoittamisen ohella. Opinndytetydmme keskittyi tarkemmin buprenorfiiniin ja sen vaiku-
tustapoihin ihmisen elimistdssa, huumausaineiden tutkimiseen liittyviin menetelmiin seka kliinisen
laboratorion laadunvarmistusta ja kliinisen kemian tutkimuksiin kdytettdvan tdysautomaattisen ana-

lysaattorin kayttéonottoa kliinisessa laboratoriossa.

Naytteiden analysointi toteutettiin tammikuun ensimmaiselld Savonia-ammattikorkeakoulun labora-
torioharjoitusluokkien tiloissa. Analysointi vaiheen aloitimme tutustumalla Indiko ™ Plus -analysaatto-
rin kayttéon ja sen toimintaan seka buprenorfiinin maarityksen tydohjeisiin. Suoritimme ensin Indi-
kon alustamisen ja harjoitusanalysoinnin koululla olevilla positiivisilla ja negatiivisilla buprenorfiini
virtsandytteilla. Nain teimme laadunvarmistuksen Indiko ™ Plus -analysaattorin toiminnan luotetta-

vuudesta ennen virallisen maarityksen toteutusta.
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Analysointiin kdytettavat kliiniset virtsandytteet numeroimme juoksevalla numeroinnilla. Missaan
tyon vaiheessa emme kasitelleet henkilttietoja, vaan ne oli poistettu ISLABin toimesta. Kasittelemat-
tomat virtsanaytteet analysoitiin kolmesti Indiko ™ Plus -analysaattorilla kayttden CEDIA-maaritys-

menetelmaa valmistajan raja-arvojen mukaisesti.

Teimme tydohjeista selkea lukuiset, jotta analysoinnin suorittaminen ohjeiden avulla olisi vaivatonta.
Laadimme ty6ohjeet Thermo Scientific: Cedia Buprenophine Assay (2018) -analyysiohjeiden seka
Indiko ™ Plus -analysaattorin laiteohjeiden (Thermo Fisher 2016) pohjalta. Rakenteeksi valitsimme
taulukon, silla se on visuaalisesti helppolukuinen. Hyvan tyéohjeen kriteereihin kuuluu huomioida
sen kohderyhma ja tehda siita kayttajaystavallinen. Pidimme mielessémme tydohjetta tehdessa koh-
deryhmamme eli bioanalyytikko-opiskelijat, ja halusimme laatia heille helposti tulostettavat ohjeet
harjoitustunneille. Tydohjeemme on ytimekas ja opinndytetyémme toimiikin teoriaosuudeltaan poh-
jana analyysin suorittamiseen. Analyysi on suoritettavissa ohjeita noudattaen toistettavasti ja turval-
lisesti. Kaksi opiskelijaryhmaa suoritti analyysin onnistuneesti tydohjeiden mukaan, josta voimme
todeta sen sisaltavan siihen tarvittavat tiedot. Opiskelijoilta saatujen kommenttien perusteella
teimme korjauksia tydohjeeseen. Reagenssien liuotusohijeisiin toivottiin kuvat tueksi ja laitoimme
nama ohjeisiin. Liséksi lisdsimme virtsanaytteen antamiseen ohjeen, reagenssien kayttoturvallisuus-

tiedotteen tarkemmat Idhdemerkinnat seka selkeytimme tyon suorituksen ohjeistusta.
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9 TULOKSET

Seka ISLABin Cobas6000 -analysaattori ettd Savonian kayttama Indiko ™ Plus -analysaattori kaytta-
vat molemmat bubrenorfiinin maarittdmiseen virtsasta immunologista kilpailevan sitoutumisen me-
netelmaa, joka jo aiempaan teoriaan viitattujen tutkimusten mukaan on todettu olevan epatarkka
menetelmd antamaan tarkkoja numeerisia arvoja ja siten luotettavia tuloksia. Immunologisen mene-
telman positiivinen tulos tulee tarkistaa verifioidulla mittausmenetelmalld, joka on usein kromatogra-

fin ja massaspektrometrin yhdistelma.

Analyysisarjan tulokset ovat laadullisesti yhtenevaisia ISLABin tulosten kanssa, yhdesta negatiivi-
sesta tuloksesta huolimatta. Vaarien negatiivisten ja positiivisten tulosten mahdollisuus on aina ole-
massa immunologisia menetelmia hyddynnettaessa. Mikali potilaasta voidaan epdilla vaaraa negatii-
vista tulosta, kuten analyysisarjamme ndyte numero 14, tulos tulee varmistaa toisella menetelmalla.
(liite 2).

9.1 Analyysitulosten vertailu

Tulokset eri analyysisarjoille ja ISLABin tuloksille ovat esitettyna liitteessa 2. Vaihteluvalin avulla esi-
tettiin suurimman ja pienimman havainnon erotus taulukossa 1. Variaatiokertoimen avulla verrattiin

ISLABIn tuloksia Indiko ™ Plus -analysaattorin kolmen analysointikerran keskiarvoon. Variaatiokertoi-
men avulla verrattiin siten kahden eri analysaattorilla tehdyn maarityksen valista keskihajontaa (liite
3).

TAULUKKO 1. Analyysikohtaiset keskiarvot, mediaanit ja analyysikertojen korrelaatio ISLABin tulok-

siin. Lisaksi analyysisarjojen pienin ja suurin tulos sekd keskihajonta.

1. analyysi 2. analyysi 3. analyysi ISLAB
Keskiarvo 63,9 64,5 64,9 52,2
Mediaani 71,3 72,9 72,3 51,9
Korrelaatio 0,35 0,36 0,36 0,36
Minimi 3,1 3,4 2,8 5,7
Maksimi 99,9 102,1 101,8 211,5
Keskihajonta 32,1 32,2 32,1 34,5

Keskihajonta kertoi, ettd kolmen eri analysointi kerran tulosten valilld ei ole kovin suurta vaihtelua,

mutta keskihajonta poikkesi keskiarvosta paljon. Varianssia tarkasteltiin laskemalla keskihajonta ko-
rotettuna toiseen potenssiin, koska se on suosittu useissa tilastotieteen sovelluksissa. Varianssi on
suurin niissa, missa tuloksemme poikkeaa ISLABIn tuloksista. Keskihajontaa kokeiltiin jakaa keskiar-
volla, jolloin saatiin selville kuinka paljon prosentteina keskihajonta on keskiarvosta ja siten verrattua
hajonnan suuruutta. Keskiarvo kaikille ndytteille omien analysointisarjojen (63,9—64,9 ng/ml) valilla

seka ISLABIn (52,2) kaikkien tulosten valilla olivat kuitenkin suhteellisen vastaavat keskenaan. Keski-
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hajonta omien tulosten valilla oli 32,1 ng/ml ja ISLABin 34,5 ng/ml, jotka osaltaan kertovat, etta ha-
jonta oli samaa suuruusluokkaa (taulukko 1). Liitteessa 3 keskihajonta on esitetty laskemalla jokai-

selle ndytteelle oma analyysikohtainen keskihajonta.

