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KUIVAUSTAVAN VAIKUTUS
FETAALIHEMOGLOBIINIVARJAYKSEN LAATUUN

Fetaalihemoglobiinivarjays on sytokemiallinen tutkimusmenetelm&, jota kaytetddn paaosin
epéailtdessa fetomaternaalista eli sikiosta aitiin tapahtuvaa verenvuotoa. Fetomaternaalivuoto on
vakava raskauskomplikaatio, joka voi johtaa sikibn vammautumiseen tai jopa kuolemaan.
Fetaalihemoglobiini on sikibn ja vastasyntyneen paaasiallinen hemoglobiinimuoto, kun taas
aikuisella paaasiallinen hemoglobiinimuoto on hemoglobiini A.

Tama opinnaytetyd tehtiin toimeksiantona Tykslabin (Turun yliopistollisen keskussairaalan
laboratorio) hematologian laboratoriolle. Opinnaytetyotda tehdessa kyseisen laboratorion
menetelmatydohjeen mukaan fetaalihemoglobiinivarjaykset tehtiin siten, ettd sivelyvalmisteet
ilmakuivattiin tyovaiheiden valissa. Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittédd, vaikuttaako
kuivaustapa varjayksen onnistumiseen ja voiko fetaalihemoglobiinivarjaysta nopeuttaa
kayttamalla ilmapuhallinta eli foonia valmisteiden kuivaukseen ty6vaiheiden valissa.
Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa toimeksiantajalle uutta tietoa mahdollista
menetelmatydohjeen paivitysta varten.

Tatd opinnaytetyota varten hankittin kymmenen nayteparia, joista kukin muodostui
vastasyntyneen lapsen ja aikuisen miehen verindytteestd. Jokaisesta nayteparista tehtiin
verisivelyvalmisteet. Puolet valmisteista varjattiin Tykslabin hematologian laboratorion nykyisen
fetaalihemoglobiinivarjaysohjeen mukaan, eli iimakuivaamalla valmisteet tyévaiheiden vélissa ja
puolet valmisteista kuivattin foonilla. Varjatyt sivelyvalmisteet tarkasteltin mikroskoopilla
opinnaytetyon tekijan ja kahden opinnaytetydn ohjaajan toimesta.

Varjaysten mikroskooppisen tarkastelun jélkeen voitiin todeta, ettei ilmakuivattujen ja foonilla
kuivattujen sivelyvalmisteiden valilla ollut laadullisia eroja. Tamé&n johdosta Tykslabin

hematologian laboratorio harkitsee fetaalihemoglobiinivarjayksen menetelmatyéohjeen
paivittamista siten, etté jatkossa valmisteiden kuivaamiseen kaytettaisiin foonia.
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INFLUENCE OF DRYING METHOD IN QUALITY OF
KLEIHAUER-BETKE TEST

Kleihauer—Betke test is a cytochemical research method, which is mainly used in the suspicion
of fetomaternal hemorrhage, in other words bleeding of fetus into maternal circulation.
Fetomaternal hemorrhage is a severe pregnancy complication which can cause injuries or even
death of the fetus. Fetal hemoglobin is the major hemoglobin component in fetuses and newborns
while adult’'s major hemoglobin component is hemoglobin A.

This bachelor’s thesis was commissioned by hematology laboratory of Tykslab (Turku University
Hospital Laboratory). While working on this thesis, the aforementioned laboratory’s Kleihauer-
Betke tests were performed in a way, where blood smears were air-dried between the stages of
the test. The purpose of this thesis was to investigate if drying method impacts the quality of
Kleihauer—Betke test and investigating the possibility to speed up performing of Kleihauer—Betke
test by drying blood smears with a blow-dryer between different stages of the test. The goal of
this thesis was to produce new information for the potential updating of the Kleihauer-Betke test’s
work instructions.

Ten blood specimen pairs were gathered for the research of this thesis. Each specimen pair
contained a blood sample from a newborn and an adult male. Blood smears were drawn from
each specimen pair. Half of the blood smears were stained with Tykslab hematology laboratory’s
current Kleihauer—Betke test work instructions, simply put by air-drying the blood smears between
the stages of the test and other half were dried with a blow-dryer. The Kleihauer—Betke stained
blood smears were examined with microscope by the writer of this thesis and by two supervisors
of the thesis.

After microscopy examination the writer of the thesis and the supersivors discovered that there
weren’t any quality differences between air-dried and blow-dried blood smears. Due to this thesis,

the hematology laboratory of Tykslab will consider updating Kleihauer—Betke test work
instructions, so that in the future the blow-dryer would be used to dry the blood smears.
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Fetal hemoglobin, Kleihauer—Betke test, fetomaternal hemorrhage, hematology
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SANASTO

DEIONISOITU VESI

EDTA

ELUUTIO

EMASDENATURAATIO

EOSIINI B

FETAALIHEMOGLOBIINI

FETOMATERNAALIVUOTO

HEMATOKSYLIINI

HEPATOOMA
HYDROPS

ISOELEKTRINEN FOKUSOINTI

KAPILLAARIELEKTROFOREESI

loninvaihtomateriaalin 1&pi suodatettu vesi (Hel-
menstine 2019)

Etyylidiamiinitetraetikkahappo. EDTA sitoo ve-
ressé olevan kalsiumin ja estaa siten veren hyy-
tymisen (BD Vacutainer 2019)

