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Perifeerisen veren sivelyvalmisteen mikroskooppinen tarkastelu on yksi hema-
tologian perustutkimuksista. Mikroskooppiseen tarkasteluun kuuluu leukosyyt-
tien erittelylaskenta seké& leukosyyttien, erytrosyyttien ja trombosyyttien morfo-
logian ja maaran arviointi. Mikroskooppisen tarkastelun luotettavuuden edelly-
tyksené on laadukas sivelyvalmiste.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli vertailla manuaalisella ja automaattisella mene-
telmalla tehtyja perifeerisen veren sivelyvalmisteita. Manuaalisessa menetel-
massa sivelyvalmisteet vedettiin kasin ja varjattiin Mirastainer® |l —automaatilla.
Automaattisessa menetelmassa sivelyvalmisteet vedettiin ja varjattin Sysmex
SP-1000i™ -automaatilla. Opinnaytetyon tehtavana oli selvittdd, kummalla me-
netelmélla saadaan aikaan laadukkaammat sivelyvalmisteet. Tavoitteena oli
parantaa perifeerisen veren sivelyvalmisteen laatua, jotta potilastulokset ovat
mahdollisimman luotettavia seka tehostaa sivelyvalmisteen tekoa ja vahentaa
verensivelyvalmisteen tekoon liittyvia kustannuksia. Opinndytety6n aihe saatiin
Etela-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemi-
an toimintayksikosta.

Opinnaytetyossa kaytettiin kokeellista, vertailevaa tutkimusmenetelmaa. Tutki-
musaineisto koostui 48 naytteesta (N=48), joista tehtiin sivelyvalmisteet kahdel-
la eri menetelmalla. Sivelyvalmisteita tarkasteltiin seka makroskooppisesti etta
mikroskooppisesti. Sivelyvalmisteiden tarkastelun avuksi laadittiin havainnointi-
lomake. Saadut tulokset analysoitiin tilasto-ohjelmilla ja niitd havainnollistettiin
graafisten kuvioiden seka regressiosuorien ja korrelaatiokertoimien avulla.

Tutkimuksen perusteella voidaan todeta, ettei sivelyvalmisteiden laadussa ole
suurta eroa eri menetelmien valilla. Makroskooppisen tarkastelun perusteella
Sysmex SP-1000i™ -automaatilla tehdyt sivelyvalmisteet ovat laadukkaampia
kuin kasin vedetyt ja Mirastainer® Il —automaatilla varjatyt sivelyvalmisteet. Mik-
roskooppisen tarkastelun perusteella eri menetelmilla tehdyt sivelyvalmisteet
ovat yhta laadukkaita.
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One of the basic examinations in hematology is a microscopic analysis of peri-
pheral blood smear. That contains leukocytes differential, assessment of leuko-
cytes, platelets and erythrocytes morphology and count. High-quality blood
smear is a precondition for a reliable microscopic examination. The subject of
this thesis has been obtained from the Department of Clinical Chemistry at
Seinajoki Central Hospital.

The purpose of this thesis was to compare the quality of peripheral blood
smears performed by using two different techniques. The objective of this thesis
was to improve the quality of the peripheral blood smears and to improve the
process of making blood smears. In the manual technique blood smears were
prepared by hand and were stained by Mirastainer® Il. In the automatic tech-
nique blood smears were made and stained by using Sysmex SP-1000i™. This
thesis was empirical and comparative in nature. The study included 48 blood
samples, of which blood smears were prepared by using two different tech-
niques. The data were analyzed both macroscopically and microscopically.

These results suggest that the quality of blood smears is better by using Sys-
mex SP-1000i™ in the macroscopic examination. The quality of blood smears is
equally good between different techniques in the microscopic examination.
Overall, our study suggests that the quality of blood smears does not vary much
between the different techniques.

Keywords: peripheral blood, high-quality blood smear, May-Grinwald-Giemsa,
Mirastainer® Il, Sysmex SP-1000i™,
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1 JOHDANTO

Verenkuva on yksi yleisemmin pyydetyista laboratoriotutkimuksista. Nykypaivan
kehittyneimmat verenkuva-analysaattorit tuottavat jopa yli 20 erilaista verisolu-
jen maariin ja ominaisuuksiin liittyvda suuretta, kuten valkosolujen erittelyja-
kauman. Verenkuva-analysaattorit kykenevat hyvin laskemaan normaalin tai
lahes normaalin erittelyjakauman, mutta valkosolujen varhaismuotojen ja solu-
morfologiapoikkeavuuksien kohdalla solujen tunnistaminen on heikkoa. (Savo-
lainen 2007, 88-92.) Mikali poikkeavia soluja esiintyy yli asetettujen rajojen,
antaa automaatti halytyksen, joka johtaa naytteen mikroskooppiseen tarkaste-
luun. Mikroskooppiseen tarkasteluun menee noin 5-20 prosenttia naytteista.
(Matinlauri & Vilpo 2010, 250-251.)

Perifeerisen veren sivelyvalmisteen mikroskooppinen tarkastelu on yksi hema-
tologian perustutkimuksista. Mikroskooppiseen tarkasteluun kuuluu leukosyyt-
tien erittelylaskenta seka leukosyyttien, erytrosyyttien ja trombosyyttien morfo-
logian ja maaran arviointi. Mikroskooppisen tarkastelun luotettavuuden edelly-
tyksena on laadukas sivelyvalmiste seka mikroskopoijan ammattitaito. Sively-
valmisteen laatuun vaikuttavat naytteenoton onnistuminen seka sivelyvalmis-
teen teko. Luotettavan tuloksen saamiseksi sivelyvalmisteen valmistusmene-
telma tulisi vakioida mahdollisimman hyvin. Perinteisen manuaalisen sivelyval-
misteen valmistuksen rinnalle on noussut automaatilla tehdyt sivelyvalmisteet.
(Pelliniemi 1998, 1181; Savolainen 2007, 91-92; Matinlauri & Vilpo 2010, 250—
251.)

Veren sivelyvalmisteet varjatddn Romanowsky:n varjayksiin kuuluvalla May-
Grunwald-Giemsa (MGG) —varjayksella. Varjays perustuu solujen sytokemialli-
siin ominaisuuksiin, jolloin solujen eri osat varjaytyvéat eri savyilla riippuen niiden
pH:sta. (Bain & Lewis 2006, 61-62; Mahlamaki 2004, 276—-277.) Mirastainer® I
on sivelyvalmisteen varjaysautomaatti, jolla voidaan véarjatd valmiiksi vedetyt
sivelyvalmisteet. Automaatti pystyy varjadmaan kerralla 30 valmistetta ja siihen
on mahdollista ohjelmoida yhdeksan eri varjaysvaihtoehtoa. (VWR Interna-

tional.) Sysmex SP-1000i™ on taysin automatisoitu sivelyvalmisteiden teko- ja



varjaysautomaatti, joka valmistaa sivelyvalmisteen aina naytteen aspiroinnista
valmiiksi varjatyksi lasiksi asti. Automaatti maarittdd naytteen hematokriitin pe-
rusteella pisaran koon, vetokulman sek&a vetonopeuden. (Sysmex Corporation
2007; Sysmex Europe GMBH 2007.)

Opinnaytetyon aihe saatiin Seingjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimin-
tayksikon ylikemisti Kari Akermanilta syksylla 2010. Seinéjoen keskussairaalan
hematologian laboratoriossa siirryttiin huhtikuussa 2011 manuaalisesta sively-
valmisteen teosta automaattiseen menetelméén. Opinnaytetyon tarkoituksena
on vertailla manuaalisella ja automaattisella menetelmaélla tehtyja perifeerisen
veren sivelyvalmisteita. Tavoitteena on parantaa perifeerisen veren sivelyval-
misteen laatua, jotta potilastulokset ovat mahdollisimman luotettavia seka te-
hostaa sivelyvalmisteen tekoa ja vahentaa verensivelyvalmisteen tekoon liittyvia
kustannuksia. Opinnaytetyon tehtéavana on selvittdd, kummalla menetelmalla
saadaan aikaan laadukkaammat sivelyvalmisteet. Menetelmavertailussa kayte-

taan kokeellista, vertailevaa tutkimusmenetelmaa.

Opinnaytetyon teoriaosuuden alussa kasitellaan perifeerisen veren sivelyval-
mistetta, sen tutkimusindikaatioita ja tekoa seka MGG-varjaysta. Taman jalkeen
kasitelladn Mirastainer® Il ja Sysmex SP-1000i™ -automaatteja ja niiden toi-
mintaperiaatteita, verisolujen varjaytyvyytta ja sivelyvalmisteen tarkastelun suo-
rittamista. Tutkimusmenetelma ja tutkimuksen suoritus on esitetty paapiirteittain.
Tulososiossa saatuja tuloksia havainnollistetaan graafisten kuvioiden seka reg-
ressiosuorien ja korrelaatiokertoimien avulla. Opinnaytetyd on suunnattu Seina-
joen keskussairaalan hematologian laboratorion henkilékunnalle seka muille
sivelyvalmisteen menetelmavertailusta kiinnostuneille, joilla on hematologian
perustietamysta. Tassa opinnadytetydssa sivelyvalmisteella tarkoitetaan perifee-

risen veren sivelyvalmistetta, ellei toisin mainita.



