(

'D Tampereen ammattikorkeakoulu

Nestekromatografisesta analyy-
sista vasta-aineperusteiseen,
immunokemialliseen analyysiin
HbA1c -tutkimuksessa

Niina Puttonen

OPINNAYTETYO
28.11. 2019

Kliininen asiantuntija (ylempi AMK)
Bioanalytiikan kehittdmisohjelma



TIIVISTELMA

Tampereen ammattikorkeakoulu
Kliininen asiantuntija (ylempi AMK)
Bioanalytiikan kehittdmisohjelma

PUTTONEN, NIINA:
Nestekromatografisesta analyysista vasta-aineperusteiseen, immunokemialli-
seen analyysiin HbA1c -tutkimuksessa

Opinnaytetyd 71 sivua, joista liitteitd 9 sivua
Joulukuu 2019

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli verifioida Cobas ¢513 -analysaattorin
HbA1c -tutkimusmenetelma Keski-Suomen keskussairaalan laboratoriossa. Ve-
rifioinnissa tehtiin potilasnaytevertailu ja testattiin verifioitavaa Cobas ¢513 -ana-
lysaattorin immunokemiallista menetelmaa vertailumenetelmana olevaan Vari-
ant™ |l Turbon nestekromatografiseen HPLC -menetelmaan. Lisaksi tehtiin laite-
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ABSTRACT
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The purpose was to verify a new immunochemical method for glycated hemoglo-
bin. In addition, the purpose was to compare the results of two similar immuno-
chemical analysers. The aim was to ensure that demands placed on a new im-
munochemical method will be met.

In total, 110 whole blood samples including 23 Hb Vaasa variants and 11 fetal
hemoglobin samples were collected from Tampere and Jyvaskyla. Subsequently,
ten samples were gathered for the evaluation of two parallel immunochemical
analysers.

Verification was contacted by comparing patient samples that were determined
both high performance liquid chromatography (HPLC) method and immunochem-
ical method. The data were analyzed in SPSS statistics that showed correlations
and generated regression analysis. Finally, a comparability test was created.

Results were convergent and no clinically significant difference between these
methods was detected, except the samples enclosing Hb Vaasa variant permitted
65 % higher level in the immunochemical method. The results showed that Hb
Vaasa disturbs the chromatography method and thus provides false results. The
two similar immunochemical analysers provided an efficient outcome.

As a conclusion, verification of immunochemical method was a success. Conse-
quently, a new method and analyser will be enabled.

Key words: HbA1c, liquid chromatography, HPLC, immunochemical method
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1 JOHDANTO

Suomalaisista noin puoli miljoonaa sairastaa diabetesta joko piilevana tai varmis-
tettuna. Sairastuneiden maara lisaantyy jatkuvasti. (Diabetes: Kaypa hoito -suo-
situs 2018.) Diabetes todetaan yleensa potilaan yleisoireiden perusteella. Niita
ovat vasyminen, jano ja polyuria. Lisaksi diabeteksen diagnosointiin tarvitaan ve-
ren glukoosikokeet seka glykoituneen hemoglobiinin, HbA1c:n, maarittaminen.
Elimiston glukoosiaineenvaihdunnan hairiintyessa, diabetes vaikuttaa esimer-
kiksi munuaisten, hermoston, silmien ja lihasten toimintaan. (Penttila ym. 2016,
133; Diabetes: Kaypa hoito -suostus 2018.)

Diabetekseen liittyy riski saada liitdnnaissairauksia. Niitd voidaan minimoida saa-
malla verensokeri mahdollisimman normaalille tasolle ja seuraamalla pitkaaikais-
verensokeritasoja. (Thorn & Groop 2018). HbA1c:n mittauksen avulla voidaankin
arvioida pitkaaikaista elimiston sokerikuormitusta. Mita korkeampi verensokerin
taso on, sitd enemman sita kiinnittyy eli glykoituu hemoglobiiniin ja muihin kudos-
ten proteiineihin. (Penttila ym.2009, 25.) Lisaksi HbA1c kuvastaa veren glukoosi-
tasoa, joka vallitsi maaritysta edeltavan kahden — kolmen kuukauden aikana
(Kahrom 2010; Klingenberg ym. 2017, 458-464).

Tammikuun 2019 puoleen valiin asti HbA1c -tutkimukset maaritettiin Keski-Suo-
men keskussairaalan laboratoriossa, joka kuuluu Fimlab Laboratoriot Oy:hyn,
Variant™ |l Turbolla, jonka toiminta perustuu korkean erottelukyvyn nestekroma-
tografiaan (HPLC). Fimlab Laboratoriot Oy:n automaatiouudistuksen mukaan lai-
tekantaa seka menetelmia yhtenaistettiin ja automaatiota lisattiin ja parannettiin.
Taman muutosprojektin myota Keski-Suomen keskussairaalan laboratorioon
hankittiin Cobas c513 -analysaattori, jonka maaritysmenetelma perustuu immu-

nokemiaan.



Joten, taman opinnaytetydn tarkoituksena oli verifioida HbA1c -tutkimus uudelle,
immunokemialliselle menetelmalle. Tavoitteena oli varmistaa, etta uusi analy-
saattori, Cobas ¢513 ja sen immunokemiallinen menetelma HbA1c -tutkimukselle

tayttaa sille asetetut vaatimukset Keski-Suomen keskussairaalan laboratoriossa.

Toissijaisena tavoitteena ja uuden, immunokemiallisen analyysin hyotyna sairaa-
laosastot ja terveyskeskukset tulevat saamaan potilastuloksensa aiempaa nope-
ammin. Fimlab Laboratoriot Oy:n Keski-Suomen yksikk6on tasta on hyotyna se,
etta ensiksikin laitekanta uudistuu ja nykyaikaistuu ja toiseksi uusi analyysilaite ja
-menetelma sitoo vahemman tydvoimaa ja resursseja kuin edellinen, nestekro-
matografinenmenetelma. Jatkossa HbA1c -tutkimukset, joita tehdaan Keski-Suo-
men keskussairaalan laboratoriossa noin 60 000 vuodessa, analysoidaan uu-

della immunokemiallisella analyysilla ja analysaattorilla, Cobas c513:lla.



2 HBA1C JA SEN MAARITYSMENETELMAT

Trivelli ym. julkaisivat jo vuonna 1971 ensimmaisen tyon, joka osoitti kvantitatiivi-
sesti glykoituneen hemoglobiinin maarityksen. He osoittivat myds, etta veren he-
moglobiinin pienfraktioihin (HbA1a, HbA1b, HbA1c ja fetaalihemoglobiini) liittyy
hiilihydraatteja diabeetikoilla merkittavasti enemman kuin terveilla. Trivelli ym.
(1971) mukaan ilmid kohdistui eritoten fraktioon HbA1c. Mita suurempi veren glu-
koosipitoisuus on sitd enemman hemoglobiinia glykoituu. (Penttila ym. 2018,
132.) Nykyaan glykoidun hemoglobiinin maaritys perustuu Suomessa lahes aino-

astaan HbA1c:n maaritykseen laskimoveresta (Penttila ym. 2018, 132).

2.1 Hemoglobiini

Hemoglobiinimolekyyli on pallomainen, halkaisijaltaan noin 5,5 nm:n kokoinen
proteiini. Se sisaltaa nelja polypeptidiglobiiniketjua. Hemoglobiinin nelja polypep-
tidiketjua muodostuvat kahdesta a- ja  -ketjusta. Nain syntyy hemoglobiini A
(HbA). Kaikilla polypeptidiketjuilla on hydrofobinen tasku, johon on liittyneena yksi
hemiryhma ja jokainen niista sitoo yhden happimolekyylin. Hemoglobiinin tarkei-
siin tehtaviin kuuluu hapen kuljetus ja toimiminen happi- ja happoemaspuskurina
veressa. (Ervasti 2008, 23-24.)

2.1.1 HbA1c:n muodostuminen

Hemoglobiinin glykoituminen on jatkuvaa ja spontaania, ei entsymaattista, ver-
rattain hidasta ja se on lahes peruuttamaton prosessi (Kahrom 2010; Gupta, Jain
& Chauhanin 2017). Glukoosi liittyy kovalenttisin sidoksin proteiinien N-terminaa-
liseen valiini- tai lysiini-aminohappoon, mika riippuu vaikutusajasta. Hemoglobii-
nin glykoituminen tapahtuu paasaantdisesti hemoglobiinin 3 -ketjujen N-termi-
naaliseen valiiniin koko punasolun noin 120 vuorokauden elinian ajan. (Penttila

ym. 2009, 25.) Kuviossa 1 esitetdan, miten hemoglobiinin glykoitumisessa syntyy



ensin labiili aldimiinimuoto, joka jarjestaytyy hitaasti uudelleen ketoamiiniksi. Ke-
toamiinin hiilihydraattiosan rakenne on fruktoosiamiini. HbA1c:n virallinen nimi
onkin B-N-1-deoksifruktosyylihemoglobiini IFCC-IUPAC:n (International Federa-
tion of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine - Committee of Nomenclature
and Properties) mukaan (Penttila ym. 2009, 25).
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Hemoglobiinin glykoitumisessa tapahtuvat kemialliset reaktiot

KUVIO 1. Glykoituneen hemoglobiinin muodostuminen (Pundir & Chawla 2014).

Hemoglobiinin glykoitumisen jatkuvuus ja hitaus merkitsevat sita, ettd muutokset
HbA1c:ssa nakyvat vasta viikkojen tai kuukausien paasta. Siksi esimerkiksi dia-
beteksen hoidon kannalta, HbA1c -tutkimus on suositeltavaa ottaa kahden - kol-
men kuukauden valein. lhanteellisessa tapauksessa HbA1c -tutkimus tehtaisiin
neljan kuukauden valein. Talldin se antaisi tarkan arvion veren glukoosipitoisuu-
desta neljalta edeltavalta kuukaudelta ja luotettavan vertailukohdan aikaisem-
paan HbA1c -arvoon. (Kahrom 2010.) Normaalit viitearvot HbA1c:lle ovat 20-42
mmol/mol. Diabetes -diagnoosiin viittaava tulos on 48 mmol/mol tai enemman.
Suomessa on ilmoitettu HbA1c:n arvo prosenttien sijasta yksikkdna mmol/mol
maaliskuusta 2010 lahtien. (Eskelinen 2016.)
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2.1.2 Hemodglobiinivariantit

A database of Human Hemoglobin Variants and Thalassemias mukaan 1811 he-
moglobiinivarianttia ja talassemiaa on tunnistettu. Viimeisin paivitys tietokan-
nassa on tehty 15.7.2019. Naista yleisimmat hemoglobiinivariantit jakaantuvat
seuraaviin kategorioihin: S, C, E ja D. Yleisin hemoglobiinimuunnos HbS esiintyy
erityisesti paivantasaajan alueella Afrikassa seka afroamerikkalaisilla. Esiintyvyy-
den arvioidaan olevan 6-8 %:a afroamerikkalaisilla ja jopa 40%:a osassa Keski-
Afrikkaa. Lisaksi HbS:aa esiintyy Valimerenmaiden ihmisilla ja intialaisilla. Hemo-
globiini C on toiseksi yleisin variantti, jota esiintyy Lansi-Afrikkalaisilla ja afroame-
rikkalaisilla, mutta maailmanlaajuisesti hemoglobiini-E on toiseksi yleisin variantti,
jota esiintyy erityisesti Kaakkois-Aasiassa. Hemoglobiini D:ta (HbD Punjab) esiin-
tyy tasaisesti ympari maailman. (Weycamp 2013, 393-400; Rohlfing ym. 2016,
80-83.)

Synteettiset variantit syntyvat, kun hemoglobiiniketjuissa tapahtuu geneettista
muuntelua, mutaatioita. B -talassemiassa p -ketjujen tuotanto estyy. Kun hemo-
globiinimolekyylit kootaan, B -ketjut korvautuvat y - tai 6- ketjuilla. Taten fetaalihe-
moglobiini- ja HbA2 -tasot nousevat, mitkd normaalisti ovat hyvin matalia. Joh-
dannaiset eli adduktit ovat seurausta hemoglobiinin posttranslationaalisesta
muunnoksesta. HbA1c:ta lukuun ottamatta, muita yleisia johdannaisia ovat kar-
bamyloitunut hemoglobiini (Hb carb) ja Schiffin emas (esi -HbA1c). (Weycamp
2013, 393-400.)

S-, C-, D - ja E -heterotsygoottiset muodot eivat aiheuta hemolyyttisia sairauksia,
koska kaikilla niilla on terminaalinen f -valiini, jolloin glykoituminen tapahtuu sa-
malla tavalla kuin HbA1c:lla. Silti ndiden hemoglobiinien aiheuttama hairié on va-
riantti- ja menetelmaspesifinen ja sitda on vaikea yleistda. NGSP (National
glygohemoglobin standardization program) arvioi useampia menetelmia ja saan-

nollisesti paivitettava listaus |0ytyy verkkosivustosta. (Weycamp 2013, 393-400.)

Taysiaikaisella vastasyntyneella fetaalihemoglobiinin osuus on noin 80%:a koko-

naishemoglobiinista. Fetaalihemoglobiini ei luovuta happea kudoksille yhta te-
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hokkaasti kuin normaali, aikuishemoglobiini, mutta se kompensoituu vastasynty-
neen korkeammalla hemoglobiinitasolla. Fetaalihemoglobiinin muutos aikuishe-

moglobiiniksi tapahtuu 2-3 kuukauden iassa. (Karjalainen 2003, 140.)

Talassemiat ovat ryhma perinndllisia, hemoglobiiniin vaikuttavia hairidita, jotka
johtuvat yhden tai useamman hemoglobiiniketjun synteesin puutteesta tai muu-
taatioista. Globiinityypin mukaan talassemiat voidaan jakaa o—, —, 63— talasse-
mioihin seka perinndlliseen fetaalihemoglobiiniin. Mutaatioista ja perinndllisyy-
desta johtuen joillakin aikuisilla fetaalihemoglobiinin osuus voi olla jopa 15 -
30%:a kokonaishemoglobiinista. (He ym. 2018.) B —talassemiassa ja sirppisolua-
nemiassa potilailla fetaalihemoglobiinin osuus kokonaishemoglobiinista voi olla
2-20 %:n valilla. Fetaalihemoglobiini voi nousta vahan myods raskauden aikana,

vakavissa anemioissa ja joissakin leukemioissa. (Bry, Chen & Sacks 2001.)

Fetaalihemoglobiinilla ei ole 3 -ketjua ja sen y -ketjussa on terminaalinen glysiini
valiinin sijasta, niinpa fetaalihemoglobiini voi glykoitua ainoastaan lysiinitahteilla.
Talloin tuloksena on noin yhden kolmasosan Hemoglobiini- A:n glykaatio. Immu-
nokemiallisella menetelmalla HbA1c -pitoisuus laskee yhden prosentin jokaista
fetaalihemoglobiiniprosenttia kohden. Yli 10 -15 prosentin tasolla hairié on huo-
mattava. Yleensd nestekromatografialla voidaan erottaa fetaalihemoglobiini
HbA1c:sta. (Weycamp 2013, 393-400.)