T-testilla saatu p-arvo eli todenndkdisyys on 0,02 eli melkein merkitseva, minka mydéta voitiin myos
paatella, ettd mittaukset poikkesivat ISLABIn tuloksista. Korrelaatiokertoimen avulla saadut tulokset
viittasivat siihen, ettei korrelaatiota ole lainkaan eli lineaarista yhteytta vertailulaboratorion tuloksiin

ei ole. Havaintoja (56) voisi kuitenkin sanoa olleen tarpeeksi (liite 3).

Varianssin (kovarianssin) avulla on esitetty taulukossa 2 analyysisarjojen keskiarvon ja ISLABin tu-
losten suhde. Taman avulla saatiin ndiden muuttujien suunta seké voimakkuus selville. Matalat arvot
kertoivat, ettei tulosten valilla ole juurikaan yhteytta. Arvot olivat kaikki positiivisia ja muutama nolla
tai l1ahelld nollaa, jotka tarkoittivat, ettei tulosten valilla ole yhteytta. Jokaiselle ndytteelle laskettiin
keskipoikkeama kayttamalla kolmen analysointikerran laskettuja keskiarvoja ja vertaamalla tata tu-
losta ISLABIn tulokseen. Keskipoikkeamien laskennallisista tuloksista paateltiin, etta kdytetyssa ai-
neistossa on paljon vaihtelua eri naytteiden valilld. Kaikista naytteista (56) noin 15 naytteella oli suh-
teellisen alhainen keskipoikkeaman tulos. Osassa analyyseista Indiko ™ Plus antoi hyvinkin saman-
suuruisen tuloksen kuin Cobas6000. Tuloksista nahtiin selvasti tama immunologisten analyysien
suuri riski vaarille negatiivisille tai positiivisille tuloksille. Pdaasiassa Indiko ™ Plus tulkitsi kvalitatiivi-
sesti ndytteet oikein. Positiivisiksi tulkitut tulokset tulisi joka tapauksessa lahettda varmistukseen ak-

kreditoituun laboratorioon (liite 3).

9.2 Graafinen vertailu

Sirontakuvion (kuva 3) avulla tulkittiin seka analyysisarjojen keskiarvojen ettd ISLABIin tulosten ha-
jontaa ng/ml. Analyysisarjoista saadut tulokset hajosivat hyvin laajaksi pilveksi ja osin myos kauaksi

suhteessa ISLABiIlta saatuihin tuloksiin.
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KUVA 3. Sirontakuviossa esitettyna analyysisarjojen valisten keskiarvojen ja ISLABin tulosten ja-
kauma ng/ml. X-akselilla ISLABin EMIT tulokset ja y-akselilla CEDIA.
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Sirontakuviosta (kuva 3) havainnoitiin analyysien keskiarvojen ja ISLABin tulosten hajontapilved. Tu-
loksista suurin osa sijoittui y-akselin suunnassa 80—100 ng/ml rajoille, kun taas x-akselin suunnassa

kolme havaintoa ylitti 100 ng/ml.
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POHDINTA

Tutkimuksen tarkoituksena oli verifioida U-Bupre-menetelma ja tehda tydohjeet sen suorittamiseen
Savonia-ammattikorkeakoulun Indiko ™ Plus -analysaattorille opiskelijoiden kliinisen kemian labora-
torioharjoitustunneille kdyttéon. Indiko ™ Plus -analysaattorin U-Bupre-menetelman verifioinnilla sel-
vitettiin, tuottaako menetelma toistettavia ja vertailumenetelman antamiin arvoihin verrattavissa ole-
via tuloksia. Tutkimuksen tavoitteena oli antaa opiskelijoille tietoa huumausaineanalytiikassa kaytet-
tavista menetelmistd ja niiden periaatteista. Tutkimuksessa analysoitiin kolme kertaa buprenorfiinin
pitoisuus jokaisesta viidestéakymmenestdakuudesta virtsandytteestd. Talla selvitettiin, antaako Indiko
™ Plus -analysaattori virtsandytteille keskenaan verrattavissa olevia tuloksia. Saaduista tuloksista
nahdaan, etta tulokset ovat keskenaan yhtenevdisia lahes kaikilla analysointikerroilla ja todetaan,
etta Indiko ™ Plus -analysaattori antaa Savonia-ammattikorkeakoulun laiteymparistdssa luotettavia
tuloksia. Poikkeuksena on naytenumero 14, joka Indiko ™ Plus -analysaattorilla antoi negatiivisen
tuloksen, kun taas Cobas6000 -analysaattorilla tulos on ollut positiivinen. Verratessa naytteille las-
kettua keskiarvoa ISLABiIn tuloksiin todetaan, ettd tulokset eivat ole suurilta osin yhtenevaisia Indiko
™ Plus -analysaattorin ja Cobas6000 -analysaattorin valilla, vaan tulostasoissa on eroja yksittaisten
naytteiden valilla paljonkin. Kayttdonottotestauksen mydta voimme todeta, etta tydohjeet ovat yk-
sinkertaiset ja helposti kliinisen kemian harjoitustunnille mukaan tulostettavat. Tydohjeet ovat sel-
kedt, joita tarkasti noudattamalla ei virheita tapahdu analyysia suorittaessa. Opiskelijan tulee tutus-
tua myds laitteen kayttdohjeisiin sekd reagenssien kayttoturvallisuustiedotteisiin ennen téman ana-

lyysin suorittamista.