2 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TEHTAVA JA TAVOITE

Seindjoen keskussairaalan hematologian laboratoriossa tehtiin vuonna 2010
noin 118000 perusverenkuvatutkimusta ja noin 17000 leukosyyttien erittelylas-
kentaa verenkuva-analysaattoreilla. Mikroskooppiseen tarkasteluun meni noin
3700 naytetta eli 18 prosenttia verenkuva-analysaattoreilla tehdyisté leukosyyt-

tien erittelylaskennoista. (Tuomi 2011a.)

Opinnaytetyon tarkoituksena on vertailla manuaalisella ja automaattisella mene-
telmalla tehtyjd perifeerisen veren sivelyvalmisteita. Manuaalisessa menetel-
massa sivelyvalmisteet vedetaan kasin ja varjataan Mirastainer® 1l —
automaatilla ja automaattisessa menetelmassa sivelyvalmisteet vedetaan ja
varjataan Sysmex SP-1000i™ -automaatilla. Tavoitteena on parantaa perifeeri-
sen veren sivelyvalmisteen laatua, jotta potilastulokset ovat mahdollisimman
luotettavia seka tehostaa sivelyvalmisteen tekoa ja vahentaa veren sivelyval-
misteen tekoon liittyvid kustannuksia. Omina tavoitteina meilla on kehittaa tie-
tamysta laadukkaasta sivelyvalmisteesta ja oppia soveltamaan tietoa kaytan-
toon sekéa kehittya perifeerisen veren sivelyvalmisteen mikroskooppisessa tar-

kastelussa.

Opinnaytetydn tehtavana on selvittaa:

1. Millainen on laadukas perifeerisen veren sivelyvalmiste?

2. Mitk& ovat Mirastainer® Il —automaatin toimintaperiaatteet?

3. Mitkad ovat Sysmex SP-1000i™ —automaatin toimintaperiaatteet?

4. Saadaanko manuaalisella vai automaattisella menetelmalla aikaan laa-

dukkaammat perifeerisen veren sivelyvalmisteet?



3 PERIFEERISEN VEREN SIVELYVALMISTE

Perifeerisen veren sivelyvalmisteen mikroskooppinen tarkastelu on yksi hema-
tologian perusmenetelmistd. Mikroskooppisessa tarkastelussa leukosyyttien
erittelylaskennan ja morfologian lisaksi arvioidaan punasolumorfologiaa seka
trombosyytteja. Verenkuva-analysaattorit jaottelevat fysikaalisten ja sytokemial-
listen ominaisuuksien perusteella leukosyytit eri luokkiin. Analysaattorista riip-
puen luokkia on joko kolme: granulosyytit, lymfosyytit ja muut tumalliset solut tai
viisi: lymfosyytit, neutrofiiliset, basofiiliset, ja eosinofiiliset granulosyytit seka
monosyytit. Verenkuva-analysaattorit kykenevat hyvin laskemaan normaalit tai
lahes normaalit solut, mutta leukosyyttien varhaismuotojen ja morfologialtaan
poikkeavien solujen laskentaan soluautomaatti ei sovellu. Noin 5-20 prosenttia
naytteista menee mikroskooppiseen tarkasteluun. Solujen mikroskooppisen tar-
kastelun ongelmana on pienesta solujen lasketusta maaréasta ja vakioinnin vai-
keudesta johtuva tulosten huono toistettavuus. Lisdksi ongelmana on sivelyval-
misteiden tekoon ja mikroskooppiseen tarkasteluun kuluva aika sekd menetel-
man tyolays. (Pelliniemi 1998, 1181; Savolainen 2007, 91-92; Matinlauri & Vil-
po 2010, 250-251.)

Sivelyvalmiste voidaan tehda laboratoriosta riippuen eri menetelmilla. Se voi-
daan valmistaa manuaalisesti levittamalla ja vetamalla pisara aluslasille tai pei-
tinlasitekniikalla. (Perkins 2004, 12-13.) Suomessa peitinlasitekniikka ei ole
yleisessd kaytossa (Siitonen & Jansson 2007, 100). Sivelyvalmiste voidaan
tehda myos automaatiota hyédyntamalla joko sentrifugoimalla tai mekaanisesti
levittdAmalla tutkittava nayte lasille (Perkins 2004, 13).

3.1 Tutkimusindikaatiot

Perifeerisen veren sivelyvalmisteen mikroskooppisella tarkastelulla on tarkea
merkitys eri tautien diagnosoinnissa ja tarvittavien jatkotutkimusten maaraami-
sessad. Se nopeuttaa huomattavasti joidenkin tautien diagnosointia ja auttaa eri

tautien seurannassa. Veren sivelyvalmisteen mikroskooppista tarkastelua kay-
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tetdan apuna muun muassa selvittdmaan muutoksia solujen maarissa ja morfo-
logiassa. Veren sivelyvalmistetta tutkitaan infektiotautien ja loistautien diagnos-
tiikassa, hematologisten maligniteettien selvittelyssa, poissuljennassa ja erotus-
diagnostiikassa seka naiden tautien seurannassa ja hoitovasteen arvioinnissa.
Tutkimusta kaytetddn myds anemioiden etiologian selvittelyyn ja hoidon tehon
seurantaan seka trombosyyttien maaran, koon ja ryhmittymisen arviointiin. (Pel-
liniemi 1998, 1177-1184; Burns 2004a, 143; Bain 2005, 498-499; Leukosyytit,
erittelylaskenta 2010.)

3.2 Nayte

Nayte sivelyvalmistetta varten voidaan ottaa joko laskimosta, yleisimmin kyynar-
taipeesta tai ihopistoverend sormenpaasta, korvalehdesta tai vastasyntyneilta
kantapaasta. Naytteen tulisi valua putkeen ongelmitta, muttei kuitenkaan liian
kovalla paineella, jotta valtytaan erytrosyyttien hemolysoitumiselta. Tama edel-
lyttda sen, etté neula on ollut oikean kokoinen ja kunnolla suonessa eika esi-

merkiksi kiinni suonen seinamassa. (Mullins 2007, 24, 26.)

Laskimoverinayte otetaan putkeen, joka siséltdaa antikoagulanttia. Veren sively-
valmisteen tekoon sopivin antikoagulantti on EDTA (etyleenidiamiinitetraetikka-
happo), koska se sailyttd&d hyvin solujen morfologian ja vaikuttaa fysikaalisesti
vahiten soluihin. (Perkins 2004, 4; Maedel & Doig 2007, 176.) Yleensa kayte-
taan EDTA:n dinatrium-, dikalium- (K2) tai trikaliumsuoloja (K3). Etyleenidiamii-
nitetraetikkahapon vaikutus veren hyytymisen estossa perustuu sen kykyyn si-
toa hyytymiselle valttdméatonta kalsiumia veressa. lhanteellinen EDTA:n pitoi-
suus on 1,5 mg/ml. (Burns 2004b, 124-125; Maedel & Doig 2007, 176.) Nayt-
teen oikean EDTA pitoisuuden ja sen tasaisen jakautumisen varmistamiseksi
tulee erityisesti kiinnittdd huomiota nayteputken tayttymiseen ja sekoittamiseen.
Talla on merkitystd myos solujen sailyvyyteen. Suositus nayteputken tayttbas-
teesta on +/- 20 prosenttia ihanteellisesta tayttdtilavuudesta. Liian korkea EDTA
pitoisuus voi aiheuttaa erytrosyyttien kutistumista seka trombosyyttien turpoa-
mista ja pilkkoutumista. Lilan matala EDTA pitoisuus puolestaan voi aiheuttaa

mikrohyytymien muodostumisen naytteeseen. (Mahlamaki 2004, 268—-269.) Ety-
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leenidiamiinitetraetikkahappo voi olla putkessa nestemaisena tai kuivamuodos-
sa. Mikali antikoagulantti on nestemaisessa muodossa, tulee tuloksia arvioita-
essa ottaa huomioon sen aiheuttama naytteen laimeneminen. (Savolainen

2007, 85-87.) Suomessa on yleisesti kaytdssa kuivamuotoinen K2 EDTA.

