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S-OHKARBA TUTKIMUKSEN VALIDOINTI HPLC-
ANALYSAATTORILLE

Okskarbatsepiini on epilepsiakohtausten ehkaisyyn kaytetty ladkeaine. S-OHKarba tutkimus
mittaa  okskarbatsepiinin  pitoisuutta ~ seerumissa. Tutkimus  tehddédn  HPLC-
analysointimenetelmaa kayttavalla analysaattorilla.

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli validoida S-OHKarba tutkimus Tykslabin osastolla 931
olevalle uudelle kayttéonotettavalle Agilent 1290 Infinity-analysaattorille. Validoinnin avulla
varmistetaan uuden analysaattorin siséinen toistettavuus, seka uuden ja talla hetkella kaytossa
olevan Agilent 1100 Series-analysaattorin véalinen tulosten tdsmaavyys. Validointi suoritettiin
analysoimalla Agilent 1100 Series-analysaattorilla analysoidut naytteet (n=45) uudelleen Agilent
1290 Infinity-analysaattorilla. Naytteet ajettiin useaan kertaan toistettavuuden testaamiseksi ja
analysaattoreiden valisia tuloksia vertailtiin tAsm&avyyden testaamiseksi.

Tulosten tilastollinen tarkastelu kertoi tulosten olevan yhtenevia ja niiden valilla on voimakas
positiivinen korrelaatio. Agilent 1100 Series ja Agilent 1290 Infinity analysaattoreiden valiset
tulokset ovat yhtenevia ja Agilent 1290 Infinity-analysaattorin sisdinen toistettavuus on hyva.

Opinnaytetydn tuloksena voidaan todeta, ettéd Agilent 1290 Infinity-analysaattori antaa luotettavia,
seka toistettavia tuloksia ja sen tulostaso on verrattavissa Agilent 1100 Series-analysaattorin
tuloksiin. N&in ollen Agilent 1290 Infinity-analysaattori voidaan ottaa S-OHKarba tutkimuksen
analyysikayttéon Tykslabin osastolla 931.
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S-OHKARBA ANALYSIS’ VALIDATION FOR HPLC
ANALYSER

Oxcarbazepine is a drug used to treat epileptic seizures. S-OHKarba analysis measures
oxcarbazepine’s concentration in serum. The analysis is done with and analyser that uses HPLC
analysing method.

The purpose of this thesis is to validate the S-OHKarba analysis for a new analyser called Agilent
1290 Infinity, that is about to be brought to use, in Tykslab’s department 931. Validation is used
to ensure that the new analyser is internally repeatable and that the results between Agilent 1290
and now in use analyser Agilent 1100 Series are precise. The validation was done by analysing
samples (n=45) first with Agilent 1100 Series and then again with Agilent 1290. The samples were
analysed several times to test the repeatability and the results between the two analysers were
compared to test the precisibility.

The statistical analysis of the results showed that the results are converging and they have a
strong positive correlation. The results between Agilent 1100 Series and Agilent 1290 Infinity
analysers are precise and the internal repeatability of Agilent 1290 Infinity analyser is good.

As results of this thesis, Agilent 1290 Infinity analyser gives reliable and repeatable results, and
the results corresponded with Agilent 1100 Series analyser’'s results. Therefore Agilent 1290
Infinity analyser can now be taken to use for analysing S-OHKarba analysis in Tykslab’s
department 931.
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1 JOHDANTO

Noin 1%, eli 56 000 suomalaisista sairastaa epilepsiaa, heistd jatkuvaa
epilepsialddkitystd tarvitsee noin 36 000 (Kalvidinen 2016; Kalvidinen ym. 2014
TerveyskirjastoA). Epilepsia on yksi yleisimmista neurologisista sairauksista, joka voi
johtua monesta eri syystd, kuten aivojen kehityshairiostd, paavammasta,
aivokalvontulehduksesta, perintdtekijoista tai ongelmallisesta synnytyksestd, mutta

usein syy jaa kuitenkin epaselvaksi. (Appleton & Marson 2009; Atula 2015.)

Epilepsia aiheuttaa ohimenevan hairidtilan aivojen sahkdisessa toiminnassa, joka
tuottaa epileptisen kohtauksen, jossa voi esiintya esimerkiksi kouristuksia tai tajunnan
hamartymista. Kohtaukset l&ahes aina hairitsevat ihmisen tavanomaista toimintakykya.

(Kalviginen ym. 2016.)

Epilepsiaa sairastavilla on pitkdaikainen alttius saada epilepsiakohtauksia. Jos
epilepsiaan kaytettava laékitys ei ole tarpeeksi tehokasta, tai potilas ei halua sité kayttaa,
voivat epileptiset kohtaukset lisdantya ja pitkittya. Téllainen tilanne voi olla henkea
uhkaava. (Jarviseutu-Hulkkonen 2016.) Epilepsian hoidon tavoitteena on
kohtauksettomuus, jolloin ensisijaisena ladkkeend saanndllinen ja pitkaaikainen
kohtauksia estava laakitys. Laakkeen valinta on riippuvainen epilepsiatyypista. Joka
vuosi 3000 suomalaiselle maarataan epilepsialadkitys aloitettavaksi. (Kalvidinen ym.
2016.)

Okskarbatsepiini on yksi yleisimmin kaytetyistéa laakkeistéa epileptisten kohtausten
estamiseksi. Sen pitoisuutta seerumissa tulee tietyissa tilanteissa seurata, kuten

ladkkeen aloittamisen jalkeen tai raskaana ollessa. (Keranen & Holopainen 2016.)

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on validoida S-OHKarba-tutkimus Tykslabin uudelle
kayttéonotettavalle Agilent 1290 Infinity-analysaattorille. Validointi  suoritetaan
Tykslabissa metabolian laboratoriossa, jossa Agilent 1290 Infinity, seka talla hetkella
kaytossa oleva, referenssilaitteena toimiva Agilent 1100 Series analysaattorit sijaitsevat.
Validointiin kaytetaan Agilent 1100 Series-analysaattorilla jo analysoituja potilas- ja
kontrollinaytteitd. Taman opinnaytetydn tavoitteena on saada validoitu analysaattori
analyysivalmiuteen, jotta se voidaan ottaa analyysikayttdon Tykslabin metabolian

laboratoriossa.
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2 OH-KARBA-TUTKIMUKSEN VALIDOINTI

2.1 Okskarbatsepiini

Okskarbatsepiini on yksi tarkeimmista ladkeaineista, joita kaytetaan paikallisalkuisten
epilepsiakohtausten tai yleistyneiden toonis-kloonisten kohtausten, eli tajuttomuus-
kouristuskohtausten estdmiseksi (Keranen & Holopainen 2016). Okskarbatsepiinia
kaytetdaan yleensa epilepsian hoidossa, paasaantdisesti estamaan epileptisten
kohtausten syntya, mutta se on myds kaytdssa kaksisuuntaisen mielialah&irion
ladkkeena. (Lilja ym. 2010; Huttunen 2015). Okskarbatsepiinin vaikutus perustuu
natriumkanavien salpaamiseen, jolloin se estdd hermosolujen impulssinjohtumisen ja
hermovdlittdjaaineiden vapautumisen, jotka aiheuttavat epileptisen kohtauksen (Trileptal

valmisteyhteenveto 2014; Kerdnen & Holopainen 2016).

Okskarbatsepiini on myds epilepsian hoitoon kaytetyn ladkeaineen karbamatsepiinin
inaktiivinen johdos. Okskarbatsepiini on aihioldéke, joten se metaboloituu maksassa
aktiiviksi 10-monohydroksikarbatsepiini johdannaiseksi, johon ladkkeen vaikutukset
perustuvat. (Lilja ym. 2010; Trileptal valmisteyhteenveto 2014; Keradnen & Holopainen
2016.)

