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Laskimoverinaytteiden otto vakuumitekniikalla voi aika-ajoin olla haasteellista ja
taysien naytemaarien saaminen lahes mahdotonta. S-Ca-lon on paivystykselli-
nen tutkimus, jonka indikaatioita ovat esimerkiksi kalsiumaineenvaihdunnan hai-
riot munuaisten vajaatoiminnassa seka happo—emastasapainon hairidissa. Opin-
naytetyon tarkoituksena oli selvittda, voidaanko tulevaisuudessa S-Ca-lon-tutki-
mus tehda vajaatayttdisesta nayteputkesta. Tavoitteena oli vahentaa vajaatayt-
toisten nayteputkien hylkaamisesta aiheutuvan uusintanaytteenoton lisakustan-
nuksia, hoidon viivastymista seka ylimaaraista vaivaa niin tyontekijoille kuin poti-
laille. Tutkimus on osa Fimlab Laboratoriot Oy:n preanalyyttisten ohjeistusten tar-
kistamisprosessia ja toimeksiantajana opinnaytetyolle toimi Fimlabin Tampereen
kliinisen kemian analytiikkalaboratorio Tampereen yliopistollisessa sairaalassa.

Tyo on toteutettu kvantitatiivisena eli maarallisena tutkimuksena. Opinnayte-
tydssa selvitettiin vakuuminaytteenottotekniikalla otettujen taysien seka vajaiden
(50 % tayttdaste) S-Ca-lon-naytteiden tulosten poikkeavuutta toisistaan. Poik-
keavuuksille tehdaan tilastoanalyyseja, joilla vajaatayttdisten naytteiden luotetta-
vuutta voidaan arvioida. Tutkimusmateriaalina toimi 50 nayteparia S-Ca-lon-nayt-
teitd, jotka on keratty Fimlabin toimesta Tampereen yliopistollisen sairaalan osas-
tonaytteenoton yhteydessa potilaista, joista S-Ca-lon-tutkimus on pyydetty. 50
potilaasta otettiin jokaisesta kaksi naytetta: 50 % vajaatayttdinen seka potilas-
nayte, joka oli tayttomaarallisesti oikeaoppinen nayte. Naytteet analysoitiin ABL-
800-laitteilla ja kasiteltiin yhtenaisesti tulosten verrattavuuden vuoksi. Samasta
potilaasta samalla kertaa otettujen nayteputkien (taysi vs. puolikas) suurin sallittu
primaarivastausten valinen poikkeama on sairaalakemistin ja ylilaakarin paatok-
sella +/- 2 %.

OpinnaytetyOsta saatujen tulosten perusteella todetaan, etta putken vajaatayttoi-
syydella on tilastollisesti merkitseva vaikutus verrattaessa taydesta nayteput-
kesta saatuihin tuloksiin. Kahden toisistaan riippuvien otosten t-testi osoitti tilas-
tollisesti merkitsevaa eroa vajaatayttoisten ja taysien nayteputkien tulosten va-
lilla. Lisdksi osan nayteparien vastausten valinen ero ylitti asetetun +/- 2 %:n
poikkeaman. Opinnaytetydn tulos vahvistaa vallalla olevan vastausmenettelyn
Fimlabin laboratoriossa olevan pateva: vajaatayttdiset nayteputket hylattava ja
pyydettava uusintanaytteenotto.

Asiasanat: kalsium, pH, ionisoitu kalsium, puskurijarjestelma, naytteenottoputken
vajaatayttdisyys
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This thesis is part of the revision of preanalytical instructions in Fimlab Laborato-
riot Oy Ltd and the client for this Bachelor’s thesis was their laboratory of clinical
chemistry. The purpose was to determine if S-Ca-lon analysis could be done from
a partially filled sample tube. The objective was to decrease added expense, de-
lay of treatment and excessive inconvenience for the employees and patients
caused by new sampling for rejecting results from partially filled sample tubes.

The study was carried out as quantitative research and examined the deviation
between the S-Ca-lon results of full and partial (50 % filling rate) sample tubes.
By analysing the statistical deviation, the reliability of the results of partially filled
tubes can be estimated to determine if using an incomplete amount of blood in a
sample could be accepted for analysis. The greatest permitted deviation between
primary results of samples (full vs. half-filled) taken from same patient simultane-
ously is */- 2 % according to the hospital chemist and the senior physician.

Based on the results, the partial filling rate has a statistically significant effect
compared to the correct filling rate and its results, in addition, some deviations of
the primary results surpassed the permitted +/- 2 %. Based on those facts, an
incomplete amount cannot be used in S-Ca-lon analysis.

Key words: calcium, ionized calcium, pH, buffer system, partial filling rate of a
sample tube
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LYHENTEET JA TERMIT

alkaloosi
antikoagulantti
asidoosi

Ca-lon

IU/ml
kompleksoituminen
kPa

mm ol/Il

PTH

elimiston emaksisyystila
hyytymisenestoaine

elimiston happamuustila
ionisoitunut kalsium
international units per milliliter
sitoutuminen

paineen yksikko, kilo Pascal
pitoisuus, millimoolia litrassa

parathormoni, lisakilpirauhashormoni



1 JOHDANTO

Elimisto tarvitsee kalsiumia toimiakseen. Silla on elimistdssa tarkea rooli esimerkiksi veren
hyytymisreaktioissa seka lihasten toiminnassa. Lisaksi kalsium on tarkea luuston rakennus-
aine. Sita on elimistdssa kolmessa eri muodossa, joista vapaa eli ionisoitunut kalsium (Ca-

lon) on aktiivinen ja muodostaa kattaa noin puolet plasman kokonaiskalsiumista.

lonisoitunutta kalsiumia (S-Ca-lon) maaritetdaan kalsiumtasapainon ja kalsiumaineenvaih-
dunnan hairididen yhteydessa. Se on paivystyksellinen tutkimus, jonka indikaatioina ovat
muun muassa munuaisten vajaatoiminta johtuen kalsiumaineenvaihdunnan hairidista seka
happo—emastasapainon hairiot. Lisaksi se on yleinen tutkimus tehohoitopotilaista. Nayttei-
den otossa preanalytiikka on tarkeassa roolissa, naytemaaran tulisi olla oikea ja nayte tulee
ehdottomasti olla otettu anaerobisesti. lonisoitunut kalsium on hyvin herkka pH muutoksille,
ja suurin syy pH muutoksille 16ytyy naytteen anaerobisesta kasittelysta ja heikosta preana-
lytiikasta. Elimiston pH on tarkoin saadelty jarjestelma erilaisia puskureita, joita ovat bikar-
bonaattipuskuri, fosfaattipuskuri, hemoglobiini seka plasman proteiinit. Munuaiset ja keuh-
kot toimivat osana puskurijarjestelmia, ja munuaisten vajaatoiminta onkin yleinen S-Ca-lon

mittauksen pyyntoperuste.

Opinnaytetyon aiheena on naytteenotossa nayteputken vajaatayttoisyyden vaikutus ionisoi-
tuneen kalsiumin tulokseen. Laskimoverindytteen saaminen laadukkaasti vakuumiteknii-
kalla on joskus haastavaa, ja on tilanteita, joissa tayden tayttdasteen saavuttaminen nayte-
putkessa tuntuu lahes mahdottomalta. Syita ovat esimerkiksi pitkaaikaissairaiden potilaiden
verisuonten heikennyt kunto seka arpeumat, jotka johtuvat jatkuvasta verinaytteiden otosta.
Myds erilaiset 1aakitykset vaikuttavat esimerkiksi potilaan verenpaineeseen, suonten rikkou-
tumistaipumukseen seka suonten kykyyn parantua, jotka vaikeuttavat yleisesti vakuumitek-
niikalla suoritettua naytteenottoa, mutta erityisesti laadukkaan S-Ca-lon naytteen saamista.
lonisoitu kalsium voidaan maarittad myds kapillaariveresta ihopistosnaytteena otettuna,
mutta johtuen ylla mainituista seikoista koettiin tarpeelliseksi tutkia, olisiko S-Ca-lon nayt-

teita ottaa my0s vajaatayttoisina laskimoveresta.