Hb-Vaasa- eli a2 (39(C5) GLN - GLU) variantti I16ydettiin suomalaistaustai-
sesta perheestd, jossa tutkimuksen kohteena olevalta henkil6lta 16ydettiin lievaa
hemolyyttistd anemiaa aiheuttava sairaus. Tutkimukset suoritettiin Augustassa,
Georgian osavaltiossa Yhdysvalloissa, minne nayte oli Iahetetty Montrealista, Ka-
nadasta. Potilaalla ja hanen aidillaan seka toisella hanen lapsistaan oli hemoglo-
biinivariantti, joka ominaisuutensa puolesta sopi hemoglobiiniluokkaan K. Tutki-
musten myo6ta selvisi, etta variantti oli lievasti epavakaa. Hb -Vaasa-variantti ero-
tettiin kromatografisella menetelmalla, missa se muistutti fetaalihemoglobiinia.
Hb-Vaasa-variantin hybridisaatio koiraelaimen hemoglobiinin kanssa johti tulok-
seen siita, etta vasta 16ydetyn hemoglobiinivariantin molekylaariset muutokset si-

jaitsevat hemoglobiinin p-ketjussa. Hemoglobiinin peptidiketjuja tutkittaessa ja
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aminohappojarjestysta selvittdessa kavi ilmi, ettd Hb-Vaasa-variantti on seu-
rausta glutamiinin korvautumisesta glutamiinihapolla peptidi T-4:n yhdeksan-
nessa paikassa, mika vastaa paikkaa viisi C-kierteisketjussa ja paikkaa 39 p-ket-
jussa. Normaalin kaytanndon mukaisesti variantti nimettiin sen kaupungin mu-

kaan, jossa potilas syntyi. (Kendall ym. 1977, 292-295.)

2.2 Maaritysmenetelmat

Weykampin (2013, 393-400) mukaan HbA1c:lle on olemassa kaksi maaritysme-
netelma3, joista toinen perustuu hemoglobiinifraktioiden erottamiseen ja toinen
kemiallisiin reaktioihin. Kuviossa 2 esitetaan HbA1c:n erotteluun yleisesti kaytetyt
menetelmat. Molemmat menetelmat voidaan vakioida IFCC:n referenssimittaus-

menettelyn mukaisesti.

HbA1c:n maaritysmenetelmat

Erotusmenetelma Kemiallinen menetelma

Varaukselliset yhdisteet

HPLC ionin Kapillaarielektro- Affiniteettikromato- || Immunoke- | Entsymaatti
vaihto foreesi grafia miallinen nen
menetelma menetelma

1’ -

IFCC:n mukaan vakioidut menetelmét

KUVIO 2. HbA1c:n erotteluun kaytetyt menetelmat (Mukailtu Weykamp 2013,
393-400).
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2.21 Korkean erotuskyvyn nestekromatografinen menetelma (HPLC) ja
Bio-Rad Variant™ Il Turbo

Kromatografian idea perustuu siihen, ettd nayte jaetaan komponenteikseen tun-
nistamista varten. Glykoitumattomalla hemoglobiinilla ja HbA1c:lla on erilaiset ke-
mialliset koostumukset, ja tdma mahdollistaa HbA1c:n maarittdmisen ja fraktioi-
den erottamisen. Paaperiaate perustuu ionin vaihtoon, ja ioninvaihtokromatogra-
fialla erotetaan jopa 0,02 yksikolla eroavat HbA1c ja hemoglobiini toisistaan
HPLC:n (high performance liquid chromatography) avulla. Silla nahdaan myoés
fetaalihemoglobiini (HbF), pieni nopea hemoglobiini (HbA1a/b) ja karbamyloitu-
nut hemoglobiini (HbCarb) seka geneettiset variantit. (Weycamp 2013, 393 -400.)

Yhdisteiden erottuminen perustuu aina tasapainoihin. Jakautuminen tapahtuu
kromatografiakolonnissa, jossa kaksi toisiinsa liukenematonta faasia, stationaa-
rifaasi ja liikkuva faasi, ovat toistensa kanssa vuorovaikutuksessa (Kuvio 3). Nay-
temolekyylit tarttuvat jatkuvasti stationaarifaasiin ja irtoavat siita liikkuvaan faa-
siin. Talla tavoin faasien valilla on dynaaminen tasapaino. Yhdisteet, jotka tarttu-
vat heikosti stationaarifaasiin etenevat nopeasti, koska ne ovat silloin suurimman
osan ajasta liikkuvassa faasissa. Ne yhdisteet, jotka ovat sitoutuneet voimak-
kaasti stationaarifaasiin kulkeutuvat hitaammin liikkuvan faasin mukana. Yhdis-
teiden erilainen tasapaino liikkuvan ja stationaarifaasin valillda mahdollistaa niiden
erilaiset kulkunopeudet ja siten ne voidaan erottaa toisistaan. (Jaarinen & Niira-
nen 2005, 140.)

b Liikkuvan faasin
= virtaussuunta

o Liikkuva faasi e

Eri yhdisteet kulkeutuvat eri nopeuksilla

KUVIO 3. Naytteen eri komponenttien jakaantuminen liikkuvaan faasin ja stati-

onaarifaasin (Mukailtu Jaarinen & Niiranen 2005, 140).
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Bio-Rad:n Variant™ Il Turbo -hemoglobiinitestausjarjestelmaa (Kuva 1) on kay-
tetty Keski-Suomen keskussairaalassa pitkdan, tammikuun 2019 puoleen valiin
asti. Variant™ Il Turbo on nestekromatografinen laite, joka sisaltaa injektorin,
eluointiliuokset, pumpun, kolonnin, detektorin seka naita yhdistavat kapillaarit ja
tulostuslaitteiston (Jaarinen & Niiranen 2005, 153; Bio-Rad Laboratories 2019).
Variant™ Il Turbo kayttaa Bio-Radin HPLC - menetelmaa sisaltden automatisoi-
dun Variant™ Il Hemoglobin Testing System -jarjestelman. Naytteiden analysoin-

tiin se kayttaa 97 sekuntia testia kohden. (Bio-Rad Laboratories 2019.)

KUVA 1. Variant™Il Turbo (Bio-Rad Laboratories 2019).

Variant™ Il Turbon maaritysmenetelma on ioninvaihtoon perustuva korkean ero-
tuskyvyn nestekromatografinen (HPLC) menetelma. HbA1c erotetaan nestekro-
matografisesti kationinvaihtopylvaassa muista hemoglobiinifraktioista. Kationin-
vaihtopylvaalla voidaan tehda noin 2500 analyysia. Nayteasemassa naytteet lai-
mennetaan ja sekoitetaan automaattisesti ennen injisointia analysointikasettiin.
Analysointikasetissa hemoglobiinit erottuvat perustuen niiden ionien vuorovaiku-
tukseen naytekasetin sisaltamien materiaalien kanssa. Tahan lisdantyneeseen
ionipitoisuuteen tuodaan ohjelmoitu puskuriliuos kromatografia-aseman kaksois-
pumppujen avulla. Sitten erotetut hemoglobiinifraktiot eluoidaan pylvaasta suo-
lagradientilla ja havaitaan fotometrisen suodattimen lapi, minka toiminta perustuu
virtaussytometriaan. Muutokset absorbanssissa mitataan aallonpituudella 415
nm:a. Laiteen suorittama taustakorjausmittaus tehdaan aallonpituudella 690
nm:a. (Hemoglobin A1c on Bio-Rad Variant Il Turbo 2.0 2012; Desmond ym.
2017, 378-386.)
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Tulostus tapahtuu automaattisesti ja Variant™ |l Turbo antaa HbA1c -pitoisuuden
seka prosentteina ettd mmol/mol -yksikkdna. Laite laskee eksponentaalisesti mo-
difioidun Gaussin kayran (EMG -algoritmi) avulla HbA1c -piikin pinta-alan ja va-
hentaa siita labiilin HbA1c:n ja karbamyloituneen hemoglobiinin piikkien pinta-
alat. Kokonaispinta-alan tulisi olla kromatogrammissa 800.000 — 4.000.000 va-
lilla. Pinta-alan ollessa yli tai ali ilmoitettujen rajojen, laimennetaan nayte ohjeiden
mukaan ja analysoidaan uudelleen. Epailtadessa merkittavasti hairitsevia tekijoita,
esimerkiksi naytteessa olevaa Hb -Vaasa -varianttia, nayte maaritetdan uudel-
leen DCA Vantage® -laitteella. (B-Hba1c tydohje 2015.)

Variant™ |l Turbolla on kaytdssaan Hb -Advisor autovalidointiohjelma. Analysaat-
tori vakioidaan reagenssivalmistajan toimittamilla 2-tasovakioilla pylvaanvaihdon
yhteydessa seka tarvittaessa pylvaanvaihtojen valissa, jos kontrollit eivat ole hy-
vaksymisrajoissa. Pylvaanvaihdon yhteydessa seka noin 500 testin valein vaih-
detaan myds esisuodatin. (B-HbA1c -tydohje 2015.) Standardien pitoisuudet var-
mistetaan NGSP/IFCC referenssimenetelmilld reagenssivalmistajan toimesta
(NGSP 2010).

2.2.2 Kemiallinen maaritysmenetelma ja DCA Vantage®

HbA1c -pitoisuus mitataan kemiallisissa testeissa spesifisten vasta-aineiden
kayttéon perustuvalla menetelmalla. Vasta-aineet tunnistavat valiinin, joka on he-
moglobiinin B-ketjun N-terminaalinen glykoitunut aminohappo. Sitten fotomet-
riamenetelmalla mitataan yhta aikaa kokonaishemoglobiinipitoisuus. HbA1c -pi-
toisuuden laskemiseksi tarvitaan nain HbA1c ja Hb -kokeet eli kaksi riippuma-
tonta testia. (Weycamp 2013, 393-400.)

DCA Vantage® on puoliautomaattinen pdoytalaite (Kuva 2). Se maarittaa kvanti-
tatiivisesti 6-7 minuutissa HbA1c -pitoisuuden prosenttimaaran kokoveresta.
DCA Vantage® -jarjestelmaan kuuluu nelja eri toiminta-aluetta: reagenssikaset-
tikotelo, laitteessa oleva viivakoodinlukija, naytto ja tulostin. Viivakoodinlukija on

jarjestelman kalibroimista seka reagenssikasettien ja kontrollien skannaamista
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varten. Kalibroinnissa kalibrointikortti liu’'utetaan laitteeseen, ja jarjestelma kalib-
roituu automaattisesti, kun viivakoodinlukija lukee kortin. Reagenssivalmistaja on
kalibroinut menetelman HPLC -referenssimenetelmaa vastaan. Testit maarite-

taan kasettikotelossa, jonne reagenssikasetit laitetaan. Analyysi on tehty, kun si-

sainen lampotulostin tulostaa testitulokset. (Whitley, Yong & Rasinen 2015, 201-
208.)

KUVA 2. DCA Vantage® (Siemens Healthcare Oy 2019).

DCA Vantage® -analysaattorin maaritysmenetelma perustuu kemiallisiin reakti-
oihin, jotka mitataan spektrofotometrisesti. Spektrofotometri mittaa reaktion ai-
heuttamaa absorbanssin muutosta, joka syntyy, kun monoklonaalisilla vasta-ai-
neilla saadaan aikaan agglutinaatio. Kasetissa olevan optisen ikkunan lapi kul-
kevan valon voimakkuus mitataan ja tulokset ilmoitetaan laskettuna totaalihemo-
globiinista kliinisesti merkittavina yksikkdina, prosenttiosuutena ja mmol/mol:ssa.
Ennen kuin laite laskee HbA1c:n arvot, niin totaalihemoglobiinimaarityksessa ka-
liumferrosyanidi hapettaa naytteen hemoglobiinin methemoglobiiniksi. Se muo-
dostaa tiosyanaatin kanssa tiosyanaatti-methomoglobiinin, jonka varin voimak-
kuus on suoraan verrannollinen naytteen hemoglobiinipitoisuuteen aallonpituu-
della 531 nm:a. Glykoitunut hemoglobiini maaritetdan latex-agglutinaation inhibi-
tiomenetelmalla (Kuvio 4). Tassa menetelmassa latex-partikkelien pinnalla on
monoklonaalisen HbA1c -vasta-aineen sitoutumiskohtia, joista naytteessa oleva
HbA1c kilpailee synteettisen polymeerin kanssa aiheuttaen valon sironnan vahe-

nemisen 531 nm:ssa. Valonsironta on verrannollinen naytteessa olevaan
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HbA1c:n maaraan. (Whitley, Yong & Rasinen 2015, 201-208; Desmond ym.
2017, 378-386.)

Ei HbAlc:td

| . —) Korkea sironta,
vasta- 5 ——

) lisdantynyt
aine-|atex

absorbanssi
Agglutinaattori .
Agglutinaatio

HbAlc | - A . — hf]atala sironta,
2 2 vahentynyt

» absorbanssi
‘ —— e A= °
]
Agglutinaatio

estetty

KUVIO 4. Latex-agglutinaation inhibitio (Mukailtu Siemens Healthcare Diagnos-
tics 2013).

2.2.3 Immunokemiallinen maaritysmenetelma ja Cobas ¢513

Immunokemiallisessa maaritysmenetelmassa hemolysoituun naytteeseen lisa-
taan anti -HbA1c -vasta-aineiden ylimaara, jolloin ne agglutinoituvat HbA1c:hen
sitoutumisen jalkeen. Tuloksena syntyvien immunokompleksien sameus mita-
taan fotometrisesti joko turbidimetrilla tai nefelometrilla. Rinnakkaiset hemoglo-
biinikokonaispitoisuudet mitataan bikromaattisesti preinkubaatio vaiheessa.
(Weycamp 2013, 393-400.)

Rochen uusi, Cobas ¢513 - analysaattori (Kuva 3) on tadysautomatisoitu, tehokas
laite HbA1c:n maaritykseen (Lenters-Westra & English 2017; Roche Diagnostics
2019). Sita ei ole Keski-Suomen keskussairaalassa liitetty automaatiolinjastoon,

vaan se on erillinen, niin sanottu stand alone -laite.

Cobas c513 pystyy maarittamaan jopa 400 testia tunnissa. Kayttajalta se vaatii

aikaa vain naytteiden lataamiseen ja tulosten vastaamiseen. Reagenssit sailyvat



18

laitteen sisalla nelja viikkoa. Analysaattori kalibroidaan joka kuukausi seka rea-
genssi eran vaihtuessa. Talldin Cobas ¢513 tarvitsee vain pienen manuaalisen
huollon paivittain. Analysaattori kdynnistyy nopeammin, kun sen automaattinen
huolto tehdaan laitteen aikataulutetun heratyksen aikana. Nayteputket voidaan
laittaa laitteeseen korkkeineen, eika esikasittelya tarvita. Laitteen muihin etuihin
kuuluu lisdksi reagenssikasettien merkitseminen radiotaajuustunnistuksella ja
automaattinen kalibraattoritietojen ja QC -arvojen lataaminen, mika vahentaa ma-
nuaalisten merkintdjen tarvetta. (Lenters-Westra & English 2017; Jaisson ym.
2018; Roche Diagnostics 2019.)

KUVA 3. Cobas ¢513 (Roche Diagnostics 2019).

Cobas c513 -analysaattorissa kaytetaan Rochen kehittamaa Tina-quant® HbA1c
-kolmannen sukupolven immunokemiallista testia. Se on valmis kaytettavaksi ja
yhdesta pakkauksesta voidaan tehda 500 testia. Tina-quant®HbA1c on uusi,
markkinoille tuotu IFCC:n standardoima immunokemiallinen menetelma, joka voi-
daan kadantaa myos NGSP:hen. Tata testia eivat haittaa mydskaan tunnetuimmat
HbA1c:n variantit. Cobas c513 antaa suorat tulosraportit IFCC (mmol/mol) - ja
NGSP (%) -yksikoissa. (Roche Diagnostics 2019; Jaisson ym. 2018; Lenters-
Westra & English 2017.)