Ladkeaineen pitoisuutta seerumissa on tarkeda tutkia, jos kohtaukset jatkuvat
ladkityksestd huolimatta, jo hallinnassa ollut epilepsia pahenee, epéilldan muiden
ladkkeiden yhteisvaikutuksia tai ilmenee uusia neuropsykiatrisia oireita. Pitoisuuksia
tarkkaillaan erityisesti ladkkeen aloittamisen jalkeen, lapsilta ja raskaana olevilta. (Lilja
ym. 2010; Kerdnen & Holopainen 2016.)

Okskarbatsepiinin aloittamisen jalkeen esiintyy usein erilaisia haittavaikutuksia, jotka
kuitenkin yleensa menevat ajan kanssa ohitse. Haittavaikutuksia voivat olla esimerkiksi
vasymys, pahoinvointi, huimaus ja vatsavaivat. Joillain henkil6illa voi l|adkkeen
aloituksen myota ilmeta vaurioita maksassa tai luuytimessa, sekd henkilGilla joiden
ladkeainemaara on suuri, ovat idkkaita tai heilld on jo todettu munuaisvaurio, voi esiintya
hyponatremiaa, eli alhaisia natrium pitoisuksia veressa. Okskarbatsepiini kiihdyttaa
maksan entsyymitoimintaa, joka voi johtaa maksa-arvojen suurenemiseen. Siksi hoidon
aikana, erityisesti alussa, seurataan ladkeainemaaran liséksi perusverenkuvaa, maksa-

arvoja seka elektrolyyttitasapainoa. (Nurminen 2008; Kerdnen & Holopainen 2016.)
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Okskarbatsepiinin ~ pitoisuutta mitataan veren seerumista. Varsinais-Suomen
sairaanhoitopiirissa seerumin okskarbatsepiinin viitearvot ovat 30-120 umol/l. (Tykslab
2015.)

2.2 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia on analyysimenetelmd, jota kéaytetddn
erottamaan naytteessa olevia yhdisteitd. Se on erinomainen analyysimenetelma suurien
orgaanisten molekyylien, kuten ladkeaineiden analysointiin. Yhdisteet saadaan erotettua
niiden fysikaalisten tai kemiallisten erojen perusteella. (Jaarinen & Niiranen 2005;
Savolainen & Parviainen 2010.) Tutkittava nayte esikasitellaan ennen analyysia, jotta
maaritettava analyytti saadaan erotettua muusta naytteestd (Lehtonen & Sihvonen
2006). Esikasittelyn tarkoituksena on poistaa ei-haluttuja yhdisteitd naytteesta, jotta
jaljelle jaa vain analyysiin haluttavat yhdisteet. Nain naytteestéd tulee puhtaampi ja

analyysista selkeampi. (Suomi 2009.)

Korkean erotuskyvyn nestekromatografian analyysilaitteet koostuvat viidesta
paakomponentista pumpusta, naytteensyotttdjastd, kolonnista, detektorista seka

tietokoneesta. (Haines & Kealey 2002; Savolainen & Parviainen 2010)

Korkean erotuskyvyn nestekromatografiassa analyysi perustuu molekyylien liikkumiseen
likkuvassa faasissa ja  stationdarifaasissa. Liikkuva faasi on  tdssa
analyysimenetelmésséd nimensa mukaisesti neste, ja stationdarifaasi muodostuu
yleensa pienikokoisista silikapartikkeleista. (Lehtonen & Sihvonen 2006.) Analysaattorin
naytteensyottgja injektoi naytettd, joka siirtyy liikkumaan nestefaasin mukaan. Nayte
kulkeutuu kolonniin, jossa analyyttien erottelu tapahtuu ja nayte jakautuu eri
komponenteiksi. Jakautuminen perustuu eri yhdisteiden tasapainoihin liikkuvassa
faasissa ja stationadrifaasissa. Naytteen sisaltdmat eri molekyylit etenevat liikkuvan
faasin mukana, mutta paikoitellen kiinnittyvat stationdarifaasiin, josta ne taas irtoavat
likkuvan faasin mukaan. Liikkuva faasi ja station&éarifaasi ovat toisiinsa liukenemattomia,
mutta  vuorovaikutuksessa kesken&an. Molekyylit, jotka tarttuvat heikosti
stationaarifaasiin etenevat nopeasti ja molekyylit jotka tarttuvat hyvin stationaarifaasiin
likkuvat huomattavasti hitaampaa. Jokainen molekyyli liikkuu omalla nopeudellaan
kolonnin I&api, joten sen avulla voidaan erottaa molekyylit toisistaan. (Fifield & Kealey
2000; Haines & Kealey 2002; Jaarinen & Niiranen 2005.) Liikkuva faasi pakotetaan

suuren paineen kanssa stationaarifaasilla taytetyn kolonnin lapi. Analysaattorin pumppu
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pumppaa naytettd ja liikkuvaa faasia jatkuvasti tasaisesti ja sykkeettomasti eteenpéin
painetta vastaan. Kun komponentit ovat kulkeutuneet kolonnin lapi, ne kulkevat
detektorin lapi. Detektori on usein UV-detektori, joka tunnistaa partikkeleiden signaalin
ja nain ollen pystyy maarittelemaan, mik& molekyyli on kyseessa. Jokaisesta detektorin
tunnistamasta komponentista piirtyy sighaali kromatogrammiin (Kuva 1). (Jaarinen &
Niiranen 2005; Lehtonen & Sihvonen 2006.)

mal 7

N signal

1000 7

800

600

400

200 7

1 2l ?: d' 5' min‘

- time

Kuva 1. Kromatogrammin periaate (Team-Cag).

2.3 Validointi

Yleinen standardi vaatii, ettd analyysipalveluita tuottavalla laboratoriolla tulee olla
kunnolliset ja asianmukaiset vdalineet ja laitteistot analyysien tekoon. Laboratorioiden
analyysit perustuvat vain validoitujen analyysimenetelmien kayttoon.
Analyysimenetelmét ovat usein jo validoitu menetelmaa kehittdessa ja analyysilaitetta
tehdessa. Analyysimenetelméan validoinnissa kaytettavia osa-alueita ovat spesifisyys,
lineaarisuus, tarkkuus, toistettavuus, mittausalue, maaritysalue, stabiilius ja
hairionsietokyky. Laboratorioiden analyysilaitteilla tulee tuottaa tarpeeksi tarkkoja

analyysituloksia. Aina ennen laitteiston kayttéonottoa, tulee tarkastaa, etta laitteisto
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toimii sille tarkoitettuun analyysiin ja laite tulee validoida. (Lehtonen & Sihvonen 2004,
Jaarinen & Niiranen 2005; Hiltunen, ym. 2011.)

Validoinnin tarkoituksena on varmistaa, etta laitteisto tayttaa sille asetetut laatukriteerit,
analyysilaite toimii, se antaa luotettavia tuloksia ja soveltuu sille suunniteltuun
kayttétarkoitukseen. Validointiin kuuluu analyysin mittausten teon, tulosten arvioinnin,
tulkinnan ja tilastolliset laskut. Liséksi validoinnista tehdaan validointiraportti, johon
kirjataan ylos validoinnissa suoritetut mittaukset ja johtopaatokset. Validoinnissa
kaytetaan vertailumateriaalia kuten kaytossa olevaa validoitua laitetta, jonka avulla
tutkitaan menetelman kykya antaa oikeita tuloksia, liséksi tutkitaan validoitavan laitteen
siséista toistettavuutta. (Lehtonen & Sihvonen 2004; Jaarinen & Niiranen 2005; Hiltunen,
ym. 2011.)

Tasmaavyys ja toistettavuus ovat avainkasitteitd validoinnissa. Tasmaavyydella
tarkoitetaan analyysilaitteen kykya saada oikea tulos. Vertailukohteena olevan
referenssilaitteen oletetaan antavan oikeita tuloksia, joten validoitavan laitteen tulosten
oikeellisuutta, eli tasmaavyyttd verrataan referenssilaitteen tuloksiin. Kun tulokset ovat
yhtenevia, ovat ne tasmadavid. Toistettavuudella tarkoitetaan analyysilaitteen kykya
saada oikea tulos useaan kertaan. Kun sama nayte tutkitaan useaan kertaan, pitaisi
tulosten olla kutakuinkin samanlaiset, jolloin ne ovat toistettavia. Tuloksista lasketaan
tilastollisia lukuja, kuten keskiarvo ja keskihajonta, jotka kertovat kuinka paljon tulokset
eroavat keskendan. Hyva tadsmaavyys ei takaa hyvaa toistettavuutta, eikd hyva
toistettavuus takaa hyvaa tdsmaavyyttd, vaan molemmat taytyy tutkia ja todeta hyviksi,
jotta laitteen validointi on hyvaksyttava. (Harris 1995; Lehtonen & Sihvonen 2004.)