10.1 Tulosten tarkastelu

Naytteet sdilytettiin asianmukaisesti analyysiin saakka. ISLABilta emme saaneet yhtdan negatiivista
ndytetta. Toivoimme eri pitoisuuksilla varustettuja naytteita ja olisimme voineet heille tarkentaa, etta
tarvitsemme my0s negatiivisia. Negatiivisten vertailundytteiden avulla olisimme saaneet mahdolli-
sesti suurempaa hajontaa tulosten vdlille ja enemman vertailua tuloksien oikeellisuudessa. Naytetu-
lokset, jotka vylittivat korkean arvon kalibraattorin olisi pitéanyt laimentaa negatiivisella virtsakalibraat-
torilla ja testata uudelleen. Nain olisimme saaneet ISLABIn tulokset Iahemmaksi raja-arvoa, jolloin
tuloksien luotettavuus kasvaa. Opinndytetyémme avulla emme siten saaneet vastausta CEDIAN ky-
kyyn seuloa luotettavasti negatiiviset naytteet, koska negatiivisia tai raja-arvoa lahelld olevia nayt-
teitd ei ollut kdytdssa. Kontrolli Low ei mennyt asetettuihin viitearvoihin. Tarkastimme, etta se oli
kaikilla aiemmillakin analyysikerroilla antanut poikkeavan arvon. QC-saanto ei saisi poiketa enempaa
kuin +/- 1 ng/ml arvosta 3 ng/ml. Low oli meilla 4,5 ng/ml ja edelliselld harjoitusanalysointi kerralla

se oli ollut 4,2 ng/ml, jonka silloinkin hyvdksyimme.

ISLABIn tuloksiin verrattuna muutamien naytteiden kohdalla poikkeamat voivat johtua satunnaisvir-
heista seka laitteisiin liittyvista eroista. Lisaksi huomioidaan, etta ISLABin Cobas6000 -analysaattori
kdyttaa eri toimittajan reagensseja kuin Indiko TM Plus -analysaattori. Ladkeaineiden keskindinen
vuorovaikutus on voinut myds vaikuttaa siihen, ettd tammikuussa osaltaan saatiin erilaisia tuloksia
kuin mita ISLAB on saanut. Kaikki saadut naytteet oli tulkittu aiemmin positiivisiksi ISLABin menetel-

malla ja ndytteen 14 tulos negatiiviseksi tarkoittaa, etta riittavaa varimuutosta ei ole paassyt analyy-
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sissa tapahtumaan, koska entsyymireaktiota ei ole tapahtunut Indiko Plus -analysaattorilla. Analyy-
sin tekijan tulee muistaa, ettd kyseessa on seulontatutkimus, eikd menetelma kykene tarkasti mit-
taamaan naytteessa olevaa buprenorfiinia. Toisin sanoen seulontamenetelman tarkkuus riittda vain
antamaan kvalitatiivisen tuloksen. Voidaan myés arvella, etta kyseisessa virtsandytteessa 14 on jo-
tain muuta analyysia hairitsevaa tekijaa, joka on muuttanut reaktiota. Valmistajan validointiproses-
sissa todettuja rajoittavia tekijoité ovat muun muassa muiden aineiden ristireagointi seka biologisten

tekijoiden vaikutus testin tulokseen.

ISLABIn ndytteista olisi ollut hyva saada tietoon, mikali potilaan tiedetadn kayttaneen buprenorfiinia.
Tama antaisi tutkijoille tietoa siitd onko kyseessa todella positiivinen tulos. Lisaksi olisi hyva tietad
varmistusanalyysiin l&hetettyjen naytteiden lopullinen tulos, onko kyseessa oikeasti positiivinen vai
kenties vaara positiivinen tulos buprenorfiinin osalta. Eroavat kalibraatiot menetelmien valilla voivat
osaltaan myotavaikuttaa laitteiden kykyyn havaita pitoisuuksia. CEDIAN cut-off-raja voi mahdollisesti
antaa epatarkkoja tuloksia verrattuna ISLABin EMIT-menetelmén usean eri pitoisuuden kalibraatto-
reihin. Lisaksi ndytteet, jotka antoivat korkeita tuloksia verrattuna ISLABin tuloksiin, voitaisiin lai-
mentaa ja taman jalkeen tarkastella, onko laimentamisella vaikutusta tuloksen tarkkuuteen ja tar-
kastella vastaako laimennetun ndytteen tulos vertailulaboratorion tulokseen. Tassa tilanteessa lai-
mennetuille tuloksille olisi voinut laskea tulosten vélisen variaatiokertoimen ja mitatun arvon poik-
keaman teoreettisesta arvosta. Tutkimusta voitaisiin myds pidentaa siten, ettd naytteitd analysoitai-
siin pidemmalld aika valilla ja kerattdisiin aina uudet vertailundytteet. Tulokset voitaisiin sitten analy-
soida tilastollisesti jokaiselle analysointikerroille, seka verrata nadité tuloksia kokonaisuuteen. Mene-
telman toistettavuutta olisi voitu mitata tarkemmin kayttdmalla mahdollisimman eripitoisia naytteita.
Lisaksi rinnakkaismaarityksia olisi kannattanut tehda myds vertailulaitteella, jolloin tdman tulokset

olisi mahdollista analysoida tilastollisesti ja sitten verrata Indikon tuloksiin.

Ty6ohje on laadukas, kun se tarjoaa opiskelijalle haasteita ja tekee oppimisen nakyvaksi ja tie-
toiseksi. Opiskelijan tulee pystya tydskentelemdan vaivatta opiskeltavan aiheen parissa niin, etta
tydskentely motivoi ja tuottaa haluttuja tuloksia. Ty6ohjeiden kaytettavyydella tarkoitetaan raken-
teen ja kdytannon toteutuksen sujuvuutta. Yksi tydohjeiden perustavoitteista on kaytettdvyys, silla
kayttdja turhautuu esimerkiksi epaselvaan ilmaisuun tai ohjeiden puutteeseen. (Hégman 2006.) Ty6-
ohje tulee laatia ajatellen lukijan ja tekijan ndkdkulmaa tydn suoritukseen. Ohjeiden selkeyteen voi
vaikuttaa kokonaisrakenteella ja valiotsikoiden valinnalla. Tyohjeista teimme selkeét ja helposti
seurattavat. Pidimme tekstin lyhyena, jotta niiden lukeminen ei turhauta lukijaa tai aiheuta epasel-
vyyksia. Lisaksi sanamuotojen oikea valinta ja kaskymuodon kayttd tydohjeessa selventaa lukijalle
mitd hanen tulee tehda. (Kotimaisten kielten keskus 2021.) Ohjeen laatuun vaikuttavat esimerkiksi
kohderyhman hyva tuntemus, siséllén oikeanlainen rajaus ja asian ilmaisun hallinta (Hégman 2006).
Valitsimme ty6ohjeisiimme kdskymuodon, jota kdytimme lapi ohjeen. Tunsimme kohderyhmamme

hyvin, joten pystyimme laatimaan taman kautta opiskelijaystavalliset ohjeet.