Tina-quant® HbA1c -kolmannen sukupolven immunokemiallinen testi perustuu
hemolysoidun kokoveren turbidimetriseen immunokemialliseen inhibitioon (TI-
NIA). Ensimmaisessa vaiheessa kokoveri hemolysoidaan kayttaen reagenssia,

joka sisaltaa detergenttia. Toisessa vaiheessa mitataan spektrofotometrilla he-
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molysoitunut hemoglobiini, joka on muutettu stabiiliksi johdannaiseksi aallonpi-
tuudella 376 nm:a. HbA1c reagoi anti-HbA1c vasta-aineen kanssa ja muodostaa
liukoisen antigeeni-vasta-ainekompleksin. Lopulta reagenssiin sisaltyvat poly-
hapteenit reagoivat ylimaaraisen anti-HbA1c -vasta-aineen kanssa ja muodosta-
vat liukenemattoman vasta-aine-polyhapteenikompleksin. Tama mitataan turbi-
dimetrilla aallonpituudella 340 nm:a. Tuloksesta voidaan sanoa, etta se on kaan-
taen verrannollinen mitattuun absorbanssiin. Eli, mitd alhaisempi sameus saa-
daan, sen korkeampi HbA1c -pitoisuus on. Menetelman lineaarisuus on valilla 23
mmol/ mol (4,3%) — 196 mmol/ mol (20,1%) asti. (Jaisson ym. 2018.)

2.3 Analyysimenetelmien heikkoudet, vahvuudet ja hairiotekijat

Variant [I™ Turbon kromatografisen analyysimenetelman yleisimmat hairidtekijat
ovat Hb -variantit, S-, C-, E- ja D (B-HbA1c -tydohje), joihin 99 %:a hemoglobiini-
varianteista kuuluu (Weycamp 2013, 393-400; Rohlfing ym. 2016, 80-83). Kro-
matogrammissa naiden pinta-ala on yli 60%. Jatkotutkimukset on talldin tehtava
immunologisella menetelmalla (Taulukko 1). Keski-Suomen keskussairaalan la-
boratoriossa nama uusintatutkimukset on tehty DCA -Vantage® -laitteella. (B-
Hba1c -tydohje 2015). Klingenbergin ym. (2017, 458-464) mukaan HPLC — nes-
tekromatografisella menetelmalla analysoitu HbA1c -tutkimus, jossa on hemoglo-

biinivariantti E, antaa liian alhaisia tuloksia.

Hairidita HbA1c -tutkimuksissa aiheuttavat myds kohonneet fetaalihemoglobiini-
tasot (yli 25%:a) ja johdannaiset kuten karbamyloitunut hemoglobiini ja esi-
HbA1c eli schiffin emas (Weycamp 2013, 393-400). Naissakin tapauksissa uu-
sintatutkimus on tehty immunologisella menetelmalla kayttaen DCA Vantage® -
laitetta. Rakenteellisista varianteista esimerkiksi Hb -Vaasa -variantti hairitsee
kromatografista referenssimenetelmaa, koska se eluoituu kromatografiapyl-
vaasta yhdessa HbA1c:n kanssa aiheuttaen alhaisempia HbA1c -mittaustuloksia
(Liite 2). Siksi Variant™ Il Turbolla saadaan matalampaa tulostasoa Hb-Vaasaa
sisaltavista naytteista kuin immunologisella menetelmalla. Rakenteellistenkin va-
rianttien ilmentyessa on uusinta tutkimus suoritettava DCA- Vantage® -laitteella
(Taulukko 1). (B-Hba1c -tydohje 2015).
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loninvaihtoon perustuvalla HPLC -nestekromatografialla erotetaan hemoglobiini-
variantit ja tatd voidaan pitdad vahvuutena. Sen heikkoutena on puolestaan
HbA1c:n erilaisten varianttien hairiét HbA1c:n analysoinnissa (Weycamp 2013.)
Variant I™ Turbon varsinaisena heikkoutena ei ole sen maaritysnopeus, joka on
97 sekuntia HbA1c -naytetta kohti (Bio-Rad Laboratories 2019), mutta kun vertaa
sitd Cobas c513:ta, jonka analyysinopeus on 400 naytettd tunnissa (Lenters-
Westra & English 2017; Jaisson ym. 2018; Roche Diagnostics 2019) eli yhdeksan
sekuntia naytetta kohti, niin Variant II™ Turbon heikkoutena voidaan pitdd myos

sen analysointinopeutta (Taulukko 1).

Cobas c513 on erillinen, stand alone- laite, mitd Weycampin (2013, 393-400) mu-
kaan voidaan pitaa heikkoutena (Taulukko 1). Tama tarkoittaa, etta analysaatto-
ria ei ole liitetty automaatiolinjastoon. Talldin naytteet pitaa ladata analysaattorille

manuaalisesti, mika vie aikaa ja voi tapahtua inhimillisia virheita.

Toisaalta Cobas c513:n heikkoutena voidaan pitda myds sen kahta tarvittavaa
rippumatonta testia (Hb ja HbA1c), jotka voivat vaikuttaa negatiivisesti analyysin
laatuun (Jaisson ym. 2018). Lisaksi Cobas ¢513:n kayttama immunokemiallinen
testi ei havaitse hemoglobiinivariantteja, mutta yleensa ne eivat hairitse mittausta
(Taulukko 1) (Weycamp 2013, 393-400). Siksi se on myos Cobas ¢513:n vah-

VUus.

Myos korkeat fetaalihemoglobiinipitoisuudet voivat aiheuttaa virheellisen matalia
HbA1c -arvoja immunokemiallisessa maaritysmenetelmassa. HbA1c -pitoisuus
laskee yhden prosentin jokaista fetaalihemoglobiinia kohden. Yli 10 -15 %:n ta-
solla hairié on huomattava (Taulukko 1). (Weycamp 2013, 393-400; Saés-Benito
ym. 2014) Fetaalihemoglobiini aiheuttaa hairidita seka kromatografisella etta im-
munologisella menetelmalla, koska se tulee mitatuksi hemoglobiinin kokonaispi-
toisuuteen (Rohlfing ym. 2008, 811-814).
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TAULUKKO 1. laitekohtaisesti  (Mukaillen
Weycamp 2013; Saés-Benito ym. 2014; B-Hba1c -tydohje 2015; Rohlfing ym.
2016; Westra & English 2017; Jaisson ym. 2018; Bio-Rad Laboratories 2019 &
Roche Diagnostics 2019).

Analyysimenetelmien vertailu

Heikkoudet |Vahvuudet Hairiotekijat
HbA1c:n  erilaisten Hb -variantit (joista 99% kuuluu
varianttien hairiét | Erotetaan variantit. kategoriaan E, D, S ja C), joi-
HbA1c:n analysoin- den pinta-ala on yli 60 %. Teh-
Variant nissa. daan jatkotutkimukset DCA
Vantagella.
II™Turbo 97s/ nayte.
Kohonneet fetaalihemoglobiini-
tasot (yli 25 %) ja johdannaiset
(HbCarb, esi -HbA1c eli Schif-
fin emas). Uusinta tutkimus
DCA Vantagella.
Rakenteelliset Hb -variantit (Hb
-Vaasa ja sirppisoluanemia).
Uusinta DCA Vantagella.
Stand alone -laite
Variantit eivat yleensd hai- | HbA1c -pitoisuus laskee yhden
Kaksi riippumatonta | ritse. prosentin jokaista fetaalihemo-
Cobas testia (Hb- ja HbA1c - globiinia kohden. Yli 10 -15%:n
testit), voivat vaikut- | Nopea maaritys.400 nay- | tasolla hairid on huomattava.
c513 taa negatiivisesti ana- | tetté/h eli n. 9s/nayte
lyysin laatuun.
Variantit eivat
yleensa hairitse.
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3 VERIFIOINTI

Verifiointi eli todentaminen maaritellaan 1ISO 15189 mukaan siten, etta verifiointi
on objektiiviseen nayttdon perustuva varmistuminen siita, ettd maaritellyt vaati-
mukset on taytetty. Verifiointi voi perustua testaamiseen ja koekayttéon, vaihto-
ehtoisiin laskelmiin, asiakirjojen katselmointiin ennen kuin ne julkaistaan ja me-
netelma spesifikaatioiden vertaamiseen. (SFS-EN ISO 15189: 2012.)

Standardit eivat kerro, miten laaja tai perusteellinen verifioinnin tulisi olla. Orga-
nisaatiot voivat paattaa sen itse. Niiden on harkittava tavoitteet, tarkoituksen mu-
kaisuus ja suoritustaso ja sitten suhteutettava ne omiin resursseihinsa. (Laitinen
2017, 34.) Fimlab Laboratoriot Oy on iso organisaatio kasittden Pirkanmaan,
Kanta-Hameen, Keski-Suomen ja Paijat-Hameen alueiden isojen sairaaloiden ja
terveyskeskusten laboratoriot. Fimlab Laboratoriot Oy:lta I6ytyykin periaatteet ve-

rifiointiin.

3.1 Fimlab Laboratoriot Oy:ssa noudatettavat verifioinnin periaatteet

Fimlab Laboratoriot Oy:n asiakaspalvelussa, diagnostiikkapalveluissa ja naiden
palveluiden tukitoiminnoissa kaytetaan menetelmia, joilla saavutetaan kayttotar-
koitukseensa soveltuva, hyvaksyttava analyyttinen ja toiminnallinen laatutaso.
Menetelmia vaihdetaan, kun todetaan niiden toimivuuteen, reagensseihin tai kay-
tettavaan laitteistoon liittyvia perusteita. Koestamalla varmistetaan uuden mene-
telman, laitteen tai valineen toiminta ennen kayttdonottoa. Jos kaytetaan val-
mista, CE -merkittyd menetelma- tai laitekonseptia, jonka valmistaja on itse laa-
jasti validoinut, niin  koestuksesta kaytetaan silloin termia verifiointi. Validointi
sanaa kaytetaan koestuksista, joissa testattavat menetelmat tai laitteet ovat avoi-
mia. Tallainen koestus mahdollistaa muun muassa itse valmistettujen tai usean
eri valmistajan reagenssien tai testiprotokollien kayttamisen. (Harkonen & Haa-
pala 2018.)



23

Verifiointia varten tehdaan suunnitelma. Menetelmavastuuhenkild tai ladketie-
teellinen vastuuhenkilé vastaa suunnitelman laatimisesta, hyvaksymisesta seka
tallentamisesta. Suunnitelmassa kay ilmi koestettavat menetelmat ja laitteet, ver-
tailulaite tai -menetelma, testattava naytemuoto, koestuksen yleiskulku, koestuk-
seen osallistuva henkildsto, testattavien naytteiden maara, tavoitteet ja koestuk-
sen aikataulu. Lisaksi suunnitelmassa kaydaan lapi verifiointikohtaisesti koestuk-
sessa testattavat parametrit. Testattavia parametreja ovat mm. mittausalue, line-
aarisuus, kvantitointiraja ja toteamisraja, vertailu kaytdéssa olevaan tai muuhun
tunnettuun menetelmaan, sarjojen valinen ja sarjan sisainen toistettavuus, siirty-

mavirhe ja spesifisyys seka kaytettavyys. (Harkdnen & Haapala 2018.)

Verifiointitulokset analysoidaan ja hyvaksytaan ennen uuden menetelman kayt-
toonottoa. Koestuksesta laaditaan aina raportti. Raportissa mainittavia asioita
ovat esimerkiksi verifioinnin syy, vertailumenetelma, koestajat, testattava mene-
telma, naytemateriaali, ajankohta, tulokset, tietojarjestelman testaus, kaytetta-
vyys, kannattavuuden arviointi, johtopaatdkset ja tiedottamistarve. Raporttiin voi-
daan lisata liitteeksi verifiointiin liittyvaa materiaalia, esimerkiksi primaaritulokset.
(Harkénen & Haapala 2018.)

Menetelmaverifioinnista on vastuussa kyseessa olevan prosessin vastuuhenkild.
Menetelmia kehitetaan, koska halutaan saada asiakkaiden palvelukokonaisuutta
tukeva laatutaso. Yhtenaisen tulostason saavuttamiseksi kaytetaan kansainvali-
sesti ja kansallisesti tarkoin testattuja suositusmenetelmia aina, kun se on mah-
dollista. (Harkdnen & Haapala 2018.)

3.2 Verifioinnissa kaytettavia parametreja

Mittausalue on tutkittavan aineen pitoisuusalue tai suureen vaihtelualue, jossa
menetelmaa kaytetaan kayttotarkoitukseensa soveltuvalla tarkkuudella. Ihanteel-
lisella pitoisuusalueella kalibrointikuvaaja on lineaarinen, ja yleensa mittausalu-
eeksi valitaan lineaarinen alue, jossa pienimpana pitoisuutena on menetelmalla
luotettavasti saavutettu maaritysraja. Lineaarisuus kuvastaa analyysimenetel-

man kykya, missa mittausvasteet ovat suoraan verrannollisia tutkittavan aineen
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pitoisuuteen naytteessa menetelman kayttdalueella. Silti mittausalue voi olla laa-
jempi kuin lineaarinen alue, mikali hyvaksyttava tarkkuus saadaan epalineaari-

sella alueella. (Hagg 2016.)

Maaritys- eli kvantitointiraja on kvantitatiivisen maarityksen pitoisuusalaraja. Sille
voidaan tehda epavarmuusarvio. (Ehder 2005.) Alempi maaritysraja (LLOQ, lo-
wer limit of quantitation) on tutkittavan aineen alhaisin konsentraatio, joka voi-
daan maarittaa luotettavasti hyvaksyttavalla tasmaavyydella ja toistettavuudella.
Maaritysraja pitaisi maarittaa ainakin viidella eri vakionaytteella. Ylemmalla maa-
ritysrajalla (ULOQ), upper limit of quantitation) saadaan korkein analysoitavan ai-
neen pitoisuus, joka voidaan maarittaa hyvaksyttavalla toistettavuudella. Monesti
se on myos korkein pitoisuus standardisuoralla. (EMEA 2011.) Toteamisrajalla
tarkoitetaan puolestaan maaritettdvan aineen pieninta pitoisuutta, joka eroaa nol-

lanaytteesta merkittavasti, mutta todetaan luotettavasti (Ehder 2005).

Menetelman tarkkuudella (accuracy) tarkoitetaan esimerkiksi sita, etta verrataan
saatuja tuloksia toisella menetelmalla saatuihin tuloksiin tai muuhun tunnettuun
menetelmaan. Menetelman tarkkuus voidaan maarittdaa myods maarittamalla eri-
tasoisia kontrollinaytteita, joiden pitoisuus tiedetaan. Kontrollinaytteiden pitoisuus
voidaan maarittaa omistakin kontrollinaytteista, jotka on valmistettu lisaamalla

matriisiin tunnettu maara tutkittavaa naytetta. (EMEA 2011.)

Siirtymavirhetta (carry over) tutkitaan analysoimalla maarityksen ULOQ-naytteen
jalkeen nollanaytetta, johon ei ole lisatty tutkittavaa naytetta eika sisaista vakiota.
Siirtymavirheen pitaa olla alle 20%:a maarityksen LLOQ:n vasteesta ja alle viisi

prosenttia sisaisen vakion vasteesta. (EMEA 2011.)

Spesifisyydelld tarkoitetaan menetelmaa, joka tuottaa vasteen ainoastaan tutkit-
tavalle aineelle tai yhdisteelle. Spesifisyys ongelmia ilmenee eri tekniikoilla, joten
tekniikoiden perustuntemus on oleellista kokeiden suunnittelussa ja suorittami-
sessa. Esimerkiksi kromatografiset menetelmat eivat ole spesifisia. Tama voi-
daan todeta maarittamalla nollanaytteita ja sellaista naytematriisia, joka ei sisalla
tutkittavaa ainetta. Sitten mitataan tutkittavaa ainetta ja sen kaltaisia yhdisteita,

mitka voisivat esiintya analyysissa ja hairita sita. (EMEA 2011.)
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Menetelman toistettavuus (rebeatability) tutkitaan maarittamalla variaatiokerroin
(CV%). Se ilmoittaa tulosten hajonnan, kun toistetusti samasta naytteesta teh-
daan maaritykset. Sarjan sisaisella toistettavuudella nahdaan menetelman tois-
tettavuus samoissa olosuhteissa yhdessa mittaussarjassa. Sarjojen valisessa
toistettavuudessa menetelman toistettavuus testataan laboratorion sisalla eri pai-
vina, eri tarvikkeilla tai eri henkildiden tekemana. (Ehder 2005; EMEA 2011.)