Joillakin potilailla EDTA antikoagulanttina aiheuttaa trombosyyttien satellitismia,
jolloin trombosyytit keraantyvat ja tarttuvat neutrofiilien ymparille, sek& trombo-
syyttien aggregoitumista eli kasautumista. 1lmié tunnetaan my6s nimella pseu-
dotrombosytopenia. Trombosyyttien satellitismia ja aggregoitumista voidaan
epailla, jos verenkuva-analysaattorilla saadaan virheellisen matalia trombosyyt-
tiarvoja. Pseudotrombosytopeniasta karsivilla potilailla kyseinen ilmid voidaan
valttda ottamalla nayte uudelleen natriumsitraattiputkeen. Trombosyyttien ag-
gregoitumista voivat aiheuttaa myds naytteen seisotus ennen sivelyvalmisteen
tekoa seka sivelyvalmisteen teko ihopistoverestd. (Bain 2006a, 8; Maedel &
Doig 2007, 176; Savolainen 2007, 86.)

Sivelyvalmiste tulisi tehdd mahdollisimman tuoreesta naytteesta. Naytetta saisi
sailyttdd korkeintaan kolme tuntia huoneenlammaossé naytteenoton jalkeen, silla
taman jalkeen tehtavissa sivelyvalmisteissa ilmenee usein artefaktoja. Yli viiden
tunnin sailytys huoneenlammaosséa aiheuttaa muun muassa erytrosyyttien morfo-
logian muuttumista sferosyyttimaisiksi ja burr-soluiksi, leukosyyttien sytoplas-
man vakuolisoitumista, neutrofiilien degranuloitumista sek& tumarakenteiden
hajoamista, mika lopulta johtaa koko solun hajoamiseen. (Burns 2004b, 125;
Maedel & Doig 2007, 176; Siitonen & Jansson 2007, 101.) Liian pitkan sailytyk-
sen seurauksena myo6s trombosyyteissa tapahtuu muutoksia. Ne muun muassa
turpoavat, menettavéat granuloinnin seka voivat aggregoitua. (Siitonen & Jans-
son 2007, 101.)

3.3 Sivelyvalmisteen teko manuaalisesti

Ennen sivelyvalmisteen tekoa EDTA-n&dyte sekoitetaan huolellisesti solusekoit-

tajassa ja vielad juuri ennen sivelyvalmisteen tekoa kaantelemaélla nayteputkea

vahintddn 10 kertaa ylosalaisin (Houwen 2000, 2). Objektilasin on oltava puh-
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das, pdlyton ja rasvaton. Rasvaisella objektilasilla solut kasaantuvat ja véri voi
saostua. (Mahlaméki 2004, 276; Theml, Diem & Haferlach 2004, 17.) Objektila-
sin tulee olla kooltaan 75 x 25 mm ja paksuudeltaan noin 1 mm (Bain & Lewis
2006, 60). Objektilasi ei saa olla my6skaan lilan huokoinen ettei taustavarjaan-
tyminen lisaanny (Bain 2006a, 9). Myds vetolasin puhtaus on edellytys laaduk-
kaalle sivelyvalmisteelle. Vetolasissa tulee olla ehyt hiottu reuna ja sen tulee
olla objektilasia kapeampi. (Mahlamaki 2004, 276; Bain 2006a, 9.) Mikali sively-
valmisteeseen laitetaan peitinlasi, vetolasin on oltava myos sitéa kapeampi, jotta
peitinlasi peittaa alleen koko sivellyn alueen (Bain 2006a, 9). Objektilasille laitet-
tavan veren maara on 5-10 pl (Mahlamé&ki 2004, 276-277).

Sively voidaan aloittaa objektilasin loppupéésta tai vaihtoehtoisesti objektilasin
hiospaasta (Houwen 2000, 2). Suomessa sively aloitetaan yleenséa hiospaasta.
Veripisara tiputetaan objektilasille noin senttimetrin paahan hiospaasta. Veri-
pisara on siveltava valittbmasti, muutoin monosyytit ja muut isot solut sijaitsevat
sivelyn hantdpaassa epasuhtaisesti. Vetolasin reuna lasketaan objektilasille
veripisaran eteen, josta se vedetaan pisaraan 30—-45 asteen kulmassa. Pisaran
levittya koko vetolasin reunan leveydelle, vetolasia tyonnetdéan kevyesti objekti-
lasin toista paata kohti. (Mahlamaki 2004, 276-277; Thelm ym. 2004, 17; Bain
20064, 9.) Veripisaran ollessa oikean kokoinen tulee sivelysta noin 3 cm:n pitui-
nen. Sivelyn tulee loppua noin senttimetri ennen objektilasin paatya. (Bain &
Lewis 2006, 60.) Valmiin sivelyvalmisteen reunan on oltava sulkamaisen pyo-
rea (Thelm ym. 2004, 17). Sivelyvalmisteen tulee ohentua loppupé&éta kohti ta-
saisesti, eika sivelyvalmisteessa saa olla reikid, aaltoja tai viiruja. Solujen tulee
olla tasaisesti jakautuneena koko lasilla. (Walters, Estridge & Reynolds 1990,
157-158.)

Vetokulmaa ja vetonopeutta muuttamalla voidaan vaikuttaa sivelyn pituuteen ja
paksuuteen. Vetokulman ollessa suurempi ja vetonopeuden nopeampi tulee
sivelysta lyhyempi ja paksumpi, kun taas vetokulman ollessa pienempi ja veto-
nopeuden hitaampi tulee sivelysta pidempi ja ohuempi. Hematokriitin ja hemo-
globiinin ollessa korkeat, jolloin veri on niin sanotusti paksua, tulee vetokulmaa
pienentdd ja niiden ollessa matalat, tulee vetokulmaa vastaavasti suurentaa

oikean pituisen sivelyn aikaansaamiseksi. (Thelm ym. 2004, 17; Bain 2006a, 9;
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Bain & Lewis 2006, 60.) Vetolasi on puhdistettava huolellisesti joka naytteen
jalkeen, jottei patologisia soluja siirry naytteesta toiseen vetolasin mukana (Bain
20064, 9; Bain & Lewis 2006, 60). Sivelyvalmiste ilmakuivataan valittomasti joko
kevyesti ilmassa heiluttelemalla tai puhaltimen alla, jotta solumorfologia sailyy
hyvana. Mikali sivelyvalmiste kuivuu hitaasti, solut voivat kutistua, sytoplasma
vakuolisoitua ja tumarakenne muuttua. Tama vaikeuttaa niin normaalien kuin
patologisten solujen tunnistusta. (Bain 2006a, 10.) Sivelyvalmisteita kannattaa
tehda yhdesta naytteesta aina useampi lasi. Nain saastytddn uuden naytteen
otolta, mikali valmisteelle tapahtuu jotain tai tarvittavan informaation saamiseksi
joudutaan mikroskopoimaan useampi lasi. Sivelyvalmisteeseen tulee merkita
huolellisesti tarvittavat tunnistetiedot joko lyijykynalla, varjayksen kestavalla tus-
silla tai tarralla. (Mellanuora 2008, 13.) Kuvassa 1 on esitetty sivelyvalmisteen

tekoperiaate.

KUVA 1. Sivelyvalmisteen teko manuaalisesti (Kuva: Maria Hemminki 2011)

3.4 May-Grunwald-Giemsa-varjays

Veren sivelyvalmisteet varjatddn Romanowsky:n varjayksiin kuuluvalla May-
Grunwald-Giemsa-tekniikalla. Varjays perustuu solujen sytokemiallisiin ominai-
suuksiin, jolloin solujen eri osat varjaytyvat eri savyilla riippuen niiden pH:sta.
Reagenssit erottelevat solujen rakenteita niiden happamuuden ja emaksisyyden

perusteella. Suositeltavin pH-arvo on 6,8, silla pH:n muuttuminen tasta emaksi-
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seen tai happamaan suuntaan aiheuttaa varisdvyjen muuttumisen toisten varien
kustannuksella. May-Grunwald-reagenssit koostuvat metyleenisinesta ja eosiini
Y:sta. Giemsa-reagenssissa on naiden lisaksi viela atsuuri B:td. Hapan eosiini
varjaad solujen emaéksisia osia, kuten punasolujen hemoglobiinia, punaiseksi.
Solujen happamat rakenteet puolestaan varjaytyvat emaksisilla metyleenisinella
ja atsuuri B:lla. Naita siniseksi varjaytyvia solurakenteita ovat esimerkiksi tuman
nukleiinihapot, sytoplasman granulat seka ikluusiokappaleet. (Bain & Lewis
2006, 61-62; Mahlamaki 2003, 276-277; Siitonen & Jansson 2007, 109.)