Kiinnittyneen partikkelin tai aineen irrottaminen
nesteeseen (Tieteen termipankki 2019)

Denaturaatiolla tarkoitetaan proteiinin raken-
teen tuhoutumista (Solunetti 2006b). Emasde-
naturaatiota hyddynnetaan fetaalihemoglobiinin
maarityksessa (Stephens ym. 2012)

Fetaalihemoglobiinivarjdyksessa kaytettava va-
riliuos (Sigma-Aldrich 2014)

Sikion ja vastasyntyneen p&aasiallinen hemo-
globiinimuoto (Hanninen & Mahlamaki 2004)

Sikidsta istukan kautta aitiin tapahtuva massiivi-
nen verenvuoto (Ulander ym. 2002)

Fetaalihemoglobiinivarjdyksessa kaytettava va-
riliuos (Sigma-Aldrich 2014)

Maksasolukasvain (Terveyskirjasto 2019a)

Nesteen keraéntyminen kudoksiin tai onkaloihin
(Hamdan 2017)

Isoelektrisiin  pisteisiin perustuva proteiinien
erottelumenetelma (Cresswell 1998)

Erottamismenetelmd, joka perustuu molekyy-
lien elektroforeettisten liikkuvuuksien eroihin
(Libretexts 2019)

KLEIHAUER-BETKEN HAPPOELUUTIOTESTI

Sytokemiallinen maaritysmenetelmd, joka pe-
rustuu fetaalihemoglobiinin happokestéavyyteen
(Kim & Makar 2012)

KORKEAN EROTUSKYVYN NESTEKROMATOGRAFIA (HPLC)



LEUKEMIA
LUUYTIMEN HYPOPLASIA

MORFOLOGIA

Komponenttien erotusmenetelma, joka perus-
tuu liikkuvassa faasissa olevan analyytin pump-
paamiseen stationdarifaasia sisaltdvan kolon-
nin lapi (Koester 2016)

Verisy6pa (Salonen 2019)

IImi®, jossa rasvakudoksen méaara ylittaa puolet
tumallisista soluista (Solunetti 2006a)

Muotoon ja rakenteeseen liittyva oppi (Terveys-
kirjasto 2019b)

MYELODYSPLASTISET OIREYHTYMAT

Ryhma veritauteja, joissa keskeisimpana piir-
teena on luuytimen tehoton verisolujen muo-
dostus (Siitonen & Ebeling 2015)

RADIAALINEN IMMUNODIFFUUSIO (RID)

RH-IMMUNISAATIO

SIRPPISOLUANEMIA

SITRAATTIFOSFAATTIPUSKURI

SYTOKEMIA

TALASSEMIAT

TYREOTOKSIKOOSI

VERISIVELYVALMISTE

VIRTAUSSYTOMETRIA

Immunodiffuusiomenetelm&, jossa antigeenin
maara osoitetaan mittaamalla agaroosigeelissa
olevan saostumarenkaan halkaisija (Bindarid
2005)

[lmi6, jossa RhD-negatiivisen aidin vereen muo-
dostuu anti-D-vasta-aineita sikion RhD-positiivi-
sia punasoluja vastaan (Veripalvelu 2018)

Periytyvd hemolyyttinen anemia, jonka Kkliini-
seen kuvaan kuuluu sirpin muotoiset punasolut
(Savolainen ym. 2015)

Kleihauer-Betken testissa kaytetty liuos, jonka
avulla HbA eluoidaan punasoluista (Loikas &
Pellikka 2018)

Tieteenala, joka perustuu solujen kemiallisten
rakenneosien selektiiviseen varjaykseen (Your
Dictionary 2014)

Ryhma periytyvia veritauteja, joita yhdistda he-
moglobiinisynteesin hairié punasoluissa (Savo-
lainen ym. 2015)

Liiallinen kilpirauhashormonien mé&éra veressa
(Vayrynen 2019)

Objektilasille ohueksi kerrokseksi sivelty veripi-
sara (Mahlaméaki 2003)

Mittausmenetelmd, joka perustuu solun eri omi-
naisuuksien yhtdaikaiseen mittaamiseen so-
lususpension virratessa mittauslaitteen lavitse
(Bakke 2001)



1 JOHDANTO

Fetaalihemoglobiinivarjaysta kaytetaan epadiltdessa fetomaternaalista, eli sikiosta aitiin
tapahtuvaa verenvuotoa. Sikion punasoluja voi joutua raskaana olevan aidin verenkier-
toon esimerkiksi kaatumisen tai vatsaan kohdistuneen iskun seurauksena. (Loikas & Pel-
likka 2018.) Fetomaternaalivuodon tunnistaminen on erittain tarkeda, koska se voi johtaa
sikion vakavaan vammautumiseen tai jopa kuolemaan (Ulander ym. 2002). Fetaalihe-
moglobiini (HbF) on sikibkaudella padasiallinen hemoglobiinimuoto ja sen maara vahe-
nee ensimmaisen ikavuoden aikana aikuisen tasolle (Hanninen & Mahlamaki 2004). Fe-
taalihemoglobiinivarjays on sytokemiallinen menetelma, jossa fetaalihemoglobiinia sisal-
tavat punasolut varjaytyvat kirkkaanpunaisiksi muiden punasolujen jaadessad haamumai-
siksi. Varjatyt verisivelyvalmisteet tarkastellaan mikroskoopilla ja HbF-positiivisten solu-
jen osuus kaikista punasoluista ilmoitetaan prosentteina. (Loikas & Pellikka 2018.)