Opinnaytetyon toimeksiantajana on Fimlab Laboratoriot Oy:n kliinisen kemian analytiikkala-
boratorio, joka sijaitsee Tampereen yliopistosairaalan Kaupin kampuksella. Suomessa osa
kliinisita laboratorioista hyvaksyy vajaita nayteputkia analyysiin kelpaaviksi. Fimlab Labora-
toriot Oy:n vastauskaytanteiden mukaisesti vajaatayttdiset Ca-lon-naytteet kuitenkin edel-
leen hylataan, silla putken vajaatayttoisyyden epailldan vaikuttavan saatujen tulosten luotet-

tavuuteen.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on selvittaa, voidaanko tulevaisuudessa mahdollisesti
hyvaksya vajaatayttdinen, 50 % tayttdasteinen nayteputki. Tavoitteena on vahentaa vajaa-
tayttéisen nayteputken hylkaamiskaytannosta johtuvaa lisatyota laboratoriossa ja hoitavissa
yksikoissa. Jos vajaatayttoisetkin nayteputket voidaan jatkossa hyvaksya, saadaan hylatty-
jen naytteiden maaraa vahennettya ja valtetaan uusintanaytteenotosta aiheutuvat lisakus-
tannukset. My0s lisatyo laboratorion tyontekijoille ja hoitohenkildkunnalle vahenisi, ja valtet-
taisiin potilaan mahdollinen hoidon viivastyminen. Opinnaytetyon tutkimuksesta saaduilla
tuloksilla voidaan tehda paatoksia vallalla olevan vastauskaytanteen muuttamiseksi osana

preanalyyttisten ohjeistusten tarkistamista Fimlabilla.

Opinnaytety0ssa haetaan vastausta sille, vaikuttaako nayteputken vajaatayttoisyys Ca-lon
tuloksiin, vai ei. Menetelmana kaytetaan kvantitatiivista tutkimusta, eli aineistoa kuvaillaan
numeerisesti. Tilastollisten analyysien avulla tutkitaan tulosten valisten erojen tilastollisista
merkitsevyytta. Toisistaan riippuvien otosten vertailu tilastollisesti on tarkkaa ja, kun asete-
taan oikeat merkitsevyystasot, voidaan tuloksia vertailla hyvin pienellakin marginaalilla mer-
kitsevyyden osalta. Lisaksi verikaasuanalytiikasta vastaavan sairaalakemistin seka ylilaaka-
rin paatoksella annettiin primaarivastausten suurimmaksi sallituksi poikkeamaksi tayttoas-
teellisesti vajaiden ja taysien nayteputkien valille +/- 2 %. Tutkimuksesta saatujen tulosten
perusteella voidaan paattaa, voidaanko vallitsevaa kaytantda vajaatayttdisten nayteputkien

vastaamisesta muuttaa ja siten vahentaa hylattyjen naytteiden maaraa.



2 HAPPO-EMASTASAPAINO

2.1 Elimiston puskurijarjestelmat ja pH

Muutokset veren pH:ssa voivat olla hengenvaarallisia, jonka vuoksi elimiston pH on tarkkaan
saadelty. Elimisto pitda pH:n valilla 7,35-7,45. Saatelyyn osallistuu puskuroivia aineita seka
erityselimia. Elimistdssa toimintojen tasapainoa yllapitavaa ja saatelevaa moniulotteista jar-

jestelmaa sanotaan homeostaasiksi. (Reinikainen 2020)

Veressa on nelja erilaista puskurijarjestelmaa: bikarbonaattipuskuri, fosfaattipuskuri, hemo-
globiini seka plasman proteiinit. Puskurijarjestelmat pystyvat sitomaan ylimaaran happoa tai
emasta, mutta vain tiettyyn pisteeseen asti. Elimiston puskurijarjestelmien tehtavana on pi-
taa pH:n muutokset vahaisina asidoottisen tai alkaloottisen tilan valttamiseksi. Kuviossa 1
on esitetty pH:n muuttumisen vertautuminen asidoosiin ja alkaloosiin. Vetyioinipitoisuuden
muutos vaikuttaa kaikkien puskurijarjestelmien tasapainoon. Reinikaisen (2020) mukaan pH
arvon merkittavasti muuttuessa, proteiinien varaustilaan aiheutuu muutoksia. Vaikutus na-

kyy entsyymijarjestelman toiminnassa.

Vetyioni [ Vetyioni ﬁ B
pitoisuus " pH ﬁ pitoisuus PH < >
Al KALQOSI ASIDOOSI
Alkaloosissa plas- Elimistd pyrkii kom-
man ja virtsan karbo- pensoimaa hiilidioksi-
naattipitoisuus nou- din ylituotantoa hy-
see. Nama ylimaara- perventiloimalla.
bikarbonaatti-ionit pH:n laskiessa alle
erittyvat virtsaan teh- 7.2 sydanlihaksen
den siitd emaksisen. pumppausteho alkaa
laskea.

Kuvio 1 Alkaloosin ja asidoosin periaatteet ja aiheuttamat muutokset (kuvio piirretty itse)



2.2 Bikarbonaattipuskuri

Bikarbonaattipuskuri on solunulkoisen nesteen merkittavin puskurijarjestelma. Hiilidioksidia
tuotetaan soluhengityksella ja hiilidioksidin reagoidessa veden kanssa syntyy hiilihappoa.
Hiilihapon (H,CO3) maara on verrannollinen hiilidioksidin (CO2) maaraan; mitd enemman eli-
mistoon kertyy hiilidioksidia, sita enemman hiilihappoa tuotetaan. Hiilihappo muodostaa
edelleen bikarbonaatti- (HCO3 ) ja karbonaatti-ioneja (CO3™). Bikarbonaatin ja hiilidioksidiosa-
paineen avulla lampdtilan ollessa 37°C voidaan maarittaa veren pH arvo kaavassa 1 olevan

Henderson-Hasselbach-yhtalon mukaisesti:

[HCO3]
pH =6,1+ 10g—o,23-pc302

(1)
jossa
[HCO3] bikarbonaattipitoisuus mmol/l

pCO, hiilidioksidiosapaine kPa

Yhtalésta ilmenee, ettéd pH arvo nousee, kun [HCO3] / pCO, osamaara kasvaa. Vastaavasti

osamaaran lasku aiheuttaa pH arvon laskun. (Reinikainen 2020)

2.3 Munuaiset ja keuhkot osana puskurijarjestelmaa

Munuaiset saatelevat elimiston pH:ta erittamalla emaksista tai vastaavasti hapanta virtsaa.
Munuaiset takaisinimevat suodattuneen bikarbonaatin (HCO3 ) ja my0s tuottavat uutta bikar-
bonaattia. Elimistoon kertyva ylimaarainen happo on poistettava, jotta pH ei muutu merkit-
tavasti. Munuaisten tubulussolujen erittamat vetyionit seka glomeruluksissa takaisin suodat-
tunut bikarbonaatti neutraloivat toisensa. Happo—emastasapainon ollessa kohdallaan, ve-
tyionien eritys vastaa bikarbonaatin maaraa: vetyioneja erittyy bikarbonaatin maaraan ver-
rattuna yhtalaisesti. Vetyionipitoisuuden noustessa munuaiset pystyvat poistamaan pienen
osan H+t ioneja suoraan. Talléin bikarbonaatin maara virtsassa nousee ja virtsasta tulee
emaksista. Esimerkiksi munuaisten vajaatoiminnassa munuaiset eivat pysty saatelemaan
puskurina toimivan bikarbonaatin takaisinottoa ja kehon happamien kuona-aineiden poisto

ei onnistu. Tasta seuraa elimistoon lopulta asidoottinen tila. (Arola 2020)
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Respiratorisessa alkaloosissa valtimoveren happiosapaine (pO2z) on laskenut ja nain ollen
elimiston pH on noussut. Munuaiset kompensoivat alkaloosia, jolloin H* ja Cl- - eritys vahe-
nee ja HCO3 -ionien eritys virtsaan kasvaa Toisin sanoen pH:n noustessa elimisto kompen-
soi tata hengitysta hidastamalla, jolloin hiilidioksidiosapaine nousee ja pH saadaan laskettua
normaalille tasolle. Toisaalta pH:n laskiessa elimisto pyrkii hyperventilaatiolla eli ylihengityk-
sella samaan ylimaaran hiilidioksidia ulos elimistosta, jolla pH saadaan normaalille tasolle.
(Reinikainen 2020)
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3 KALSIUM

3.1 Kalsium elimistossa

Elimistd tarvitsee kalsiumia solunsisaisesti seka -ulkoisesti toimiakseen. Kalsium-ioni on
mukana esimerkiksi veren hyytymisreaktiossa vaikuttamalla fibriinin tuotantoon seka lihas-
ten supistumistydssa. Se on myds valttamatdn kationi luuston kehitykselle ja rakenteelle.
Kalsium esiintyy elimistossa kolmessa eri muodossa, joista ainoastaan vapaa eli ionisoitu-
nut kalsium (Ca-lon) on biologisesti aktiivinen. Tama vapaa kalsium muodostaa lahes 50 %
plasman kokonaiskalsiumista. Noin 40 % kalsiumista on albumiiniin tai muihin valkuaisai-
neisiin sitoutuneena, lisaksi kalsiumia on 10 % kompleksoituneena pienimolekyylisten anio-
nien kuten fosfaatin kanssa. Sitoutuneella kalsiumilla ei ole kliinista merkitysta, koska silla

ei ole biologista vaikutusta. (Metsavainio & Saha 2020)

Vapaa eli ionisoitu kalsium on kalsiumin muoto, joka soluille on helposti saatavilla ja jonka
mittaaminen on tarkempi kuvastamaan fysiologista kalsiumtasoa kuin kokonaiskalsium. lo-
nisoitu kalsium on myos se kalsiumin muoto, joka stimuloi tai estaa kalsiumin homeostaasiin
littyvia hormoneita (esim. PTH, D-vitamiini ja kalsitoniini). (University College of Veterinary
Medicin n.d.)