3.4.1 Varjayksen suoritus

Laboratoriosta riippuen on kaytéssa Kkiinnitystavoiltaan, varilaimennoksiltaan,
huuhteluiltaan seka varjaysajoiltaan toisistaan eroavia MGG-vérjaysohjeita. Joi-
denkin ohjeiden mukaan sivelyvalmisteet tulisi ensin kiinnittdd metanolissa 10—
20 minuutin ajan. Kiinnitysta ei kuitenkaan valttamatta tarvita, jos sivelyvalmis-
teet varjataan samana paivana kun ne on vedetty. Talldin kiinnittamattémat lasit
varjatdan kayttamalla laimentamatonta May-Grunwald-varjaysliuosta. Laimen-
tamattoman May-Grinwald-varjaysliuoksen suuri metanolipitoisuus Kkiinnittaa
sivelyvalmisteen varjayksen yhteydessa. Kiinnitettyja laseja varjataan fosfaatti-
puskuroidulla vedella suhteessa 1:1 laimennetussa May-Grinwald-
varjaysliuoksessa 5-15 minuuttia. Taman jalkeen lasit laitetaan 10—15 minuutik-
si Giemsa-varjaysliuokseen. Liuos voidaan valmistaa esimerkiksi sekoittamalla
yhdeksan osaa fosfaattipuskuroitua vetta yhteen osaan Giemsa-reagenssia.
May-Grinwald- ja Giemsa-varjaysliuosten laimennussuhteet vaihtelevat labora-
torioittain. Giemsa-varjaysliuoksen jalkeen lasit huuhdellaan 1-4 kertaa fosfaat-
tipuskuroidussa vedessa yhteensa 1-9 minuuttia. Huuhteluiden aikana varisavyt
erottuvat toisistaan. Huuhteluiden jalkeen lasien annetaan kuivua pystyasen-
nossa joko lampdkaapissa tai huoneenlammaéssa imupaperin paalla. Varjayk-
sen aikana lasit eivat saa paastda kuivumaan. (Bain & Lewis 2006, 63-64;
Reagena Oy 2003.)
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3.4.2 Paallystaminen

Yleensa sivelyvalmisteen paallystaminen peitinlasilla ei ole tarpeellista. Mutta
mikali sivelyvalmistetta on tarkasteltava useaan kertaan tai sita on sailytettava
pitkan aikaa, peitinlasi antaa suojaa mekaanisilta vaurioilta eikd varjays altistu
iimalle ja haalistu. Koko sivelyn peittava peitinlasi vahentdd myos tartuntavaa-
raa. Peitinlasin koko on yleensa joko 25 x 25 mm tai 25 x 50 mm ja paksuus
0,13 millimetrista 0,17 millimetriin. Paksummat peitinlasit sailyvat paremmin eh-
jind, mutta rajoittavat mikroskopointia. Peitinlasin laadulliset vaatimukset ovat
samat kuin objektilasin kohdalla. Nykyisin on myds kaytdssa paallystysauto-
maatteja. Paallystyslimana kéaytettdvan aineen tulee olla matalan viskositeetin
omaavaa eli juoksevaa, jotta se levittyy ohuesti eikd kuplia muodostuisi. Se ei
saa vaikuttaa mikroskooppiseen tarkasteluun, eika aiheuttaa muutoksia variin.
Paallystysaine ei saa menettaa pitavyyttdan ajan kuluessa. (Houwen 2000, 5.)
Paallystysliimana voidaan kayttdaa esimerkiksi kaupallista DEPEX® mounting
mediumia. Paallystaminen tapahtuu laittamalla tippa paallystysliimaa joko varja-
tylle objektilasille tai suoraan peitinlasille. Peitinlasi asetetaan objektilasin paal-

le. P&allystysliimaa on oikea maara kun se ei tule lasien reunojen yli.

3.4.3 Varjayksen virhelahteita

May-Grinwald-Giemsa- varjayksessa tavallisimpia virheita ovat varisakan muo-
dostuminen, vaihteleva varjaystulos, varisavyjen sini- tai punavoittoisuus, lasien
ylivarjaytyminen, tumakromatiinin rakenteen homogeenisuus seka vesipeiliarte-
fakti. Varisakan ja vaihtelevan varjaystuloksen aiheuttavat variliuosten alkoholin
haihtuminen, varastoliuosten vériaineiden sakkautuminen tai hapettuminen se-
k& Giemsa-liuoksen virheellinen laimennus. Sinivoittoiset varisavyt johtuvat
huuhtelupuskurin pH:n liiallisesta emaksisyydesta, varjaysastioissa olevista pe-
suainejaannoksista, lilan pitkastad varjaysajasta, liian lyhyesta tai tehottomasta
huuhtelusta, lilan lyhyesta kiinnityksesta, varastoliuosten vériaineiden hapettu-
misesta seka kiinnitysmetanolin huonosta laadusta. Lisaksi lilan pitka aika sive-
lyvalmisteiden teosta varjaykseen saattaa aiheuttaa varjayksen sinivoittoisuutta.

Punavoittoiset varisavyt aiheutuvat huuhtelupuskurin liian happamasta pH:sta,
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lian pitkasta tai tehokkaasta huuhtelusta, lasien hitaasta tai epatasaisesta kui-
vumisesta seka liian lyhyesta varjaysajasta. Sivelyvalmisteiden ylivarjaytyminen
johtuu liian pitk&sta varjaysajasta tai liian lyhyesta huuhtelusta. Huonolaatuinen
metanoli ja lilan lyhyt metanolikiinnitys aiheuttava homogeeniset tumakromatiini
rakenteet. Vesipeiliartefakta johtuu kiinnitysmetanoliin paasseesta vedesta.
(Bain & Lewis 2006, 63; Siitonen & Jansson 2007, 109.)
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4 MIRASTAINER® II- VARJAYSAUTOMAATTI

Mirastainer® Il -varjaysautomaattia voidaan kayttaa hematologisten ja mikrobio-
logisten lasien varjaamiseen (kuva 2). Automaatissa on valittavana yhdeksén
eri varjaysohjelmaa, jotka sisaltavat 29 mahdollista vaihetta varjayksen kulussa.
Automaatti tekee kaynnistettdessa tarkistuksen, joka varmistaa sen toimivuu-
den. Tarvittaessa automaatin kayttaja voi myds manuaalisesti kdynnistaa lait-
teen tarkistuksen. Automaatissa on kuusi allasta, joista nelja on reagenssialtai-
ta, yksi huuhteluallas ja yksi kuivausallas. Myos kuivaus- ja huuhtelualtaisiin
voidaan tarvittaessa laittaa reagensseja. Altaiden tilavuus on paasaantoisesti
300 ml, poikkeuksena huuhteluallas, jonka tilavuus on 500 ml, tehokkaamman
huuhtelun takaamiseksi. Varjaysaika vaihtelee 1 sekunnista 99 minuuttiin allas-
ta kohden riippuen valitusta varjaysohjelmasta. Automaattiin mahtuu kerralla
varjaytymaan 20 tai 30 lasia varjayskelkan koosta riippuen. (VWR International.)

t

A&

KUVA 2. Mirastainer® Il —varjaysautomaatti (Kuva: Maria Hemminki 2011)
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Varjayksen aluksi reagenssit laitetaan automaattiin omissa altaissaan. Seingjo-
en Keskussairaalan hematologian laboratoriossa May-Gruinwald- Giemsa véarja-
yksessa ensimmaisella paikalla on Reagenan kayttovalmis May-Grunwald-
varjaysliuos (May-Griinwald staining solution). Toisella paikalla on suhteessa
1:17 laimennettu Mercken Giemsa-varjaysliuos (Giemsa’'s Azur eosin methyle-
ne blue solution). Laimennus tehddan sekoittamalla keskenaan 272 millilitraa
fosfaattipuskuroitua vettd sekd 17 millilitraa Giemsa-varjaysliuosta. Varjaysal-
taiden paikat 3-5 sisaltavat fosfaattipuskuroitua vetta ja paikkaan 6 kuuluu Kkui-
vaus +45 Celsius asteessa. (Verenkuvavalmisteiden MGG-vérjays Mirastainer®
Il -automaatilla 2010.)

Objektilasit laitetaan varjayskelkkaan hiospaat ylospain nostamalla liikkuva luki-
tuslevy ylaasentoon. Kelkan ollessa taynné painetaan lukituslevy takaisin alas,
jotta lasit pysyvat paikoillaan. Varjaysastioista poistetaan kannet ja varjayskelk-
ka tyonnetdén varjaysautomaatin kasivarren reikiin. Automaatti kaynnistetaan
painikkeista "RUN 1” ja "Enter” painamalla. Varjayksen aikana automaatin kasi-
varret kuljettavat valitun ohjelman mukaan kelkkaa véarjaysliuoksissa nostamalla
laseja kahden sekunnin vélein ylos ja alas varjaysaltaissa. Automaatin nayttoé
ilmoittaa ka&ynnisséa olevan varjaysvaiheen ja kuluneen ajan. Varjayksen valmis-
tuttua automaatti tuo kelkan takaisin alkuasentoon ja ilmoittaa aanimerkilla var-
jayksen olevan valmis. Taman jalkeen automaatti siirtyy lepotilaan. (Verenkuva-
valmisteiden MGG-varjays Mirastainer® Il -automaatilla 2010.) Valmiit lasit voi-
daan kerétd automaatista poistetusta kelkasta. Varjaysastioiden paalle tulee
laittaa kannet varjayksen valmistuttua, jotta reagenssit eivat haihdu. Reagenssit

vaihdetaan paivittain.