Analyysimenetelman validoinnin tuloksilla osoitetaan menetelmén toiminta hyvaksytyksi
sille  kaytetyisséd tehtavissd. Kriteerit validoinnin  hyvaksymiselle asettaa

analyysilaboratorio, viranomainen tai asiakas. (Lehtonen & Sihvonen 2004.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Roosa Roininen



11

3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA
TEHTAVAT

Taman opinnaytetydon tarkoituksena on validoida S-OHKarba-tutkimus Tykslabin
kliinisen biokemian metabolian laboratorion uudelle Agilent 1290 Infinity-analysaattorille.
Analysaattorin kayttama tutkimusmenetelma on jo validoitu laitteen valmistajan, Agilent
Technologies:n toimesta. Koska laite otetaan uutena kayttéén metabolian
laboratoriossa, tulee silla analysoitavat tutkimukset validoida, jotta voidaan todentaa
tulosten luotettavuus ja tdsmaavyys. Opinnaytetydssa tutkitaan antaako uusi Agilent
1290 Infinity-analysaattori yhtenevaisia tuloksia verrattain kaytdsséa olevaan Agilent 1100
Series-analysaattorin tuloksiin. Tarkoituksena on, etta kayttdéon otettavan analysaattorin
tulostaso on yhtenevainen kaytdéssd olevan analysaattorin tulostasoon. Taman
opinndytetyon tavoitteena on saada S-OHKarba-tutkimus validoitua Infinity 1290-
analysaattorille, jotta uusi analysaattori saadaan otettua metabolian laboratoriossa

analyysikayttoon.
Opinnaytetyon tutkimusongelmat:

1. Antaako Agilent 1290 Infinity analysaattori siséisesti toistettavia tuloksia.
2. Ovatko Agilent 1290 Infinity ja Agilent 1100 Series analysaattoreiden tulostasot

keskenaan yhtenevia.
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4 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

4.1 Opinnaytetydn toteutus

Tassd opinnaytetydéssa validoitin  S-OHKarba-tutkimus Tykslabin osastolla 931
metabolian laboratoriossa olevalle Agilent 1290 Infinity-analysaattorille. Validointiin
kuuluvat nayteajot suoritettiin alkutalvesta 2016. Opinnaytetyon tilaus tuli kevaalla 2016
Tykslabilta, jolloin opinnaytetyon tekija kavi tutustumassa metabolian laboratorioon seka
siella tehtdvaan S-OHKarba-tutkimuksen analysointiin. Validointia varten anottiin
tutkimuslupaa TurkuCRC:ltd 3.11.2016 ja tutkimuslupa myonnettin 8.11.2016.
Validointia varten suoritetut k&ytannon analyysiajot tehtiin useana paivana kahden viikon
aikana marraskuussa ja joulukuussa. Validoinnissa kaytetyt naytteet olivat kahden viikon
aikana tehdyt naytesarjat, jotka sisalsivat potilasnaytteitd seka kontrollinaytteita. Kaikki
analyysiajoissa kaytetyt naytteet olivat esikasitelty metabolian Ilaboratoriossa

tydskentelevén laboratoriohoitajan toimesta.

Validointia varten kaytettiin yhteensa 45 seeruminaytettd. Suurin osa naytteista oli
potilasnaytteitd ja loput kontrollinaytteitd. Kaikki naytteet ovat esikasitelty
kiinteafaasiuutolla. Yhdessa néytesarjassa on useita kontrollindytteitd ja niitd on sarjan
alussa ja lopussa, jolloin pystytddn varmistamaan analyysiajon luotettavuutta. Yhtéa
sarjan alussa olevaa kontrollinytetta kaytetddan naytesarjan kalibrointiin.
Analyysinaytteista oli poistettu potilasnaytteiden henkilétiedot, mutta tiedossa oli mitka
naytteista olivat kontrollinaytteita ja mitka potilasnaytteitd. 45 naytteesta tilastollisesti
tarkasteltiin vain 41, silla yhdessé sarjassa on aina yksi nayte, joka toimii kalibraattorina,
ja jonka mukaan laite kalibroidaan. Liséksi molemmissa naytesarjoissa oli yksi nayte,
jonka pitoisuus oli niin matala, ettei Agilent 1100 Series-analysaattori pystynyt sita
analysoimaan. Jalkimmaisia naytteita ei kaytetty tasmaavyyden tutkimisessa, mutta niita
kaytettiin Agilent 1290 Infinity-analysaattorin toistettavuuden tutkimisessa. Agilent 1290

Infinity-analysaattori on herkempi matalille pitoisuuksille ja pystyy analysoimaan ne.

Ensimmaisena analyysipaivana analysoitiin 20 naytteen sarja. Toisena analyysipaivana
analysoitiin sama 20 naytteen sarja uudelleen. Liséaksi sarjasta valittiin kolme naytetta,
joiden tulokset olivat matalia sek& korkeita. Naytteista ajettiin rinnakkaiset uusinta-ajot
viisi kertaa. Kolmantena analysointipdivana analysoitiin uusi 25 naytteen sarja, joka

ajettiin vield uudelleen neljantena analyysipdivana. Liséksi sarjasta valittiin nelja
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naytetta, joista ajettiin rinnakkaiset uusinta-ajot. Viidentena analyysipaivana ajettiin viela
kolme uutta rinnakkaista ajoa samoista neljasta naytteestd, kun edellisend paivana.

Analyysiajojen valissa esikasiteltyja naytteita sailytettiin jadkaappilampdotilassa.

Esikasitellyt naytteet ovat pienissa lasipulloissa, joihin on kirjattu jarjestysnumero.
Potilasnayte- ja kontrolliastiat numeroidaan, silla esikasittelyvaiheessa naytteita
kasitellaan eri astioissa, joten numeron avulla pysytddn oikeassa jarjestyksessa
naytteiden kanssa. Talla tavalla potilasnaytteiden anonymiteetti sailyi koko tutkimuksen
ajan. Agilent 1100 Series-analysaattorilla suoritettujen ajojen tulokset saatiin

paperikopioina kayttoon.

Jokaisen tutkitun néaytteen tulokset tulostuvat paperille, jossa nékyy naytteen
kromatogrammi, seka pitoisuudet numeerisesti. Kaikki tulokset kirjattiin tietokoneelle
Excel-taulukkolaskentaohjelmaan ja oikeinkirjoitus tarkastettin useaan otteeseen

virheiden valttdmiseksi.