Ohjeesta tulee selkeasti ilmeta kaikki tarvittava tieto tyén suorittamiseen tehokkaasti seka tehtavaan
tydhon tarkoitetut menettelytavat ja ohjeistus vaihe vaiheelta. Tydohjeen suunnittelussa tulee huo-
mioida tyon suorittaminen turvallisesti ja mahdolliset reagenssikohtaiset turvallisuustiedotteet on

oltava tydn tekijan saatavilla. Tybohjeissa on ty6turvallisuuden osio, jossa kehotamme perehtymaan
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laitteen kayttdohjeisiin, reagenssien kayttoturvatiedotteisiin ja huolehtimaan tydturvallisuudesta.
Reagenssien kayttoturvatiedotteeseen I6ytda lahdemerkint6jen avulla opinnaytetyémme lahdeluette-
losta. Minimalistisesti tuotettu ytimekas tydohje on johdonmukainen kayttajalleen. Nain tydohjee-
seen sisallytetadn vain asiaan kuuluva olennainen tieto tyon suorittamiseksi. Minimalistinen tyéohje
toimii laboratorioymparistdssa siten, ettei ole paljon selattavia sivuja vaan kaikki tieto on yhdella sil-
mayksella ndhtavissa. Liian pitka teksti voi estda tyon tekijaa huomioimasta olennaisia asioita ty6n
suorittamiseksi. Tuotetun tydohjeen rakenteeseen tulee kiinnittdd huomiota, etta se on kohderyh-
malle helppo lukuinen ja tarpeellinen tieto on nopeasti |6ydettavissa. (Suomen standardisoimisliitto,
SFS-EN IEC/IEEE 82079, 2020.) Tydohjeista tuli nelja sivuiset, mutta tdma johtuu valitusta taulukko-

rakenteesta. Ohjeiden teksti on tiivis ja se sisdltda kaiken onnistuneeseen analysointiin tarvittavan.

Ohjeen kayttamiseen liittyvat mahdolliset riskit minimoidaan tuottamalla perinpohjainen tybohje,
joka toimii kayttdymparistdssaan. Kirjoitusasun on oltava virheetdntd ja on suotavaa kayttaa tiiviita
sanamuotoja seka huomioida terminologian soveltuvuus kayttéjaryhmalle. Kun ohjeita laaditaan,
tulee ne suunnitella sellaisiksi, etta tyén suorittaminen on helposti toistettavissa. Tydohjeen suunnit-
telussa huomioidaan tulevalta kayttdjaryhmalta vaadittavat tiedot ja taidot tyon suorittamiseksi.
Kayttdjaryhman ominaisuuksista on hyva huomioida ainakin kieli, tydymparistd, aiemmin hankittu
tieto ja osaaminen. Tydohjeen laatimisprosessi sisdltaa tiedon hankinnan ja tydohjeen ulkoisen ra-
kenteen suunnittelun, tiedon soveltamisen kirjallisesti ytimekkadksi, kaytettavyystestauksen ja tie-
don tallentamisen kohdeyleisdn saataville. (Suomen standardisoimisliitto, SFS-EN IEC/IEEE 82079,
2020.)

10.2 Tutkimuksen eettisyys ja luotettavuus

Tieteellinen tutkimus suoritetaan hyvien tieteellisten kdytanttdjen edellyttamien ehtojen mukaisesti,
jotka perustuvat lainséadantdon ja tiedeyhteisdn kansainvalisiin seka kansallisiin tutkimuseettisiin
periaatteisiin ja suosituksiin (Arene 2020). Hyvien tieteellisten kayténtdjen mukaan toimimalla voi-
daan arvioida tutkimuksen ja siitd saatujen tulosten olevan myds eettisesti hyvaksyttavid, jolloin tu-
lokset ovat luotettavia. Tutkimustydssa kunnioitetaan tiedeyhteisén tunnustamia toimintatapoja, joi-
hin luokitellaan tarkkuus, rehellisyys ja riittdva huolellisuus tydskentelyssa. Toimintatapoja noudate-

taan koko tutkimuksen ajan. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2019.)

Tutkijoilla on eettisid ja moraalisia velvoitteita tutkimukseen osallistuvia henkil6ita kohtaan, seka tut-
kimusyhteis6a, omaa ammattikuntaa ja yhteiskuntaa kohtaan. Tutkijoina tutkimus toteutetaan siten,
ettei tutkimuksesta aiheudu haittaa tai vahinkoja tutkittavina oleville. Tutkimuksen kohteena olevien
naytteiden antajien yksityisyydensuoja on huomioituna tuloksia julkaistaessa. (Tutkimuseettinen
neuvottelukunta 2019.) Tutkijat huomioivat henkilbtietojen kasittelyn ja tietosuojan toteutumisen.
Henkilotietoja kasiteltdessa on huomioitava tutkimuseettisten ohjeiden mukainen tietojen kerdys,
tietojen tallentaminen, sailyttaminen seka tuhoaminen. Henkildtiedot, joista voi tunnistaa henkilon
suoraan seka tiedot, joista henkildn voi tunnistaa epasuoraan, tulee muuttaa tunnistamattomiksi.
Erityisten henkildtietoryhmien kasittely on kiellettyd, ja niihin kuuluu muun muassa rotu tai etninen
alkupera. (Arene 2020.) Tutkijoilla on vastuu tutkimuksesta ja tutkijoiden tulee hankkia tutkimusta

varten tarvittavat tutkimusluvat (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2019).
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Eettisten periaatteiden toteutuminen tutkimusprosessin aikana varmistetaan siten, etta tutkimuspro-
sessi kunnioittaa tutkimuksen osallistujia ja tuo samanaikaisesti yhteiskunnallista hy6tya (Kyngas
ym. 2019). Tutkijoille itsellemme oman ammatillisen kasvun hyéty seka bioanalytiikan opiskelijoille
saatava hyoty tulevissa opinnoissa. Kyngas, Mikkonen ja Kaaridinen (2019) mainitsevat, etta eetti-
nen viitekehys sisaltda yhteistybkumppanuuden, sosiaaliset arvot, tieteellisen patevyyden, oikeuden-
mukaisen osallistujavalinnan, suotuisan riski-hyétysuhteen, riippumattoman arvioinnin, tietoisen
suostumuksen ja itsendisen henkilon kunnioittamisen. Tutkimuksessa kdytetty aineisto ja tulokset
talletetaan avoimesti saataville julkisena Theseus-tietokantaan, jonka my6ta toteutamme tieteen

avoimuutta. Tekijanoikeudet kuuluvat tyon tekij6ille seké Savonia-ammattikorkeakoululle.