Seingjoen keskussairaalan hematologian laboratorion Mirastainer® Il- automaa-
tilla varjaysohjelmassa yksi sivelyvalmisteet ovat ensin 5 minuuttia May-
Grunwald-varjaysliuoksessa (taulukko 1). Taman jalkeen automaatti siirtaa kel-
kan Giemsa-varjaysliuokseen, jossa lasit ovat 15 minuuttia. Huuhteluja on kol-
me fosfaattipuskuroidussa vedessa. Jokainen huuhteluvaihe kestaa 1 minuutin
ja kuivauksessa menee 3 minuuttia. (Verenkuvavalmisteiden MGG-varjays Mi-

rastainer® Il —automaatilla 2010.)
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TAULUKKO 1. Mirastainer® Il -automaatin MGG-varjaysohjelma (Verenkuva-

valmisteiden MGG-véarjays Mirastainer® Il -automaatilla 2010)

Paikka Reagenssi Aika
1 Laimentamaton May-Grinwald | 5 min
2 Laimennettu 1:17 Giemsa 15 min
3 Fosfaattipuskuroituvesi 1 min
4 Fosfaattipuskuroituvesi 1min
5 Fosfaattipuskuroituvesi 1 min
6 Kuivaus 45 °C 3 min
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5 SYSMEX SP-1000I™ - VETO- JA VARJAYSAUTOMAATTI

Sysmex SP-1000i™ on taysin automatisoitu sivelyvalmisteidenteko- ja var-
jaysautomaatti, joka valmistaa sivelyvalmisteen aina naytteen aspiroinnista
valmiiksi varjatyksi lasiksi asti (kuva 3). Automaatti voi tehda jopa 120 naytetta
tunnissa. Automaatti kykenee aspiroimaan naytteen suljetusta putkesta tai
avoimesta mikroputkesta. Vaikka se aspiroi naytetta vain 200 ul, automaatti
vaatii ettd naytettd on 0,8-5 ml 12 mm lapimitaltaan olevassa putkessa tai 1-7
ml 15 mm putkessa. Mikroputkessa naytetilavuuden tulee olla 300 pl, josta au-
tomaatti aspiroi naytettd 60 pl. Automaatti maarittaa naytteen hematokriitin pe-

rusteella pisaran koon, vetokulman seké vetonopeuden. Automaatissa on kah-

deksan eri hematokriittitason mukaan maaraytyvaa sivelyvalmisteen veto-
ohjelmaa (taulukko 2). (Maedel & Doig 2007, 177-178; Sysmex Corporation
2007; Sysmex Europe GMBH 2007.)

KUVA 3. SYSMEX SP-1000i™ —veto- ja varjaysautomaatti (Kuva: Maria Hem-
minki 2011)
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TAULUKKO 2. Sivelyvalmisteen veto-ohjelmat (Mukaillen Sysmex Europe
GMBH 2007)

Veto- Hematokriitti | Naytetilavuus | Vetokulma | Vetonopeus
ohjelma (%) (ul) (astetta) (mm/s)

1 <20 13 31 180

2 20-25 17 30 175

3 25-30 17 29 165

4 30-35 17 29 160

5 35-40 17 29 145

6 40-45 19 29 150

7 45-50 19 29 120

8 > 50 19 29 100

Ensin automaatti sekoittaa nayteputkea, jonka jalkeen se annostelee hyvin se-
koitetun naytteen naytepipetilla koko lasin leveydelle viivaksi liikuttamalla nay-
tepipettia edes takaisin oikealta vasemmalle lasin p&alla. Naytteen annostelun
aikana pipetti ei kosketa lasia, jotta solut eivat vaurioidu. Sivelyvalmisteen teos-
sa automaatti asettaa ensin vetolasin objektilasin paalle ja liikuttaa sita hitaasti
kohti pisaraa kunnes vetolasi koskettaa verta. Pisaran levittya koko vetolasin
leveydelle automaatti vetaa vetolasin objektilasin toista paata kohti, jolloin sive-
lyvalmiste muodostuu lasille. Jokaisen sivelyvalmisteen vedon jalkeen auto-
maatti puhdistaa vetolasin ultradgéanen avulla. Automaattiin sopivat 76mm x 26
mm tai 75 mm x 25 mm kokoiset objektilasit, joiden paksuus on 0,9-1,2 mm ja
reunat on leikattu ja pyoristetty. (Maedel & Doig 2007, 177-178; Sysmex Corpo-
ration 2007; Sysmex Europe GMBH 2007.) Lasin hiottuun pd&han automaatti
tulostaa naytteen tunnistetiedot, paivamaaran, potilaan nimen sekd henkil6tun-

nuksen.

Sivelyvalmisteen vedon jalkeen automaatti kuivaa lasin kaksivaiheisesti, jonka
jalkeen se kuljetetaan kasettiin, jossa lasi siirtyy varjaykseen. Varjayksesséa au-
tomaatti annostelee liuokset suoraan kasettiin. Automaatti tekee paasaantoises-
ti laseille May-Grinwald-Giemsa- varjayksen. Automaatilla on mahdollista tehda

myo6s Wright:n varjays. Mahdollista on myds suorittaa pelkastaan sivelyvalmis-
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teen varjays valmiiksi vedetylle lasille. Varjayksen jalkeen automaatti kuljettaa
kuivuneen lasin keraysalueelle, josta valmiit sivelyvalmisteet voidaan poimia.
(Maedel & Doig 2007, 177-178; Sysmex Corporation 2007; Sysmex Europe
GMBH 2007.)

Seingjoen keskussairaalan hematologian laboratoriossa Sysmex SP-1000i™ -
automaatilla kaytetd&dn Reagenan valmistamia May-Grunwald (May-Grinwald
staining solution) ja Giemsa (Giemsa staining solution) varjaysliuoksia. Varjays
on viisivaiheinen (taulukko 3). Ensimmaisessa vaiheessa lasit ovat kaksi mi-
nuuttia laimentamattomassa May-Grinwald-liuoksessa, jonka jalkeen lasit me-
nevat kolmeksi minuutiksi metanolilla suhteessa 1:10 laimennettuun May-
Grunwald-liuokseen. Kolmannessa vaiheessa on vuorossa fosfaattipuskuroidul-
lavedella suhteessa 1:25 laimennettu Giemsa-liuos, jossa lasit ovat kahdeksan
minuuttia. Taman jalkeen on vuorossa yhden minuutin kestava huuhtelu. Vii-
meisena vaiheena on 12 minuutin mittainen lasien kuivaus, jonka jalkeen lasit
ovat valmiit. (Tuomi 2011b.)

TAULUKKO 3. Sysmex SP-1000i™ -—veto- ja varjaysautomaatin MGG-
varjaysohjelma (Tuomi 2011b)

Varjaysvaihe | Reagenssi Aika
1 Laimentamaton May-Grinwald 2 minuuttia
2 Laimennettu 1:10 May-Griunwald 3 minuuttia
3 Laimennettu 1:25 Giemsa 8 minuuttia
4 Huuhtelu 1 minuutti
5 Kuivaus 12 minuuttia
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6 VERISOLUJEN RAKENNE JA VARJAYTYMINEN

Verisolut syntyvat luuytimessa hematopoieettisista kantasoluista. Monikykyiset
kantasolut pystyvat tuottamaan seka itsensa kaltaisia kantasoluja etté erilaistu-
miskyvyiltdan suppeampia jalkelaisia. Kaikki verisolut kehittyvat monikykyisista
kantasoluista linjavalintojen, solunjakautumisen ja kypsymisen seurauksena.
Hematopoieesi jaetaan neljaan paavaiheeseen: monikykyiset kantasolut, suun-
tautuneet kantasolut, jakautuvat/kypsyvat solut ja kypsat solut. (Siitonen & Kois-
tinen 2007, 17-18; Smith 2007, 67; Matinlauri & Vilpo 2010, 247.) Kypsymiselle
on tunnusomaista tuman pieneneminen, kromatiinirakenteen tiivistyminen, nuk-
leoli(e)n havidminen ja sytoplasman kypsyminen kullekin solutyypille ominai-
seen tapaan (Matinlauri & Vilpo 2010, 247; Vilpo 2010a, 17). Kaikilla luuytimen
solulinjoilla on tyypilliset morfologiset erityispiirteensa. Granulosyyttien tuma on
liuskoittunut ja sytoplasman spesifiset granulat kehittyvat solujen kypsyessa.
Trombosyytit eivat varsinaisesti ole soluja, vaan ne syntyvat hilseilemalla me-
gakaryosyyttien sytoplasmasta. Niilla ei ole mydskaan tumaa. (Matinlauri & Vil-
po 2010, 247-248.) Verisolujen maara sailyy terveelld ihmisella varsin vakiona
pienié fysiologisia vaihteluja lukuun ottamatta (Hanninen 2004a, 263).