4.2 Tulosten tilastollinen kasittely

Analyysitulosten tilastollinen kasittely suoritettiin Microsoft Excel-
taulukkolaskentaohjelman avulla.  Analyysitulokset  kirjattin ~ Excel-ohjelmaan
analysaattoreiden tulostamien tulosteiden pohjalta. Tilastollinen tarkastelu aloitettiin
Agilent 1100 Series ja Agilent 1290 Infinity analysaattoreiden tulosten tunnuslukujen
laskennalla. Tunnusluvuiksi laskettiin kaikista ajokerroista keskiarvo, minimi, maksimi,
vaihteluvali, keskihajonta seké variaatiokerroin. Tunnuslukuja tarkastelemalla pystyttiin
tekemaan paattelyitd analysaattoreiden valisestd tdsmadvyydesta seka Agilent 1290
Infinity-analysaattorin ~ siséisestd  toistettavuudesta.  Analysaattoreiden  valista
tAsmaavyytta tutkittaessa analysaattoreiden tuloksista tehtiin sirontakuviot, joissa Agilent
1100 Series-analysaattorin tulokset Kkirjattiin x-aksellille ja Agilent 1290 Infinity-
analysaattorin tulokset y-akselille. Sirontakuvioista pystyy helposti tutkimaan kahden
muuttujan valista riippuvuutta, seka tulosten yhteyden voimakkuutta, muotoa ja suuntaa
(Heikkila 2008; Holopainen & Pulkkinen 2013). Sirontakuvioihin laskettiin selitysaste,
joka kertoo paljonko x-akselin arvot selittdvat y-akselin arvoista. Selitysasteen liséksi
sirontakuvioissa nakyvat regressiosuoran yhtald. Tuloksista laskettiin my6ds Pearsonin

korrelaatiokerroin, joka kertoo kahden muuttujan vélisen yhteyden voimakkuudesta.
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Korrelaatiokerroin vaihtelee -1:n ja +1:n valilla. Mita lahempana luku on +1, sitd suurempi
voimakas positiivinen yhteys tuloksilla on. (Heikkila 2008; Holopainen & Pulkkinen 2013.)
Viimeisena tuloksista tehtiin viela t-testi, joka antaa tuloksena merkitsevyystason p-
arvon. Talla tarkistetaan tulosten merkittavyys ja mahdollisuus johtua sattumasta.
(Heikkild 2008; Holopainen & Pulkkinen 2013.) Hylk&&misriskin rajana toimi 0,05 eli 5%.

Agilent 1290 Infinity-analysaattorin sisdista toistettavuutta tutkiessa laskettiin kaikista
rinnakkaisajoista tunnusluvut. Tunnuslukuja tarkastelemalla, pystyttiin paattelemaan
ovatko rinnakkaisajot olleet keskenddn yhtenevia. Ajosarjojen vélisista toistoajoista
tehtiin sirontakaaviot, joista pystyttiin tarkastelemaan tulosten keskeista riippuvuutta,
yhteyden voimakkuutta, muotoa ja suuntaa. Sirontakuvioihin laskettiin selitysaste, joka
kertoo paljonko ensimmaisen ajon tulokset selittavat toisen ajon tuloksista.
Sirontakuvioissa on my6s néhtavissa regressiosuoran yhtald. Tuloksista laskettiin
korrelaatiokerroin kayttaen Pearsonin korrelaatiokerrointa, seka lopuksi viela laskettiin

p-arvo kertomaan tulosten tilastollisesta luotettavuudesta.

4.3 Opinnaytetydn metodologiset lahtokohdat

Kvantitatiivisessa, eli maaréllisessa tai tilastollisessa tutkimusmenetelméssa
tutkimuksen tietoa tarkastellaan numeerisesti. (Heikkila 2008; Vilkka 2014).
Kvantitatiivisessa tutkimuksessa asiat kuvataan numeeristen suureiden avulla ja tulokset
pystytaan havainnollistamaan taulukoiden ja kuvioiden avuilla. Kvantitatiivisten
tutkimusten avulla pystytddn selvittdmaan lukuméaariin seka prosenttiosuuksiin liittyvia
kysymyksia ja usein selvitetdan eri asioiden valisia riippuvuuksia tai niiden valisia
muutoksia. (Heikkila 2008.)

Keskeisia kasitteita kvantitatiivisessa tutkimuksessa ovat aiemmat teoriat, kasitteiden
maadrittely, numeerinen mittaus ja siihen sopiva havaintoaineisto, tilastollisesti kasiteltava

aineisto, tilastollinen analysointi ja paatelmien teko niihin perustuen. (Hirsjarvi ym. 1997).

Tassa opinnaytetydssa kaytettiin  kvantitatiivista  tutkimusmenetelmaa, koska
opinnaytetyon tutkimuksesta saatu havaintoaineisto ja tulokset olivat numeerisia.
Tutkimustulokset saatiin kayttéden tilastollisia tutkimusmenetelmia ja tulokset esitettiin

taulukoin ja kuvioin.
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4.4 Opinnaytetyon eettiset |ahtokohdat

Kun tutkimus on tehty hyvien tieteellisten kaytantojen edellyttamalla tavalla, voidaan
tutkimusta pitéda eettisesi hyvaksyttavana ja luotettavana ja sen tuloksia uskottavina.
Hyviin tieteellisiin  kaytontdihin kuuluu muun muassa tarvittavien tutkimuslupien
hankkiminen, tiedeyhteisén toimintatapojen noudattaminen, kuten rehellisyys ja
huolellisuus tutkimustulosten tallentamisessa, esittdmisessa seka arvioinnissa, tutkimus
toteutetaan ja raportoidaan tieteelliselle tiedolle asetettujen vaatimusten edellyttamalla
tavalla ja tutkimuksessa viitataan muiden tutkijoiden julkaisuihin asianmukaisella tavalla.
Hyvien tieteellisten kaytantdjen noudattamisesta vastaa esisijaisesti tutkija itse.

(Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012.)

Tata opinnaytetyota tehdessa noudatettiin hyvia tieteellisia kaytantja ja asianmukaiset
tutkimusluvat anottiin ennen tutkimusosuuden aloittamista. Tutkimuksessa kéaytetyt
naytteet olivat jo analysoituja ja juoksevalla numerolla korvattuja potilasnaytteita.
Naytteet olivat taysin nimettdmia, eikéa niita voida yhdistaé kehenk&aén potilaaseen, néin

ollen potilaiden suostumusta ei tarvittu tutkimuksen suorittamista varten.
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5 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Tassa opinnaytetydssa Agilent 1100 Series-analysaattori toimi referenssilaitteena, johon
Agilent 1290 Infinity-analysaattorin tuloksia verrattiin. Agilent 1100 Series-analysaattori
on validoitu ja on analyysikaytossa, joten sen tuloksia voidaan pitad oikeina ja
luotettavina. Agilent 1290 Infinity-analysaattorin validointia varten analysoitiin yhteensa
45 naytettd, joista tassa opinnaytetydssa tarkasteltiin 43. Tasmaavyyden tarkastelussa
kaytettiin vain 41 naytetta, silla kahden naytteen analyysitulos oli liian matala
referenssilaitteen analysoitavaksi. Validoitava laite kuitenkin pystyi analysoimaan
matalatkin pitoisuudet, joten kyseessa olevia naytteitd kaytettiin Agilent 1290 Infinity-

analysaattorin matalien pitoisuuksien toistettavuuden tutkimisessa.

Tuloksia tarkasteltiin Microsoft Excel-taulukkolaskentaohjelmaa kayttden. Tasmaavyytta
ja toistettavuutta tutkittiin laskemalla tuloksista tunnusluvut, korrelaatiokerroin, t-testi,
sirontakuviot ja regressiosuora. Ajosarjojen ja rinnakkaisajojen tuloksista laskettiin

erotukset seka eroprosentit.

5.1 Tunnusluvut

Taulukointi ja graafinen esitys antavat selkedn yhteiskuvan tilastollisten muuttujien
jakaumasta. Tulosten johtopaatdsten seka objektiivisen tulkinnan tukena kaytetdan
tunnuslukuja, jotka lasketaan jakaumasta. Tunnuslukuja on monia erilaisia ja jokainen
kertoo muuttujan jakaumasta eri tavalla. Tutkimalla tunnuslukujen tuloksia, saadaan

jakaumasta tarkeaa tietoa. (Holopainen & Pulkkinen 2013.)

Tunnusluvut voidaan erotella lukujen sijaintia kuvaaviksi tunnusluvuiksi eli sijaintiluvuiksi,
sekd lukujen vaihtelua kuvaaviksi tunnusluvuiksi eli hajontaluvuiksi (Heikkila 2008).
Sijaintiluvut voidaan jakaa vielda keskilukuihin ja muihin sijaintilukuihin. Keskiluvut
kertovat tulosjakauman keskikohdan. Yleisin kaytetty sijaintiasteikon keskiluku on
artimeettinen keskiarvo. (Holopainen & Pulkkinen 2013.) Keskiarvo saadaan laskemalla
ensin kaikkien mittaustulosten summa, joka jaetaan kaikkien mittaustulosten maaralla
(Kaava 1) (Heikkila 2008).
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Havaintoarvojen summa

Keskiarvo = - - —
Havaintojen maaara

Kaava 1. Keskiarvon laskukaava (Heikkila 2008).