Taman opinnaytetytn aihe saatiin helmikuussa 2019 Tykslabin hematologian laborato-
riolta. Opinnaytety6 toteutettiin ja kirjoitettiin syksylla 2019. Opinnaytetydn tarkoituksena
oli selvittda, vaikuttaako fetaalihemoglobiinivarjayksen aikana kaytetty kuivaustapa var-
jayksen onnistumiseen. Opinnaytetytn tavoitteena oli tuottaa toimeksiantajalle uutta tie-
toa mahdollista menetelmétydohjeen paivittdmista varten.

Turun ammattikorkeakoulun bioanalyytikkokoulutuksella on kdynnissa oleva hanke ni-
meltdan "Tydelamayhteistyon ja opetuksen kehittdminen bioanalyytikkokoulutuksessa”

(TurkuCRC T163/2017) ja tama opinnaytety6 on kyseisen hankkeen osatutkimus.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marianna Petrova



2 FETOMATERNAALIVUOTO

Fetomaternaalivuoto tarkoittaa sikiosta istukan kautta aitiin tapahtuvaa massiivista ve-
renvuotoa. Se on hyvin harvinainen (1/1000 raskautta), mutta vakava raskauskomplikaa-
tio. Sen riski lisdantyy raskauden loppua kohden. Fetomaternaalivuodon aikainen ha-
vaitseminen tarkead, koska siihen liittyy sikion vakavan vammautumisen tai jopa kuole-
man riski. Fetomaternaalivuotoa pidetdan massiivisena, kun vuodon maara on puolet
sikion verivolyymista tai vahintaan 150 ml. Lievimmilladn fetomaternaalivuoto voi aiheut-
taa sikitlle anemiaa tai hydropsin. (Ulander ym. 2002.) Fetomaternaalivuodon yleisin oire
on sikion liikkeiden loppuminen tai vahentyminen (Tarvonen ym. 2011). Fetomaternaali-
vuodolle altistavia tekijoita ovat mm. kohdun alueelle kohdistunut trauma, perétilassa
olevan sikion ulkokaannos, raskausmyrkytys, istukan kasvaimet, identtiset kaksoset ja
lapsivesipunktiot (Wylie & D’Alton 2010). Vaikka fetomaternaalivuodon yleisin yksittdinen
Syy on synnyttajan trauma, silla voidaan selittéda vain 30% vuototapauksista (Tarvonen
ym. 2011). Yli 30 ml:n fetomaternaalivuodoista yli 80%:ssa tapauksista vuodon syy jaa
tuntemattomaksi. Massiivisen fetomaternaalivuodon aiheuttamaa sikibn anemiaa voi-
daan hoitaa kohdunsiséaisella verensiirrolla. Joissain tapauksissa paadytaan ennenaikai-
seen synnytykseen sikion pelastamiseksi. (Wylie & D’Alton 2010.)

Sikién punasoluja paatyy raskauden aikana aidin verenkiertoon normaalisti vain pieni
maara, 96%:ssa raskauksista alle 0,5 ml. Kliinisesti merkittavien fetomaternaalivuotojen
raportointi vaihtelee sen mukaan, millaista vuodon maaraé pidetdan merkittavana. Ylei-
sené raja-arvona pidetaan 30 ml. Yli 30 ml:n suuruisia fetomaternaalivuotoja arvioidaan
esiintyvan noin 3 raskaudessa 1000 raskautta kohden. Vaikka yli 30 ml:n suuruinen
vuoto on jo kliinisesti merkittdva ja voi aiheuttaa &aidille Rh-immunisaation, vasta yli 150
ml:n suuruinen fetomaternaalivuoto voidaan yhdistaa kohonneeseen riskiin sikion sai-
rastavuuden ja kuolleisuuden kannalta. Yli 30 000:n satunnaisesti valitun raskauden jul-
kaisussa yli 150 ml:n fetomaternaalivuotoa esiintyi 0,2 raskaudessa 1000:ta raskautta
kohden. (Wylie & D’Alton 2010.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marianna Petrova
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3 FETAALIHEMOGLOBIINI

Fetaalihemoglobiini eli HbF on sikibkaudella paaasiallinen hemoglobiinimuoto ja sen
maara vahenee ensimmaisen ikavuoden aikana aikuisen tasolle. Aikuisella HbF-soluja
on normaalisti alle 0,1% kaikista punasoluista. (Hanninen & Mahlaméki 2004.) Fetaa-
lihemoglobiinia sisaltavia punasoluja muodostuu sikidaikana viikoilla 3-8 ruskuaispus-
sissa, viikoilla 6-30 maksassa, viikoilla 9-28 pernassa ja lopulta viikosta 28 alkaen luu-
ytimessa. Fetaalihemoglobiini sitoo happea tehokkaammin kuin aikuistyypin hemoglo-
biini. Taman ominaisuuden avulla sikion punasolut sitovat itseensa happea aidin veren-

kierrosta istukan kautta. (Kaufman & Lappin 2019.)