6.1 Erytrosyytit

Ensimmainen morfologisesti tunnistettava erytropoieesin solu on proerytroblasti.
Proerytroblasti kypsyy seuraavien kehitysvaiheiden kautta kypsaksi erytrosyy-
tiksi noin seitsemassa vuorokaudessa: proerytroblasti, basofiilinen erytroblasti,
polykromaattinen erytroblasti, ortokromaattinen erytroblasti, retikulosyytti ja eryt-
rosyytti. (Hanninen 2004b, 265; Doig 2007, 78.) Kypsymisen aikana solun ja
tuman koko pienenee, sytoplasma hemoglobinisoituu, tuma tulee pyknoottiseksi
ja poistuu lopulta kokonaan solusta ortokromaattisessa vaiheessa. Retikulosyyt-
ti on normaalisti varhaisin erytropoieesin solu, joka vapautuu luuytimesta peri-
feeriseen vereen. Se kypsyy 1-2 vuorokaudessa kypséksi erytrosyytiksi (kuva 4,
sivu 24). (Hanninen 2004b, 265.)
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Suurin osa verisoluista on erytrosyytteja (3,9-5,7 x 1012/ |) (Perusverenkuva ja
trombosyytit 2010). Niitd on keskim&arin 1000-kertaa enemman kuin leukosyyt-
tejd ja 10-kertaa enemman kuin trombosyytteja. (Hanninen 2004a, 263; Vilpo
2010a, 18.) Erytrosyytit ovat muodoltaan pyoreitd kaksoiskoveria kiekkoja, joi-
den keskikohta on reunoja ohuempi. TAman vuoksi ne varjaytyvat reunoiltaan
tummemmiksi ja keskelta vaaleammiksi. (Bain 2008, 2.) Tata kutsutaan keski-
kalpeudeksi, jonka osuus normaalissa erytrosyytissa on alle 1/3 sen lapimitasta
(Doig 2007, 85; Ruutu ym. 2007, 748). Erytrosyytit ovat lapimitaltaan 6,0-8,5
um. Erytrosyytit saavat niille ominaisen punaisen véarin hemoglobiinista, joka on
niiden tarkein proteiini. Hemoglobiini on sellaisenaan punaista ja erottuu var-
jddmattomassakin sivelyvalmisteessa, mutta MGG-varjayksella saadaan erytro-
syyttien varin savyerot paremmin esille. (Bain 2008, 2-3.) Hapan eosiini varjaa
emaksisen hemoglobiinin punertavaksi (Bain 2006b, 80—-81). Erytrosyyttien teh-
tava on kuljettaa happea keuhkoista kudosten kaytt6én muualle elimistoon ja
kuljettaa hiilidioksidia kudoksista keuhkoihin (Hanninen 2004b, 266; Doig 2007,
86).

KUVA 4. Erytrosyytteja (Kuva: Maria Hemminki & Tiina Pelttari 2011)

6.2 Leukosyytit

Leukosyyttejd ovat granulosyytit, lymfosyytit ja monosyytit. Granulosyytit jae-
taan sytoplasman granulan perusteella neutrofiilisiin, eosinofiilisiin ja basofiilisiin

granulosyytteihin. (Hanninen 2004b, 266.) Leukosyyttien maara verenkierrossa
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on 3,4-8,2 x 10° / | (Perusverenkuva ja trombosyytit 2010). Leukosyytit ovat
varjaamattomassa sivelyvalmisteessa valkoisia (Vilpo 2010b, 22). Leukosyyttien
tuman nukleiinihapot ja nukleoproteiinit seka primitiivisen sytoplasman proteiinit
varjaytyvat emaksisilla metyleenisinella ja atsuuri B:lla MGG-vérjayksessa.
Myos granulosyyteille ominaiset granulat saadaan erottumaan MGG-
varjayksella. (Mahlaméaki 2004, 277.)

6.2.1 Granulosyytit

Granulopoieesin varhaisin morfologisesti tunnistettava solu on myeloblasti. Se
kypsyy seuraavien vaiheiden kautta kypséaksi granulosyytiksi noin seitsemassa
vuorokaudessa: myeloblasti, promyelosyytti, myelosyytti, metamyelosyytti, sau-
vatumainen granulosyytti ja liuskatumainen granulosyytti. (H&nninen 2004b,
266; Leclair 2007, 124-131.) Kypsymisen aikana sytoplasman basofiilinen var-
jaytyvyys vahenee, promyelosyyttivaiheessa sytoplasmaan muodostuu primaa-
rigranuloita ja myelosyyttivaiheessa spesifisia neutrofiilisia, eosinofiilisia tai ba-
sofiilisi& granuloita sekd tuma kypsyy, pienenee ja liuskoittuu. Normaalisti peri-
feeriseen vereen vapautuu vain sauva- ja liuskatumaisia granulosyytteja. (Han-
ninen 2004b, 266—-267.)

Myeloblasti on kooltaan noin 15-20 pm. Sen tuma on iso ja kromatiinirakenteel-
taan l6yhaa. Tumajyvasia voi olla ndhtavissa 1-2. Tuma varjaytyy punertavan-
violetiksi. Sytoplasmaa on niukasti ja se varjaytyy syvan basofiilisesti. Granulaa
ei juurikaan esiinny. (Leclair 2007, 127; Ruutu ym. 2007, 752.) Myeloblastin
sytoplasmassa voi nékya atsurofiilisesti varjaytyvid Auerin sauvoja, niita voi
esiintya esimerkiksi akuutissa myeloisessa leukemiassa (Bain 2006a, 102).
Promyelosyytti on suurin myeloisen sarjan soluista. Se on kooltaan yli 20 um.
Tuma on iso, eksentrisesti sijoittunut, pyorea tai soikea. Tuman kromatiinira-
kenne on l6yhaa ja varjaytyy violetiksi. Tumajyvasia on yleensé nahtavissa 1-2.
(Leclair 2007, 127; Ruutu ym. 2007, 751.) Sytoplasmaa on enemman kuin
myeloblastissa ja se varjaytyy basofiilisesti vaaleampana kuin myeloblastissa.
Sytoplasmaa ja tumaa verhoaa atsurofiilinen karkea primaarigranula. (Leclair
2007, 127.)
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Myelosyytti on viimeinen jakautuva solu myeloisessa solusarjassa. Se on kool-
taan noin 16—24 pm. Tuma on pyoreé tai soikea ja sijoittunut solun keskelle.
Myelosyytin tuman kromatiinirakenne on tiivista ja kokkareista ja se varjaytyy
tummanvioletiksi. Tumajyvasia ei ole endaa nahtavissa. Sytoplasman osuus on
suurempi kuin promyelosyytilla. Sytoplasma varjaytyy harmaanpunertavaksi ja
sitd peittavat granulosyyttisarjan spesifiset granulat. (Leclair 2007, 127; Ruutu
ym. 2007, 751.) Metamyelosyytti on kooltaan noin 12—18 pum. Tuma on munuai-
sen tai pavun muotoinen. Tuman kromatiinirakenne on tiivimpaa kuin metamy-
elosyytilla. Sytoplasma varjaytyy vaaleansinipunaiseksi ja sita peittavat granulo-

syyttisarjan spesifiset granulat. (Leclair 2007, 128; Ruutu ym. 2007, 751.)

Suurin osa kaikista leukosyyteistd (40-81 %) on neutrofiileja (kuva 5) (Leu-
kosyytit, erittelylaskenta 2010). Neutrofiilit ovat lapimitaltaan noin 12-15 pm.
Niiden tuma muodostuu tihedstd kromatiinirakenteesta ja se varjaytyy tumman
basofiilisesti. Liuskatumaisen neutrofiilin tuma on liuskoittunut 2-5 lohkoon.
Sauvatumaisen neutrofiilin tuma koostuu yhdesta lohkosta. (Bain 2006a, 90;
Leclair 2007, 128-129.) Neutrofillien granulat varjaytyvat MGG-varjayksella
vaaleanpunertaviksi. Neutrofiilien tarkein tehtava on toimia elimiston ensimmai-
senéa suojamekanismina akuutteja infektioita vastaan fagosytoimalla mikrobeja.
(Hanninen 2004b, 266—267; Vilpo 2010b, 22.)