ISO 9241-11 -standardin (2018) mukaan kaytettavyys (usability) on sita, etta vai-
kuttavuudella, tehokkuudella ja tyytyvaisyydella tietyt maaritellyt kayttajat saavut-
tavat maaritellyt tavoitteet tietyssa ymparistossa. Nielsen (1994, 26) puolestaan
on laajentanut ISO- maaritelmaa opittavuuden, muistettavuuden ja virheiden va-
hyyden kriteereilla. Opittavuus on sita, miten helposti ja nopeasti jarjestelman tai
laitteen kayttaja oppii laitteen toimintalogiikan ja kayttdmisen. Muistettavuus ker-
too, kuinka helppoa laitteen kayton jo aiemmin oppineen henkilén on palauttaa
mieleen laitteen kaytto ja toiminnallisuus. Virheiden vahyydella tai niiden maaralla
tarkoitetaan kayttajan tekemissa toimenpiteissa tapahtuvien virheiden maaraa
(Nielsen 1994, 26).

Tietojarjestelma, jota kaytetdan tutkimustiedon kerdamisessa, tallentamisessa,
kasittelyssa, raportoimisessa ja sailyttamisessa on taytettava ISO 15189:n mu-
kaisia vaatimuksia. Naiden vaatimusten mukaan laboratorion on testattava ja ve-
rifioitava tietojarjestelmansa toimivaksi ennen sen kayttdonottoa. Tietojarjestel-
maan mahdollisesti tehdyt muutokset on myds hyvaksyttava, dokumentoitava
seka verifioitava. Laboratorion tietojarjestelmassa verifiointi sisaltaa tarvittaessa
myds muiden jarjestelmien kuten sairaalan potilastietojarjestelmien, laboratorio-
laitteiden ja perusterveydenhuollon jarjestelmien valisen tietoliikenteen toimivuu-
den varmistamisen. On varmistettava, etta tieto siirtyy virheettémasti. Tietojarjes-
telma on myods suojattava muutoksilta seka luvattomalta kaytolta. On varmistet-
tava tiedon koskemattomuus ja jarjestelmahairididen kohdalla tehtava tarvittavat
korjaavat toimenpiteet. Laboratoriolla on oltava varasuunnitelma, jos tietojarjes-
telma lakkaa toimimasta. Tietojarjestelman tietosuojaa koskee seka kansalliset
ettd kansainvaliset vaatimukset. (SFS-EN ISO 151189: 2012.)
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4 TUTKIMUKSEN TARKOITUS, TAVOITE JA TUTKIMUSONGELMAT

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli verifioida Cobas ¢513 -analysaattorin
HbA1c -tutkimusmenetelma Keski-Suomen keskussairaalan laboratoriossa. Ve-
rifioinnissa tehtiin potilasnaytevertailu, ja testattiin verifioitavaa Cobas ¢513 -ana-
lysaattorin turbidimetrinen inhibitio-immunomenetelmaa (TINIA) vertailu- eli refe-
renssimenetelmana olevaan Variant™ Il Turbon nestekromatografiseen HPLC -

menetelmaan.

Lisaksi Tampereella Fimlab Laboratoriot Oy:n keskuslaboratoriossa on niin sa-
nottu Master -laite, joka on samanlainen Cobas c¢513 -analysaattori kuin Jyvas-
kylassa Keski-Suomen keskussairaalan laboratoriossa. Naille laitteille tehtiin lai-
tevertailu. Laitevertailu on samalla sisaista laadunvarmistusta. Varmistetaan, etta

saadaan samaa tasoa olevia tuloksia seka Tampereella etta Jyvaskylassa.

Kemian automaatiouudistuksessa HbA1c -maaritys siirrettiin Variant™ Il Turbo -
laitteelta Cobas c513 -laitteelle, joten tavoitteena on, etté uusi immunokemialli-
nen analyysimenetelma HbA1c -tutkimukselle ja analysaattori Cobas c513:sta
tayttavat niille asetetut vaatimukset. Uuden, immunokemiallisen analyysin hyo-
tyna sairaalaosastot ja terveyskeskukset tulevat saamaan potilastuloksensa
aiempaa nopeammin. Lisaksi Fimlab Laboratoriot Oy:n Keski-Suomen keskus-
sairaalan laboratorioon tasta on hyodtyna se, etta laitekanta uudistuu ja nykyai-
kaistuu ja uusi analyysilaite ja -menetelma sitoo vahemman tyévoimaa seka re-

sursseja kuin edellinen, nestekromatografinen menetelma.

Tutkimuskysymykset

1) Miten vertailukelpoisia verifioitavan Cobas ¢513:n immunokemiallisen
analysaattorin HbA1c -tulokset ovat Variant™ Il Turbon nestekromatogra-
fisen analysaattorin HbA1c -tuloksiin?

2) Miten Jyvaskylan keskussairaalan laboratorion Cobas ¢513:n tulokset
vastaavat laitevertailussa Tampereen keskuslaboratorion Cobas ¢513:n

tuloksiin?
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5 TUTKIMUSMENETELMAT

Taman tutkimuksen lahestymistapa on kvantitatiivinen, koska tutkimusongelmiin
saadaan numeeriset vastaukset ja niissa etsitaan lineaarista riippuvuutta. Ha-
vaintoaineisto sopii maaralliseen, numeeriseen mittaamiseen. Muuttujat saadaan
taulukkomuotoon ja aineisto muokattua tilastollisesti kasiteltdvaan muotoon.
(Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2001, 129.)

5.1 Aineiston keruu

Kvantitatiivisen tutkimuksen avulla selvitetdan lukumaariin ja prosenttiosuuksiin
liittyvia kysymyksia. Tama edellyttaa riittdvan suurta, edustavaa otosta. (Heikkila
2014, 15.) Kvantitatiivisessa tutkimuksessa aineiston valinta on tarkasti maaritel-
tya, ja siitd tehdaan otantasuunnitelma. Tasta maaritelldan perusjoukko, johon
tulosten pitaa patea. Perusjoukosta otetaan viela otos. Se on pienoiskuva perus-
joukosta. (Heikkila 2014, 31 — 32.) Aineisto on primaarista silloin, kun se on tut-
kimusta varten kerattya (Heikkila 2014, 13). Tutkimusaineisto on saatu Fimlab
Laboratoriot Oy:n kautta, joten perusjoukon tai tutkimusotoksen valintaan ei ole
voitu vaikuttaa. Aineisto kasittaa 110 kokoverinaytetta (K2EDTA), joista on analy-
soitu HbA1c -pitoisuudet Variant™ Il Turbolla ja Cobas c513:lla. Naytteet olivat
potilasnaytteita, ja ne on valikoitu tahan tutkimukseen seka Tampereelta etta Jy-
vaskylasta. Tampereen keskuslaboratorion Cobas ¢513:n ja Jyvaskylan keskus-
sairaalan laboratorion Cobas ¢513:n laitevertailua varten on keratty erilliset nayt-

teet.

Vertailu naytteet kerattiin 11.-18.1.2019, ja mukaan otettiin eri tasoisia naytteita
mahdollisimman laajalta mittausalueelta. Liséksi kerattiin Hb -Vaasa -varianttia ja
fetaalihemoglobiinia sisaltavia naytteita. Naytteista 23:ssa esiintyi Hb -Vaasa -
varianttia ja 11 naytteessa esiintyi fetaalihemoglobiinia. Naytteet sailytettiin jaa-
kaappilampoétilassa +4 asteessa ja niiden annettiin lammeta huoneenlampdon

ennen analysointia. Naytteista analysoitiin saman paivan aikana HbA1c -pitoisuu-
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det seka kromatografisella Variant™ Il Turbo -analysaattorilla ettd immunologi-
sella Cobas ¢513 -analysaattorilla. Hb -Vaasa -varianttia sisaltavat naytteet ana-
lysoitiin myds immunologista menetelmaa kayttavalla DCA Vantage® -analysaat-

torilla.

Laitevertailu Tampereen kanssa tehtiin siten, ettd Tampereella kerattiin kymme-
nen eritasoista naytettd. Nama naytteet jaettiin kahteen putkeen, joista toiset put-
ket lahetettiin Jyvaskylaan seuraavan aamun kuljetuksessa. Sitten naytteet ana-
lysoitiin seka Tampereella ettd Jyvaskylassa kuljetuspaivana kello 12 jalkeen.
Nain menetellen naytteet tulivat analysoiduksi yhta pitkan sailytysajan jalkeen ja

tulokset olivat keskenaan vertailukelpoisia. Tama laitevertailu tehtiin 3.4.2019.

5.2 Verifioinnin toteuttaminen

Jyvaskylan keskussairaalan laboratoriossa verifiointi tehtiin potilasnaytevertai-
lulla. Potilasnaytevertailu tehtiin laitteen suljetun puolen pipetointia kayttaen rutii-
niajotilassa. Tama tarkoittaa sita, ettd kumpaakaan analysaattoria ei ole varta
vasten kalibroitu Cobas ¢513:n verifioinnin takia. Potilasnaytevertailulla nahdaan
vanhan ja uuden menetelman valinen tasoero. Eri menetelmien tasoeroista voi-
daan tarvittaessa informoida asiakkaita. Kemian automaatiouudistuksessa
HbA1c -maaritys siirrettiin Variant™ |l Turbo -analysaattorilta Cobas ¢513 -ana-
lysaattorille. Variant™ |l Turbolla on kaytdssa kromatografinen HPLC -mene-
telma ja Cobas c513 kayttaa turbidimetrista inhibitio-immunomenetelmaa (TI-
NIA). Verifiointi toteutettiin 15. - 18.1.2019. Verifioinnin toteutuksessa olivat mu-
kana Keski-Suomen keskussairaalan sairaalakemisti, Kristiina Kainulainen, seka

kemian vastuuhoitajat.

Testattavassa eli verifioitavassa menetelmassa kaytettiin Cobas ¢513 (Roche
Diagnostics) -analysaattorille reagenssina Tina-quant Hemoglobin A1cDx gen3,
Roche Diagnostics, ref. 07559674190, 500 testia. Hemolysointiliuoksena kaytet-
tin A1CD (Hemolyzing reagent), Roche Diagnostics, ref. 07224648190. Lisaksi
kalibraattorina kaytettiin Calibrator f.a.s. HbA1c, Roche Diagnostics, ref.
04528417190.
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Vertailu- eli referenssimenetelmassa kaytettiin Variant™ |l Turbo (Biorad) -ana-
lysaattorille kaupallista kittia: VARIANT Il Turbo Hemoglobin HbA1c kit 2.0, 2500
maaritysta, ref. 270-2455EX, Biorad. Kalibraattorina kaytettiin Calibrator/Diluent
Set, Level 1 ja 2, 2 x 7 ml molempia. Kalibraattori sisaltyy reagenssipakkaukseen.
Vertailu- eli referenssimenetelman Hb -Vaasa -variantin sisaltaville naytteille kay-
tettiin Siemens DCA System Hemoglobin A1c, ref. 10698915, Siemens, kaupal-

lista kittia, joka soveltuu Siemens DCA Vantage Analyzer -laitteelle.

Lisaksi maaritettiin sarjan sisainen ja sarjojen valinen toistettavuus. Sarjan sisai-
nen ja sarjojen valinen toistettavuus ovat tarkeita, koska niistd saadaan tietoja
arvioitaessa menetelman suorituskykya omassa laboratoriossa vallitsevissa olo-
suhteissa. Cobas c513 -analysaattorin menetelma oli jo verifioitu Tampereen
keskuslaboratoriossa aiemmin, joten Jyvaskylassa ei tutkittu uudelleen mm. ma-
talan hemoglobiinipitoisuuden ja mittausalueen alittavan HbA1c -pitoisuuden vai-
kutusta eika naytteen sekoituksen merkitysta. Myodskaan lineaarisuuksia, kvanti-
tointirajoja, siirtymavirheita ym. valmistajan maarittamia asioita ei tassa verifioin-
nissa tutkittu. Valmistaja on hakenut tuotteelle 1VD -direktiivin mukaisen CE-mer-

kinnan ja se kattaa nama asiat.

Cobas c513 -analysaattorin kaytettavyys on hyvin samankaltaista kuin muilla Co-
bas-sarjan laitteilla, ja talldin analysaattorin ja clTM-tietojarjestelman, joka on
analysaattorin ja varsinaisen laboratoriotietojarjestelman valinen jarjestelma, pe-
rehdyttdmiseen peruskayttajalle riittaa yksi tydopaiva. Cobas c513 -analysaatto-
rila HbA1c -naytteiden analysointi on selvasti nopeampaa kuin Variant [I™
Turbo- analysaattorilla, joka kayttaa kromatografista menetelmaa. Lisaksi Cobas
c513 -analysaattorin nayteneula ottaa naytteen putken pohjalta, jolloin naytteen,
jossa on matala hemoglobiinitaso, analysointi helpottuu. Talla tavalla saadaan
rittavasti punasoluja maaritykseen. Naytetta voidaan myos seisottaa jonkin aikaa
punasolujen konsentroimiseksi putken pohjalle ja analysoida nayte uudelleen sei-
sotuksen jalkeen, mikali naytteessa on matala hemoglobiini ja vain vahan puna-

soluja.
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Tietojarjestelmien testaus tehtiin siten, etta tulosten siirtyminen clTm -valiohjel-
maan ja Multilab-laboratoriotietojarjestelmaan tarkistettiin HbA1c -pyynndlla, joka
tehtiin testipotilaalle. Vastaus siirtyi oikein cITm -valiohjelmaan ja Multilab-labo-
ratoriojarjestelmaan. Samalla tarkistettiin, etta kontrollitulokset siirtyivat clTm:lle

oikein.

5.3 Aineiston analysointi

Aineiston analysoinnista ja varsinaisesta tulkinnasta vastasi verifioinnin vastuu-
henkild, sairaalakemisti Kristiina Kainulainen. Tata opinnaytety6ta varten tulokset

on analysoitu kayttden SPSS -tilasto-ohjelmaa.

5.3.1 Yhteyksien tarkastelu korrelaation ja regressioanalyysin avulla

Tutkimusongelmiin vastaamiseksi etsittiin yhteyksia 1) Cobas ¢513:n tulosten ja
Variant II™ Turbon tulosten valilla seka 2) Jyvaskylan Cobas c¢513:n etta Tam-
pereen Cobas ¢513:n valilla korrelaatioita tarkastelemalla. Korrelaatiolla tarkoite-
taan kahden muuttujan valista tilastollista riippuvuutta ja silla mitataan muuttujien
valisen yhteyden voimakkuutta. Riippuvuutta voidaan kuvata kuvioiden seka kor-
relaatiokertoimien (r) avulla. (Heikkila, 2014, 90, 193.) Ennen korrelaatiokertoi-
mien laskemista tehtiin kyseisten muuttujien hajontakuviot, joista nahtiin heti
muuttujien valinen lineaarisuus. Korrelaatiokertoimena (r) kaytettiin Pearsonin

korrelaatiokerrointa, joka lasketaan kaavalla:

S (-0 nYxy-Yx3¥y _ Sxy
Jz?zl(xi_,g)zzyzn(yi_@z JInZxZ-C02[nTy2 -T2 sxSy

r=

jossa (xi, yi) ovat jakauman muodostavat lukuparit ja sx seka sy ovat muuttujien x
ja y keskihajonnat (Heikkila 2014, 90). Taman korrelaatiokertoimen arvo on aina
valilla -1 ja +1. Jos korrelaatiokerroin saa arvon nolla, ei tutkittavien muuttujien

valilla ole lainkaan lineaarista riippuvuutta. (Heikkila 2014, 90-91.) Mikali korre-
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laatiokertoimen arvo on lahella ykkosta, on muuttujien valilla voimakas positiivi-
nen korrelaatio. Jos taas korrelaatiokertoimen arvo on lahella lukua -1, niin muut-
tujien valilla on voimakas negatiivinen korrelaatio. (Holopainen & Pulkkinen 1994,
163.)