Kohonneita veren fetaalihemoglobiinipitoisuuksia voi esiintya aikuisialla fetomaternaali-
vuodon lisaksi tiettyjen sairauksien yhteydessa. Téllaisia synnynnéisia sairauksia ovat
esimerkiksi osa talassemioista seka sirppisoluanemia. Hankinnaisena kohonneita HbF-
pitoisuuksia voi esiintya leukemian, tyreotoksikoosin, myelodysplastisten oireyhtymien,

hepatooman seka luuytimen hypoplasian yhteydessa. (Stephens ym. 2012.)
3.1 Fetaalihemoglobiinin rakenne

Punasolu koostuu suurimmaksi osaksi hemoglobiinista (28%) ja muista proteiineista, ve-
desta (61%), lipideista ja hiilihydraateista. Hemoglobiini eli Hb on konjugoitunut proteiini,
joka muodostuu neljastd hemisté ja neljasta globiinipeptidista. Hemi koostuu rauta-ato-
mista ja protoporfyriinistd. Hemoglobiini A eli HbA on aikuisen paaasiallinen hemoglobii-
nimuoto ja se muodostuu kahdesta alfa- ja kahdesta beetaglobiiniketjusta. Fetaalihemo-
globiini eli HbF muodostuu kahdesta alfa- ja kahdesta gammaglobiiniketjusta (Kuva 1).
(Hanninen & Mahlaméki 2004.)

hemi

(X6 (X

= =1 »— =
Hemaoglobiini A Fetaalihemoglobiini

Kuva 1. Aikuistyypin hemoglobiini ja fetaalihemoglobiini.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marianna Petrova
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4 FETAALIHEMOGLOBIININ TUTKIMUSMENETELMAT

Fetaalihemoglobiinin maaritykseen on kehitetty aikojen saatossa useita eri menetelmia.
Naitd menetelmia ovat mm. Kleihauer-Betken happoeluutiotesti, virtaussytometria, kor-
kean erotuskyvyn nestekromatografia (HPLC), kapillaarielektroforeesi (CZE), radiaali-
nen immunodiffuusio (RID), isoelektrinen fokusointi (ClEF) sekd emésdenaturaatio.
(Stephens ym. 2012.)

4.1 Fetaalihemoglobiinivarjays

Kleihauer-Betken happoeluutiotesti eli fetaalihemoglobiinivarjdys on Kleihauerin, Brau-
nin ja Betken vuonna 1957 kehittdma sytokemiallinen menetelm&. Menetelm& perustuu
fetaalihemoglobiinin happokestéavyyteen. (Kim & Makar 2012.)

Fetaalihemoglobiinivarjaysta kaytetaan paaosin epailtaessa fetomaternaalivuotoa. Tut-
kimukseen kaytetaan raskaana olevan naisen EDTA-verta. Positiivisena kontrollina kay-
tetdan miehen ja vastasyntyneen keskenaan sekoitettua EDTA-verta ja negatiivisena
kontrollina miehen EDTA-verta. Kontrolleihin kaytettavien verinaytteiden naytteenotto-
ajat tulisi olla mahdollisimman l&hella tutkittavan ndytteen naytteenottoaikaa. Verinayt-
teista tehdaan verisivelyvalmisteet suosituksen mukaisesti heti naytteenoton jalkeen.
Tarvittaessa tutkimukseen kaytettavat verindytteet sailyvat 24 tuntia huoneenlammaossa
tai enintdan kolme vuorokautta +4 °C:ssa. Sivelyn jalkeen valmisteet ilmakuvataan ja
kiinnitetddn 80% etanolissa 5 minuuttia. Valmisteita kasitelladn happamassa sitraattifos-
faattipuskuriliuoksessa +37 °C:ssa, jolloin hemoglobiini A liukenee ja jaljelle jaa fetaa-
lihemoglobiini. Puskuriliuoksen jalkeen valmisteet iimakuivataan ja varjataan hematoksy-
liini- ja eosiiniliuoksilla. Varjayksen aikana fetaalihemoglobiinia sisaltavat punasolut var-
jaytyvat kirkkaanpunaisiksi ja hemoglobiini A:ta siséltaneet solut jaavat haamumaisiksi.
Varjatyt valmisteet tarkastellaan mikroskoopilla ja HbF-positiivisten punasolujen osuus

kaikista punasoluista ilmoitetaan prosentteina. Prosenttiosuuden laskemiseen kéytetaan

tydohjeessa olevaa laskukaavaa HbF = %yxwo (x = HbF-solujen maara 30 nakoken-

tdssé & y = punasolujen ma&ara 3 nakokentassa). (Loikas & Pellikka 2018.)

Opinnaytetytta tehdessa fetaalihemoglobiinivarjaysta kaytettiin fetomaternaalivuodon
osoittamiseen Suomessa ainoastaan Tykslabissa ja Islabissa (Tykslab 2019; Islab

2018). Tykslabin hematologian laboratoriossa kaytettiin ty6ta tehdessa Sigma-Aldrich -

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marianna Petrova
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fetaalihemoglobiinikittia. Kitti sisaltda sitraattifosfaattipuskurikonsentraatin (laimennos-
suhde deionisoituun veteen 1:10), happaman hematoksyliiniliuoksen seka eosiini B -liu-
oksen (Sigma-Aldrich 2014).

4.1.1 Verisivelyvalmiste

Veren sivelyvalmisteen tekoon kaytetaan tuoretta EDTA-kokoverta tai kapillaariverta sor-
menpdadasta. Obijektilasille laitettu veripisara sivelldadn ohueksi kerrokseksi vetolasin
avulla. Valmisteen sopiva paksuus on solumorfologian sailymisen ja lasin tulkittavuuden
kannalta tarkeda. llmakuivattu valmiste kiinnitetddn alkoholilla ja varjataan. Mikali val-
miste arkistoidaan, se peitetaan paallystysaineella ja peitinlasilla varjayksen jalkeen. Val-
mis verisivelyvalmiste tarkastellaan mikroskoopilla. (Mahlaméaki 2003.)