Hajontaluvut kertovat kuinka hajallaan mittaustulokset ovat keskenaan (Kaava 2). Niiden
avulla pystytaan maarittelemé&éan kuinka paljon tulokset vaihtelevat. Mitd pienempaa
hajonta on, sitd lahempéana mittaustulokset ovat toisiaan. Vaihteluvéli kertoo pienimmaéan
ja suurimman mittaustuloksen vélilla olevan arvon. Vaihteluvéli saadaan laskettua

suurimman ja pienimman mittaustuloksen erotuksella. (Heikkila 2008)
Vaihteluvidli = max - min

Kaava 2. Vaihteluvélin laskukaava (Heikkila 2008).

Yleisin kaytetty hajonta luku on keskihajonta. Se kertoo kuinka paljon mittaustulokset
ovat hajaantuneet keskiarvon ymparille. Keskiarvosta selvasti poikkeavat arvot nostavat
keskihajonnan lukemaa. Keskihajonnan laskuun kaytetty kaava on monimutkaisempi
kuin monien muiden tunnuslukujen laskukaavat (Kaava 3). Siksi se on kaikista helpointa
laskea tietojenkasittelyohjelman, kuten Microsoft Excelin kanssa. (Mattila 2003; Heikkila

2008)
’ —%)2
Keskihajonta = %

Kaava 3. Keskihajonnan laskukaava (Excel 2016).

Kaavassa 3, x viittaa tulosten keskiarvoon ja n tulosten maaraan (Holopainen &
Pulkkinen 2013).

Variaatiokerroin kertoo mittaustulosten suhteellisen hajonnan. Variaatiokertoimen avulla
voidaan vertailla kahden muuttujan tulosten hajontojen suuruutta. Variaatiokerroin
lasketaan keskihajonnan ja keskiarvon osaméaarastéa (Kaava 4). Koska tulos kerrotaan
usein prosentteina, kerrotaan tulos viela sadalla. (Heikkila 2008; Holopainen & Pulkkinen
2013))
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Keskihajonta

Variaatiokerroin = - * 100
Keskiarvo

Kaava 4. Variaatiokertoimen laskukaava (Heikkila 2008).

Taulukko 1. Ensimmaisen ajosarjan tunnusluvut

Agilent 1100 Series | Agilent 1290 Infinity | Agilent 1290 Infinity
1. ajo 2. ajo
Keskiarvo 60,25 59,08 57,94
Minimi 16,45 17,50 14,47
Maksimi 90,64 88,15 87,29
Vaihteluvali 74,19 70,65 72,82
Keskihajonta 16,38 15,74 16,66
Variaatiokerroin 27% 27% 29%

Taulukko 2. Toisen ajosarjan tunnusluvut

Agilent 1100 Series | Agilent 1290 Infinity | Agilent 1290 Infinity
1. ajo 2. ajo
Keskiarvo 41,89 40,74 40,35
Minimi 1,36 0,45 0,44
Maksimi 89,85 89,87 88,96
Vaihteluvali 88,49 89,42 88,52
Keskihajonta 24,14 24,38 24,23
Variaatiokerroin 58% 60% 60%

Tunnuslukuja tarkasteltaessa (Taulukko 1 ja Taulukko 2) voidaan todeta, etta Agilent
1290 Infinity-analysaattorin antamien tulosten keskiarvo on hieman matalampi kuin
Agilent 1100 Series-analysaattorin tulosten keskiarvot. Agilent 1290 Infinity-
analysaattorilla suoritettujen rinnakkaisajojen valilla on ensimmaisessa ajosarjassa
hieman eroavaisuuksia. Tamé& on mahdollisesti selitettavissa silla, ettd ajokertojen
valissa analysaattorin kolonni vaihdettiin. Toisen ajosarjan rinnakkaisajojen valissa ei ole
havaittavissa yhta selkeitéd eroavaisuuksia. Analysaattoreiden seka rinnakkaisajojen

tulokset ovat lahella toisiaan, eikd niiden valilla ole merkittavia eroavaisuuksia.
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5.2 Korrelaatio

Kahden muuttujan valista riippuvuutta tutkitaan usein sirontakaavion avulla (Heikkila
2008). Sirontakuviot kertovat tulosten yhteyden voimakkuudesta, muodosta ja

suunnasta (Holopainen & Pulkkinen 2013).

Yleisimmin kahden muuttujan valistd yhteyden voimakkuutta tutkitaan Pearsonin
korrelaatiokertoimen avulla. Korrelaatiokerroin (r) vaihtelee -1:n ja +1:n valilld. Jos
kertoimen arvo on 0, ei muuttujien vélilla ole lineaarista riippuvuutta ja kertoimen arvon
ollessa lahella 1 on muuttujien valilla voimakas lineaarinen yhteys. Kertoimen ollessa
l&helld arvoa +1, on muuttujien valilla voimakas positiivinen korrelaatio, eli ensimmaisen
muuttujan kasvaessa toinenkin kasvaa, ja kertoimen ollessa lahella arvoa -1, on
muuttujien valilla voimakas negatiivinen korrelaatio, eli ensimmaisen muuttujan

kasvaessa toinen muuttuja pienenee. (Heikkilda 2008; Holopainen & Pulkkinen 2013.)

Kun muuttujien valilla todetaan olevan selkea lineaarinen riippuvuus, tutkitaan muuttujien
valista syy-yhteyttd. Regressiolla tutkitaan muuttujien valistd yhteyttd matemaattisesti,
se kertoo, paljonko y:n arvo keskimaarin muuttuu x:n muuttuessa yksikdon verran.
(Heikkila 2008; Pulkkinen & Holopainen 2013.) Regressiosuoran yhteydessa
sirontakaavioon lasketaan selitysaste, joka kertoo kuinka suuren osan X (selittdva
muuttuja) selittda y:sta (selitettdvda muuttuja). Selitysasteen ollessa pieni, ei x selita
paljoa y:n vaihtelusta, mutta selitysasteen ollessa suuri, x selittdd yksin suurimman osan
y:n arvojen vaihtelusta. Selitysaste lasketaan korrelaatiokerroin potenssiin kaksi (Kaava
5). (Heikkila 2008; Holopainen & Pulkkinen 2013.)

Selitysaste = Korrelaatiokerroin®

Kaava 5. Selitysasteen laskukaava (Heikkila 2008).

Ensimmaisesta ajosarjasta suoritettin kaksi ajoa, ensimmadinen ja toinen. Ajojen
sirontakuvioissa on selkeasti havaittavissa analysaattoreiden tulosten vélilla olevan
selked yhteys. Molemmissa ajokerroissa tulokset sijoittuivat regressiosuoran valitttmaan
laheisyyteen. Ensimmaisen sirontakuvion (Kuvio 1) selitysaste (R?) on 0,995, eli Agilent
1290 Infinity-analysaattorin tuloksista 99,5% pystytaan selittamaan Agilent 1100 Series-
analysaattorin tuloksilla. Toisen sirontakuvion (Kuvio 2) selitysaste (R?) on 0,992, eli
tuloksista on selitettavissa 99,2%. Ensimmaisen ajosarjan ensimmaisen ajon

korrelaatioksi saatiin 0,998 ja toisen ajon korrelaatioksi saatiin 0,996. Nama ovat erittain
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voimakkaita korrelaatioita. Taman perusteella Agilent 1100 Series-analysaattorin ja
Agilent 1290 Infinity-analysaattorin tulokset korreloivat kesken&an voimakkaasti.