Yleensa korrelaatiokertoimen tilastollinen merkitsevyys testataan, jotta sita ei pi-
dettasi satunnaisista syista johtuvana. Testin nollahypoteesina oletetaan, etta
Pearsonin korrelaatiokerroin on nolla. Tama vastaisi tilannetta, jossa muuttujat
ovat lineaarisesti riippumattomia toisistaan. (Holopainen & Pulkkinen 1994, 161.)
Riski- eli merkitsevyystaso (significance) ilmoittaa siita riskista, etta tuloksissa
saatu ero tai riippuvuus johtuisi sattumasta. Riskitasosta kaytetaan lyhennetta p
(probability) tai SPSS-tilasto-ohjelmassa myos sig. Riskitaso mittaa todennakoi-
syytta tehda virheellinen johtopaatds, kun nollahypoteesi hylataan. (Heikkila
2014, 184.) Tassa opinnaytetyossa kaytettyna merkitsevyystasona on viiden pro-
sentin merkitsevyystaso, mika tarkoittaa, etta rajana on kaytetty merkitsevyysar-
voa 0.05. SPSS-tilasto-ohjelma tulostaa automaattisesti korrelaatiokertoimen

testauksen yhteydessa havaitun merkitsevyystason (Heikkila 2014, 184).

Kun korrelaatiokerrointa vastaava p:n arvo alittaa kaytetyn merkitsevyystason
0.05, korrelaation katsotaan olevan tilastollisesti merkitseva. P-arvon ollessa suu-
rempi kuin valittu merkitsevyystaso, ei rippuvuutta voi todeta olevan. Tall6in kor-
relaatiokertoimen nollasta poikkeavuus tulkitaan johtuvaksi sattumasta. (Heikkila
2014, 195).

Testattu ero tai riippuvuus on silloin tilastollisesti erittain merkitseva, jos p-arvo
on pienempi tai yhta suuri kuin 0.001 (p < 0.001). Tilastollisesti merkitseva riip-
puvuus on silloin, kun p-arvo on suurempi kuin 0,001 tai pienempi tai yhta suuri
kuin 0.01 (0.001 < p < 0.01). Tilastollisesti melkein merkitsevana eroa tai riippu-
vuutta pidetaan silloin, kun p-arvo on suurempi kuin 0.01 ja pienempi tai yhta
suuri kuin 0.05 (0.01 < p < 0.05). Jos p-arvo jaa 0.05:n ja 0.1:n valille (0.05<p

< 0.1), on testattu riippuvuus tilastollisesti suuntaa antava. (Heikkild 2014, 185.)

Mikali korrelaatio havaitaan, voidaan suorittaa regressioanalyysi (Holopainen &
Pulkkinen 1994, 173). Kun korrelaatiokertoimet laskettiin, huomattiin 1) Cobas
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c513:n tulosten ja Variant II™ Turbon tulosten valilla seka 2) Jyvaskylan Cobas
c513:n ettd Tampereen Cobas c513:n valilla kaikissa voimakas positiivinen kor-

relaatio. Taten voitiin suorittaa regressioanalyysit.

Regressioanalyysilla pyritdan I0ytamaan muuttujien valilla mahdollisesti vallit-
seva yhteys ja kuvaamaan sitd matemaattisesti. Mikali muuttujia on vain kaksi,
toista muuttujaa sanotaan selittavaksi (regressor) muuttujaksi (y) ja toista selitet-
tavaksi (regressand) muuttujaksi (x). (Holopainen & Pulkkinen 1994, 173.) Tassa
opinnaytetydssa tutkimuskysymyksen yksi selittdvana muuttujana on Cobas
c513 -analysaattori ja selitettdva muuttujana Variant II™ Turbo -analysaattori.
Toisen tutkimuskysymyksen kohdalla selitettdvana muuttujan on Tampereen Co-
bas c513.

Regressiosuoran yhtalé on
y =bx + a,

missa b on selittdvan muuttujan kerroin ja a on vakio, joka ilmoittaa pisteen, jossa
suora leikkaa y-akselin. Regressiokerroin (kulmakerroin) b ilmaisee, mihin suun-
taan y:n arvo muuttuu ja kuinka paljon, kun x kasvaa yhden yksikon verran. (Heik-
kila 2014, 92, 223; Holopainen & Pulkkinen 1994, 174). Suoran y = bx+a kulma-

kerroin b ja vakio a saadaan kaavoilla:

b = PExYi-Cx)Eyo) ja =Lyithixi _ 5 pg

nYxf-(Tx;)? n

R? on korrelaation selitysaste eli selityskerroin ja se ilmoittaa, kuinka suuren osan
selittdva muuttuja (x) selittaa selitettdavan muuttujan (y) vaihteluista. Selitysasteen
saamiseksi korrelaatiokerroin (r) korotetaan toiseen potenssiin. Usein korrelaa-

tion selitysaste (R?) ilmoitetaan prosentteina. (Heikkila 2014, 193.)
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5.3.2 Erojen tarkastelua

Seuraavaksi tarkasteltiin eroja 1) Cobas ¢513:n ja Variant™ Il Turbon tulosten
valilla seka 2) Jyvaskylan Cobas c513:n ja Tampereen Cobas ¢513:n tulosten
valilla. Kun kahta menetelmaa verrataan, niin muuttujien mittausten valilla ilme-
nee aina jonkin verran poikkeavuutta. Monet tutkimukset luottavat korrelaatioker-
toimeen (r) osoittaakseen kahden eri mittausmenetelman valisten tulosten suh-
detta tai riippuvuutta. Koska korrelaatio tutkii vahintdan kahden muuttujan valista
suhdetta tai riippuvuutta eika niiden valisia eroja, sita ei suositella menetelmaksi

arvioitaessa muuttujien valista vertailtavuutta. (Giavarina 2015.)

Kliinisissa laboratorioissa joudutaan hyvin usein arvioimaan kahden kvantitatiivi-
sen mittausmenetelman valista yhtenevaisyytta. Joka kerta, kun vaihdetaan jokin
mittausmenetelma toiseksi tai arvioidaan uutta vaihtoehtoista menetelmaa, tarvi-
taan oikeanlaiset tilastolliset analyysit naiden erojen mittaamiseen ja arviointiin
seka syy naille eroille. (Giavarina 2015.) Niinpa tassa opinnaytetydssa menetel-
mien valisten tulosten prosentuaalistenerojen tarkastelu 1) Cobas ¢513:n ja Va-
riant™ |l Turbon seka 2) Tampereen Cobas c¢513:n ja Jyvaskylan Cobas c513:n

valilld on ilmaistu seuraavan kaavan mukaan (Liite 1, 2, 3 ja 4):

verifioitava menetelma—referenssimenetelma
[ . : x 100%.
referenssimentelma

Referenssimenetelman ja verifioitavan menetelman tulosten luvut syotettiin
SPSS -tilasto-ohjelmaan, josta Transform- ja Compute Variables- toimintojen
kautta voitiin laskea eroprosentit ylla olevan kaavan mukaan. Graphs -toiminnon
kautta saatiin eroprosenttien hajontakuviot, kun y-akselin muuttujaksi laitettiin
laskutoiminnolla saatu eroprosentti ja x -akselin muuttujaksi referenssimene-

telma.
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5.3.3 Sarjan sisdinen ja sarjojen valinen toistettavuus

Sarjan sisainen toistettavuus maaritettiin 20 kertaa aikuisten normaalialueella 20
- 42 mmol/mol olevalla potilasnaytteelld, jonka pitoisuus oli 35 mmol/mol:ssa ja
aikuisten kohonneella, diabeettisella, tasolla olevalla potilasnaytteella, jonka pi-
toisuus oli 70 mmol/mol:ssa. Maaritykset tehtiin seka analysaattorin suljetun puo-

len ettd avoimen puolen pipetointia kayttaen.

Sarjojen valinen toistettavuus laskettiin rutiinimaaritysten yhteydessa kontrollitu-
loksista Precicontrol HbA1c norm (Roche Diagnostics, ref. 05479207190) ja Pre-
cicontrol HbA1c path (Roche Diagnostics, ref. 05912504190) aikavalilla 1.2. -
28.2.2019. Sarjojen valisia toistettavuuksia kontrolleilla ajettiin yhteensa 37 ker-

taa.
Sarjojen sisaista ja sarjojen valista toistettavuutta laskettaessa tarvitaan keskiha-
jontaa ja variaatiokerrointa. Keskihajonta (standard deviation) on eniten kaytetty

ja tarkein hajonnan mitta eli standardipoikkeama. Se kuvaa arvojen hajallaan

oloa keskiarvon ymparilla. (Heikkila 2014, 86). Keskihajonta lasketaan kaavalla:

Cxp?
PR D G DL
n-1 n-1 )

Variaatiokerroin lasketaan keskihajonnan ja keskiarvon valisena suhteena ja

usein se ilmoitetaan prosentteina. Variaatiokertoimen avulla saadaan vertailukel-
poisiksi eri suuruusluokkaa olevien muuttujien arvojen hajonnat. (Heikkila 2014,
87). Variaatiokerroin lasketaan seuraavasti:

V==-100 %.

Rilw
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6 TULOKSET

6.1 Cobas ¢513 ja Variant™ Il Turbo

Tassa opinnaytetydssa havaittiin heti tulosten ja hajontakuvioiden perusteella
muuttujien valilla selvaa lineaarista riippuvuutta. Kuviossa 5 esitetdan HbA1c -
tulokset (mmol/mol) potilasnaytteista (n= 76, Liite 1) mahdollisimman laajalta mit-
tausalueelta. Nama potilasnaytteet eivat sisalla hairidtekijoita. Regressiosuoran
yhtaloksi saatiin y = 0,9866x — 1,1612 ja suoran korrelaatiokertoimeksi (r) tuli
0.995 = 0.99, mika ilmaisee voimakasta, positiivista korrelaatiota. Merkitsevyys-
taso talle korrelaatiolle on p < 0.001, mika on tilastollisesti erittdin merkitsevaa.
Cobas ¢513:n ja Variant™ |l turbon valilla on taten todistettavasti lineaarista riip-
puvuutta. Selityskertoimeksi R?tulee 0,991 ~ 0,99 =99%: a. Mika tarkoittaa, etta

Cobas ¢513:n ja Variant™ Il Turbon valilla vallitsee yhteneva tulostaso.

HbA1c mmolimol
Cobas ¢513 vs. Variant [l Turbo
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KUVIO 5. Regressiosuora ja suoranyhtald seka korrelaatio- etta selityskerroin ja

merkitsevyystaso 76 potilasnaytteelle Cobas c¢513:n ja Variant™ Il Turbon HbA1c

-tulosten valilla.
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Kuviossa 6 esitetdan Cobas ¢513:n ja Variant™ Il Turbon HbA1c -tulosten valisia
eroja potilasnaytteilla (n= 76). Nama naytteet ovat mahdollisimman laajalta mit-
tausalueelta eivatka sisalla hairidtekijoita. Verifioitava menetelma, Cobas ¢513,
antaa noin kolme prosenttia matalampaa tulostasoa (Liite 1(2)) kuin referenssi-

menetelma, Variant™ |l Turbo. Ero ei ole kliinisesti merkittava.

HbA1c mmol/imol
Cobas c513 vs. Variant [l Turbo
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KUVIO 6. Eroprosentit Cobas ¢513:n ja Variant II™ Turbon HbA1c -tulosten

valilla.
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Kuviossa 7 esitetdan HbA1c -tulokset (mmol/mol) potilasnaytteista (n=23, Liite
2(1)), jotka sisalsivat Hb-Vaasa-variantin. Regressiosuoran yhtaloksi saatiin y =
1,12x + 13,743 ja suoran korrelaatiokertoimeksi (r) tulee 0.93, mika tarkoittaa voi-
makasta, positiivista korrelaatio. Menetelmien valinen korrelaatio on hyva. Mer-
kitsevyystasoksi muodostuu p < 0.001 eli kyseessa on tilastollisesti erittdin mer-
kitseva korrelaatio. Selityskertoimeksi R? saadaan 0.86 = 86%: a. Kaytannossa
tama tarkoittaisi sita, ettd 86%:a referenssimenetelman tuloksista olisi selitetta-
vissa verifioitavan menetelman tuloksilla. Eli tulostaso on korrelaatioon nahden
hyva Variant™ || Turbon ja Cobas ¢513:n valilla, kun naytteissa on Hb-Vaasa-
variantti, vaikka Variant™ Il Turbo antaa matalampia tuloksia (Liite 2(1)) kuin Co-
bas c513.

HbA1c mmolimol
Naytteissa HbA1c variantti Hb-Vaasa
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KUVIO 7. Regressiosuora ja suoranyhtald seka korrelaatio- etta selityskerroin ja

merkitsevyystaso 23 potilasnaytteelle, jotka sisalsivat Hb -Vaasa -variantin.
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Kuviossa 8 esitetdan eroja Cobas ¢513:n ja Variant™Il Turbon Hba1c -tulosten
valilla, naytteilla, jotka sisaltavat Hb -Vaasa-variantin. Hb -Vaasa -varianttia sisal-
tavista potilasnaytteistd saadaan noin 65%:a korkeampaa tulostasoa verifioita-
valla menetelmalld (Liite 2(1)) verrattuna referenssimenetelmaan, jota Hb-

Vaasa-variantti hairitsee.

HbA1c Cobas ¢513 vs.Variant Il Turbo
Naytteissd HbA1c variantti Hb-Vaasa
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KUVIO 8. Eroprosentit Cobas ¢513:n ja Variant™ Il Turbon HbA1c -tulosten va-

lilla naytteille, jotka sisalsivat Hb-Vaasa -variantin.
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Koska Hb -Vaasa -variantti hairitsee kromatografista menetelmaa, on Hb-Vaasa-
varianttia sisaltavat potilasnaytteet analysoitu immunologisella menetelmalla,
missa analysaattorina on kaytetty DCA Vantage® -laitetta ja potilastuloksena on
vastattu immunologisella menetelmalla saatu tulos (Liite 2(2)). Tassa verifioin-
nissa verrattiin myds Hb-Vaasa -varianttia sisaltavista naytteista DCA Vantage®
-laitteella saatuja tuloksia Cobas c¢513 -analysaattorilla Tina-quant -menetelmalla
saatuihin tuloksiin. Kuviossa 9 esitetdan 23:n potilasnaytteen, jotka sisaltavat
Hb-Vaasa-variantin, regressiosuoranyhtaldo y = 1,01x + 0,88 ja korrelaatiokerroin
(r) 0,98. Merkitsevyystasoksi saatiin p < 0.001 eli tilastollisesti erittdain merkitseva
korrelaatio. Selitysasteeksi saadaan 0,97 = 97%:a, mika tarkoittaisi, etta 97 %:a
DCA Vantage® -laitteella saaduista tuloksista olisi selitettavissa verifioitavan me-
netelman tuloksilla. Tulokset olivat yhtenevat eikd menetelmien valilla ole kliini-

sesti merkittavaa tulostasoeroa.

HbA1c mmolimol
Néytteissa HbA1c variantti Hb-Vaasa
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KUVIO 9. Regressiosuora ja suoranyhtald seka korrelaatio- etta selityskerroin ja
merkitsevyystaso 23 potilasnaytteelle, jotka sisalsivat Hb -Vaasa -variantin. Nayt-

teet on analysoitu DCA Vantage® -laitteella ja Cobas c513:lla.
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Kun eroprosentteja tarkasteltiin 23:n potilasnaytteen osalta (Kuvio 10), mitka on
analysoitu sekd DCA Vantage® -laitteella ettd Cobas c513 -analysaattorilla, ja
sisalsivat Hb-Vaasa-variantin, saatiin eroprosentiksi noin kolme prosenttia (Liite
2(2)). Verifioitava menetelma antaa siis noin kolme prosenttia korkeampaa tulos-
tasoa kuin vastaava immunokemiallinen menetelma DCA Vantage® -laitteella.
Eroprosenttejakin tarkasteltaessa tulostaso on yhteneva eikd menetelmien valilla

ole kliinisesti merkittavaa tulostasoeroa.
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KUVIO 10. Eroprosentit 23 potilasnaytteelle, jotka sisalsivat Hb-Vaasa -variantin.