3.2 Kalsiumin saately

Verenkierrossa vapaana kiertdvan eli ionisoidun kalsiumin tason sailyttaminen kapealla fy-
siologisella alueella on elimistdon normaalin toiminnan kannalta tarkeaa. Seerumin kalsium-
pitoisuuden saatelya elimistossa yllapidetaan endokriinisen jarjestelman kautta, jossa D-vi-
tamiinilla, kalsitriolilla seka lisakilpirauhashormonilla on merkittava rooli. (Ross, Taylor, ym.
2011) Lisakilpirauhashormonin tai D-vitamiinin puutetilat voivat aiheuttaa hypokalsemiaa el
veren kokonaiskalsiumpitoisuuden laskemista liian alhaiseksi. Toisaalta liiallinen lisakilpi-
rauhashormonin tuotanto elimistdossa aiheuttaa yleisimmin veren kalsiumpitoisuuden suu-

rentumista eli hyperkalsemiaa. Joskus syyna voi olla luihin levinnyt syopa tai harvemmin
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elimiston liiallinen D-vitamiinipitoisuus, joka aiheuttaa kalsiumin liiallista imeytymista elimis-
toon. (Mustajoki 2020) lonisoidun kalsiumin maaraan elimistdossa vaikuttaa myos elimiston
happoemastasapaino ja sita kautta elimiston pH; asidoosissa eli elimiston liiallisessa hap-
pamoitumisessa (pH < 7,35) ionisoituneen kalsiumin pitoisuus suurenee, kun taas alkaloo-
sissa eli elimiston liiallisessa emaksisyydessa (pH > 7,45) pitoisuus pienenee. (Mustajoki
2021)
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4 |ONISOITU KALSIUM LABORATORIOSSA

4.1 lonisoidun kalsiumin preanalytiikka

Kalsiumin mittaamisessa preanalytiikka on suuressa roolissa, jotta tuloksia voidaan pitaa
luotettavina: naytteenottotekniikka, oikea ja oikea-aikainen kasittely seka kaytetyt anti-
koagulantit. Avainasemassa ovat nayteputket ja niiden sisaltamat yleisimmat antikoagulan-
tit. lonisoitua kalsiumia mitattaessa antikogulantiksi, eli hyytymista estavaksi lisdaineeksi,
valitaan usein balansoitu hepariini, jolla voidaan valttaa kalsiumin sitoutumista. Balansoitua
hepariinia antigoakulanttina kaytetaan ruisku- ja kapillaarinaytteissa. Muut naytteenotossa
yleisesti kaytossa olevat antikoagulantit EDTA ja sitraatti pystyvat kompleksoitumaan va-
paan kalsiumin kanssa. Hepariinin pitoisuus verinaytteessa, eli sen suhde verinaytteen ve-
rimaaraan, tulee olla optimi, silla hepariinilla on taipumusta sitoa kalsiumia maarasta riip-
puen; pitoisuus ei saisi ylittda 15 IU/ml. (Hamroun, Pekar ym. 2020 & Boink, Buckley ym.
1991).

Hepariini antikoagulanttina voi kuitenkin aiheuttaa virheita, jonka vuoksi kaytetyn hepariinin
tulee olla testattua, menetelmaan sopivaa, balansoitua hepariinia. Nestemaista hepariinia
kaytettaessa on vaarana naytteen laimeneminen ja siita johtuva virhe tuloksessa. Vaihtoeh-
toina on joko pitaa hepariinipitoisuus mahdollisimman matalana tai kayttaa kuivattua, lyofili-
soitua hepariinia (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI suositus). Laimennos-
virhe aiheuttaa poikkeamaa ionisoidun kalsiumin arvoissa. Lisaksi nestemaisen hepariinin
kayttd laimentaessaan naytetta aiheuttaa muutoksia verikaasuanalyytteihin, kuten pH ar-
voon, joka itsessaan vaikuttaa suoraan Ca-lon-arvoon. Toinen virhelahde johtuu hepariinin
taipumuksesta sitoa kalsiumia. Hepariinin sitoutuminen vahentaa ionisoidun kalsiumin pitoi-
suutta suoraan verrannollisesti hepariinikonsentraation lisdantyessa. 151U/ml pitoisuus he-
pariinia alentaa kalsiumpitoisuutta noin 0,03 mmol/l. Tata sitoutumista torjumaan kehitettiin
kayttdon niin sanottu balansoitu hepariini, joka sisaltaa seka litium- etta natriumhepariinia ja
kalsium kloridia. Balansoidun hepariinin ionisoidun kalsiumin pitoisuus on 1,25 mmol/l, eli
keskiarvollisesti aikuisen ihmisen Ca-lon-pitoisuus. Valmiste eliminoi kalsiumin sitoutumisen
kyseisella pitoisuudella, pitoisuuden noustessa ilmenee kliinisesti merkityksetonta sitoutu-
mista. (Higgins 2007)
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Antigoakulanttien sitoutumista, seka niiden aiheuttamaa vaihtelua Ca-lon-arvoihin valtetaan
valitsemalla laskimoverinaytteen nayteputkeksi seerumigeeliputki, silla se ei sisalla hyyty-
misenestoaineita. Seerumigeeliputkeen otettu nayte soveltuu saanndllisesti tehtaviin kliini-
sen kemian analyyseihin. Lisaksi seerumigeeliputken geeli toimii suojageeling, jolla muun
muassa pH-arvojen muutos voidaan minimoida muiden Ca-lon-tuloksiin vaikuttavien muut-
tujien ohella. Seerumigeeliputken kayttd kuitenkin hidastaa vastauksen valmistumista, silla
kasittelyvaiheessa on odotettava naytteen hyytymista noin 20—-30 minuuttia ennen sentri-
fugointia (seisotus). (Jafri, Khan & Azeem, 2014.) Nayte sentrifugoidaan mahdollisimman
nopeasti, vimeistdaan 1-2 tunnin kuluttua naytteenotosta. Sentrifugoitu nayte sailyy maari-
tyskelpoisena avaamattomana, tiiviisti suljetussa seerumigeeliputkessaan jadkaapissa vuo-

rokauden. (Fimlab, ohjekirja).

Nayte tulee ottaa tyhjioputkeen, silla CO2 -vuodot aiheuttavat naytteessa pH muutoksia. Tar-
keaa on myods analysoida naytteet mahdollisimman nopeasti, jotta anaerobisen aineenvaih-
dunnan aiheuttamat glykolyysin mahdolliset vaikutukset saataisiin rajattua vain punasoluihin

ja leukosyytteihin. (Hamroun, Pekar ym. 2020)

4.2 lonisoitu kalsium ja pH

Elimistdon pH vaikuttaa ionisoidun kalsiumin tasoon sen vaikutuksella proteiinien ja muiden
anionien komplekseihin. Naytteen kohonnut pH edistda kalsium-albumiini-kompleksien
muodostumista ja siten aiheuttaa ionisoidun kalsiumin tason laskua. Toisaalta kaanteisesti
laskenut pH arvo voi aiheuttaa veren kalsiumin vapaan osan pitoisuuden suurentumista ja

johtaa nain kohonneisiin ionisoidun kalsiumin tasoihin.

lonisoidun kalsiumin ja pH:n valinen korrelaatio on niin ikdan vahva; 5 % kalsiumpitoisuuden
muutos jokaista 0,1 pH yksikdn vaihtelua kohti. Tama yhteys on kuitenkin todennettu vain
pH arvoille valillda 7,2-7,6. (Hamroun, Pekar ym. 2020) Plasmassa pH:n muutokselle on
paaasiassa kaksi syyta: hiilidioksidin menetys matalan osapaineen vuoksi seka glykolyysin
aiheuttama laktaattituotanto. Hiilidioksidin menetys vaikuttaa pH:ta nostavasti, kun taas gly-

kolyysi pH:ta laskevasti. (Kallner 1996)
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Paasyy naytteen muuttuneeseen pH arvoon on CO2 menetys johtuen ei-anaerobisesta ka-
sittelysta seka glykolyysin aiheuttamasta maitohappotuotannosta (laktaattituotanto) puna-
soluissa ja leukosyyteissa. Tata voidaan valttaa plasma- tai seeruminaytteiden kohdalla tay-
della nayteputkella seka pitamalla putki suljettuna sentrifugoinnin seka koko prosessin ajan,
kunnes varsinainen mittaus suoritetaan (anaerobinen kasittely, ilmakontaminaatioiden
esto). Maitohappojen muodostuminen voidaan minimoida erottelemalla seerumi tai plasma
erytrosyyteista tunnin sisalla naytteenotosta. Boink & Buckleyn mukaan nayte voidaan ta-
sapainottaa hiilidioksidia sisaltavalla kaasuseoksella ennen mittausta, jos anaerobinen ka-
sittely ei jostain syysta ole mahdollinen. Suomessa kuitenkaan kaasuseoksella tasapainotus

ei ole kaytanto.