Agilent 1100 Series vs. Agilent 1290 Infinity
1. ajosarja, 1. ajo

100
90
80 y =0,9586x + 1,3206
70 R2 = 0,99505
60
50
40
30
20
10

Agilent 1290 1. ajo (umol/l)

0 20 40 60 80 100
Agilent 1100 Series (umol/l)

Kuvio 1. Agilent 1100 Series vs. Agilent 1290 Infinity analysaattoreiden 1. ajosarjan 1.
toistoajo

Agilent 1100 Series vs. Agilent 1290 Infinity
1. ajosarja, 2. ajo

100
90
80 y=1,013x-3,095
70 R2=0,99186
60
50
40
30
20
10

Agilent 1290 2. ajo (umol/l)

0 20 40 60 80 100
Agilent 1100 Series (umol/l)

Kuvio 2. Agilent 1100 Series vs. Agilent 1290 Infinity analysaattoreiden 1. ajosarjan 2.
toistoajo.

Myds toisesta ajosarjasta suoritettiin kaksi ajoa, ensimmainen ja toinen. Sirontakuvioita

tarkastelemalla, analysaattoreiden valilla on havaittavissa selkea yhteys. Lahes kaikki

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Roosa Roininen



21

tulokset sijoittuivat regressiosuoralle. Sirontakuvioista (Kuvio 3 ja Kuvio 4) nakee
selitysasteiden (R?) olevan 0,999 ja 0,998, eli Agilent 1290 Infinity-analysaattoriin
tuloksista 99,9% ja 99,8% on selitettavissa Agilent 1100 Series-analysaattorin tuloksilla.
Toisen ajosarjan ensimmaisen ajon korrelaatiokertoimeksi tuli 0,999 ja toisen ajon
korrelaatiokerroin on 0,999. Korrelaatiokertoimet ovat erittdin voimakkaat, joten Agilent
1290 Infinity ja Agilent 1100 Series analysaattoreiden tulokset korreloivat keskenaan

voimakkaasti.

Agilent 1100 Series vs Agilent 1290 Infinity
2. ajosarja, 1. ajo

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

y = 1.0099x - 1.5608
R2 =0.9989

Agilent 1290 1. ajo (umol/l)

-10
0 20 40 60 80 100

Agilent 1100 Series (umol/l)

Kuvio 3. Agilent 1100 Series vs. Agilent 1290 Infinity analysaattoreiden 2. ajosarjan 1.
toistoajo.

Agilent 1100 Series vs Agilent 1290 Infinity
2. ajosarja, 2. ajo

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

y = 1.0031x - 1.6692
R2 = 0.9984

Agilent 1290 2. ajo (umol/l)

-10
0 20 40 60 80 100

Agilent 1100 Series (umol/l)
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Kuvio 4. Agilent 1100 Series vs. Agilent 1290 Infinity analysaattoreiden 2. ajosarjan 2.
toistoajo.

5.3 Nollahypoteesi ja merkitsevyystaso

Nollahypoteesi on olettamus, joka asetetaan tutkimukselle. Se on olettamus, jota
pidetdan tutkimuksen osalta totena. Tutkimuksiin yleisesti kuuluu tiettyjen olettamusten
ja vditteiden todenperdisyyden paikkansa pitavyyden testaaminen. (Holopainen &
Pulkkinen 2013.) Taman tutkimuksen nollahypoteesina on, etta Agilent 1100 Series-
analysaattorin ja Agilent 1290 Infinity-analysaattorin véaliset tulokset ovat yhtenevia ja
vaihtoehtoinen hypoteesi on, ettd tulokset eivat ole yhtenevid. Nollahypoteesia
testattaessa paatetaan, kuinka suuri hylkdamisen riski otetaan. Hylkaamisriski
ilmoitetaan  merkitsevyystasona, eli p-arvona. Yleisesti kaytéssa olevat
merkitsevyystasot ovat, etta tulos on erittdin merkitseva, jos tulos on <0,001 tai tulos ei
ole tilastollisesti merkitsevd, jos tulos on >0,05. (Heikkila & Pulkkinen 2013.)
Merkitsevyystaso kertoo jo tehdyn johtopaéatdksen tilastollisesta luotettavuudesta,
nollahypoteesin hylkaamisvirheen todennakdoisyydesta; kuinka suurella
todennakoisyydella vaihtoehtoinen hypoteesi on vaara. (Heikkila 2008; Holopainen &
Pulkkinen 2013.)

Merkitsevyystason p-arvo laskettiin t-testin avulla. T-testi perustuu otoksesta saatuun
keskiarvoon (Karjalainen 2010). T-testi suoritettiin analysaattoreiden valilla kayttaen
kaksisuuntaista testausta. Ensimmaisessd ajosarjassa Agilent 1100 Series-
analysaattorin ja Agilent 1290 Infinity-analysaattorin ensimmaisen ja toisen ajojen
valinen p-arvo oli kaikissa vertailuissa >0,05, eli analysaattoreiden tulosten valilla ei ollut
merkittavaa tilastollista eroa. My6s toisen ajosarjan analysaattoreiden valinen p-arvo oli
kaikkien ajokertojen valilla >0,05, eli merkittdvaa tilastollista eroa ei ollut. Kaikkien p-
arvojen ollessa >0,05, ei nollahypoteesia hylata, vaan todetaan, etta Agilent 1100 Series-

analysaattorin ja Agilent 1290 Infinity-analysaattorin tulokset ovat yhtenevia.

5.4 Agilent 1290 Infinity sisdinen toistetavuus

Agilent 1290 Infinity-analysaattorin sisaista toistettavuutta tutkittiin ajamalla molemmat
naytesarjat kahteen kertaan, seka toisen rinnakkaisajon aikana muutamista naytteista

useampi toisto. Ensimmaisesta ajosarjasta ajettiin kolmesta naytteesta kuusi toistoa ja
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toisesta ajosarjasta kolmesta naytteestd kuusi toistoa ja yhdestd naytteestd kolme
toistoa. Ajosarjojen valisista tuloksista tehtiin sirontakaaviot, joihin laskettiin selitysaste,
regressio, p-arvo ja tuloksista laskettiin korrelaatio. Tutkimuksen nollahypoteesina on,
etta Agilent 1290 Infinity analysaattorin sisainen toistettavuus on hyva ja vaihtoehtoisena
hypoteesina on, etta toistettavuus ei ole hyva. Ensimmaisen ajosarjan rinnakkaisajojen
sirontakuviosta (Kuvio 5) on selvasti havaittavissa tulosten yhtenevaisyytta, tulokset ovat
yhdensuuntaisia ja lahes kaikki osuvat regressiosuoralle. Tulosten selitysaste (R?) on
0,997, eli 99,7% tuloksista on selitettavissa. Tulosten korrelaatiokerroin on 0,998, eli

tulokset korreloivat kesken&dan voimakkaasti.

Agilent 1290 Infinity vs. Agilent 1290 Infinity
1. ajosarja, 1. ja 2. ajo

100
90
80 y =1,0412x - 3,5033
70 R2=0,99726
60
50
40
30
20
10

Agilent 1290 2. ajo (umol/l)

0 20 40 60 80 100
Agilent 1290 1. ajo (umol/l)

Kuvio 5. Agilent 1290 Infinity 1. ajo vs. Agilent 1290 Infinity 2. ajo, 1. ajosarja.

Toisen ajosarjan rinnakkaisajot asettuivat sirontakuviossa (Kuvio 6) hyvin
regressiosuoralle ja tulokset ovat selvasti yhtenevia. Rinnakkaisajojen selitysaste (R?)
on 0,999, taten toisen ajon tuloksista 99,9% on selitettavissa ensimmaisen ajon
tuloksilla. Toisen ajosarjan korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,999, joka vastaa erittain

vahvaa positiivista korrelaatiota.
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Agilent 1290 Infinity vs. Agilent 1290 Infinity
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2. ajosarja, 1. ja 2. ajo

y =0.9929x - 0.0968
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R2 =0.9999
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Kuvio 6. Agilent 1290 Infinity 1. ajo vs. Agilent 1290 Infinity 2. ajo, 2. ajosarja.
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Molempien ajosarjojen rinnakkaisajoille laskettiin t-testin avulla p-arvo. Molempien

rinnakkaisajojen p-arvoksi saatiin yli 0,05, jolloin merkittdvaa tilastollista eroa ajojen

valilla ei ollut, eika nollahypoteesia nain hylata.