Naytteet analysoitu DCA Vantage® -laitteella ja Cobas c513:lla.
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Kuviossa 11 esitetdan suoranyhtald ja regressiosuora potilasnaytteille (n = 11,
Liite 3), jotka sisalsivat fetaalihemoglobiinia. Suoranyhtaldksi saatiin y = 0.97x —
2,95 ja korrelaatiokertoimeksi (r) tuli 0.99 ja merkitsevyysarvoksi saatiin p < 0.001
eli tilastollisesti erittain merkitseva korrelaatio. Selitysastekin (R?) oli korkea. Sen
mukaan 99 %:a Variant™ Il Turbolla saaduista tuloksista olisi selitettavissa veri-
fioitavan menetelman tuloksilla naytteille, jotka sisaltavat fetaalihemoglobiinia.
Tassakin tulokset ovat yhtenevat, eikd menetelmien valilla ole kliinisesti merkit-

tavaa tulostasoeroa.

HbA1c mmolimol

Méytteissa fetaali-Hb
Cobas 313 vs. Variant Il Turbo

Mang
2 s . y=0,97x - 2,95
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KUVIO 11. Regressiosuora ja suoranyhtald seka korrelaatio- etta selityskerroin

ja merkitsevyystaso 11 potilasnaytteelle, jotka sisalsivat fetaalihemoglobiinia.
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Naytteille, jotka sisalsivat fetaalihemoglobiinia saatiin verifioitavalla menetelmalla
noin seitseman prosenttia matalampaa tulostasoa (Liite 3) kuin referenssimene-

telmalla (Kuvio 12). Ero ei ole kuitenkaan kliinisesti merkittava.

HbA1c mmolimol

Naytteissi fetaali-Hb
Cobas c513 vs. Variant Il Turbo
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KUVIO 12. Eroprosentit 11 potilasnaytteelle, jotka sisalsivat fetaalihemoglobiinia.
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6.2 Tampereen ja Jyvaskylan Cobas ¢513 -analysaattorit

Kuvio 13 esittaa Master -laitteen, Tampereen Cobas ¢513:n, ja Jyvaskylan Cobas
c513:n valisten tulosten vertailtavuutta. Cobas c513 -analysaattoreita verrattiin
toisiinsa kymmenella potilasnaytteella (Liite 4). Regressiosuoran yhtaldksi saa-
tin y = 1,0332x — 0,2918. Korrelaatiokerroin oli 0.99 eli kyseessa on varsin voi-
makas positiivinen korrelaatio. Korrelaation merkitsevyysarvoksi tuli p < 0.001,
mika viittaa tilastollisesti erittain merkitsevaan korrelaatioon. Nain ollen selitysas-
teen mukaan 99 %:a Tampereen Master -laitteen tuloksista olisi selitettavissa Jy-
vaskylan Cobas c513:n tuloksilla. Tulokset ovat siten yhtenevat, eika naiden kah-

den Cobas c513- analysaattorin valilla ole kliinisesti merkittavaa tulostasoeroa.

HbA1c mmol/mol
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KUVIO 13. Regressiosuora ja suoranyhtald seka merkitsevyysarvo, korrelaatio-
kerroin ja selitysaste kymmenelle potilasnaytteelle, jotka on maaritetty Tampe-

reen Cobas ¢513 -analysaattorilla ja Jyvaskylan Cobas c513 -analysaattorilla.
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Eroprosentiksi Tampereen Cobas ¢513:n ja Jyvaskylan Cobas ¢513:n tulosten
valilla (kuvio 14) saatiin noin kolme prosenttia. Jyvaskylan Cobas c513 antoi hie-
man korkeampaa tulostasoa (Liite 4) kuin Tampereen Cobas c513. Ero ei ole
kliinisesti merkittava, vaan tulostaso on laitevertailussa Tampereen ja Jyvaskylan

valilla yhteneva.
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KUVIO 14. Eroprosentit kymmenelle potilasnaytteelle, jotka on analysoitu seka
Tampereen Cobas ¢513 -analysaattorilla etta Jyvaskylan Cobas c¢513 -analysaat-

torilla.
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Sarjan sisaiset toistettavuudet (Liite 5) olivat suljetulla puolella 0,6%:a tasolla 35

mmol/mol:ssa ja 0,7%:a tasolla 70 mmol/mol:ssa (Taulukko 2). Avoimella puo-

lella toistettavuus oli 0,5 %:a tasolla 35mmol/mol:ssa ja 0,6%:a tasolla 70

mmol/mol:ssa (Taulukko 3).

TAULUKKO 2. HbA1c- menetelman sarjan sisainen toistettavuus potilasnayt-

teilld Cobas ¢513 -analysaattorin suljetulla puolella.

Kontrolli Laite n kes- SD CV |Valmistajan
kiarvo % ilmoittama
CV %
Potilasnayte
35 mmol/mol Cobas c513 | 20 3494 | 0.22 |0.62 0,7
normaali taso
Potilasnayte Cobas c513 | 20 69.38 | 0.49 |0.71 0,5
70mmol/mol
kohonnut taso

TAULUKKO 3. HbA1c- menetelman sarjan sisainen toistettavuus potilasnaytteilla

Cobas ¢513 -analysaattorin avoimella puolella.

70 mmol/mol
kohonnut taso

Kontrolli Laite n kes- SD | CV | Valmistajan
kiarvo % ilmoittama
CV %
Potilasnayte
35 mmol/mol Cobas c513 | 20 | 34,85 | 0.19 | 0.54 0,7
normaali taso
Potilasnayte Cobas c513 | 20 | 69.69 | 0.44 | 0.62 0,5




46

Sarjojen valiset toistettavuudet (Taulukko 4, Liite 6) olivat suljetulla puolella
1,8%:a (Precicontrol HbA1c norm) ja 0,9%:a (Precicontrol HbA1c path). Avoi-
mella puolella toistettavuudet olivat 1,9%:a (Precicontrol HbA1c norm) ja 1,2%:a
(Precicontrol HbA1c path).

TAULUKKO 4. HbA1c -menetelman sarjojen valinen toistettavuus Cobas ¢513-

analysaattorilla.

Kontrolli Laite n kes- SD CV % |Valmistajan il-

kiarvo moittama CV
%

Precicontrol |Cobas

HbA1c norm. [¢c513 37 38.797 0.749 | 1.929 0.8

tavoite arvo | avoin

38.300 puoli

Precicontrol |Cobas 37 38.346 0.684 | 1.784 0.8

HbA1c norm. |c513
tavoite arvo |suljettu
38.300 puoli

Precicontrol |Cobas 37 91.081 1.112 1.221 0.9
HbA1c path. |c513
tavoite arvo|avoin
87.500 puoli

Precicontrol |Cobas 37 91.276 | 0.834 | 0.914 0.9
HbA1c path. |c513
tavoite arvo |suljettu
87.500 puoli
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7 POHDINTA JA JOHTOPAATOKSET

7.1 Tulosten tarkastelu

Potilasnaytevertailu ja tulostasoeron tarkastelu toteutettiin analysoimalla potilas-
naytteitd molemmilla analysaattoreilla. Cobas ¢513:n tuloksia verrattiin Variant™
[l Turbolla saatuihin tuloksiin. Mittaustulosten valinen korrelaatio (r) oli 0,99 jap <
0.001 niiden potilasnaytteiden (n=76) kohdalla, jotka eivat sisaltaneet hairidteki-
joita ja selitysaste oli (R?) 0,99. Naiden tulosten valilla on voimakas, tilastollisesti
merkitseva positiivinen korrelaatio. Regressiosuorankuvaaja seka yhtald osoitta-
vat menetelmien ja tulosten valista yhtenevyytta. Tulostasoeroksi menetelmien
valille saadaan noin kolme prosenttia, silla Cobas c513 -analysaattori antaa hie-
man matalampia tuloksia kuin Variant™ Il Turbo, mutta ero ei ole kliinisesti mer-

kittava.

Kun potilasnaytteitd (n=23), jotka sisalsivat Hb-Vaasa -variantin, analysoitiin ja
verrattiin Cobas ¢513:n ja Variant ™Il Turbon valill3, niin tssakin saatiin voimak-
kaasti positiivinen korrelaatio (r) 0,93 ja p < 0.001. Korrelaatio oli korkea Cobas
c513:n ja Variant™ Il Turbon valilla siitdkin huolimatta, etta tulostasoeroksi nai-
den menetelmien vilille tuli 65%: a. Variant ™ Il Turbo antoi selvasti matalampia
tuloksia kromatografisella menetelmalla kuin Cobas ¢513:n immunokemiallinen
menetelma. Hb-Vaasa -variantin hairitsevyys kromatografisessa menetelmassa
perustuukin sen eluoitumiseen kromatografipylvaassa yhdessa HbA1c:n kanssa.
65%:n ero menetelmien valilla on kliinisesti merkittava ja Variant™ Il Turbolla
tehdyt potilasnaytteet, jotka sisaltavat Hb-Vaasa -variantin, on pitanyt analysoida
sitd vastaavalla immunokemiallisella menetelmalla. Nama samat 23 Hb-Vaasa -
variantin sisaltavaa potilasnaytetta maaritettiin DCA Vatantage® -laitteella ja sen
seka Cobas ¢513:n valille muodostui myds voimakas, positiivinen korrelaatio (r)
0,98 ja p < 0.001. Tulostasoeron tarkastelussa huomattiin, etta verifioitava me-
netelma antoi kolme prosenttia korkeampaa tulostasoa, mika ei ole kliinisesti

merkittava ero.
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Cobas ¢513:n ja Variant ™ Il Turbon valilla tarkasteltiin viela potilasnaytteita (n=
11), jotka sisalsivat fetaalihemoglobiinia. Korrelaatiokertoimeksi (r) saatiin 0.99 ja
merkitsevyysarvoksi p < 0.001. Kromatografisen ja immunokemiallisen menetel-
man valilla oli jalleen voimakas, positiivinen korrelaatio tulostason ollessa yhte-
neva. Tulostasoeroja tarkasteltaessa, eroksi muodostui seitseman prosenttia ve-
rifioitavan menetelman antaessa matalampaa tulostasoa. Seitseman prosentin

ero ei ole kuitenkaan kliinisesti merkittavaa.

Sarjan sisainen toistettavuus laskettiin kahden potilasnaytteen, normaalin ja kor-
kean tason, rinnakkaismaaritysten perusteella verifioitavan analysaattorin avoi-
mella ja suljetulla puolella. Variaatioprosentiksi saatiin normaalin tason suljetulla
puolella 0.62%:a ja normaalin tason avoimella puolella 0.54%: a. Nain ollen tois-
tettavuudet olivat parempia suljetulla puolella normaalille (35 mmol/mol) tasolle,
kun vastaava valmistajan ilmoittama normaalitaso oli 0,7%: a. Variaatioprosentit
olivat kohonneen tason suljetulla puolella 0.71%:a ja avoimella puolella 0,62%.
Kohonneen tason (70 mmol/mol) toistettavuudet olivat parempia puolestaan avo-
puolella, kun vastaava valmistajan ilmoittama luku oli 0,5%. Sarjojen sisaiset
toistettavuudet vastaavat valmistajan vastaavilla pitoisuuksilla maaritettyja lu-
kuja, vaikka primaarituloksissa (Liite 5) onkin nahtavissa suljetun puolen kohon-

neen tason toistettavuuksissa hieman matalampaa tulostasoa.

Sarjojen valinen toistettavuus maaritettiin mittaamalla korkean ja normaalin tason
kontrolleja seka analysaattorin avoimella etta suljetulla puolella. Korkean tason
kontrollitulosten variaatioprosentiksi saatiin Cobas c513 -analysaattorilla avoi-
mella puolella 1,2%:a ja suljetulla puolella 0,9%: a. Normaalin tason kontrollien
variaatioprosentit olivat avoimella puolella 1,9%:a ja suljetulla puolella 1,8 %:a.
Valmistajan ilmoittamat sarjojen valiset toistettavuudet samoilla kontrolleilla ovat
0,8%:a normaalitasolla ja 0,9%:a korkealla tasolla Tassa verifioinnissa maaritetyt
toistettavuudet vastaavat riittdvan hyvin valmistajan ilmoittamia lukuja, vaikka
toistettavuudet hieman poikkesivatkin valmistajan ilmoittamista luvuista lukuun
ottamatta korkean tason suljetun puolen toistettavuutta, joka vastaa taysin val-

mistajan antamaan arvoon.
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Liséksi tehtiin laitevertailu kahden samanlaisen Cobas ¢513 -analysaattorin va-
lilla. Toinen laitevertailuun osallistunut Cobas ¢513-analysaattori sijaitsee Fimlab
Laboratoriot Oy:n keskuslaboratoriossa Tampereella. Laitevertailu oli samalla si-
saista laadunvarmistusta. Varmistettiin, ettd saatiin samaa tasoa olevia tuloksia
seka Tampereella ettd Jyvaskylassa. Kahden samanlaisen Cobas c513 -analy-
saattorin tulostaso oli hyvin yhteneva korrelaation ollessa (r) 0,99 ja p < 0.001.
Naytemaara (n=10) oli tosin tahan vertailuun vahainen, mutta on se ainakin suun-
taa antavaa. Kun tarkasteltiin tulostasoeroa, Jyvaskylassa saatiin kolme prosent-

tia korkeampia tuloksia, mutta tama ero ei ole kliinisesti merkittava.

Tarkastellessani aikaisempia tutkimustuloksia kromatografisen ja immunokemi-
allisen menetelman valilla havaitsin, ettd Desmondin ym. 2017, Jaissonin ym.
2018, Klingerbergin ym. 2017, Lenters-Westra & Englishin 2017, Saés-Beniton
ym. 2014 ja Wun ym. 2016 tutkimuksissa kasiteltiin suoraan samoja laitteita ja
menetelmia kuin tassa opinnaytetyéssa. Desmondin ym. (2017) tydssa tutkittiin
karbamyloidun hemoglobiinin ja labiilin a1c:n merkitystd HbA1c:n tuloksiin Vari-
ant™ |l Turbolla ja DCA vantage®:lla. Karbamyloitunut hemoglobiini ja labiili a1c
hairitsevat kromatografista menetelmaa Hb-Vaasa -variantin tavoin eluoitumalla
kromatografipylvaassa yhdessa HbA1c:n kanssa antaen matalampaa tulostasoa.
DCA Vantage®:lla analysoituna karbamyloitunut hemoglobiini ja labiili a1c eivat
vaikuttaneet HbA1c -tuloksiin. Aivan kuten tassa opinnaytetydssa Hb-Vaasa-va-
rianttia sisaltaneet naytteet eivat hairinneet immokemiallista menetelmaa vaan
molemmilla immunokemiallisen menetelman analyysilaitteella Cobas c513:lla ja

DCA Vantage®:lla saatiin samaa, yhtenevaista tulostasoa.