4.3 Naytteenotto

Naytteenotto aloitetaan potilaan tunnistamisella. Ihanteellisessa tilanteessa potilas kertoo
nimensa ja henkilotunnuksensa. Mikali potilas ei ole kykeneva itse ilmaisemaan henkilolli-
syyttaan, voidaan nimi seka henkilotunnus tarkistaa potilasrannekkeesta. Kaikki potilaat tun-
nistetaan tuplatunnistuksella eli naytteenottaja tarkistaa potilaan henkilGtiedoista kaksi
asiaa, yleisimmin nimi ja henkilétunnus. Potilasrannekkeesta tunnistamisen liséksi voidaan
tuplatunnistamisen apuna kayttaa osaston hoitajaa tilanteessa, jossa potilaan ilmaisukyky

on rajallinen. (Hotus, 2015)

Nayte tulee ottaa anaerobisesti ja mahdollisuuksien mukaan ilman staassia vakuumiseeru-
migeeliputkeen. Ehdottoman tarkeaa naytteenotossa on se, etta naytteeseen ei saa paasta
ilmaa, joten esimerkiksi avonaytteenotto tekniikkana ei ole kayttokelpoinen. Nayteputken
korkkia ei avata ennen analysointia. Naytteenotossa otetaan ensimmaisena hukkaputki, jos
kaytetaan siipineulaa. Talla valtetaan siipineulan letkusta tulevan ilman joutuminen nayte-
putkeen. Naytteenoton jalkeen putkea kdannellaan varovasti ylosalaisin (max. 5 kertaa),

jonka jalkeen nayte identifioidaan tunnistetarralla.

Vaihtoehtoisesti ionisoitunut kalsium voidaan ottaa ihopistosnaytteena heparinisoituun veri-
kaasukapillaariin paivystystilanteissa tai jos laskimoverinaytteen saanti vakuumitekniikalla

on mahdotonta. Naytteeseen ei kuitenkaan saa jaada ilmakuplia, eika nayte saa laimentua
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kudosnesteella. Kapillaarinaytteet tulee analysoida kahden tunnin sisalla naytteenottohet-
kesta. Kapillaarinaytteessa naytteeseen jaanyt ilma ja liiallisesta sormen puristamisesta joh-

tuva kudosneste ovat merkittavia preanalyyttisia virheita.

4.4 Analyysimenetelma

lonisoidun kalsiumin mittaus tapahtuu potentiometrilla kayttden suoraa ISE-menetelmaa (io-
niselektiivinen elektrodi) kansainvalisen kliinisen kemian liiton (The International Federation
of Clinical Chemistry, IFCC) suosituksesta. Kaytdssa on vertailuelektrodi, joka sisaltaa sa-
turoitua eli kyllastynytta kaliumkloridia, pH-elektrodin seka ioniselektiivisen elektrodin, jossa
sisainen vertailuliuos (kalsium- ja natriumkloridiliuoksista) ja standardin mukaisen Ag/AgCl
elektrodin. Nestemainen kalvo, joka sisaltaa orgaanisen kalsiumia kelatoivan molekyylin,
erottaa ioniselektiivisen elektrodin naytteesta siten, etta vain kalsiumkationit kulkeutuvat sen
lapi. Kalvon yli kehittyva naytteen ja vertailuelektrodin valinen potentiaali liittyy logaritmisesti
vapaan (ionisoidun) kalsiumin aktiivisuuteen potilasnaytteessa. lonisoidun kalsiumin pitoi-
suus naytteessa voidaan johtaa matemaattisesti mitatusta potentiaalista, kalsiumin pitoisuu-
desta ISE-liuoksessa seka kalsiumin aktiivisuuskertoimista. Kuitenkin yleensa potilaiden tu-
lokset on johdettu vertaamalla mitattua potentiaalia kalibroituihin liuoksiin, eli standardi ku-
vaajalla. (Baird 2011) Lisaksi ISE-yksikdssa on vetyioneille selektiivinen pH-elektrodi, joka

mittaa naytteen pH:ta. Kuviossa 2 on esitetty potentiometrian periaate kaaviona.

Jénnitemittari
loniselektivinen 1 [
elektrodi
- Verailuelektrodi
M —
o
o S
Membraani
Nayte

Kuvio 2 Ca-lon maarityksen periaate, potentiometria (kuvio piirretty itse)
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lonisoitu kalsium analysoidaan verikaasuanalysaattoreilla, Fimlab Tampereen kliinisen ke-
mian laboratoriossa kaytossa ABL800- ja ABL90 Flex -laitteet. Laitteissa on kaasuja mittaa-
vien elektrodien lisaksi elektrolyytteja, seka muita elektrodeja, jotka ovat tarpeellisia teho-
hoidon tutkimuksille. Analysaattoreissa on sisaanrakennettu kalibrointi- seka kontrollointioh-
jelmisto, ja laaduntarkkailu tapahtuu laitteen sisaisten toimintojen kautta. Laaduntarkkailua
kaytetaan laboratorioissa analysaattorien toiminnan arvioimiseksi ja talla tavalla varmiste-
taan analysaattorin oikeanlainen toiminta. Saanndllisella laaduntarkkailulla varmistetaan po-
tilasnaytteista saatujen tulosten luotettavuus, virheettomyys ja tarkkuus. Osana laaduntark-
kailua kaytetdan kalibrointiprosessia, jonka avulla tarkistetaan ja maaritetaan se tarkkuus,
jolla analysaattori mittaa parametrinsa. Kalibroinnit suoritetaan kustakin mitattavasta para-
metrista kayttamalla liuoksia ja kaasuja, joissa on tunnettu pitoisuus. Kalibroinnit on ajastettu
automaattisesti maaratyin aikavalein, jotka valitaan analysaattori kohtaisesti. Kalibrointitu-
lokset tallennetaan automaattisesti. Taman lisaksi kayttajat voivat suorittaa kalibrointeja,

milloin vain tarpeen mukaan. (Radiometer. 2019. ABL800 Flex -kayttdopas.)
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5 OPINNAYTETYON TAVOITE, TARKOITUS JA TEHTAVAT

Opinnaytetyon tarkoitus on selvittaa, vaikuttaako nayteputken vajaatayttoisyys Ca-lon-tutki-
muksen tuloksiin ja tutkimuksen luotettavuuteen. Tulosten perusteella voidaan paattaa, voi-
daanko muuttaa vallitsevaa kaytantoa ja vahentad hylattyjen naytteiden maaraa. Tavoit-
teena on vahentaa lisatyota laboratoriossa ja hoitavissa yksikoissa, valttaa uusintanaytteen-
otosta johtuvia kustannuksia seka potilaalle aiheutuvaa vaivaa ja mahdollista hoidon viivas-

tymista.

Opinnaytetyon kysymysasettelut ovat seuraavat:
1) Voidaanko tulevaisuudessa mahdollisesti hyvaksya vajaatayttdinen (50 %) nayte?

2) Vaikuttaako S-Ca-lon putken vajaatayttoisyys (50 %) naytteen analyysituloksiin?
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6 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT JA TUTKIMUKSEN HYPOTEESIT

Opinnaytetyé toteutetaan kvantitatiivisena eli maarallisena tutkimuksena, joka tarkoittaa
sita, etta tutkimuksessa tutkittavaa kohdetta kuvataan numeerisesti. (Heikkila 2014) Opin-
naytetyossa selvitetaan vakuuminaytteina otettujen, vajaaksi jatettyjen S-Ca-lon nayteput-
kien vaikutusta saatuihin pH -arvoihin, Ca-lon-pitoisuuksiin seka pH -korjattuihin Ca-lon-pi-
toisuuksiin. Analysaattorilta saadut tulosteet analysoidaan siis tilastollisesti ja raportoidaan

sanallisesti.