KUVA 5. Neutrofiili (Kuva: Maria Hemminki & Tiina Pelttari 2011)

Kaikista perifeerisen veren leukosyyteista eosinofiileja on vain noin 1-6 prosent-

tia (kuva 6, sivu 27) (Leukosyytit, erittelylaskenta 2010). Eosinofiilit ovat hieman



27

isompia kuin neutrofiilit, noin 12—17 um. Niissa on tavallisesti vain kaksi tuma-
lohkoa. Eosinofiilien eméaksisia yhdisteita sisaltavat granulat varjaytyvat happa-
malla eosiinilla voimakkaan oranssin varisiksi. (Bain 2006a, 109; Leclair 2007,
130.) Eosinofiilit ovat fagosytoivia soluja. Niilla on keskeinen merkitys allergisten
reaktioiden saatelyssa ja parasiittien torjunnassa. (Hanninen 2004b, 267; Vilpo
2010b, 22.)

KUVA 6. Eosinofiili (Kuva: Maria Hemminki & Tiina Pelttari 2011)

Basofiilien osuus kaikista leukosyyteista on alle prosentti (kuva 7, sivu 28) (Leu-
kosyytit, erittelylaskenta 2010). Basofiilit ovat kooltaan noin 10-14 pm. Niiden
tuma on apilanlehtiméinen ja se on yleensa peittynyt tumman granulan alle. Ba-
sofilien happamat granulat varjaytyvat emaksisella metyleenisinella tumman
violeteiksi. (Bain 2006a, 112; Leclair 2007, 130-131.) Myo6s basofiilit ovat fago-
sytoivia soluja. Ne toimivat allergisten reaktioiden valittajind, mutta niiden merki-

tys ihmisen puolustusjarjestelméassa on viela epaselva. (Vilpo 2010b, 22.)
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KUVA 7. Basofiili (Kuva: Maria Hemminki & Tiina Pelttari 2011)

6.2.2 Lymfosyytit

Lymfopoieesin varhaisin morfologialtaan tunnistettava solu on lymfoblasti. Lym-
foblasti kypsyy prolymfosyytti (pro-T ja pro-B) vaiheen kautta kypsaksi lymfosyy-
tiksi. Luuytimessa monikykyisesta kantasolusta kehittyy lymfaattisia kantasoluja,
joista osa kypsyy luuytimessa B-lymfosyyteiksi ja osa kateenkorvassa T-
lymfosyyteiksi. (Hanninen 2004b, 267; Leclair 2007, 133-135.)

Lymfoblasti on kooltaan noin 14-20 um. Tuma on suuri ja kromatiini on hienoja-
koista. Se varjaytyy tasaisesti purppuransiniseksi. Sytoplasmaa on niukasti ja
se varjaytyy basofiilisesti, solun reunalta tummemmaksi ja lahelta tumaa vaa-
leammaksi. Granulaa ei esiinny. Lymfoblastissa voi olla 1-2 tumajyvasta. Pro-
lymfosyytti on kooltaan noin 15-25 um. Tuma on pydrea ja kromatiinirakenne
on tiivistynyttd. Prolymfosyytille on ominaista selvasti nakyva tumajyvanen. Sy-
toplasma varjaytyy basofiilisesti, eik& granulaa esiinny. (Leclair 2007, 134-135;
Ruutu ym. 2007, 752.) Kroonisen lymfaattisen leukemian muuttuessa aggressii-

visemmaksi prolymfosyytteja ilmaantuu perifeeriseen vereen.

Perifeerisen veren leukosyyteistd 20-45 prosenttia on lymfosyytteja (kuva 8,
sivu 29), joista noin 85 prosenttia on T-soluja ja luonnollisia tappajasoluja el
NK-soluja (natural killer). Loput 15 prosenttia lymfosyyteistéd on B-soluja. (Leu-
kosyytit, erittelylaskenta 2010; Vilpo 2010b, 24-25.) May-Grunwal-Giemsa -
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varjatysta sivelyvalmisteesta B- ja T-soluja ei pysty erottamaan toisistaan (Vilpo
2010b, 24). Lymfosyytit ovat kooltaan 10-16 pm. Suurin osa perifeerisen veren
lymfosyyteistd on pienid lymfosyyttejd (10—-12 pum). Niissa on tiivis tumman ba-
sofiilisesti varjaytynyt tuma ja niukasti syvan sinistd sytoplasmaa. Noin 10 pro-
senttia lymfosyyteistd on suurempia, runsas sytoplasmaisia ja tuman kroma-
tiinirakenteeltaan 16yhempia, isoja lymfosyytteja (12-16 um). Ne ovat usein epé-
saanndllisen muotoisia. Sytoplasma varjaytyy MGG-varjayksella heikon basofii-
lisesti vaalean siniseksi. Isoissa lymfosyyteissa voi olla my6s atsurofiilisesti var-
jaytynytta granulaa, jolloin solua kutsutaan LGL-soluksi (large granular lympho-
cytes). Lymfosyyteissa voi esiintya reaktiivisuutta tai atypiaa. (Bain 2006a, 113.)
B-lymfosyyttien tarkein tehtdvéa on vasta-aineidentuotanto ja sen saately. T-solut
vastaavat soluunsidotusta immuniteetista. (Leclair 2007, 135-137; Vilpo 2010b,
25.

*®

KUVA 8. Iso lymfosyytti (Kuva: Maria Hemminki & Tiina Pelttari 2011)

6.2.3 Monosyytit

Monoblasti on monopoieesin varhaisin morfologisesti tunnistettava solu. Se
kypsyy promonosyyttivaiheen kautta kypsaksi monosyytiksi (Hanninen 2004b,
267; Leclair 2007, 131-133.) Monoblasti on kooltaan noin 14—-20 pum. Tuma on
suuri ja kromatiinirakenne on |0yh&4&. Monoblastissa tumajyvéasia voi olla 1-5
kappaletta. Sytoplasma varjaytyy basofiilisesti ja se on granulaton. Monoblas-

tissa voi nakya myos vakuoleja. Promonosyytti on kooltaan 18—30 um. Tuman
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kromatiinirakenne on blastimaisen l6yhaa ja tumajyvasia on erotettavissa. Syto-
plasmaa on runsaasti ja se on tummempaa kuin kypsassa monosyytissa. Syto-
plasmassa voi esiintya granulaa. (Leclair 2007, 131-132; Ruutu ym. 2007, 752.)

Perifeerisen veren leukosyyteistda monosyytteja on 1-11 prosenttia (kuva 9)
(Leukosyytit, erittelylaskenta 2010). Monosyytti on perifeerisen veren suurin
solu, lapimitaltaan noin 12—20 pum. Monosyytti on muodoltaan epasaanndllinen.
Sen tuma voi olla hevosenkenkdmaéainen, munuaisen tai pavun muotoinen tai
tuma voi olla jopa liuoskoittunut. Sytoplasma varjaytyy MGG-varjayksessa sini-
harmaaksi ja se sisaltda hienojakoista atsurofiilistd granulaa. Sytoplasma voi
olla vakuolisoitunut. (Bain 2006a, 119; Leclair 2007, 132.) Monosyytit ovat eli-
miston tarkeimpia fagosytoivia soluja ja niilla on tarkea rooli elimistén immuuni-
puolustuksessa. Verenkierrossa monosyytit kiertavat vain noin 1,5 vuorokautta
ja kulkeutuvat sitten kudoksiin makrofageiksi tai dendriittisoluiksi. (H&nninen
2004b, 267.)

KUVA 9. Monosyytti (Kuva: Maria Hemminki & Tiina Pelttari 2011)

6.3 Trombosyytit

Trombosyytteja on 50-kertainen maara (150-360 x 10° / I) veren leukosyytteihin
verrattuna (kuva 10, sivu 31) (Vilpo 2010a, 18; Perusverenkuva ja trombosyytit

2010). Varhaisin trombopoieesin morfologisesti tunnistettava solu on megaka-
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ryoblasti, joka kypsyy noin viidessa vuorokaudessa promegakaryosyytti vaiheen
kautta kypsaksi megakaryosyytiksi. Trombosyytit muodostuvat kuroutumalla
megakaryosyyttien sytoplasmasta. (Hanninen 2004b, 268; Fritsma 2007, 141—
145.) Ne ovat noin 1-3 pm:n lapimittaisia tumattomia levyja. (Hanninen 2004b,
268). Terveelld ihmisella perifeerisessa veressa on nahtavissad vain kypsia
trombosyytteja, ei megakaryosyytteja tai niiden varhaismuotoja. Sivelyvalmis-
teissa, jotka on varjatty MGG-varjaykselld, trombosyyttien keskella oleva granu-
la (granulomeeri) varjaytyy atsurofiilisesti ja granulomeerin ja solukalvon valiin
jaava alue (hyalomeeri) varjaytyy heikon basofiilisesti. (Bain 2006a, 125.)
Trombosyyteilla on tarkea tehtava verenvuodon tyrehdyttamisessa primaarissa
hemostaasissa (Vilpo 2010b, 24).