Opinnaytety6n kaikissa vaiheissa on huomioitu Suomen Bioanalyytikkoliiton (2017) eettiset
periaatteet. Tutkijoina olemme kayttaneet tieteellisin menetelmin tutkittuja ja hyvaksyttyja
toimintatapoja perehtyen ammattitoimintaamme koskeviin saadoksiin ja maarayksiin. Olemme
huolehtineet laboratoriotutkimusten laadusta ja luotettavuudesta koko tutkimusprosessin kaikissa
vaiheissa. Arenen (2020) muistilistojen hyddyntaminen opinndytetyéta kirjoittaessa tekee tydsta
eettisesti hyvaksyttavan. Ohjaus- ja hankkeistamissopimuksen allekirjoittaminen tilaajan Savonia-
ammattikorkeakoulun kanssa edellyttéa etta toimitaan sopimusehtojen mukaisesti. Savonia-
ammattikorkeakoulu vastaa opinndytetyon ohjaamisesta ja opiskelijat tutkijoina vastaavat tyon

valmistumisesta.

Luotettavuuden arviointi opinndytetydssa on tarkea osa koko prosessin ajan. Lahteind kaytetdan ai-
heeseen liittyvda ammattialan ja tieteenalan kirjallisuutta, tutkimusaineistoa seka muita asianmukai-
sia tiedonlahteita. Jotta tieto olisi mahdollisimman muuttumatonta, tulisi kdytettyjen lahteiden olla
mahdollisimman tuoreita ja alkuperdisia (Vilkka 2015, 25-35, 124-126). Hyddynsimme soveltaen
opinndytetydssamme useaa erilaista Idhdetta ja pyrimme kdyttamdan mahdollisimman uutta ja luo-
tettavaa tietoa. Lédhteemme ovat rajattu padosin vuosilta 2015-2020 ja mukaan tuli muutama 2000-
luvun alkupuolelta. Lisdksi meilla on ldhteena vuosilta 1993 ja 1986 perdisin olevaa kirjallisuutta.
Olemme kayttaneet naita lahteitéd harkiten ja todenneet niiden olevan melko ajantasaiset kliinisen
kemian menetelmista kerrottuun teoriatietoon. Lahteita haettiin seka kotimaisista ettd kansainvali-

sistd tieteellisista tietokannoista huumausaineanalytiikkaan liittyvia hakusanoja kayttaen.

Plagiointi on luvatonta lainaamista ja se on tekijanoikeuslaissa kielletty (Arene 2020). Plagiointi tar-
koittaa toisen tekijan ajatusten, tekstin, tutkimustulosten tai muun aineiston esittdmistd omanaan.
Tama voi esiintya vadranlaisena lahdeviittauksena tai suoraan tekijan tekstista kopioituna omaan
tydéhon. (Saloheimo 2015.) Olimme koko opinndytetydprosessin ajan motivoituneita tiedonhakemi-
sessa tydhomme ilman vilpillistd toimintaa. Lahdeviittaukset laitoimme ohjeiden mukaisesti tekstiin
ja lahdeluetteloon. Opinndytetyd ladattiin Turnitin-plagioinnintarkastusohjelmaan, jonka tuloksena
yhtaldisyyksia muihin lahteisiin oli 10 %. Tasta 6 % suurin osa kohdistui viittauksiin seka lahdeluet-
teloon, pieni osa opinndytetydn raporttipohjaan liittyviin otsikointeihin seka lahteissa kaytettyihin
fraaseihin. Kun jattda vertailusta pois lahdeluettelon ja viittaukset, on tuloksena 1 % vastaavuus.
Tuotetuissa tydohjeissa ei ollut lainkaan vastaavuutta muihin lahteisiin. Turnitin-tarkastusohjelman

raportista nahdaan, etta raportti on kokonaisuudessaan tekijéidensa kirjoittama.
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Mittaustulosten luotettavuutta ja tutkimuksen onnistumista kuvataan validiteetilla ja reliabiliteetilla.
Luotettavan tutkimuksen kannalta on otoksen oltava edustava ja kattava seka tutkimuskysymysten
tulee antaa mittauksilla haluttuun tutkimusongelmaan vastaukset. (Heikkila 2014.) Validiteetti kertoo
sen, kuinka hyvin tutkimukseen kaytetty mittausmenetelma mittaa sitéd ominaisuutta, mita on tarkoi-
tuskin mitata. Reliabiliteetti taas osoittaa sen, miten luotettavasti ja toistettavasti menetelma mittaa
tutkittavaa ominaisuutta. (Vilkka 2015, 25-35, 124—-126.) Meilla oli analysoinnissa naytemateriaalina
ainoastaan pitoisuudeltaan positiivisia naytteita. Toistettavuus ilmeni positiivisten naytteiden analy-
soimisella kolme kertaa. Emme voi ndin ollen todeta CEDIA-menetelman luotettavuutta negatiivisten

ndytteiden seulonnassa, mutta positiiviset ndytteet menetelma seuloo riittavan luotettavasti.

Tuotimme tydohjeet bioanalyytikkotutkinto-ohjelman opiskelijoille harjoitustunneille ja ymmarramme
vastuun oppimateriaalin tuottamisesta. Suoritimme itse ensin analysoinnin tydohjeiden mukaisesti,
ohjeiden toimivuuden varmistamiseksi. Téman jalkeen luotettavuuden lisdamiseksi kaksi bioanalyy-
tikko-opiskelijoiden ryhmaa suoritti analyysin kliinisen kemian harjoitustunneilla. Opiskelijoilta
saimme rakentavaa palautetta seka hyvia huomioita tydohjeiden parantamiseksi. Saadun palautteen
perusteella teimme korjauksia tydohjeisiin. Korjauksien jalkeen tydohjeita ei ole testattu, joten lopul-

lista toimivuutta emme voi todeta.

10.3 Ammatillinen kehittyminen

Opinnaytety6 on eraanlainen oppimisprosessi, joka edistdaa opiskelijan asiantuntijuutta, ammatillista
kehittymista ja tyoeldmataitoja (Arene 2020). Opinndytetydn tavoite on, etté opiskelija tutkijana ky-
kenee itsendiseen tiedonhankintaan ja sen analysointiin kriittisesti. Opiskelija kykenee soveltamaan

tieteellista tietoa ja harjoittaa ongelmanratkaisukykya ja argumentointitaitojaan seka kykenee selke-
aan tieteelliseen kirjalliseen viestintdan toteuttaen samalla tyéeldmalaheista tutkimusta tilaajan tar-
peisiin. Opiskelija kayttda aiheeseen soveltuvia tutkimusmenetelmid, joiden avulla laatii selkeén loo-
gisesti rajatun raportin sekd osaa arvioida opinnaytetydprosessiaan huomioiden sen eettisyyden ja

luotettavuuden ammatillisen kasvun mukaan lukien. (Savonia-ammattikorkeakoulu 2020.)