Tilastollisilla menetelmilla voidaan selvittaa, onko aineiston muuttujien valilla tilastollisesti
merkitsevia eroja ja johtuvatko eroavaisuudet esimerkiksi sattumasta. Otoskoko tassa tutki-
muksessa on 50 nayteparia, joka voidaan viela mieltaa pieneksi aineistoksi (rajana pidetaan
30 muuttujan aineistoa). Koska kyseessa on pieni aineisto, tulee sen jakautuminen ensiksi
selvittaa; onko aineisto normaalisti jakautunut. Normaalisti jakautuneisuus vaikuttaa tilastol-
lisen testin valitsemiseen. Toisaalta usein ihmisen fysiologiaan liittyvat ominaisuudet voi-
daan olettaa normaalisti jakautuneiksi. (Almquist, Kvart & Brannstrom 2019)

Koska aineistossamme on kyse ihmisen fysiologiaan liittyvista arvoista, seka aineiston koko
on yli 30, ei normaalijakaumaa periaatteessa tarvitsisi selvittaa erikseen, vaan se voitaisiin
olettaa. Normaalijakauma on jatkuva todennakoisyysjakauma, joka voidaan laskea aineis-
tolle joko tilastosovelluksia hyddyntaen tai kasin yhtalon (2) mukaisesti. Normaalijakauman

kaava (Weisstein):

P(x) = le_ne_(x_u)Z/(ZGZ) (2)

jossa
x = satunnaismuuttuja
u = keskiarvo

02 = varianssi

Tassa tydssa tutkitaan kahden muuttujan yhteytta, onko nayteputken vajaudella vaikutusta
tuloksiin, kun verrataan tayden nayteputken tuloksiin. Kun halutaan tutkia, vaikuttaako vajaa

nayteputki tuloksiin, niin voidaan toimia seuraavasti: valitaan otos ihmisia, joista otetaan
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vertailunaytteet, eli Ca-lon-nayte oikeaoppisesti (taysi tayttdaste) seka tutkittava eli verrat-
tava nayte, jonka tayttoaste jatetaan tarkoituksella, maaratylla tayttdasteella vajaaksi (50 %
tayttdaste). Naytteet kasitellaan yhtalaisesti, ja analysoidaan samalla analysaattorilla. Otos-
joukon tuloksista lasketaan keskiarvot seka vertailunaytteiden, etta tutkittavien, vajaatayt-
toisten naytteiden tuloksista Toisistaan riippuvat otokset naista tekee se, etta kyseessa ovat
samat ihmiset, joilta Ca-lon-naytteet on otettu seka taysimaaraisina, etta vajaatayttoisina,
jolloin ainoa muuttuva parametri on naytteen maara nayteputkessa. Menetelmaa voidaan

kutsua myos toistomittaukseksi, kun mittaukset suoritetaan samoille henkilGille.

Keskiarvojen erotuksella voidaan osoittaa vajaan putken vaikutusta tuloksiin; mitd enemman
taysien ja vajaiden putkien keskiarvojen erotus poikkeaa nollasta, sita enemman on syyta
epailla vajaan putken vaikuttavan tuloksiin. Pieni poikkeama nollasta voi selittya otantavir-
heella. Keskiarvojen poikkeamalle nollasta voidaan etsia selitysta toisistaan riippuvien otos-
ten t-testilla. (Almquist ym. 2019) Vastaukseksi siis saadaan, johtuuko poikkeama otantavir-

heesta vai onko vajaalla putkella osuutta.

Kahden toisistaan riippuvan otoksen t-testistd saadaan ulos testisuure eli t-arvo, jonka li-
saksi sitad vastaava merkitsevyysarvo eli p-arvo. (Karjalainen 2010, 220-221)

T-testia varten pitaa tietaa, onko aineisto normaalisti jakautunut. Aineiston jakautuneisuus
selvitettiin kayttaen SPSS-ohjelman Explore -komentoa, sekd Kolmogorov-Smirnoff-testia.
Explore tuloksista tarkastellaan "Skewness” -arvoa (ns. g-arvo). Taman g-arvon ollessa alle
2, voidaan tuloksia pitda normaalisti jakautuneina. Kolmogorov-Smirnoff testilla saadaan
maaritettya p-arvo muuttujille, ja sen ollessa yli 0,05 voidaan aineistoa pitaa normaalisti ja-

kautuneena. (Reunamo 2015)

Kolmogorov-Smirnoff-testi eli K-S-testi vertaa tietoja tunnettuun, hypoteettiseen todenna-
kdisyysjakaumaan (normaalijakauma) ja kertoo sopiiko aineiston jakautuneisuus tadhan; sel-
vitetdan, onko aineisto normaalisti jakautunut. Testia kaytetaan myos varianssianalyysin
normaalisuuden arviointiin. Aineiston jakautuneisuus voidaan selvittda Kolmogorov-Smir-

noff-testilla verraten mihin tahansa ennalta tunnettuun jakaumaan. (Glen ym. 2022)

Aineiston ollessa normaalisti jakautunut, voidaan aineistojen valista tilastollista merkit-

sevyytta testata kahden riippuvan otoksen t-testilla. T-testilld saadaan selville muun muassa
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kulloinkin tutkitun parin muuttujien valinen korrelaatiokerroin seka parien erojen keskiarvot
ja keskeiset testin tunnusluvut, joita ovat t eli testimuuttujan arvo, df eli vapausasteiden lu-
kumaara seka Sig. (2-tailed) eli niin sanottu p-arvo. Tilastollisen merkitsevyyden tulosten
valilla katsotaan olevan erittain merkitseva, jos p-arvo < 0,001 ja merkitseva jos p-arvo <
0,010. (Almquist ym. 2019)

Tilastollisten analyysien lisaksi halutaan tarkastella poikkeamia. Suurin sallittu primaarivas-
tausten valinen poikkeama samasta potilaasta samalla kertaa otettujen nayteputkien valilla
(taysi vs. puolikas) on t/- 2 %. Mikali naista kymmenesta nayteparista saadut poikkeamat
eivat asetu +/- 2 % marginaaliin, voidaan todeta arvojen eriavan liiaksi taysien ja vajaiden
putkien valilla. Poikkeama laskettiin alla olevan yhtalén (3) mukaisesti Ca-lon-, pH- seka pH-

korjatuilla Ca-lon-arvoilla taysissa ja vajaissa putkissa:

arvo(tdysi)—arvo(vajaa) 100% (3)
. 0

arvo(taysi)

Poikkeama =

Hypoteesien asettaminen perustuu teorian pohjalta tehtyihin oletuksiin, jotka kirjoitetaan ti-
lastollisesti nollahypoteesiksi (Ho) seka vaihtoehtohypoteesiksi (H1). Nollahypoteesissa
muuttujien valilla ei ole eroa, ja vaihtoehtohypoteesissa muuttujien valilla on eroa. Merkit-
sevyystason mukaan toinen naista jaa voimaan. (Heikkila, 2014) Merkitsevyystasoksi talle

tutkimukselle valittiin 0,01.
Tutkimuskysymyksella haetaan vastausta siihen, miten arvot pH:lle, ionisoidulle kalsiumille
seka pH-korjatulle ionisoidulle kalsiumille eroavat taysien ja vajaiden nayteputkien valilla.

Talla perusteella asetettiin seuraavat hypoteesit taulukkoon 1:

Taulukko 1 Tutkimuskysymysten mukaiset hypoteesit

Ho Taysissa ja vajaissa vakuumiputkissa Ca-lon -pitoisuuksien, pH-arvojen ja pH-
korjattujen Ca-lon-pitoisuuksien valilla ei ole eroa

H1 Taysissa ja vajaissa vakuumiputkissa Ca-lon -pitoisuuksien, pH-arvojen ja pH-

korjattujen Ca-lon-pitoisuuksien valilla on eroa
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7 AIKAISEMPAA TUTKIMUSTIETOA

Elainlaaketieteen puolella 2012 julkaistussa kirjassa Fluid Electrocyte and Acid-Base Disor-
ders in small animal Practice kirjoitetaan vajaasti tayttyneen putken vaikutuksista ionisoitu-
neen kalsiumin tuloksiin. Dibartolan (2012) mukaan vajaatayttdinen putki vaikuttaa alenta-
vasti ionisoituneen kalsiumin tuloksiin verrattaessa taysista putkista saatuihin tuloksiin. Nay-
teputket, joissa oli 50 % ihanteellisesta naytemaarasta saivat 0,04 mmol/l alhaisemmat tu-
lokset ja nayteputket, joissa oli vain 25 % ihanteellisesta ndytemaarasta saivat 0,07 mmol/l

alhaisemmat tulokset.