Kuva 2. Varjaamattomat verisivelyvalmisteet.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marianna Petrova
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5 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITTEET

Taman opinnaytetydn tarkoituksena on selvittéda kuivausmenetelmén vaikutus fetaalihe-
moglobiinivarjayksen onnistumiseen. Opinnaytetyota tehdesséa Tykslabin hematologian
laboratorion fetaalihemoglobiinivarjayksissa verisivelyvalmisteet ilmakuivattiin tyévaihei-
den valissa, minké takia varjaysten teko vei paljon aikaa. Valmisteiden kuivaaminen il-

mapuhaltimella eli f6onilla nopeuttaisi varjayksen tekoa huomattavasti.

Taman opinnaytetydn tavoitteena on tuottaa tietoa toimeksiantajalle eli Tykslabin hema-
tologian laboratoriolle. Opinnaytetydn toimeksiantaja saattaa tulevaisuudessa hyodyn-
taa tata opinnaytetyota harkitessaan fetaalihemoglobiinivarjayksen menetelmatydohjeen
paivittdmista. Menetelmatydohjeen paivityksen myota fetaalihemoglobiinivarjaysten te-
ossa kaytettaisiin jatkossa foonia valmisteiden kuivaamiseen. Tutkimusten nopeamman
valmistumisen myo6ta voitaisiin valttaa mahdollisen hoidon turha viivastyminen. Siten voi-
taisiin vaikuttaa positiivisesti potilasturvallisuuteen. Fetomaternaalivuodon aikainen ha-
vaitseminen on tarkeaa, silla se ehkaisee sikibon vammautumista tai jopa menehtymista
(Ulander ym. 2002).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marianna Petrova
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6 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

6.1 Aineiston hankinta

Taman opinnaytetydn aineisto muodostui kymmenesta nayteparista (n=10). Nayteparit
koostuivat vastasyntyneen (alle kahden kuukauden ikéaisen) lapsen ja (yli 18-vuotiaan)
miehen EDTA-verinaytteista, joiden naytteenottoajat olivat mahdollisimman l&hella toisi-
aan. Verinaytteita oli siis yhteensa 20. Tahan ratkaisuun paadyttiin, koska naytesekoi-
tukseen tarvittiin seka fetaalihemoglobiinisoluja, etta aikuistyypin hemoglobiinia sisalta-
vid soluja. Fetaalihemoglobiinivarjaysten laadun arvioinnin edellytyksena oli fetaalihe-

moglobiinia sisaltavat verisivelyvalmisteet.

Aineistona kaytettiin EDTA-putkeen otettuja verinaytteita. Miesten naytteet oli otettu las-
kimosta ja vastasyntyneiden naytteet oli otettu paaosin ihopistosnaytteena kantapaasta.
Suurin osa naytteista saatiin Tykslabin paivystys- ja automaatiolaboratorion hematolo-
gian linjastolta. Osa vastasyntyneiden naytteista saatiin napaverindytteena naytteenka-
sittelyn kautta. Potilaista ei otettu verinaytteita tata opinnaytetyota varten, vaan aineisto
koostui naytteistd, joista oli jo analysoitu potilaalle pyydetyt tutkimukset. Tasta opinnay-
tetydsté ei siis aiheutunut mitddn haittaa tai ylimaaraisia toimenpiteita potilaille. Nayt-
teista oli poistettu potilaiden henkildtiedot ennen naytteiden luovuttamista opinnéytetytn
tekijalle. Nain varmistettiin naytteiden anonymiteetti.

6.2 Kaytannon toteutus

Ennen varsinaisen tyon aloittamista tehtiin opinnaytetydsuunnitelma ja opinnaytetydso-
pimus. Verisivelyvalmisteet ja fetaalihemoglobiinivarjaykset tehtiin useana eri paivana
Tykslabin hematologian laboratoriossa. Varjatyt valmisteet tarkasteltiin mikroskoopilla
ensin opinnaytetyon tekijan toimesta Turun AMK:n tiloissa ja sen jalkeen opinnaytetyon

ohjaajien toimesta hematologian laboratoriossa.

Nayteparin miehen ja vastasyntyneen veresta tehtiin sekoitus. Sekoituksesta tehtiin
kuusi verisivelyvalmistetta ja lisdksi miehen naytteesta tehtiin kaksi erillista valmistetta,
joita kaytettiin negatiivisina kontrolleina. N&in ollen jokaisesta nayteparista tehtiin kah-

deksan valmistetta. Negatiivisia kontrolleja kaytettiin verrokkeina, jotta nahtaisiin ovatko
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varjaykset onnistuneet. Positiivisia kontrolleja ei tarvittu, koska naytesekoituksista teh-

dyista valmisteista loytyi valmiiksi fetaalihemoglobiinia siséltavia soluja.

6.2.1 Fetaalihemoglobiinivarjaysten teko

Fetaalihemoglobiinivarjaykset tehtiin alusta loppuun vetokaapissa. Varjayksissa nouda-
tettiin Loikas & Pellikka 2018 menetelmatyoohjetta. Jokaisessa kuivausvaiheessa puolet
valmisteista kuivattiin foonilla (Kuva 3) ja puolet ilmakuivattiin. Foonissa kaytettiin kylma-

puhallustoimintoa.