Opinnaytety6n avulla opimme kuinka menetelman verifiointi suoritetaan kdytanndssa.
Tarkastelimme ja vertailimme tuloksia seka kahta erilaista menetelmaa ja niiden periaatteita
toisiinsa. Tybelamassa vastuuhoitajat paivittavat laboratorion tydohjeet ajantasalle, joten tydmme
ansiosta paasimme tekemadn konkreettisesti tydohjeet opiskelijoille. Tydohjeista teimme
helppolukuiset, jotta tydohjeen kayttdjalle ei sattuisi virheitd analyysin suorittamisessa. Kliinisen
kemian menetelmat tulivat tutuiksi, erityisesti huumausainediagnostiikkaan liittyvat seulonta- ja

varmistusmenetelmat.

Ammatillinen kehittyminen ilmenee hakemalla itsendisesti tietoa ja tiedon luotettavuuden
arvioimisella seka ottamallalla vastuuta omasta tutkimuksesta. Meidan joustaminen
opinnaytetydprosessin aikana aikataulusta lisasi kykyemma sopeutua muuttuviin tilanteisiin
tydeldmassa, kun suunnitelmista joudutaan poikkeamaan. Kliininen laboratorioprosessin sisdltd ja
sen vaiheiden ymmartaminen tuli hyvin tutuksi kauttaaltaan. Maaritysmenetelmien, tiedon
soveltaminen ja luotettavuuden arviointi kasvatti ammatillista osaamistamme. Bioanalyytikon

tutkinto-ohjelman opintosuunnitelman osaamistavoitteet koetaan kaikenkaikkiaan siten tayttyneiksi.
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10.4 Jatkotutkimusaiheet ja johtopadtokset

Immunologiset menetelmat ovat tarpeellisia tilanteissa, joissa niiden tarkkuus maaritelldan riitta-
vaksi. Positiivinen tulos immunologisesta menetelmasta tulee aina varmistaa siihen soveltuvalla tar-
kemmalla menetelmdlld, jotta mahdolliset virheet ensivaiheen analysoinnissa sekd naytteiden se-
kaantuminen tai kontaminoituminen voidaan sulkea pois. Varmistusmenetelma identifioi tutkittavan

yhdisteen luotettavasti.

Verifioinnissamme kaytetyt menetelmat ovat samankaltaisia immunologisia menetelmia. Tutkimusta
voisi vieda eteenpain siten, etta tuloksia vertaa erilaista menetelmaa kayttdvan analyysin tuloksiin.

Immunologisten tulosten luotettavuudesta kertoo paljon, kun immunologisella menetelmalla saatuja
tuloksia verrataan akkreditoidun laboratorion massaspektrometriaa hyddyntaviin tuloksiin. Opinnay-
tetydssa kayttamdmme CEDIA-menetelma antaa kuitenkin riittdvan tarkan tuloksen erottamaan po-

sitiivisen ja negatiivisen tuloksen toisistaan.

Oikean tutkimusmenetelman valinta opioidien seulonnassa on oleellista. Tulee pohtia, tarvitaanko
kvantitatiivisia vai kvalitatiivisia tuloksia sekd missa tilanteissa voidaan valita immunologinen maari-
tys ja milloin voidaan valita suoraan kromatografin ja massaspektrometrin yhdistelma. Vaikka mas-
saspektrometriaa hyddyntdvaa menetelmaa sanotaan tarkimmaksi menetelmaksi, tulee silti joissain
tilanteissa immunologinen seulonta ensin tarpeeseen antamaan nopeasti alustavan vastauksen huu-
meiden kaytosta. (Kwong, Magnani & Moore 2017, 433—445.)

Spesifisyys immunologisella menetelmalld opioideille ei ole riittdva ja siksi tarvitaan lopullinen tes-
taus nestekromatografisella tandem massaspektrometrilla. Ameritoxin tekema tutkimus vuosina
2006—2009 osoittaa korkean vaarien positiivisten maaran useille immunologisella menetelmalla seu-
lotuille 1adkkeille, mukaan lukien buprenorfiini. Tdman vuoksi suositellaan laadullisten tulosten rapor-
tointia, naytteille suoritettavaa hydrolyysia seka tavanomaisia raja-arvoja. (Kwong, Magnani &
Moore 2017, 433-445.)
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LIITE 1: TYOOHJEET

Tutkimuksen nimi U-Bupre, Buprenorfiini virtsasta

Kuvaus Buprenorfiini on puolisynteettinen euforisoiva
opioidikipuladke, joka on johdettu oopiumin
komponentista tebaiinista.

Indikaatio Buprenorfiinin seulonta virtsasta. Vaarinkaytén
tai ladkeainemyrkytyksen selvittdminen.

Laitteisto Indiko ™ Plus -analysaattori, fotometria.

Menetelma Kilpaileva entsyymi-immunologinen maaritysme-
netelma (CEDIA).

Tyoturvallisuus Perehdy laitteen kayttdohjeisiin ja reagenssien
kayttoéturvatiedotteisiin (kts. Thermo Fisher
2017: Kayttoturvallisuustiedote, CEDIA®
Buprenorphine Assay) seka huolehdi tyéturvalli-
suudesta tyon kaikissa vaiheissa. Kasittele tutki-
musnaytteitd tartuntavaarallisina.

Nayte ja ndytteen kasittely Virtsandyte otetaan ilman alapesuja virtsandy-
teastiaan. Virtsanadyte siirretadn sailontdaineetto-
maan 10 ml virtsandyteputkeen.

Naytetta voi sdilyttdd huoneenldammadssa 8 tuntia
ja jadkaapissa (+2-8) 30 vrk. Pidempiaikaista
sailytystd varten nayte on pakastettava.

Buprenorfiinianalyytit voivat sailya tutkimusten
mukaan virtsassa jopa 85 paivaa —20 °C:ssa.

Ennen analysointia sekoita ja sentrifugoi nayte
vahintdan 5 minuuttia 1500 rpm (500G).

Reagenssit Valmiiksi liuotetut reagenssit:

R2 Enzyme Donor solution
R1 Enzyme acceptor solution

Poista pakkaukset kylmasailiosta (2—8 °C), se-
koita 2-3 kertaa, poista tarvittaessa ilmakuplat
esim. pipetinkarjelld ja aseta analysaattorin rea-
genssilokeroon.