Burtis & Bruns (2015) ovat tutkimuksessaan todenneet, etta ionisoidun kalsiumin eli vapaan
kalsiumin mittaukset on kerattava ja kasiteltdva anaerobisesti. Prosessin on oltava mahdol-
lisimman nopea, jotta minimoidaan pH:n ja vapaan kalsiumin muutokset hiilidioksidin mene-
tyksesta ja verisolujen metaboliasta johtuen. Naytteen vapaa kalsiumpitoisuus ja todellinen
pH on ilmoitettava jokaisessa naytteessa. pH on hyodyllinen apu naytteen asianmukaisen
kasittelyn varmistamiseksi. Toisaalta on otettava huomioon, ettéd vapaan kalsiumin korjaa-

minen pH 7,4 voi olla harhaanjohtava, jos asiakkaalla on alkaloosi tai asidoosi.
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8 TYON TOTEUTUS

8.1 Tutkittavien naytteiden kerays ja analysointi

Aineisto kerattiin Fimlab laboratorion toimesta Tampereen yliopistollisen keskussairaalan
osastonaytteenoton yhteydessa syyskuussa 2021. Potilailta otettiin 2 naytetta samalla nayt-
teenottokerralla, joista toinen oli normaali potilasnayte eli tayttomaarallisesti oikeaoppinen
nayteputki. Taman lisaksi otettiin tutkimusta varten vajaatayttdinen nayteputki, joka oli 50 %
oikeaoppisesta naytemaarasta. Laboratorio tutkimuksen toimeksiantajana huolehti potilai-
den suostumuksista toimiessaan myods naytteiden keraajana. Naytteet otettiin Vacuette
454078 (5/4 ml) seerumigeeliputkiin (nayteputkityyppi saattaa vaikuttaa tuloksiin) anaerobi-
sesti ohjeiden mukaisesti (lite 1). Vajaaseen nayteputkeen tuli merkita mustalla tussilla puo-
likas tayttdaste ja putken korkkia ei saanut missaan vaiheessa avata. Naytteet sekoitettiin
kasin kaantelemalla putkea ylosalaisin max. 5 kertaa, jonka jalkeen naytteet tuotiin nayte-

kasittelytyopisteeseen. Naytteiden sekoittamiseen ei kaytetty sekoittajaa.

SentrifugointityOpisteelld naytteiden annettiin hyytya 30 minuuttia ennen naytteiden sentri-
fugointia; molempien putkien oikea, ennalta maaritelty tayttdmaara tarkistettiin ennen fuu-
gausta. Tassa vaiheessa hylattiin vaarin otettu naytteet tutkimuksen osalta, mutta potilas-
nayte analysoitiin mahdollisuuksien mukaan. Hylatyt naytteet vietiin verikaasutyopisteelle
vastattavaksi hylattyihin naytteisiin (liite 3). Sentrifugoinnin jalkeen naytepari vietiin verikaa-
sutyopisteelle. Ehtona analysoinnille oli nayteparin sailyminen identtisina koko ajan ennen

analysointiin saapumista.

Nayteparit analysoitiin Fimlab Tampereen kliinisen kemian verikaasutyopisteella tyontekijoi-
den toimesta samalla ABL800-analysaattorilla perakkain. Naytepari ajettiin samalla analy-
saattorilla, jotta mahdollinen laitteiden valinen ero ei vaarista tuloksia. Varsinainen potilas-
nayte ajettiin ensimmaiseksi ja vastattiin Laboniin (laboratorion potilastietojarjestelma). Va-
jaa putki nimettiin analysaattorille kirlaamalla "testi + naytenumero”. Analysointien valmis-
tuttua naytteiden tulosteet tulostettiin ja liitettiin nitojalla yhteen, jonka jalkeen tulosteet lai-
tettiin niille nimettyyn kansioon (1 tuloste/muovitasku).
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8.2 Tulosten kasittely

Tulosten kasittely aloitettiin kaymalla analysaattoreilta saadut tulosteet lapi silmamaarai-
sesti; tarkasteltiin jo ennalta, onko taysien ja vajaiden putkien tuloksissa odotettavissa heit-
toja ja mihin suuntaan (nousevatko arvot vai laskevatko arvot putken vajaatayttdisyyden
johdosta). Saaduista tulosteista tehtiin Excel-taulukointi, jossa piirrettiin naytteille kuvaajia
(liitteet 5, 6 & 7). Kuvaajatyypiksi valikoitiin palkkikuvaaja, silla taysien ja vajaiden nayteput-
kien tulosten vertaaminen silmamaaraisesti, seka asettuminen viitearvoihin ndhden on siten

helposti tarkasteltavissa.

Taman jalkeen tiedostolle tehtiin tilastollisia analyyseja SPSS Statistics -ohjelmalla. Tata
varten Exceliin taulukoitu aineisto vietiin SPSS:n. Maaritettiin perustunnusluvut: keskiarvot,
keskihajonnat seka vaihteluvalit (minimi ja maksimi) kaikille kolmelle aineistoparille (Ca-lon
vajaissa ja taysissa putkissa, pH taysissa ja vajaissa putkissa, pH-korjattu Ca-lon taysissa
ja vajaissa putkissa). Keskiarvojen erotus aineistoparia kohti laskettiin kasin taysien ja va-
jaiden putkien tuloksista koskien Ca-lon-pitoisuutta, pH arvoa seka pH-korjattua Ca-lon-pi-

toisuutta.

Aineiston normaalijakautuneisuus varmistettiin SPSS:I1a, jonka jalkeen suoritettiin parittais-
ten otosten t-testi. Aineistolle ajettu parittaisten otosten t-testi taulukoitiin tutkimukselle rele-
vanttien tulosten osalta. Lopuksi kymmenesta valikoidusta nayteparista tehtiin oma taulu-

kointi, jota kaytettiin poikkeamien laskemiseen.
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9 TULOKSET

Aineisto koostui 50 nayteparin tuloksista. Vertailtavia parametreja olivat Ca-lon-pitoisuus,
pH sekd pH-korjattu Ca-lon-pitoisuus. pH-korjaus tehdaan pH-arvolla 7,4. Tilastolliseen
analyysiin kaytetyt tulokset l0oytyvat liitteesta 4. Liitteessa 5 on esitetty taysien ja vajaiden
putkien Ca-lon-pitoisuudet, liitteessa 6 pH-arvot taysissa ja vajaissa putkissa ja liitteessa 7
pH-korjatut Ca-lon pitoisuudet taysissa ja vajaissa putkissa. Aineistomme todettiin olevan
normaalisti jakautunut, silla kunkin vertailtavan ryhman (Ca-lon, pH ja pH-korjattu Ca-lon)

SPSS-ohjelmassa saatu Skewness g-arvo oli alle 2 ja K-S p-arvo yli 0,05.

Keskiarvoksi taysien putkien Ca-lon-pitoisuuksille saatiin 1,214 mmol/l ja vajaiden putkien
pitoisuuksille 1,179 mmol/l. Keskiarvojen erotukseksi laskettiin ~0,035 mmol/l. Keskihajon-
naksi taysille putkille saatiin ~0,107 mmol/l ja vajaille 0,103 mmol/l. Kaikki tilastolliset tun-
nusluvut on ilmoitettu taulukossa 3.SPSS Statisticsilla toisistaan riippuvien otosten t-testilla
taysien ja vajaiden putkien Ca-lon pitoisuuksille saaduista tuloksista taulukoitiin taulukkoihin

2 ja 3 tutkimuksen kannalta relevantit tulokset.

Taulukko 2 Parillisten otosten statistiikka, Ca-lon taysissa ja vajaissa putkissa

Statistiikka Keskiarvo N Keskihajonta Keskihajonnan
keskivirhe

Ca-lon, taysi 1,214 50 0,108 0,015

Ca-lon, vajaa 1,179 50 0,104 0,015

Taulukko 3 Parillisten otosten t-testi, Ca-lon taysissa ja vajaissa putkissa

Parillis- | Kes-

ten kiarvo
otosten

t-testi

Keskiha-

jonta

Keskihajon-
nan keski-

virhe

95 % luotta-

musvali, ala

95 % luotta-

musvali, yla

t

df

Sig. (2-
suuntai-

nen)

Ca-lon, | 0,035
taysi -
Ca-

lon,va-

jaa

0,018

0,003

0,030

0,040

14,018

49
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Pitoisuuksien keskiarvo vajaissa putkissa oli 1,179 mmol/l (keskihajonta = 0,104, n = 50)

erosi taysien putkien keskiarvosta ~1,214 mmol/l (keskihajonta 0,108, n = 50). Ero osoittau-

tui riippuvien otosten t-testilla erittain merkitsevaksi: t1(49) = 14,018, p > 0,001, 2-suuntainen.

Taulukko 4 Ca-lon-pitoisuuksien tilastolliset tunnusluvut

Ca-lon pitoi- | Keskiarvo Keskiarvojen | Keskihajonta | Vaihteluvali | p-arvo
suus erotus (min — max)
Taysi putki 1,214 0,0352 0,108 0,91-1,46 0
Vajaa putki 1,179 0,104 0,88-1,39

Taysien putkien pH-arvojen keskiarvo oli =7,40 ja vajaiden putkien pH-arvojen keskiarvo

~7,47. Keskiarvojen erotukseksi laskettiin 0,07. Keskihajonta taysien putkien pH:lle oli 0,04

ja vajaiden putkien pH:lle 0,05. SPSS Statisticsilla toisistaan riippuvien otosten t-testilla pH-

arvoille saadut tutkimuksen kannalta relevantit tulokset on taulukoitu alle taulukkoihin 5 ja 6.