Naytteista tehtiin verisivelyvalmisteet, jotka Kiinnitettiin alkoholilla. Alkoholi huuhdeltiin
juoksevalla hanavedelld ja valmisteet kuivattiin. Valmisteet eluoitiin lamminvesihau-
teessa olevassa sitraattifosfaattipuskuriliuoksessa (Kuva 4). Eluoinnin aikana aikuistyy-
pin hemoglobiini liukenee pois ja jaljelle jaa fetaalihemoglobiini (Loikas ja Pellikka 2018).
Taman jalkeen valmisteet huuhdeltiin deionisoidulla vedella ja kuivattiin. Eluoidut valmis-
teet varjattiin hematoksyliini- ja eosiiniliuoksilla (Kuva 5). Varjayksen aikana fetaalihemo-
globiinia sisaltéavat punasolut varjaytyvat kirkkaan punaisiksi ja solut, joissa ei ole HbF:a
jaavat haamumaisiksi (Loikas & Pellikka 2018). Valmisteet huuhdeltiin deionisoidulla ve-
della varjaysliuosten véalissa ja varjayksen jalkeen. Lopuksi valmisteet kuivattiin ja paal-

lystettiin peitinlasilla.

Kuva 3. Valmisteiden kuivaaminen foonilla.
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Kuva 4. Sitraattifosfaattipuskuriliuos lampdvesihauteessa.

Kuva 5. Vasemmalla hematoksyliini ja oikealla eosiini.
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6.3 Naytteiden tarkastelu

Varjattyja verisivelyvalmisteita oli yhteensa 80 eli kahdeksan yhtad nayteparia kohden.
Yhden nayteparin kahdeksasta valmisteesta kaksi oli miehen veresta tehtyja negatiivisia
kontrolleja ja loput kuusi miehen ja vauvan naytesekoituksesta tehtyja valmisteita. Jokai-
sesta nayteparista valittiin yksi féonilla kuivattu ja yksi ilmakuivattu valmiste mikroskoop-

piseen tarkasteluun. Liséksi kaikki negatiiviset kontrollit tarkistettiin.

Valmisteet tarkasteltiin mikroskoopilla 40-kertaisella suurennoksella. Jokaisesta sively-
valmisteesta tarkasteltiin 30 nakokenttad. Saman nayteparin féonilla kuivattua ja ilma-

kuivattua valmistetta vertailtiin keskenaan.

6.4 Opinnaytetydn metodologiset lahtokohdat

Toiminnallinen opinnaytety® perustuu tydelaman kehittamiseen ja usein toimeksiantoon.
Tuotoksena voi olla esimerkiksi uusi menetelma tai toimintatapa. Uuden kehittdminen
perustuu aiempaan tietoon. (Turkuamk Messi 2016.) Toiminnallisen opinnaytetydn ta-
voitteena on kaytannon toiminnan opastaminen, ohjeistaminen, jarjestaminen tai jarkeis-
taminen ammatillisessa kentassa. Opinnaytetydssa tulisi osoittaa riittavalla tasolla alan
tietojen ja taitojen hallintaa. Sen tulisi olla kaytanndnlaheinen, tydelamalahtdinen seké
tutkimuksellisella asenteella toteutettu. Ammattikorkeakoulututkinnon tavoitteena on,
ettd opiskelija toimii valmistuttuaan alansa asiantuntijatehtavissa ja tietaa siihen liittyvat

tutkimisen ja kehittdmisen perusteet. (Vilkka & Airaksinen 2003.)

Tama opinnaytety6 on tyypiltdén toiminnallinen opinnaytety6. Opinnaytetydn tuotoksena
on kahden eri metodin vertailu. Opinnaytetydn toimeksiantaja voi hyddyntaa tata opin-

naytety6td uuden menetelmatydohjeen tarpeen arvioinnissa.

6.5 Opinnaytetyon eettisyys

Tutkimuseettisen neuvottelukunnan ohjeen mukaan hyvan tieteellisen kaytannon lahto-
kohtiin kuuluu muun muassa rehellisyys, huolellisuus ja tarkkuus tutkimustydssa, avoi-
muus ja vastuullinen viestinta tutkimustuloksia julkaistaessa, muiden tutkijoiden tyon ja
saavutusten kunnioittaminen, tarvittavien tutkimuslupien hankkiminen seka tietosuojaa

koskevien kysymysten huomioon ottaminen. Hyvan tieteellisen k&dytannon ohje eli HTK-
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ohje antaa mallin hyvasta tieteellisesta kaytadnnosta kaikille tutkimuksen harjoittajille ja
sitd noudatetaan kaikilla tieteenaloilla Suomessa. Ohjeen tavoitteena on tieteellisen epa-
rehellisyyden ennaltaehkaisy ja hyvan tieteellisen kaytannon edistaminen tutkimusta

harjoittavissa organisaatioissa. (TENK 2012.)