Yhden naytteen rinnakkaisajojen tuloksista laskettiin tunnusluvut (Taulukko 3). Kirjain

naytenumeron perassa kertoo, onko kyseessd ensimmaéisen (a) ajosarjan nayte vai

toisen (b) ajosarjan nayte. Kaikista muista naytteistd ajettin 6 toistoa yhdessa

ajokerrassa, paitsi naytteesta 4b vain 3 toistoa.

Taulukko 3. Toistettavuuden tunnusluvut

n

Nayte Nayte Nayte | Nayte | Nayte Nayte | Nayte

4b 5a 7a 8a 12b 20b 29b
Keskiarvo 89,05 0,45 | 87,66 | 14,40 0,26 8,49 0,39
Minimi 88,96 0,39 87,29 | 14,33 0,23 8,47 0,37
Maksimi 89,10 0,55 88,00 | 14,47 0,40 8,51 0,44
Vaihteluvali 0,14 0,16 0,71 0,14 0,17 0,04 0,07
Keskihajonta 0,08 0,05 0,34 | 0,06 0,07 0,01 0,03
Variaatiokerroi 0,08% | 11,98% | 0,38% | 0,39% | 27,58% | 0,15% | 7,27%
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Keskihajonta naytteiden valilla on erittain pientd, joka kertoo néytetulosten olleen erittain
l&hella toisiaan. Variaatiokertoimet ovat paasaantdisesti pienia, mutta kun kyseessa on

pienet pitoisuudet, ndkyvat niiden pienetkin vaihtelut suurina variaatiokertoimessa.

5.5 Erotus ja eroprosentti

Molempien analysaattoreiden tuloksista ja rinnakkaisajojen tuloksista laskettiin erotus ja
eroprosentti (Taulukko 4 ja Taulukko 5). Erotus ja eroprosentti laskettiin Agilent 1100
Series-analysaattorin tuloksista ja Agilent 1290 Infinity-analysaattorin tulosten
keskiarvosta. Taten nahdaan paljonko Agilent 1100 Series-analysaattorin tulokset
eroavat Agilent 1290 Infinity-analysaattorin keskimaaraisista tuloksista. Eroprosentti

kertoo lasketun erotuksen suhteen referenssilaitteen, Agilent 1100 Series:n tuloksiin.

Taulukko 4. Ensimmaisen ajosarjan erotukset ja eroprosentit.

Agilent Agilent Agilent Agilent Erotus Eroprosentti
1100 1290 1290 1290 (Agilent
Series Infinity 1. | Infinity 2. | Infinity 1100
(umol/) Ajo Ajo keskiarvo | Series -
(umol/l) (umol/l) (umol/l) Agilent
1290  ka)
(umol/l)
74,08 71,80 75,01 73,40 0,67 1%
76,62 76,11 76,03 76,07 0,55 1%
53,77 55,07 52,88 53,97 -0,21 0%
54,20 52,62 51,16 51,89 2,31 4%
90,64 88,15 87,29 87,72 2,91 3%
16,45 17,50 14,47 15,99 0,47 3%
57,66 56,04 53,81 54,92 2,74 5%
65,06 63,95 62,14 63,04 2,02 3%
44,18 45,91 44,22 45,06 -0,89 -2%
61,04 58,81 57,93 58,37 2,67 4%
45,24 43,64 42,00 42,82 2,42 5%
58,47 55,70 54,05 54,88 3,60 6%
56,41 54,38 52,99 53,69 2,72 5%
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56,38 54,70 53,14 53,92 2,46 4%
59,01 57,85 55,98 56,92 2,09 4%
59,29 57,58 55,79 56,69 2,61 4%
78,32 76,68 77,00 76,84 1,47 2%
77,75 76,90 77,09 76,99 0,75 1%

Eroprosentteja tutkimalla voi huomata tulosten eroavaisuuksien olevan erittdin pienia.
Mutta esimerkiksi toisen ajosarjan viimeisen naytteen (Taulukko 5) eroprosentti on hyvin
korkea (67%). Tama kuitenkin johtuu siitd, etta kyseessa on niin pieni pitoisuus, etta
pienikin ero, kuten tdssa (lumol/l) nakyy eroprosentissa suurena. Ensimmaéisessa
ajossa suurin pitoisuus ero oli 3,595 pmol/l eli 6% ja toisessa ajossa suurin pitoisuusero
oli 3,739 eli 7%. Tamakin nayttaa sen, etta vaikka eroprosenttiosuus joissain naytteissa
on suuri, ei naytteiden valinen erotus kuitenkaan ole yhta iso. Molempien ajokertojen
tuloksista on huomattavissa, ettd Agilent 1100 Series-analysaattori antaa
paasaantoisesti suurempia pitoisuuksia kuin Agilent 1290 muutama poikkeus huomioon

ottaen.

Taulukko 5. Toisen ajosarjan erotukset ja eroprosentit.

Agilent Agilent Agilent Agilent Erotus Eroprosentti
1100 1290 1290 1290 (Agilent
Series Infinity 1. | Infinity 2. | Infinity 1100
(umol/l) Ajo Ajo keskiarvo Series -
(umol/l) (umol/l) (umol/l) Agilent
1290  ka)
(umol/l)
75,00 75,92 75,99 75,96 -0,96 -1%
76,13 76,17 76,07 76,12 0,01 0%
89,85 89,87 88,96 89,42 0,43 0%
18,19 17,04 16,93 16,98 1,21 7%
60,46 59,43 58,82 59,12 1,34 2%
54,01 53,26 52,65 52,96 1,05 2%
45,14 43,86 43,44 43,65 1,49 3%
31,96 30,93 30,67 30,80 1,16 4%
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49,50 48,31 47,82 48,06 1,43 3%
38,40 36,56 36,27 36,41 1,99 5%
35,16 34,02 33,66 33,84 1,33 4%
31,01 29,95 29,60 29,77 1,24 4%
22,80 21,64 21,42 21,53 1,27 6%
35,69 33,68 33,38 33,53 2,17 6%
17,65 16,07 16,00 16,03 1,62 9%
56,82 53,32 52,84 53,08 3,74 7%
22,70 21,54 21,04 21,29 1,40 6%
9,57 8,64 8,51 8,58 0,99 10%
7,69 6,59 6,47 6,53 1,16 15%
53,88 51,83 50,78 51,30 2,58 5%
55,93 54,25 53,34 53,79 2,14 4%
74,64 73,80 73,02 73,41 1,22 2%
1,36 0,45 0,44 0,44 0,91 67%

5.6 Tutkimustulosten tarkastelu

Agilent 1100 Series ja Agilent 1290 Infinity analysaattoreiden valinen tdsmaavyys ovat
hyvid. Tasta kertoo analysaattoreiden tuloksien hyva verrattavuus, tulosten vahva
positiivinen korrelaatio ja korkea selitysaste. Analyysituloksista lasketut tunnusluvut

olivat |ahella toisiaan, eik&a suuria eroavaisuuksia analysaattoreiden valilla havaittu.

Agilent 1290 Infinity-analysaattorin siséinen toistettavuus on hyva. Tastd kertoo
analysaattorilla ajettujen rinnakkaisajojen hyva verrattavuus, tulosten vahva positiivinen
korrelaatio ja korkea selitysaste. Tulokset olivat yhtenevid ja rinnakkaisajojen vélinen
eroavaisuus oli pientd. Tata tutkittin tarkastelemalla tulosten yhtenevaisyytta
tunnusluvuilla. Tunnusluvuissa ei ollut havaittavissa suuria eroavaisuuksia ja tulokset

olivat selkeasti yhtenevia.