Taulukossa 7 esitetty kaikki pH -arvojen tilastolliset tunnusluvut.

Taulukko 5 Parillisten otosten statistiikka, pH taysissa ja vajaissa putkissa

Statistiikka Keskiarvo N Keskihajonta Keskihajonnan
keskivirhe

pH, taysi 7,40 50 0,04 0,006

pH, vajaa 7,47 50 0,05 0,007

Taulukko 6 Parillisten otosten t-testi, pH taysissa ja vajaissa putkissa

- pH, va-

jaa

Parillis- Kes- Keskiha- Keskihajon- 95 % luotta- | 95 % luotta- | t df | Sig. (2-
ten otos- | kiarvo jonta nan keskivirhe | musvali, ala musvali, yla suuntainen)
ten t-

testi

pH, taysi | -0,063 0,027 0,004 -0,071 -0,055 -16,755 |49 | 0
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Vajaiden putkien pH:n keskiarvo ~7,47 (keskihajonta = 0,05 n = 50) oli suurempi, kuin tay-

sien putkien pH:n keskiarvo ~7,40 (keskihajonta ~ 0,04, n = 50). Ero osoittautui riippuvien

otosten t-testilla erittain merkitsevaksi: t(49) ~ -16,76, p > 0,001, 2-suuntainen.

Taulukko 7 pH-arvojen tilastolliset tunnusluvut

pH Keskiarvo Keskiarvo- Keskiha- Vaihteluvali | p-arvo
jen erotus jonta (min -max)

Taysi putki 7,40 0,07 0,044 7,316-7,49 |0

Vajaa putki | 7,47 0,050 7,36—7,563

Taysien putkien pH-korjattu Ca-lon-pitoisuuksien keskiarvo oli 1,215 mmol/l ja vajaiden
putkien pitoisuuksien keskiarvo ~1,22 mmol/l. Keskiarvojen erotukseksi laskettiin 0,0048
mmol/ml. Keskihajonta seka taysien etta vajaiden putkien pH-korjatuille Ca-lon-pitoisuuk-
sille oli 0,097 mmol/l. SPSS Statisticsilla toisistaan riippuvien otosten t-testilla pH-korjatuille
Ca-lon-pitoisuuksille saaduista arvoista taulukoitiin tutkimuksen kannalta relevantit tulokset
taulukkoihin 8 ja 9. Taulukkoon 10 on kirjattu kaikki pH -korjattuja Ca-lon-pitoisuuksia kos-

kevat tilastolliset tunnusluvut.
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Taulukko 8 Parillisten otosten statistiikka, pH-korjattu Ca-lon taysissa ja vajaissa putkissa

Statistiikka Keskiarvo N Keskihajonta Keskihajonnan
keskivirhe

pH-kor;j. Ca- | 1,215 50 0,098 0,014

lon, taysi

pH-korj. Ca- | 1,220 50 0,098 0,014

lon, vajaa

Taulukko 9 Parillisten otosten t-testi, pH-korjattu Ca-lon taysissa ja vajaissa putkissa

Parillis- Kes-

ten otos- | kiarvo
ten t-

testi

Keskiha-
jonta

Keskihajon- 95 %

nan keskivirhe

musvali, ala

95 % luotta-

musvali, yla

luotta-

t df

Sig. (2

suuntainen)

pH-korj. | -0,005
Ca-lon,
taysi -
pH-korj.

Ca-lon,

vajaa

0,010

0,001

-0,008

-0,002

-3,562 49

0,001

Vajaiden putkien pH -korjattu Ca-lon-pitoisuuksien keskiarvo 1,220 mmol/l (keskihajonta =

0,09791, n = 50) on suurempi, kuin taysien putkien pH-korjattujen Ca-lon-pitoisuuksien kes-

kiarvo 1,2154 mmol/l (keskihajonta = 0,09755, n = 50). Ero osoittautui toisistaan riippuvien
otosten t-testilla merkitsevaksi: t(49) = -3,562, p = 0,001 < 0,010, 2-suuntainen.

Taulukko 10 pH-korjattujen Ca-lon-pitoisuuksien tilastolliset tunnusluvut

pH -korjattu Ca-lon | Keskiarvo | Keskiarvojen | Keskihajonta | Vaihteluvali | p-arvo
pitoisuus erotus (min-max)

Taysi putki 1,215 0,0048 0,098 0,94-1,47 0,001
Vajaa putki 1,220 0,098 0,94-1,47
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Naytteet oletetaan tasalaatuisiksi, silla ne on otettu, kasitelty ja analysoitu samalla tavalla.
Suurin sallittu primaarivastausten valinen poikkeama samasta potilaasta samalla kertaa
otettujen nayteputkien valilla (taysi vs. puolikas) on +/- 2 %. Tilastollisen analyysin jalkeen
valikoitiin naytepareista kymmenen, joille laskettiin Ca-lon-, pH- ja pH-korjattujen Ca-lon-
arvojen erotukset, ja erotuksia verrattiin taysien putkien arvoihin.

Kymmenen satunnaisesti valikoidun nayteparin Ca-lon-, pH- ja pH-korjattujen Ca-lon-arvo-
jen erotukset kirjattu taulukkoon 11, joista lasketut poikkeamat on kirjattu taulukkoon 12.

Poikkeaman laskemisessa kaytettiin yhtaloa (3):

arvo(tdysi)—arvo(vajaa) 100% (3)
. 0

Poikkeama = —
arvo(taysi)

Taulukko 11 Kymmenen valikoidun nayteparin taysien ja vajaiden putkien erotukset Ca-lon-
, pH- ja ph-korjatuille Ca-lon-arvoille

Nayte- Taysi Vajaa Erotus Taysi Vajaa Erotus Taysi Vajaa Erotus

pari Ca-lon Ca-lon Ca-lon pH pH pH korjattu | korjattu | korjattu
Ca-lon Ca-lon Ca-lon

N5 1,26 1,22 0,04 7,39 7,441 -0,051 1,25 1,25 0

N10 1,46 1,39 0,07 7,41 7,508 -0,098 1,47 1,47 0

N16 1,39 1,35 0,04 7,366 7,41 -0,044 1,37 1,36 0,01

N20 1,19 1,15 0,04 7,454 7,49 -0,036 1,22 1,21 0,01

N24 1,33 1,34 0,01 7,42 7,432 -0,019 1,35 1,37 0,02

N30 1,28 1,24 0,04 7,443 7,528 -0,095 1,31 1,32 0,01

N40 1,29 1,27 0,02 7,36 7,425 -0,065 1,27 1,29 0,02

N45 1,19 1,18 0,01 7,401 7,421 -0,02 1,19 1,19 0

N49 1,21 1,12 0,09 7,4 7,513 -0,0113 | 1,21 1,19 0,02
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Taulukko 12 Kymmenen valikoidun nayteparin laskennalliset poikkeamat ylla olevan kaavan
mukaisesti Ca-lon-, pH- ja pH-korjatuille Ca-lon arvoille

Naytepari Poikkeama, Ca-lon (%) Poikkeama, pH (%) Poikkeama, pH kor-
jattu Ca-lon (%)

N5 3,17 -0,69 0

N10 4,79 -1,32 0

N16 2,88 -0,60 0,73

N20 3,36 -0,48 0,82

N24 0,75 -0,26 1,48

N30 3,125 -1,28 0,76

N40 1,5 -0,88 1,57

N45 0,84 -0,27 0

N49 7,44 -0,15 1,65
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10 TULOSTEN TULKINTA JA JOHTOPAATOKSET

Naytteiden tuloksista maaritetyt keskiarvot seka -hajonnat olivat lahella toisiaan, pH -korjat-
tujen Ca-lon-pitoisuuksien erot selkeasti pienempia, kuin Ca-lon-pitoisuuksien ilman pH kor-
jausta. Toisistaan riippuvien otosten t-testilla voitiin kuitenkin havaita tilastollisesti merkitse-

via eroja taysien ja vajaiden nayteputkien tuloksissa.