Eniten tata opinnaytetyota muistutti Jaissonin ym. (2018) tutkimus, jossa arvioitiin
Cobas ¢c513 — analysaattoria HbA1c -testien osalta, ja verrattiin tuloksia kahteen
HPLC -menetelmaan, joista toinen analysaattori oli Variant™ Il Turbo. Tamankin
suhteellisen tuoreen tutkimuksen naytteista (n=100) osa sisalsi yleisimpia hemo-
globiinivariantteja, jotka eivat hairinneet Cobas ¢513:n immunokemiallista mene-
telmaa. Jaisson ym. (2018) toteavatkin, ettd Cobas ¢513 -analysaattorilla on luo-
tettava immunokemiallinen menetelma HbA1c -arvojen mittaamiseen rutiini kay-

tossa kliinisissa kemian laboratorioissa.
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Klingerbergin ym. (2017, 458-464) tutkimuksessa verrattiin kahta eri kromatogra-
fista menetelmaa, joista toinen oli HPLC -menetelma, ja Rochen Cobaksen im-
munokemiallista (TINIA) menetelmaa keskendan. Taman tutkimuksen HbA1c -
potilasnaytteet (n=600) sisalsivat myds joitain harvinaisia hemoglobiinivariant-
teja. Tutkimus osoitti, ettd HbA1c -tulokset olivat yhtenevia kromatografisen ja

immunokemiallisen menetelman valilla.

Lenters-Westra & English (2017) tekivat tutkimusta HbA1c:n vertailulaboratori-
ossa Alankomaassa tarkoituksenaan arvioida Rochen kolmannen sukupolven
(TINIA) menetelmaa kahteen muuhun menetelmaan, joista toinen oli HPLC -me-
netelma, kayttaen erilaisia laatutavoitteita. Heidan tutkimuksessaan arvioitiin he-
moglobiinivarianttien, muiden potentiaalisten hairididen ja suorituskyvyn vaiku-
tusta seka IFCC:n ettd NGSP:n vertailujarjestelmiin kayttéden sertifioituja arvioin-
timenettelyja. Rochen immunokemiallinen menetelma Iapaisi NGSP:n kriteerit
eika tassa tutkimuksessa havaittu, etta hairidtekijoilla olisi ollut kliinisesti merkit-

tavaa vaikutusta.

Roche Diagnostics:n kehittdman kolmannen sukupolven immunoturbidimetri-
seen inhibitiomenetelmaan (TINIA) perustuvaa HbA1c -tutkimusta kokoveresta
tutkittiin myos espanjalaisten tydssa (Saés-Benito ym. 2014). Sata HbA1c -nay-
tettd maaritettiin ja tuloksia verrattiin HPLC -menetelmaan. Tassa tutkimuksessa
immunokemiallinen menetelma vastasi odotettua suorituskykya lineaarisuutta lu-
kuun ottamatta, joka oli raportoidun alueen ulkopuolella. Immunokemiallinen me-
netelma ei havainnut myoskaan fetaalihemoglobiini hairidita, jos se tapahtui al-
haisemmilla tasoilla kuin oli raportoitu. Yli 7,5%:n tasoilla hairid6 huomattiin. Line-
aarisuudesta ja fetaalihemoglobiinin hairidista huolimatta Saés-Benito ym. (2014)
toteavat tutkimuksensa lopuksi, ettda immunokemiallisen menetelman ja HPLC —
menetelman valilla oli hyva, yhteneva tulostaso ja Rochen immunokemiallinen

menetelma tayttaa rutiinikayton laatuvaatimukset.

Tassa opinnaytetydssa en ota kantaa lineaarisuuteen, koska sita ei testattu. Sita
vastoin fetaalihemoglobiinia sisaltavia naytteita oli mukana. Yhdestakaan fetaa-

lihemoglobiininaytteesta ei ollut riittavasti aiheuttamaan hairiéta, koska tulostaso
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oli yhteneva kromatografisen ja immunokemiallisen menetelman valilla ja tulos-
tasoeroakin tuli vain 7%: a. Toisaalta ndytemaara (n=11) tdhan vertailuun saattoi

olla vahainen. Joten lisatutkimukset olisivat suotavia.

Wun ym. (2016) tutkimuksessa kaytettiin HbA1c -mittausten saamiseksi neljaa
eri analysaattoria, joista yksi oli Rochen Cobas ¢501. Se kuuluu samaan Cobas
¢500 -sarjaan kuin Cobas c513, mutta kayttaa immunokemiallista toisen sukupol-
ven (TINIA) menetelmaa. Wun ym. (2016) tutkimuksessa kaikilla neljalla analy-
saattorilla saatiin samaa tulostasoa seka matalilla etta korkeilla HbA1c —arvoilla.
Lisdksi Wun ym. (2016) tutkimuksessa kohonnut fetaalihemoglobiini sai aikaan
vaaria HbA1c -tuloksia kaikilla testatuilla laitteilla, mutta yhteenvetonaan he tote-
sivat, etta yleisesti kaytetyt HbA1c -maaritysmenetelmat osoittivat hyvaa vertailu

kelpoisuutta ja luotettavuutta huolimatta joistakin hairidtekijoista.

Erityisesti Wun ym. (2016) tuloksissa kiinnosti immunokemiallisen menetelman
ja HPLC -menetelman yhtenevyys. Silla ndiden menetelmien valinen keskimaa-
rainen tulostaso ero oli Blant-Altmanin -kayrilla vain 0,04 %: a verrattuna tahan
verifiointiin, missa paastiin kolmen prosentin tasolle. Tosin laskukaavakin eropro-

senteille on erilainen tassa verifioinnissa.

7.2 Opinnaytetyon luotettavuus

Tutkimus on validi eli luotettava ja pateva silloin, kun se mittaa sita, mita oli tar-
koituskin selvittdd. Tutkimuksen validius kasittdd myds systemaattisen virheen
puuttumisen. (Heikkila 2014, 177.) Systemaattinen virhe vaikuttaa tuloksiin aina
samalla tavalla. Se johtuu jostain toistuvasta virheesta analyysin aikana, kuten
esimerkiksi epatarkastavakioinnista, viallisesta laitteesta tai vaarasta inkubointi-
lampdtilasta. Saadut tulokset poikkeavat siten todellisista arvoista liilan korkeina
tai matalina tuloksina. Tulosten tarkastelussa pitda huomioida myds mahdollinen
satunnaisvirhe. Satunnaisvirhetta voi aiheuttaa esimerkiksi pipetointi, reagenssit
ja naytteen kasittely seka sailytys. Satunnaisvirhe vaikuttaa maarityksessa sat-

tumanvaraisesti eika sita voi poistaa kokonaan. Sita voidaan kuitenkin vahentaa
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tydskentelemalla huolellisesti ja vakioimalla tyoskentelyolosuhteet. (Laara &
Lammi 1989, 111-113.)

Validius patee myos yleistettavyyteen, milla tarkoitetaan tutkimusotoksen edus-
tettavuutta perusjoukkoon nahden (Laara & Lammi, 1989, 114). Cobas ¢513 -
analysaattorin verifioinnin validiteetin saavuttamiseksi uskon, ettd tutkimusotos
eli ndytemaara (n=110), jotka sisalsivat seka matalia etta korkeita HbA1c -arvoja
ja HbA1c -tutkimusta hairitsevia tekijoita, oli riittava. Silla aikaisempien tutkimus-
tulosten ja vastaavanlaisten laitevertailujen seka verifiointien naytemaarat ovat
olleet samaa luokkaa. Itse en kuitenkaan pystynyt vaikuttamaan naytemaariin tai
otoskokoon, vaan ne annettiin minulle. Lisaksi taman verifiointiprosessin aikana
myds naytteiden sailytys, kasittely ja maaritys on tapahtunut vakioiduissa olosuh-
teissa, mika parantaa validiteettia ja vahentaa satunnaisvirhetta. Nakisin yleistet-
tavyyden vield suhteessa aikaisempiin tutkimustuloksiin, joissa on verrattu kro-
matografista ja immunokemiallista menetelmaa keskenaan, ja saatu niista sa-
mankaltaista yhtenevaa tulostasoa verifioitavan menetelman ja vertailumenetel-

man valilla.

Reliabiliteetin puute alentaa tutkimuksen validiteettia. Reliabiliteetti tarkoittaa tut-
kimustulosten toistettavuutta. Toistettavuus on sita parempi, mita lahempana eri
maarityskertojen antamat tulokset ovat toisiaan. Lisaksi kontrollindytteistd on
saatava tuloksia, jotka vastaavat valmistajan ilmoittamia tavoitearvoja. Kontrolli-
naytteiden vastatessa tavoitearvojaan lisaantyy tutkimuksen reliabiliteetti ja vali-
diteetti. (Laara & Lammi 1989, 49.) Mittaustulosten ollessa samat, mittaus on re-
liaabeli. Reliaabelissa tutkimuksessa mittaustulokset ovat toistettavissa muissa-
kin tilanteissa ja tutkimuksissa. (Heikkila 2014, 178.)

Tassa opinnaytetyossa verifioinnin reliabiliteetti on huomioitu vakioimalla maari-
tysolosuhteet mahdollisimman samankaltaisiksi, koska maarityksia on tehty eri
paivina ja eri tydntekijdiden toimesta. Taman verifioinnin reliabiliteetin kattaa sar-
jan sisainen ja sarjojen valinen toistettavuus. Sarjan sisaista toistettavuutta maa-
ritettiin 20 kertaa normaalilla ja kohonneella HbA1c -naytteella ja sarjojen valista

toistettavuutta testattiin kontrolliarvoilla (Precicontrol norm/path HbA1c) 37 kertaa
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rutiinimaaritysten yhteydessa. Taman vuoksi voinkin luottaa siihen, etta tassa ve-
rifioinnissa maaritetyt HbA1c -tulokset ovat hyvaksyttavia. Mielestani tassa veri-
fioinnissa sen reliaabeliutta kuvastaa myds kahden samanlaisen Cobas ¢513:n

vertailu, missa saatiin yhtenevia tuloksia.

7.3 Opinnaytetyon eettisyys

Tutkimuksen eettisyys on kaiken tieteellisen toiminnan lahtékohtana. Yleensa tut-
kimusetiikka on osana normatiivista etiikkaa. Sen avulla yritetdan vastata kysy-
myksiin oikeista sdannadista, joita tulisi kayttaa tutkimusta tehdessa. (Kankkunen
& Vehvilainen-Julkunen 2013, 211-212.) Tutkimusetiikka toimii ohjenuorana koko
tutkimusprosessin ajan. Sitd noudatetaan suunnitteluvaiheessa seka tutkimustu-
losten julkaisussa ja tiedottamisessa (Vilkka 2015, 41.) Kun tutkimus on suoritettu
hyvan tieteellisen kdytanndn mukaan, se on eettisesti luotettava ja hyvaksyttava.
Talldin myos tulokset ovat uskottavia. Siksi tutkimustyossa on noudatettava eri-
tyista tarkkuutta, huolellisuutta ja rehellisyyttd. Nama toimintatavat ovat keskei-
sessa asemassa myos tulosten esittdmisessa ja tutkimusten seka niiden tulosten
arvioinnissa ja tallentamisessa. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012, 6.) Tut-
kittavilla on lisaksi oikeus pysya tuntemattomana, silla yksildihin kohdistuvassa
tutkimuksessa tutkittavilla on oikeus vaatia, ettei heidan identiteettinsa ole tunnis-
tettavissa (Soininen 1995, 129).

Tassa opinnaytetydssa on noudatettu naita eettisia toimintatapoja kaikissa vai-
heissa. Opinnaytetydssa on kiinnitetty huomiota huolellisuuteen ja tarkkuuteen
tiedonhaun ja tulosten esittdmisen aikana. Rehellisyyden periaatetta on nouda-
tettu siten, etta tutkimustuloksia ei ole kaunisteltu, vaan ne on esitetty sellaisina
kuin ne ilmenevat. Taman opinnaytetyon tutkimuksen raportointi ja arviointi sisal-
tavat lisaksi numeerista tietoa, jossa yksilot eivat ndy, joten tutkimuksen eettiset

nakokulmat on otettu huomioon.

Tutkimuseettisen neuvottelukunnan (2012, 6) mukaan tutkimus suunnitellaan ja
toteutetaan siten, etta raportointi ja siitd syntynyt tietoaineisto tallennetaan niiden

vaatimusten edellyttamalla, jotka asetetaan tieteelliselle tiedolle. Lisaksi tutkijan
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on hankittava tarvittavat tutkimusluvat ja tietyilla aloilla vaaditaan myods eettinen
ennakkoarviointi. Taten tutkijalla on vastuu tekemastaan tutkimuksesta (Vilkka
2015, 50). Vilkan (2015) mukaan tutkijan on myos noudatettava tutkimuksen
avoimuutta, mika kuuluu hyvaan tieteelliseen kaytantoon. Se tarkoittaa tutkimuk-

sen kannalta sen asianmukaista informointia ja julkista saatavuutta.

Tama opinnaytetyd ei vaatinut erillista tutkimuslupaa tai eettisen ennakkoarvioin-
nin tekoa. Tutkimusluvasta kysyttiin Keski-Suomen sairaanhoitopiirin tutkimus-
koordinaattorilta (Lampinen 2019). Koska ei tarvittu minkaanlaisia potilastietoja
naytteitd varten, eika niista tullut tietoa mitdan kautta, niin silloin voi opinnayte-
tydn tehda Fimlab Laboratoriot Oy:n luvalla eika erillista tutkimuslupaa tarvita.
Lisaksi kysyttiin lupa kayttaa laboratorioiden oikeita nimia. Lupa kysyttiin Fimlab

Laboratoriot Oy:n ylikemistiltd (Rontu 2019), joka mydnsi sen.

Lisaksi tassa opinnaytetydssa kaytettiin analyysilaitteiden kuvia, jotka on otettu
suoraan yritysten nettisivuilta. Myos naissa tapauksissa kysyttiin lupaa kayttaa
laitteiden kuvia. Bio-Rad Laboratories (Nordic Quotes & Tenders Bio-Rad Labo-
ratories AB 2019), Roche Diagnostics Oy (Fagerlund 2019) ja Siemens

Healthcare Oy (Rantakangas 2019) mydnsivat kuviensa kayttéluvan.

Valmis opinnaytetyd luovutetaan sahkoisessa muodossa Theseus -verkkokirjas-
toon. Se myos esitetdan Tampereella Tampereen ammattikorkeakoulun tiloissa
seka taman opinnaytetyontekijan tydpaikalla Keski-Suomen keskussairaalan la-

boratoriossa.

7.4 Johtopaatokset ja jatkotutkimushaasteet

Cobas ¢513 -analysaattorin HbA1c -tutkimusmenetelman verifioinnin tavoitteena
oli, ettd uusi immunokemiallinen analyysimenetelma HbA1c -tutkimukselle ja
analysaattori Cobas ¢513 tayttavat niille asetetut vaatimukset, jotta immunoke-
miallinen menetelma voitaisiin ottaa kayttdon Keski-Suomen keskussairaalan la-
boratoriossa osana kemian automaatiouudistusta. Verifioinnissa tehtiin potilas-

naytevertailu ja testattiin verifioitavaa Cobas ¢513 -analysaattorin turbidimetrinen
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inhibitio-immunomenetelmaa (TINIA) vertailu- eli referenssimenetelmana ole-
vaan Variant™ || Turbon nestekromatografiseen HPLC -menetelmaan. Lopuksi
tarkasteltiin menetelmien valista tulostasoeroa. Siksi palataan takaisin tutkimus-
kysymyksiin: 1) miten vertailukelpoisia verifioitavan Cobas ¢513:n immunokemi-
allisen analysaattorin HbA1c -tulokset ovat Variant™ Il Turbon nestekromatogra-
fisen analysaattorin HbA1c -tuloksiin, ja 2) miten Jyvaskylan keskussairaalan la-
boratorion Cobas ¢513 vastaa laitevertailussa Tampereen keskuslaboratorion

Cobas ¢513:n tuloksiin.