Liuotusohje reagensseille:
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1 EA Reconstruction Buffer (valkoinen korkki)
1a EA Reagent (valkoinen korkki)

2 ED Reconstitution Buffer (musta korkki)

2a ED Reagent (musta korkki)

Poista pakkaus kylmasaildsta (2—8 °C) juuri en-
nen liuosten valmistelua. Kontaminaation valtta-
miseksi valmista liuokset kuvatussa jarjestyk-
sessa ja katso lisaksi kuvallinen ohje liuottami-
sesta:

1. Ota pullopari kerrallaan reagenssipak-
kauksesta.

2. Aloita Reagenssi 2:sta (musta korkki, 2
ED Reconstitution Buffer).

3. Aukaise korkki ja kumitulppa varovasti
mustasta pullosta (2a ED Reagent) veto-
kaapissa. Aseta liitin paikoilleen.

4. Aseta musta korkillinen Reagenssipullo 2
muoviadapterin toiseen padhan ja se-
koita varovasti kaantamalla pulloja. Valta
vaahdon muodostumista.

5. Varmista, etta kuivamateriaali on liuen-
nut. Poista sitten liitin ja lasipullo.

6. Laita mustakorkki paikoilleen liuotetun
reagenssin reagenssipulloon.

7. Toista ohje Reagenssi 1 kanssa, eli val-
koisin korkein varustetut pullot.

8. Merkitse pulloihin paivamaarat ja anna
seistd huoneenldmmdssé 5 minuuttia.
Sekoita pullot vield kertaalleen ja poista
tarvittaessa ilmakuplat esim. pipetinkar-
jella.

9. Aseta pullot suoraan analysaattorin rea-
genssilokeroon tai kylmasailioon. Anna
seistda 30 minuuttia ennen kayttoa.
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Kalibrointi

CEDIA Buprenorphine Negative Calibrator (1 x
15 mL)
CEDIA Buprenorphine 5 ng/mL Calibrator

Sailytys +2-8 asteessa, ei saa pakastaa. Kaytto-
valmiita. Sekoita varovasti 2-3 kertaa ennen
kayttoa valttden kuplien muodostumista.

Kontrollit ja laadunvarmistus

CEDIA Buprenorphine Low 3 ng/mL
CEDIA Buprenorphine High 7 ng/mL

Sailytys +2-8 asteessa, ei saa pakastaa. Kaytto-
valmiita. Sekoita varovasti 2—3 kertaa ennen
kayttoa.

Varmista, etta kontrollitulokset ovat ohjeissa
maaritettyjen vakiintuneiden rajojen sisalla.

Suoritus

Kaynnistd ja alusta Indiko ™ Plus -analysaattori
ohjeiden mukaisesti.

Sekoita reagenssit ja poista niiden pinnalta ilma-
kuplat esim. pipetinkarjella ennen syéttamista
laitteelle. Paina luukun avausnappia, avaa luukku
ja aseta reagenssi paikoilleen pidempi viivakoodi
ulospain.
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Pyyda tarvittaessa kalibrointi ja huomioi, etta
laite tekee sen yhteydessa myds kontrollit. Se-
koita kalibraattoreita 2—3 kertaa. Tiputa pulloista
kalibraattoreita omiin 0,5 ml:n ndytekippoihin ja
laita ne rakkiin. Lisaa rakin tiedot laitteelle. Syota
rakit laitteeseen.

Jos kalibrointia ei tarvitse tehda, tee pyynnét
vain kontrolleille.

Sekoita kontrolleja 2—3 kertaa. Tiputa pulloista
kontrolleja omiin 0,5 ml:n naytekippoihin ja laita
ne rakkiin. Lisaa rakin tiedot laitteelle. Syota ra-
kit laitteeseen. Vertaa tuloksia madaritettyihin ta-
voitearvoihin.

Naytteet voidaan analysoida joko naytekipossa
(maara vah. 200 pl) tai nayteputkissa. Naytteet
voidaan analysoida sarjana. Lisaa naytteen tie-
dot laitteelle. Syota naytteet rakissa laitteeseen.

Mittaus 570 nm.

Tulos

Reaktioseoksessa olevaa entsyymiaktiivisuutta
seka sen tuloksena oleva absorbanssin muutos
ovat suoraan verrannollisia ndytteen sisaltaman
analyytin madraan. Positiivinen tulos osoittaa,
ettd naytteessa on mitattava méaara buprenorfii-
nia tai sen metaboliittia. Alle 5 ng/ml tulos vasta-
taan negatiivisena ja yli 5 ng/ml positiivisena.

Viitearvot

Negatiivinen
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53 (56)

Naytenu- Cut-off raja5 | Islabin tu-

mero 1. analyysi | 2. analyysi | 3. analyysi | Keskiarvo ng/ml los
1 5,7 5,2 5,6 5,5 Pos 5,7
2 9,3 9,7 9,9 9,6 Pos 6,1
3 94,1 94,9 94,1 94,4 Pos 49,8
4 51,2 48,4 51,9 50,5 Pos 54,8
5 93,1 93,2 92,6 93,0 Pos 39,3
6 44,6 45,4 45,4 45,1 Pos 18,4
7 97,9 99,9 99,8 99,2 Pos 58,8
8 98,3 99,1 99,2 98,9 Pos 58,2
9 96,3 97,2 97,0 96,8 Pos 47,3
10 41,7 41,6 42,0 41,8 Pos 19,2
11 98,3 98,5 98,0 98,3 Pos 61,3
12 98,4 98,4 99,0 98,6 Pos 72,5
13 85,7 87,4 87,5 86,9 Pos 68,8
14 3,1 34 2,8 3,1 Neg 14,6
15 80,7 79,3 80,3 80,1 Pos 19,9
16 55,5 56,4 56,6 56,2 Pos 24,0
17 93,1 94,5 94,8 94,1 Pos 57,0
18 14,8 15,5 16,1 15,5 Pos 81,0
19 90,3 91,7 92,7 91,6 Pos 57,0
20 99,9 102,1 101,8 101,3 Pos 74,0
21 42,5 44,1 44,8 43,8 Pos 50,2
22 99,2 97,5 99,5 98,7 Pos 42,4
23 65,6 72,4 71,3 69,8 Pos 35,8
24 89,5 88,5 89,2 89,1 Pos 52,9
25 97,8 98,9 98,2 98,3 Pos 57,2
26 98,2 97,5 99,7 98,5 Pos 57,6
27 24,4 26,6 27,2 26,1 Pos 116,8
28 64,4 63,3 66,6 64,8 Pos 74,7
29 14,3 15,5 16,2 15,3 Pos 11,2
30 57,4 59,9 59,5 58,9 Pos 17,9
31 66,8 65,2 69,6 67,2 Pos 85,2
32 66,1 69,3 71,1 68,8 Pos 74,6
33 20,3 20,0 22,0 20,8 Pos 20,9
34 41,6 43,0 44,5 43,0 Pos 20,9
35 73,0 73,8 75,8 74,2 Pos 74,6
36 85,5 85,3 86,3 85,7 Pos 47,7
37 33,4 34,5 34,0 34,0 Pos 13,7
38 30,0 30,8 31,0 30,6 Pos 55,4
39 9,0 8,7 8,7 8,8 Pos 9,6
40 98,1 99,6 96,7 98,1 Pos 80,8
41 70,1 70,4 68,8 69,8 Pos 61,7
42 83,3 84,6 84,5 84,1 Pos 50,8
43 32,4 32,7 33,2 32,8 Pos 37,4
44 94,3 93,3 95,2 94,3 Pos 40,6