Nayteputkien vajaa tayttdaste vaikutti naytteen happamuuteen, pH-arvoon. Vajaissa put-
kissa pH oli korkeampi, kuin taysissa putkissa, ja pH-arvojen eroavaisuuden takia vajaatayt-
toisen nayteputken Ca-lon-tulos erosi merkittavasti tdyden nayteputken Ca-lon-tuloksesta.
Vajaiden ja taysien putkien keskiarvojen erotus Ca-lon-, pH- seka pH-korjatuille Ca-lon-ar-
voille poikkesivat nollasta, ei kuitenkaan merkittavasti. Merkittavyytta selvitettiin kahden rin-
nakkaisen otoksen t-testilla, jonka mukaan ero osoittautui tilastollisesti merkitsevaksi. Tau-
lukosta 9 huomataan, etta suurin osa valittujen nayteparien Ca-lon poikkeamista ylittaa sal-
litun poikkeaman rajan +/- 2 %. Esimerkiksi nayteparin 49 erotus poikkeaa tayden putken
arvosta lahes 8 %. pH arvojen seka pH-korjattujen Ca-lon arvojen poikkeamat ovat kuitenkin

annetun rajan sisalla.

Hypoteeseja asetettiin kaksi, jotka on kirjattu taulukkoon 1. Vaihtoehtoisia lopputulemia oli-
vat siis joko tilanne, jossa nayteparien tulosten valilla ei ole tilastollisesti merkittavaa eroa
tai tilanne, jossa nayteparien tulosten valilla on eroa. Kahden rinnakkaisen otoksen t-testin
tuloksiin nojaten, seka kymmenen valikoidun nayteparin poikkeamien perusteella, hyl-
kaamme nollahypoteesin, missa taysien ja vajaiden putkien valilla ei ole eroa. Voimaan jaa
vaihtoehtohypoteesi; taysien ja vajaiden putkien valilld on eroa. Vajaa putki siis vaikuttaa

tuloksiin, eika vajaatayttoista nayteputkea voida edelleenkaan hyvaksya kaytantoon.
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11 POHDINTA

Saatujen tulosten perusteella paadyimme hylkdamaan nollahypoteesin; taysissa ja vajaissa
vakuumiputkissa Ca-lon-pitoisuuksien, pH-arvojen ja pH-korjattujen Ca-lon-pitoisuuksien
valilla ei ole eroa. Perusteluna hypoteesin hylkaamiselle toimi tilastollisen analyysin tulos
keratylle aineistolle seka saadut poikkeamat vajaiden ja taysien putkien valilla tulosten va-

lilla.

Nollahypoteesin hylkays oli odotettavissa jo aiempien tutkimusten seka aiheeseen linkitty-
van teorian perusteella. Boinkin (1991) mukaan Ca-lon-nayte tulisi ottaa taysimaaraisena
naytteena aina, silla vajaasta maarasta aiheutuva CO2 menetys nostaa pH arvoa ja nain
ollen vaaristaa Ca-lon-pitoisuutta. Higgins (2007) toteaa vajaatayttdisen putken aiheuttavan
myo0s tilanteen, jossa antikoagulanttipitoisuus suhteessa naytemaaraan on vaara, ja hepa-
riinin ollessa kyseessa aiheutuu tasta vaaristyneita Ca-lon-tuloksia johtuen kalsiumin sitou-

tumisesta hepariiniin.

Kun kaytetaan tilastollisia menetelmia otoksien vertailuun, on mahdollista tehda hypoteesien
hylkaamisen ja hyvaksymisen kohdalla virheita: hylkaamisvirhe (type | error) ja hyvaksymis-
virhe (type Il error). Hylkdamisvirheessa nollahypoteesi hylataan, vaikka se olisi tosi. Hyl-
kaamisvirheen todennakoisyytena toimii asetettu riskitaso. Hyvaksymisvirhe puolestaan tar-
koittaa nollahypoteesin hyvaksymista, vaikkei se olisi tosi. Todennakdisyydet hylkdamis- ja
hyvaksymisvirheelle ovat toisistaan riippuvaisia; valitsemalla riskitasoksi erittain matala 0,01

kasvatetaan hyvaksymisvirheen todennakoisyytta ja painvastoin. (Tietoarkisto)

Koska tilastoanalyysissa parillisten otosten t-testille kaytettiin tassa tydssa merkitsevyysta-
soa 0,01 ja sen kautta paadyttiin hylkdamaan nollahypoteesi, emme pida todennakdisena,
etta nollahypoteesin hylkaamisen kanssa olisi tehty edella kuvatun kaltaista virhetta. Lisaksi
hypoteesin hylkdamista tukivat myos kymmenen, satunnaisesti valikoidun nayteparin poik-

keamatulokset, jotka eivat sopineet annettuun +/- 2 % marginaaliin.

Analysaattorilta saatuja tulosteita taulukoidessa havaittiin, ettd osan naytepareista taysien

ja vajaiden putkien valilla tuloksissa oli selvasti enemman heittoa, kuin toisaalta joidenkin
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toisten. Alkuperaiset tulosteet kaytiin 1api uudelleen ja todettiin, etta heittoa tuloksissa ei ole
kummassakaan laitteessa toistansa enempaa, vaan taysien ja vajaiden putkien tulosten
poikkeavat erot naytepareja keskenaan verraten ovat tasaisesti jakautuneita analysaattorei-
den valilla. Heraakin siis kysymys, mitka seikat ovat voineet naytteita analysoitaessa vaikut-
taa siihen, etta osan naytepareista tulokset heittavat taysien ja vajaiden putkien valilla toisia
naytepareja runsaammin. Yleisesti vajaiden putkien Ca-lon-pitoisuudet olivat pienempia,
kuin taysien putkien Ca-lon-pitoisuudet. Tahan vaikuttaa suoraan pH; Ca-lon-pitoisuus las-
kee, kun pH nousee. Voimme siis valistuneesti pohtia, olisiko naiden nayteparien kohdalla,
joiden vajaiden ja taysien putkien tulokset heittdvat suhteessa enemman toisistaan kaynyt
niin, ettd nayte on ollut avattuna hieman kauemmin. TallGin ilmalle altistuminen on nostanut
naytteen pH:ta verrattain hieman enemman ja aiheuttanut tuloksissa nakyvan “rajumman”
aleneman Ca-lon-arvoihin. Tama olisi Boinkin ym. (1991) julkaisun mukaan hyvinkin mah-

dollista.

Koska tyossa kasiteltiin potilasnaytteita ja potilastietoja, oli nama asiat huomioitava tyota
tehdessa. Tassa tilanteessa potilasnaytteista ja esimerkiksi oikeasta potilaan tunnistuk-
sesta, seka taysien nayteputkien vastaamisesta potilasnaytteina huolehti Fimlab Laborato-
riot Oy. Naytemateriaali kerattiin potilaista, joista muutenkin S-Ca-lon-tutkimus oli pyydetty
ja analysaattorilta saadut tulosteet kasiteltiin ilman potilastietoja taulukoimalla juoksevalla

numerolla.

Opinnaytetyon nayteparit analysoitiin ABL800-laitteilla johtuen siita, etta ABL90Flex-laitteen
nayteneulan liikerata on rajoittunut. Nayteneula ei olisi yltanyt puolikkaan nayteputken see-
rumipinnan alapuolelle. Toisaalta, koska alueilla kaytetaan lahinna ABL90Flex-analysaatto-
reita, vajaatayttdisen putken kayttokelpoisuutta olisi voinut tai voisi tulevaisuudessa tutkia
kapillaari- tai ruiskutekniikkaa hyodyntaen niilla: vajaatayttoisesta putkesta otettaisiin seeru-
mia kapillaariin tai ruiskuun (esim. 1 ml ruiskulla), jolla tutkimus suoritettaisiin. Vastaavasti
sama taydesta putkesta. Kuitenkin, koska tassa opinnaytetydssa jo todettiin vajaatayttoisyy-
den vaikuttavan tuloksiin, ei vastaavalle tutkimukselle enaa ABL90Flex-analysaattorille ka-
pillaareja hyodyntaen liene tarvetta. Aihe vaatisi oman opinnaytetydnsa, silla tutkiminen vaa-

tisi paljon huomioitavaa esimerkiksi laitteiden asetuksiin seka tyoskentelynopeuteen liittyen.
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Saimme hyvin kerattya tietoa ionisoituun kalsiumiin liittyvasta teoriasta seka esimerkiksi eli-
miston happo—emastasapainosta, joka osittain vaikuttaa Ca-lon-tuloksiin. Aineiston kerays
sujui suhteellisen mutkattomasti, ohjeistusta tarkennettiin kertaalleen, jotta nayteparien ta-
salaatuinen kasittely voitiin taata paremmin. Tilastollisen analyysin tekemisessa oli hake-
mista tutkimusongelmaan sopivan menetelman kanssa, mutta lopputuloksena saatiin ulos
vastauksia, jonka pohjalta nollahypoteesi pystyttiin hylkaamaan. Tulosten kasittelyssa ja
analysoinnissa kaytettiin erilaisia menetelmia, joilla tilastollista riippuvuutta ja vajaatayttoi-

syyden vaikutusta tuloksiin voitiin todentaa.
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