Tama opinnaytetyo tehtiin Tutkimuseettisen neuvottelukunnan ohjeiden mukaisesti hy-
vaa tieteellista kaytantdéa noudattaen. Opinnaytetydssa kaytettava kirjallisuus valittiin
tarkkaan luotettavista lahteista. Tyossa ei kaytetty plagioitua tekstia ja kaikki kaytannén
toteutuksen vaiheet tehtiin huolellisesti ty6ohjeita noudattaen. Opinnaytetyén aineisto
koostui naytteista, joista oli jo analysoitu potilaille pyydetyt tutkimukset, joten tutkimuk-
sesta ei aiheutunut potilaille mitdan haittaa. Tietosuoja otettiin huomioon antamalla tut-
kittaville naytteille juoksevat numerot. Opinnaytetyén ohjaajat poistivat naytteista potilas-
tiedot ennen kuin naytteet luovutettiin opinnaytetyon tekijalle. Varjaysten valmistuttua
verinayteputket havitettiin niille tarkoitettuun jatesailioon ja objektilasilla olevat verisive-
lyvalmisteet havitettiin sdrmaisjateastiaan. Ylijaéneet reagenssit ja variaineet havitettiin

omaan jatekanisteriinsa.
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7/ TULOKSET

7.1 Tulosten tarkastelu

Varjatyt verisivelyvalmisteet tarkasteltiin mikroskoopilla 40-kertaisella suurennoksella
ensin opinnaytetyon tekijan toimesta ja sen jalkeen kahden opinnaytetyén ohjaajan toi-
mesta. Valmisteet tarkasteltiin visuaalisesti katsomalla jokaisesta naytteestd 30 nako-
kenttdd. Kahdella eri kuivausmetodilla varjattyja valmisteita vertailtiin keskenaan. Solu-

jen laskeminen ei ollut tdssa tapauksessa tarpeellista.

Sivelyvalmisteiden tarkastelun jalkeen voitiin todeta, ettei foonilla kuivattujen ja ilma-
kuivattujen valmisteiden valilla ollut laadullisia eroja (Kuva 6). Kaikki negatiiviset kontrollit
todettiin onnistuneiksi, eli niissa ei ollut varjaytyneita punasoluja (Kuva 7). Opinnaytetytn

tekija ja ohjaajat olivat tuloksista yksimielisia.

7.2 Sivelyvalmisteiden tekoon ja varjayksiin kaytetty aika

Alla olevassa taulukossa vertaillaan kahdella eri kuivausmenetelmaélla tehtyjen sivelyval-
misteiden teossa kaytettya aikaa. Mittauksen aikana varjattiin yhden nayteparin sively-

valmisteet.

Taulukko 1. Kuivausmenetelmiin kdytetyn ajan vertailu.

Kuivaustapa Fooni IImakuivaus | Ero

Esivalmistelut ja sivelyvalmisteiden teko | 19 min 29 min 10 min
Kiinnitys ja varjays 43 min 80 min 37 min
Yhteensa 62 min 109 min 47 min
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Kuva 6. Nayte 5. Vasemmalla foonilla kuivattu ja oikealla ilmakuivattu sivelyvalmiste.
Fetaalihemoglobiinisolut nakyvéat kirkkaan punaisina.

Kuva 7. Negatiivinen kontrolli. Aikuistyypin punasolut ndkyvat haamumaisina. Varjayty-
neet solut ovat leukosyytteja.
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8 POHDINTA

8.1 Opinnaytetydprosessi

Valitsin tdman aiheen opinnaytetytkseni, koska se oli mielenkiintoinen ja merkitykselli-
nen. Koin, etta taman opinnaytetytn avulla voidaan saavuttaa hyotya kliinisessa ympa-
ristdssa. Opinnaytetydn kaytanndn toteutukseen meni yllattavan paljon aikaa, koska vas-
tasyntyneiden naytteita saatiin linjastolta vaihteleva maara. Lisaksi tyopdaivat eivat olleet
perékkain, vaan sijoittuivat aikataulullisista syista elo-lokakuulle 2019. Opinnaytetydn
suunnitelma kirjoitettiin kevaalla 2019 ja varsinainen opinnaytety® saatiin valmiiksi joulu-
kuussa 2019.

Opinnaytetyon viitekehykseen oli melko haastavaa l6ytaa kirjallisuuslahteité ja tutkimuk-
sia. Tama johtui osittain siita, ettei moni hyodyllinen verkkojulkaisu ollut avoimesti saa-
tavilla. Etsiessani kansainvalisia julkaisuja en l6ytanyt yhtakaan tutkimusta, jossa keski-
tyttaisiin verisivelyvalmisteiden kuivausmetodeihin. Huomasin kuitenkin, etté joissain ve-
risivelyvalmisteisiin liittyvissa julkaisuissa mainitaan, etta valmisteet voi halutessaan kui-
vata tuulettimen tai fo0nin kylmapuhalluksen avulla. Tasta paatellen foonia kaytetaan
verisivelyvalmisteiden kuivaamiseen maailmalla ainakin jonkin verran. Foonikuivausta
kaytetaan myoéskin Tykslabin hematologian laboratoriossa joidenkin varjaysten yhtey-

dessa.