Nollahypoteesina oli, ettd Agilent 1100 Series-analysaattorin ja Agilent 1290-
analysaattorin tulokset ovat keskenddn tdsmaavid ja Agilent 1290-analysaattorin

sisdinen toistettavuus on hyva. Hypoteesi testattiin t-testin kanssa, joka antoi kaikille

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Roosa Roininen



28

testeille tulokseksi >5%, eli tulosten valilla ei ollut merkittavad eroa. Nain ollen

nollahypoteesi jda voimaan, silla nollahypoteesin hylkédamisen riski olisi liian suuri.
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6 POHDINTA

Taman opinnaytetyon tutkimusongelmina oli tutkia Agilent 1290 Infinity-analysaattorin
sisdista toistettavuutta seka Agilent 1290 Infinity-analysaattorin ja Agilent 1100 Series-
analysaattorin valistda tadsmaavyytta. Toistettavuudella tarkasteltin analysaattorin
tarkkuutta antaa yhtenevid tuloksia useita kertoja perdkkdin ja tasmaavyydella
tarkasteltin  analysaattoreiden valistd tulostason yhtenevyyttd (Harris, 1995).
Tasmaavyyttd tutkittin - analysoimalla naytesarjat ensin Agilent 1100 Series
analysaattorilla, joka toimi referenssilaitteena. Taman jalkeen naytesarjat analysoitiin
Agilent 1290 Infinity-analysaattorilla kahteen kertaan. Naytesarjoja oli yhteenséa kaksi.
Agilent 1290 Infinity-analysaattorin toistettavuutta tutkittin ajamalla n&ytesarjat
useamman kerran, seka valitsemalla sarjoista naytteita, jotka olivat pitoisuuksiltaan
matalia, hieman keskitasoa matalampia ja korkeita, ja naitd naytteitda analysoitiin useita

kertoja, tutkien onko tulokset joka kerta yhtenevia.

Agilent 1290 Infinity-analysaattori on herkempi analysoimaan pienempia pitoisuuksia
kuin Agilent 1100 Series-analysaattori. Ajosarjoissa oli yhteensa kaksi néaytettd joihin
Agilent 1100 Series-analysaattori ei ollut laskenut minkaanlaista pitoisuutta. Na&ita

naytteita ei kaytetty analysaattoreiden vélisessa tdsmaavyyden tarkastelussa.

Taman opinnaytetyon tutkimustulosten mukaan Agilent 1100 Series ja Agilent 1290
Infinity analysaattoreiden véliset tulokset ovat yhtenevid ja Agilent 1290 Infinity-
analysaattorin  sisdinen toistettavuus on hyva. Niin analysaattoreiden kuin
rinnakkaisajojen tulokset korreloivat vahvasti keskendan, tulokset selittévat toisiaan

lahes 100% ja p-arvot ovat yli 5%, joten merkittdvaa eroa tulosten valilla ei [6ydetty.

Agilent 1100 Series ja Agilent 1290 Infinity analysaattorit ovat Agilent Technologies:n
valmistamia korkean erotuskyvyn nestekromatografia-analysaattoreita.
Analysaattoreiden analyysimenetelmd ja toimintatavat ovat samat ja laitteet kayttavat
samoja reagenssiliuoksia, taten analysaattoreiden antamien tulosten vertailu oli helposti

tehtavissa.

Ensimmadisen ajosarjan ensimmaéisen ja toisen ajon valissa Agilent 1290 Infinity-
analysaattorin kolonni oli vaihdettu toiseen vastaavaan kolonniin. Kolonnin vaihto saattoi
vaikuttaa ajojen rinnakkaisuuteen, mutta tuloksia tarkastellessa ei ollut nahtavissa

merkittavid eroavaisuuksia. Toisen ajosarjan toisen ajon aikana analysaattorin kayttama

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Roosa Roininen



30

puskuriliuos alkoi loppua ja se taytyi vaihtaa uuteen kesken ajon, joka vaikuttaa tulosten
retentioaikaan. Ajosarjan kuusi viimeista naytetta kalibroitiin uudestaan eri ajoliuoksella
kuin ajosarjan ensimmaiset naytteet. Tama ei kuitenkaan vaikuttanut merkittavasti
tuloksiin. Viimeisen analyysiajon aikana ajoliuos ehti loppua kokonaan, silla
analysaattorin kayttdohjelmaan ei ollut péaivittynyt ajoliuoksen maara sen vaihdon
yhteydessa. Ajoliuoksen loppuminen ehdittin huomata vasta, kun analysaattori oli
analysoinut yhtd naytettd kolmen toiston verran. Naytetta ei ollut enda tarpeeksi jaljella,
jotta olisi voitu suorittaa pilalle menneet ajot uudelleen, siksi analysaattorin

toistettavuutta tutkiessa oli yksi ndyte, jota ei analysoitu yhta montaa kertaa kuin muita.

Taméan opinnaytetydn kaytannon virheldhteet keskittyvat naytteen kasittelyyn,
sdilytykseen seka esikasittelyyn. Virhelahteitd voi esiintya jo naytteenotossa, jos
naytteenottaja tai asiakas ei kiinnitd huomiota ladkkeen nauttimisaikaan. Naytetta ei tulisi
ottaa, jos okskarbatsepiiniladke on otettu aamulla. Analyysivirheitd voi esiintyd
virheellisesti sailytetystd naytteestd tai vaarin esikasitellysta naytteestd. Nama voivat
vaikuttaa |dakeainepitoisuuden virheellisen matalaan pitoisuuteen. Tulosten
luotettavuutta heikentdd esikasiteltyjen naytteiden sailytys analyysiajojen valissa.
Esikasiteltyja naytteita sdilytettiin jadkaapissa analyysiajojen vélissa, mutta naytteiden
sailyvyydesta ei ole tehty tutkimusta. Saman naytesarjan ensimmaisen ja viimeisen
ajokerran véalissa saattoi olla jopa 7 vuorokautta. TAmé&n opinndytetyon tutkimustulosten
mukaan voi paatelld, ettd jaakaappisdilytys ei ollut vaikuttanut naytteiden pitoisuuksiin
merkittavasti, mutta tulokset olivat hieman matalampia. Naytetulokset sydtettiin
tietojenkasittelyohjelmaan paperitulosteiden pohjalta. Kirjaus tarkistettiin useaan kertaan

mahdollisten nappadilyvirheiden poistamiseksi.

Tama opinnaytety6 on tehty hyvia tieteellisia kaytantdja seka hyvia eettisia periaatteita
noudattaen. Tamé&n opinnaytetydn tutkimusosuutta varten hankittin asianmukaiset
tutkimusluvat ennen tutkimuksen aloittamista. Tutkimuksessa kéaytettyjen naytteiden
henkildtiedot olivat poistettu ja korvattu juoksevalla numerolla, ndin naytteitd pystynyt
jaljittamaéan yhteenkdan potilaaseen tutkimusprosessin yhdessakaan vaiheessa.
Opinnaytety® suoritettiin erityista tarkkuutta, huolellisuutta ja rehellisyytta noudattaen,
varsinkin tulosten kasin kirjaamisessa virheiden valttdmiseksi. Opinndytetyon
teoriaosuuden kirjoituksessa kaytettiin useita suomenkielisia sekd englanninkielisia
luotettavia l&hteitd. Opinnaytety6prosessin aikana tuli viivastyksia tutkimusluvan

saamisen kanssa, seka validoitavan analysaattorin toimivuuden kanssa. Opinnaytetyon
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aikana analyysiprosessin eri vaiheiden ymmartaminen ja hallitseminen vahvistui, seka

ammatillinen osaaminen kehittyi syventyessa opinnaytetydn kasittelemiin aiheisiin.

Taman opinnaytetydn tuloksena Agilent 1290 Infinity-analysaattori voidaan ottaa S-

OHKarba-tutkimuksen analyysikayttéon Tykslabin osastolla 931.

Jatkotutkimusaiheiksi suositellaan Agilent 1290 Infinity-analysaattorin  sisaisen
toistettavuuden tutkimista useammalla naytteelld, joiden pitoisuudet ovat matalia,
keskitasoisia ja korkeita. Lisaksi myds esikasiteltyjen naytteiden sailyvyyden tutkimista;

kuinka kauan naytteet sailyvat analyysikelpoisina ilman vaikutusta analyysitulokseen.
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