Tutkimuskysymykseen yksi vastaus on: verifioitavan Cobas ¢513:n immunoke-
miallisen analysaattorin HbA1c -tulokset olivat erittdin vertailukelpoisia Variant™
[l Turbon nestekromatografisen analysaattorin HbA1c -tuloksiin. Potilasnayttei-
den tulostaso oli yhteneva testatun, verifioitavan menetelman ja vertailumenetel-
man valilla eikd menetelmien valilld ollut kliinisesti merkittavaa tasoeroa. Hb-
Vaasa- variantti ei hairinnyt verifioitua immunologista HbA1c -maaritysmenetel-
maa. Potilasnaytteissa esiintyneilla fetaalihemoglobiinitasoilla ei mydskaan ollut
tassa verifioinnissa hairitsevaa vaikutusta, vaikka se voi hairitd immunokemial-
lista menetelmaa kohonneina pitoisuuksina (Saés-Benito ym. 2014). Tulosta-
sovertailussa ei todettu kliinisesti merkittavaa ja selvaa yhdensuuntaista muu-
tosta verrattuna kaytdssa olleeseen kromatografiseen menetelmaan paitsi Hb -
Vaasa -variantin osalta, missa Variant™ Il Turbon kromatografinen menetelma
antoi hyvin paljon matalampaa tulostasoa verifioitavaan Cobas ¢513 -analysaat-
torin immunokemialliseen menetelmaan nahden. Kuitenkin hemoglobiinivariant-
teja sisaltavat naytteet on tata ennen vastattu ja tehty vaihtoehtoisella immunolo-
gisella menetelmalla, DCA Vantage® -laitteella, jonka tulosten korrelaatio ja tu-
lostasoero oli hyva uuden Cobas ¢513 -analysaattorin HbA1c -pitoisuuksiin nah-
den. Yksilotasolla voitiin kuitenkin nahda lievaa pitoisuusnousua tai -laskua
HbA1c -arvoissa, joten seurantanaytteen ottamista suositellaan tarvittaessa uu-

den tulostason maarittamiseksi.
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Tutkimuskysymykseen kaksi vastaus on: Jyvaskylan keskussairaalan laborato-
rion Cobas ¢513 vastaa laitevertailussa Tampereen keskuslaboratorion Cobas
¢513:n tuloksiin erittain hyvin. Tulostaso oli potilasnaytteiden osalta yhteneva tes-
tatun, verifioitavan menetelman ja vertailumenetelman valilla eikd menetelmien

valilla ollut kliinisesti merkittavaa tasoeroa.

Tutkimuskysymysten vastausten seka tulosten perusteella tehtiin johtopaatos
siitd, etta verifiointi oli onnistunut. Cobas ¢513 ja sen immunokemiallinen maari-
tysmenetelma, turbidimetrinen inhibitio-immunomenetelma (TINIA), HbA1c -kol-
mannen sukupolven immunokemiallinen testi tayttaa rutiinikayttéon soveltuvat
laatuvaatimukset, vaikka jotkin hairidtekijat voivat haitata HbA1c -maaritysta.
Myds aiemmat tutkimustulokset tukevat immunokemiallisen maaritysmenetel-
man kayttéonottoa. Ennen kaikkea immunokemiallinen maaritysmenetelma so-
veltuu kliiniseen kayttoon ja diabeteksen diagnosointiin ja seurantaan. Cobas
c513 -analysaattori otettiin virallisesti kayttoon Keski-Suomen keskussairaalan
laboratoriossa 29.1.2019.

Jatkotutkimushaasteena talle verifioinnille voisi toimia uusi verifiointi Cobas ¢513
-analysaattoreiden valilla, vaikka niiden tulokset olivatkin yhtenevat. Keski-Suo-
meen valmistuu uusi sairaala Nova, ja uuden sairaalan laboratorion tarpeisiin on
verifiointi tehtava uudelleen. Referenssianalysaattorina toimii jalleen Tampereen
Cobas c513 -analysaattori. Talla kertaa myos naytemaara olisi suurempi kuin nyt

tehdyssa vertailussa.

Jos verifiointia ei oteta huomioon jatkotutkimushaasteita ajatellen, niin tutkimuk-
sia liittyen HbA1c:hen on olemassa. Esimerkiksi voitaisiin tutkia kohonneiden tai
hyvin suurten triglyseridi- ja kolesterolipitoisuuksien vaikutusta HbA1c -arvoihin.
Wu ym. (2016) huomasivat tutkimuksissaan, ettd Rochen ¢501 ja toisen sukupol-
ven TINIA — immunokemiallinen menetelma antoi virheellisesti alhaisia HbA1c -
arvoja niille naytteille, joissa oli kohonnut triglyseridi- ja kolesterolipitoisuus. Myds
Lenters-Westra & English (2017) tutkivat kohonneiden triglyseridi -ja kolesteroli-
pitoisuuksien vaikutusta HbA1c -arvoihin, mutta eivat havainneet, ettd kohon-
neella triglyseridiarvolla (15,6 mmol/l asti) olisi ollut hairitsevaa vaikutusta. Silti

olisi mielenkiintoista tehda tutkimusta aiheesta, jos siihen voisi valikoida yli 15,6
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mmol/l olevia triglyseridinaytteita, ja miten ne vaikuttavat HbA1c- tutkimuksissa,
kun analysaattorina ja maaritysmenetelmana kaytetdan Rochen Cobas ¢513 -
analysaattoria ja sen kolmannen sukupolven immunokemiallista (TINIA) mene-

telmaa.

Kolmantena jatkotutkimusaiheena voitaisiin tutkia anemian ja punasoluindeksien
vaikutusta HbA1c -tutkimuksissa. Silla immunokemiallinen menetelma tarvitsee
HbA1c -pitoisuuden laskemiseksi kaksi riippumatonta testia, HbA1c- ja hemoglo-
biinikokeet. Tallaisiakin tutkimuksia on tehty eri variaatioilla, mutta ei todennakoi-
sesti viela kayttaen Cobas ¢513 -analysaattoria ainakaan pikaisen kirjallisuus-
haun perusteella. Tutkimuskysymyksena voisi siten olla: miten anemia vaikuttaa
HbA1c- tuloksiin, kun maarityksessa kaytetdan Rochen Cobas ¢513 -analysaat-

toria ja sen kolmannen sukupolven immunokemiallista (TINIA) menetelmaa.
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Liite 1. Potilasnaytevertailu Variant [I™ Turbon ja cobas ¢513 -analysaattorin va-

lilla, havaintomatriisi.

HbA1c mmolimol

Referenssimene WVerifioitavan

telman tulos
(Variant II"

Turbo)

35
40
55
60
67
76
76
80
93
o8
102
104
31
36
43
51
63
66
72
86
42
40
42
33
41
38
44
35
33
36
46
40

menetelman tulos

(c513)

36,4
39.4
55,8
60.2
65,3
70.8
74,4
78.3
84,5
91.0
98.4
95.7
32.5
38,4
44.3
52,2
63.8
65,1
68.6
82,7
39.3
35,5
36.8
31.1
38,1
33.7
39,9
33.2
31,9
34.0
43,0
36.9

Erotus
c¢513-Variant

1.4
-0.6
0.8
0.2
-1.7
-5.2
-1.6
-1.7
-8.,5
-7.0
-3.6
-8.3
1.5
24
1.3
1.2
0.8
-0.9
-3.4
-3.3
-2.7
-4.5
-5.2
-1.9
-2.9
-4.3
-4,1
-1.8
-1.1
-2.0
-3.0
-3.1

Ero%

1(1)

(erotus/MNVariant)x100

4.0
-1.5
1.5
0.3
-2,5
-6.8
-2.1
-2.1
-9.1
-7.1
-3.5
-8.0
4.8
6,7
3.0
24
1.3
-1.4
4.7
-3.8
-6.4
-11,3
-12.4
-5.8
-7.1
-11.3
-9.3
-5.1
-3.3
-5.6
-6.,5
-7.8

jatkuu



105
28
29

46
51

S88&

67
71
74
78
80

89

o7
104
112
116
138
59.6

46,9
38.8
33,0
51.9
36,9
36.7
38.4
34.5
31,3
31.1
32,9
33.5
37.1
37.0
44.6
48,1
55,3
63,6
66.1
71,6
78.0
104,3
26.9
29,6
39.6
41,7
44.4
50.7
52,2
58.4
61,1
66.2
68.8
72,5
75,5
80.0
86.0
90.4
96,1
95,9
105.3
111.4
108.2
134,8
57.6

-0,1
2.2
2,0
-2.1
2.1
-1.3
1,6
25
27
-0.9
-0,1
25
1.9
6.0
2.4
29
27
-0,4
0.9
0,6
1,0
0,7
-1.1
0,6
4.4
43
6.6
43
-3.8
16
-0,9
0.8
2,2
15
-2,5
0.0
2,0
1.4
2,1
-1.1
1.3
-0,6
7.8
-3,2
2.0

-0,2
-5.4
5,7
-3.9
-5.4
-3.4
4,0
-6.8
7.9
2.8
-0,3
6.9
4.9
-14.0
-5.1
57
47
-0,6
1.3
0,8
1.3
0,7
-39
2.1
-10.0
93
-12.9
7.8
6,8
27
1,5
1.2
-3,1
2.0
-3,2
0.0
2.4
1.6
2,2
-1.1
1.3
-0,5
-6.7
2,3
3.3
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1(2)
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Liite 2. Naytteissd Hba1c —variantti Hb-Vaasa. Naista vastattu potilaalle DCA-

laitteelta saatu tulos. 2(1)

HbA1¢ mmol/mol

Referenssimene- Verifioitavan me- Erotus Ero%

telman tulos netelman tulos  ¢513 - Variant (Erotus/

Variant ™ Turbo  Cobas c¢513 Variant)x100
21 33.3 12.3 58.6
25 42.0 17.0 68,0
22 37.2 15.2 69.1
20 32,4 12,4 62,0
23 38.2 15.2 66.1
24 41,5 17.5 72,9
40 67,9 27,9 69,8
26 43,0 17.0 65,4
22 35,1 13.1 59.5
24 41,3 17.3 72.1
45 70,7 25,7 57.1
23 40.9 17.9 77.8
24 36.6 12.6 52.5
19 34,9 15,9 83,7
24 44 .9 20,9 87.1
20 38,3 18,3 91,5
30 50.0 20.0 66,7
26 40.1 14.1 54.2
17 28.6 11.6 68,2
57 66.6 0.6 16.8
19 35.1 16.1 84,7
22 41,1 19,1 86,8
27 48,5 21.5 79.6

ka. 26.1 43.0 16.9 64,7

jatkuu
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2(2)
HbA1c mmol/mol
DCA -tulos Verifioitavan me- Erotus Ero%
telman tulos cb13 - DCA {(Erotus/ DCA)x100
Cobas c513
33 33.3 0.3 0.9
41 42.0 1.0 2.4
40 37.2 -2.8 7.0
31 32.4 1.4 4.5
37 38.2 1.2 3.2
42 41,5 05 12
65 67,9 2,9 4.5
43 43,0 0.0 0.0
32 35,1 3.1 0.7
39 41.3 23 5.9
70 70,7 0,7 1,0
31 40.9 -0.1 -0.2
38 36.6 -1.4 -3.7
33 34,9 1,9 5.8
42 44 9 29 6.9
36 38,3 23 6,4
52 50.0 -2.0 -3.8
39 40.1 1.1 28
28 28,6 0.6 21
3 35,1 4.1 13,2
38 41,1 3.1 82
45 48,5 3.5 7.8

ka. 417 43,0 1.3 3.2



Liite 3. Naytteissa fetaalihemoglobiini.

HbA1c mmol/mol

Referenssimene- Verifioitavan me- Erotus

telman tulos

telman tulos

Variant II" Turbo Cobas c513

115
104
77
40
108
127
40

32

123
ka. 78.9

108.0
99,1
70.0
35,3
101.8
116.1
33.5
60.7
29,6
33.0
119,5
73.3

c513 - Variant

-7.0
-4.9
-7.0
-4,7
-6,2
-10.9
-6.5
-9.3
-2.4
-3.0
-3,9
-5.6

67

Ero%
(Erotus/Variant)x100

-6.1
-4.7
-9.1
-11,8
-5.7
-8.6
-16.3
-8.0
-71.5
-8.3
-2,8
7.1



Liite 4. Potilasnaytevertailu Tampere Cobas ¢513 vs. Jyvaskyla Cobas c513.

HbA1¢ mmoel/mol

Tampere Jyvaskyla Erotus Ero%

Cobas c513 Cobas c513 Jkl - Tre (Erotus/Tre)x100
115 120 5,0 4,3
100 102 2.0 2.0
82 85 3.0 3.7
74 76 2.0 27
68 69 1.0 1.5
62 63 1.0 1.6
50 51 1.0 2.0
45 46 1,0 22
37 38 1.0 2.7
27 29 2,0 7.4

ka. 66 68 19 3.0



Liite 5. Sarjan sisdinen toistettavuus: primaaritulokset

69

Avoin puoli 35 Suljettu puoli 35| | Avoin puoli 70| | Suljettu puoli 70

mmol/mol mmol/mol mmol/mol mmol/mol
1. 34,7 34,8 70,1 68,5
2. 34,6 34,9 69,8 68,9
3. 34,7 35,3 69,5 69,2
4, 34,7 34,9 70,1 69,0
5. 34,5 35,0 69,6 69,7
6. 34,8 35,0 70,0 69,2
7. 35,1 35,1 70,7 69,2
8. 34,9 34,6 69,3 69,5
9. 35,1 34,9 69,1 68,8
10. 34,8 35,1 69,0 69,3
11. 35,0 35,4 69,8 69,4
12. 35,2 34,9 69,5 69,4
13. 34,9 34,6 70,1 70,1
14, 35,0 34,6 69,9 69,5
15. 35,0 35,0 69,4 69,1
16. 34,9 35,0 70,2 69,9
17. 34,7 35,0 69,5 70,5
18. 34,7 34,9 69,6 70,2
19. 35,0 34,6 69,0 69,2
20. 34,7 35,1 69,6 69,1




Liite 6. Sarjojen valinen toistettavuus: primaaritulokset

70

6(1)
Avoin  puoli Suljettu puoli| |Avoin puoli|Suljettu puoli
Precicontrol Precicontrol Precicontrol | Precicontrol
norm 38,3 norm path path 87,5
mmol/mol 38,3 mmol/mol 87,5 mmol/mol
mmol/mol
1. 38,6 38,3 91,4 90,4
2. 38,6 38,4 91,7 91,6
3. 38,0 37,3 91,3 91,3
4, 38,1 37,0 90,8 90,1
5. 38,8 37,8 91,8 91,7
6. 39,2 38,5 91,1 91,0
7. 38,9 38,4 91,6 91,1
8. 38,8 38,4 91,2 91,3
9. 38,6 38,8 92,5 91,8
10. 39,0 38,3 92,8 92,1
11. 394 38,5 91,4 91,3
12. 39,2 38,4 90,6 91,6
13. 39,5 37,9 90,9 91,1
14, 39,3 38,4 91,5 92,9
15. 39,8 37,7 89,9 90,5
16. 38,9 38,4 89,5 90,5
17. 39,3 39,0 89,2 91,4
18. 40,1 39,3 91,7 92,2
19. 39,6 39,3 91,1 92,2
20. 39,3 38,3 88,8 90,7
21. 37,1 38,0 90,8 91,4
22. 37,4 38,4 91,3 91,7
23. 39,3 38,4 88,1 91,2
24, 37,8 35,8 89,8 91,0
25. 36,6 38,2 89,0 88,2
26. 38,5 38,9 90,8 90,8
27. 38,8 37,8 92,4 91,8

jatkuu



6(2)
28. 38,5 38,1 92,0 91,0
29. 38,2 39,2 90,8 91,2
30. 39,2 38,8 92,1 92,6
31. 38,1 38,1 91,9 91,4
32. 39,2 38,7 92,0 91,4
33. 38,9 38,6 91,8 91,1
34. 38,9 38,9 91,3 90,4
35. 39,7 38,7 92,5 92,1
36. 38,8 38,2 90,4 90,6
37. 39,5 39,6 92,2 92,5
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