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli selvittdd kuivaustavan vaikutus fetaalihemoglo-
biinivarjayksen onnistumiseen. Opinnadytetydn kaytannon toteutuksen aikana mikro-
skooppisen tarkastelun jalkeen voitiin todeta, ettei ilmakuivattujen ja foonilla kuivattujen
valmisteiden valilla ollut laadullisia eroja. Opinnaytety6n tavoitteena oli tuottaa uutta tie-
toa toimeksiantajalle eli Tykslabin hematologian laboratoriolle mahdollista menetelma-
tydohjeen paivittamista varten. Lopullisen paatdksen tydohjeen paivittdAmisesta tekee toi-
meksiantaja. Taman opinnaytetyd saattaa osaltaan vaikuttaa fetaalihemoglobiinivarjays-

ten nopeutumiseen tulevaisuudessa.
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8.2 Luotettavuus

Taman opinnaytetyon tuloksia ei voida vahaisen naytemaaran (n=10) vuoksi pitaa tilas-
tollisesti merkittavind. Opinnaytety6ta ei mydskaan ole toteutettu tutkimuksellisesta na-
kokulmasta. Sivelyvalmisteet tarkasteltiin visuaalisesti, minka takia tuloksia ei voida esit-
taa kvantitatiivisesti. Visuaalinen tarkastelu on mydskin tulkintakysymys, joten sita ei
voida yksin&an pitaéa kovin luotettavana mittarina varjaysten laadun arvioinnissa. Solujen

laskeminen ei olisi ollut tAssa tapauksessa relevanttia.

Toimeksiantajan nakdkulmasta opinnaytetyd saattaa silti olla hyvinkin hyodyllinen, silla
tyd tehtiin kyseisen laboratorion ohjeiden mukaisesti ja naytemaara oli ennalta sovittu.
Lisaksi valmiit sivelyvalmisteet tarkasteltiin seké opinnaytetydn tekijan, ettd molempien
ohjaajien toimesta. Kaikki tarkastajat olivat samaa mielta siitd, ettei kahdella eri tavalla

kuivatuissa sivelyvalmisteissa ollut laadullisia eroja.

Opinnaytetydn ohjaajat hankkivat naytteet opinnaytetydn tekijalle ja huolehtivat opinnay-
tetydssa kaytettyjen potilasnaytteiden soveltuvuudesta tutkimukseen. Miesten verinayt-
teissa oli sovitusti normaali perusverenkuva. Vastasyntyneiden EDTA-naytteiden pienen
maaran vuoksi potilaiden perusverenkuvaa ei huomioitu, vaan kaikki saadut naytteet
otettiin mukaan aineistoon. Osassa varjatyista verisivelyvalmisteista oli solumorfologial-
taan poikkeavia, vastasyntyneista perdisin olevia HbF-punasoluja, mutta niiden esiinty-

minen ei ollut merkityksellista varjayksen laadun tarkastelun kannalta.

8.3 Eettisyys

Kliinisen laboratoriotytn eettisiin periaatteisiin kuuluu potilaan hyvinvointi ja hanen oi-
keuksiensa kunnioittaminen. Bioanalyytikko sitoutuu noudattamaan salassapitovelvolli-
suutta ja kasittelee kaikkia potilasnaytteitd naytteen luovuttajan yksityisyytta ja oikeuksia
kunnioittaen. (Bioanalyytikkoliitto 2017.)

Opinnaytetydn aineistona kaytettiin vain sellaisia potilasnaytteita, jotka olisivat menneet
havitettavaksi ja joista oli jo analysoitu kaikki potilaalle pyydetyt tutkimukset. Verinaytteet
luovutettiin opinnaytetyon tekijalle ilman potilastietoja, joten potilastietoja ei kaytetty eika
tarkasteltu missaan vaiheessa. Talla tavalla varmistettiin potilaiden tietosuoja ja potilas-

naytteiden anonymiteetti.
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Tama opinnaytetyd on Turun ammattikorkeakoulun bioanalyytikkokoulutuksen kayn-
nissa olevan hankkeen "Tydelamayhteistydn ja opetuksen kehittdminen bioanalyytikko-
koulutuksessa” (TurkuCRC T163/2017) osatutkimus.

8.4 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetydn tekeminen oli ty6lds, mutta opettavainen ja palkitseva kokemus. Opin-
naytety6ta tehdessa olen saanut kattavan kasityksen ammattikorkeakoulun opinnayte-
tydprosessista. Oman opinnaytetyon liséksi olen padssyt seuraamaan muiden opinnay-
tetdiden etenemisté seka vertaisarvioinut toisen opiskelijan tyota. Olen omaksunut uusia
tapoja hankkia luotettavaa tietoa ja oppinut entista tarkempaa lahdekritiikkia. Erityisesti
kansainvalisten julkaisujen etsiminen ja niiden lukeminen on ollut minulle ennen opin-
naytetyon tekemistd vieraampaa, mutta jatkossa tulen todennakdisesti kayttamaan

enemman myos englanninkielisia [&hteita tiedonhakuun.

8.5 Jatkotutkimusehdotukset

Yhtena jatkotutkimuksena voitaisiin tehda kirjallisuuskatsaus, jossa etsittéisiin tietoa eri-
laisista fetaalihemoglobiinin tutkimusmenetelmista ja niitd vertailtaisiin kesken&an. Toi-
sena jatkotutkimusehdotuksena voitaisiin tehda kirjallisuuskatsaus, jossa esitellaén sai-
rauksia ja tiloja, joissa fetaalihemoglobiini on kohonneena. Samalla voitaisiin kertoa, mil-
laisia fetaalihemoglobiinin tutkimusmenetelmia naiden sairauksien yhteydessa kayte-
taan. Kolmantena jatkotutkimusehdotuksena tassa opinnaytetydssa tehty tutkimus voi-
taisiin toistaa suuremmalla ndytemaaralla ja tehda tutkimuksellisesta nakokulmasta.

Nain saataisiin luotettavampi tutkimustulos, jolla voisi olla laajempi kliininen merkitys.
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