jatkuu
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45 94,7 94,8 95,0 94,8 Pos 53,5
46 44,6 44,8 45,9 45,1 Pos 11,7
47 72,5 73,7 73,3 73,2 Pos 211,5
48 91,8 90,4 91,5 91,2 Pos 41,1
49 97,7 97,7 97,8 97,7 Pos 66,7
50 22,6 21,4 23,5 22,5 Pos 48,1
51 15,8 15,8 16,4 16,0 Pos 16,4
52 13,5 14,1 13,2 13,6 Pos 46,4
53 89,4 90,3 87,1 88,9 Pos 56,0
54 56,6 57,6 56,6 56,9 Pos 129,3
55 96,8 98,1 98,4 97,8 Pos 92,7
56 73,5 73,3 74,6 73,8 Pos 69,3




LITTE 3: NAYTEKOHTAISET LASKENNALLISET TULOKSET
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Kes- Keskipoik- | Keskiha- | Variaatio-

Nayte | kiarvo | Islab keama jonta kerroin | Varianssi | p-arvo | Korrelaatio
1 5,5 5,7 0,1 0,3 0,05 0,07 0,02 0,36
2 9,6 6,1 1,8 0,3 0,03 0,09 0,02 0,36
3 94,4 49,8 22,3 0,5 0,00 0,21 0,02 0,36
4 50,5 54,8 2,2 1,9 0,04 3,43 0,02 0,36
5 93,0 39,3 26,8 0,3 0,00 0,10 0,02 0,36
6 45,1 18,4 13,4 0,5 0,01 0,21 0,02 0,36
7 99,2 58,8 20,2 1,1 0,01 1,27 0,02 0,36
8 98,9 58,2 20,3 0,5 0,00 0,24 0,02 0,36
9 96,8 47,3 24,8 0,5 0,00 0,22 0,02 0,36

10 41,8 19,2 11,3 0,2 0,00 0,04 0,02 0,36
11 98,3 61,3 18,5 0,3 0,00 0,06 0,02 0,36
12 98,6 72,5 13,1 0,3 0,00 0,12 0,02 0,36
13 86,9 68,8 9,0 1,0 0,01 1,02 0,02 0,36
14 3,1 14,6 5,8 0,3 0,10 0,09 0,02 0,36
15 80,1 19,9 30,1 0,7 0,01 0,52 0,02 0,36
16 56,2 24,0 16,1 0,6 0,01 0,34 0,02 0,36
17 94,1 57,0 18,6 0,9 0,01 0,82 0,02 0,36
18 15,5 81,0 32,8 0,7 0,04 0,42 0,02 0,36
19 91,6 57,0 17,3 1,2 0,01 1,45 0,02 0,36
20 | 101,3 | 74,0 13,6 1,2 0,01 1,42 0,02 0,36
21 43,8 50,2 3,2 1,2 0,03 1,39 0,02 0,36
22 98,7 | 42,4 28,2 1,1 0,01 1,16 0,02 0,36
23 69,8 35,8 17,0 3,7 0,05 13,32 0,02 0,36
24 89,1 52,9 18,1 0,5 0,01 0,26 0,02 0,36
25 98,3 57,2 20,6 0,6 0,01 0,31 0,02 0,36
26 98,5 57,6 20,4 1,1 0,01 1,26 0,02 0,36
27 26,1 116,8 45,4 1,5 0,06 2,17 0,02 0,36
28 64,8 74,7 5,0 1,7 0,03 2,82 0,02 0,36
29 15,3 11,2 2,1 1,0 0,06 0,92 0,02 0,36
30 58,9 17,9 20,5 1,3 0,02 1,80 0,02 0,36
31 67,2 85,2 9,0 2,2 0,03 4,96 0,02 0,36
32 68,8 74,6 2,9 2,5 0,04 6,41 0,02 0,36
33 20,8 20,9 0,1 1,1 0,05 1,16 0,02 0,36
34 43,0 20,9 11,1 1,5 0,03 2,10 0,02 0,36
35 74,2 74,6 0,2 1,4 0,02 2,08 0,02 0,36
36 85,7 47,7 19,0 0,5 0,01 0,28 0,02 0,36
37 34,0 13,7 10,1 0,6 0,02 0,30 0,02 0,36
38 30,6 55,4 12,4 0,5 0,02 0,28 0,02 0,36
39 8,8 9,6 0,4 0,2 0,02 0,03 0,02 0,36
40 98,1 80,8 8,7 1,5 0,01 2,10 0,02 0,36
41 69,8 61,7 4,0 0,9 0,01 0,72 0,02 0,36
42 84,1 50,8 16,7 0,7 0,01 0,52 0,02 0,36
43 32,8 37,4 2,3 0,4 0,01 0,16 0,02 0,36
44 94,3 40,6 26,8 1,0 0,01 0,90 0,02 0,36

jatkuu



56 (56)

45 94,8 53,5 20,7 0,2 0,00 0,02 0,02 0,36
46 45,1 11,7 16,7 0,7 0,02 0,49 0,02 0,36
47 73,2 211,5 69,2 0,6 0,01 0,37 0,02 0,36
48 91,2 41,1 25,1 0,7 0,01 0,54 0,02 0,36
49 97,7 66,7 15,5 0,1 0,00 0,00 0,02 0,36
50 22,5 48,1 12,8 1,1 0,05 1,11 0,02 0,36
51 16,0 16,4 0,2 0,3 0,02 0,12 0,02 0,36
52 13,6 46,4 16,4 0,5 0,03 0,21 0,02 0,36
53 88,9 56,0 16,5 1,7 0,02 2,72 0,02 0,36
54 56,9 129,3 36,2 0,6 0,01 0,33 0,02 0,36
55 97,8 92,7 2,5 0,9 0,01 0,72 0,02 0,36
56 73,8 69,3 2,1 0,7 0,01 0,49 0,02 0,36