KUVA 10. Trombosyytteja (Kuva: Maria Hemminki & Tiina Pelttari 2011)
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7 SIVELYVALMISTEEN TARKASTELU

Sivelyvalmisteen tarkastelu tulee aloittaa identifiointitietojen tarkistamisella. Po-
tilaan sukupuoli, ikd ja etninen tausta on myds hyva huomioida (Bain 2006a,
61). Esimerkiksi hemoglobiiniarvot ovat naisilla matalammat kuin miehilla. 1k&
vaikuttaa seka leukosyyttien maaraan etta erittelyjakaumaan. Etninen tausta voi
vaikuttaa leukosyyttien maaraan, esimerkiksi valkoihoisilla leukosyyttiarvot ovat
korkeammat kuin mustaihoisilla. (Savolainen 2007, 93,95.) Mikali kaytbssa on
verenkuva-analysaattorin tuloste, on sité ensin syyta tarkastella. Tulosteesta
selvidd yleensa esimerkiksi se, miksi ndyte on mennyt mikroskooppiseen tar-

kasteluun.

7.1 Makroskooppinen tarkastelu

Sivelyvalmisteen tarkastelu aloitetaan makroskooppisesti. Makroskooppisesti
tarkastellaan sivelyn ja varjayksen laatua: sivelyn pituutta, muotoa ja paksuutta
seka varin tasaisuutta ja poikkeavien varikasojen esiintymista. Poikkeavat véri-
kasaumat voivat aiheutua muun muassa trombosyyttien aggregaatiosta, pu-
nasoluagglutinaatiosta, raharullamuodostumista tai pahanlaatuisista solu-
kasaumista, jotka ovat todettavissa mikroskooppisessa tarkastelussa. Poikkea-
vaa varjaytymista aiheuttaa muun muassa vieraiden aineiden lasnéolo, kuten
hepariini, joka nakyy vaaleanpunaisena savyna tai suonensisaiset huumausai-
neet seka paraproteiinin aiheuttama sivelyn tummansininen varjaytyvyys. (Bain
20064, 61; Bain 2006b, 80.)

7.2 Mikroskooppinen tarkastelu

Hyvanlaatuinen mikroskooppi on onnistuneen mikroskooppisen tarkastelun tar-
keimpia edellytyksi& (Siitonen & Jansson, 2007, 100). Mikroskopointi tulee suo-
rittaa optimaalista valaistusta kayttden. Sivelyvalmisteen tarkastelu aloitetaan

pienella 10- tai 25-kertaisesti suurentavalla kuivaobjektiivilla. Pienella objektiivil-
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la tapahtuu niin sanottu esitarkastus, jossa tarkastellaan sivelyvalmisteesta sen
laatua arvioimalla sivelyn ja varjaytyvyyden onnistumista seka arvioidaan alus-
tavasti solujen ryhmitysta, jakautumista, maaraa ja varjaytyvyytta. Liséksi etsi-
taan sivelyvalmisteesta hyva alue leukosyyttien erittelylaskentaan ja solumorfo-
logian arviointiin. Epaonnistuneesta sivelyvalmisteesta ei kannata antaa vasta-
usta. (Bain 2006a, 61; Bain 2006b, 80; Maedel & Doig 2007, 183; Siitonen &
Jansson 2007, 101-102.) Sivelyvalmiste tulee tutkia kauttaaltaan, silla solut
eivat jakaudu tasaisesti objektilasille. Pienten objektiivien kaytté on tarkeaa,
jotta huomataan harvakseltaan esiintyvat epanormaalit solut. Myds reunat ja
hantdosa tulee katsoa lapi, koska suuret epanormaalit solut ja solukasat ke-
raantyvat naille alueille. (Bain 2006a, 61.)

Pienella objektiivilla tapahtuvan yleistarkastelun jalkeen siirrytddn kayttamaan
50-kertaisesti suurentavaa oljyimmersio-objektiivia. Tama sopii erityisesti sive-
lyvalmisteille, joita ei ole paallystetty peitinlasilla. (Bain 2006a, 62.) Paallysta-
mattdmia objektilaseja voidaan tarkastella myds 40-kertaisesti suurentavalla
kuivaobijektiivilla laittamalla tippa immersiodljya objektilasille ja peitinlasi paalle
(Mattila-Oksanen 2011). Vaihtoehtoisesti peitinlasilla paallystettyja sivelyvalmis-
teita voidaan tarkastella 40-kertaisesti suurentavalla kuivaobjektiivilla (Bain
2006a, 62). Erytrosyyttien ja trombosyyttien ryhmityksen ja morfologian tarkas-
telu seka leukosyyttien erittelylaskenta ja solumorfologian arviointi suoritetaan
500-kertaisella suurennoksella (Siitonen & Jansson 2007, 102). Pienia yksityis-
kohtia, kuten punasoluinkluusioita ja leukosyyttien granulaatiota tarkastellessa
voi olla syyta kayttdd 100-kertaisesti suurentavaa 6ljyimmersio-objektiivia (Bain
2006a, 62). Erittelylaskennan ja solumorfologian arvioinnin jalkeen suoritetaan
vield jalkitarkastus joko 10- tai 50-kertaisesti suurentavalla objektiivilla. Jalkitar-
kastuksessa etsitaén sellaisia harvakseltaan esiintyvia 10ydoksi&, jotka voivat
yhdessa muiden verenkuvaldyddsten tai Kliinisten tietojen perusteella tukea
diagnoosia. (Siitonen & Jansson 2007, 102.) Soluja tunnistettaessa kiinnitetaan
huomiota solun kokoon, tuman kokoon ja rakenteeseen, sytoplasman varjayty-
vyyteen, maaraan ja granulaarisuuteen seka tuma-sytoplasma suhteeseen.
(Mahlamé&ki 2004, 278-279).
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Sivelyvalmisteen mikroskooppinen tarkastelu paljastaa my6s verenkuva-
analysaattorin tuloksiin vaikuttavat virhetekijat, esimerkiksi trombosyyttien ag-
gregaatio voi aiheuttaa liian matalia trombosyyttiarvoja tai kylmé&agglutinaatio
voi aiheuttaa tuloksiin virheellisesti makrosytoosiin sopivia arvoja. (Bain 2006a,
63; Bain 2006b, 80.)

7.2.1 Erytrosyyttien mikroskooppinen tarkastelu

Erytrosyyttien mikroskooppinen tarkastelu antaa paasaantoisesti tietoa anemi-
oista. Sivelyvalmisteesta tarkastellaan erytrosyyttien kohdalta niiden méaaraa,
kokoa, muotoa, hemoglobiinipitoisuutta, solun sisaisia kappaleita ja ryhmittymis-
ta. (Maedel & Doig 2007, 185; Bain 2008, 29.) Tarkastelu tapahtuu sivelyvalmis-
teen hantdosasta alueelta, jossa erytrosyytit ovat yhdessd kerroksessa vieri
vieressd (kuva 11) (Maedel & Doig, 183). Punasolumorfologian arviointi on
huonosti toistettavissa ilman verenkuva-analysaattorin antamaa tulostetta (Sii-
tonen & Jansson 2007, 103).

KUVA 11. Erytrosyyttien tarkastelualue (Kuva: Maria Hemminki 2011)

Erytrosyytteja tarkasteltaessa usein kiinnitetd&dn ensimmaiseksi huomiota niiden
ryhmittymiseen. Poikkeavana l6ydoksena voi olla raharullamuodostusta, joka

johtuu plasman kohonneesta proteiinipitoisuudesta tai agglutinaatioryhmitysta,
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joka johtuu punasoluvasta-aineista. (Pelliniemi 1998, 1179; Mahlamaki 2004,
277; Bain 20064, 89.)

Anisosytoosi kuvaa erytrosyyttien koon vaihtelua. Normaalikokoisia erytrosyyt-
teja kutsutaan normosyyteiksi. Erytrosyyttien ollessa normaalia pienempia, alle
7 um, kutsutaan niitd mikrosyyteiksi ja niiden ollessa normaalia suurempia, yli
8,5 um, kutsutaan niitd makrosyyteiksi. (Bain 2006a, 66—68.) Anisosytoosin se-
k& mikro- ja makrosytoosin voimakkuutta voidaan arvioida seuraavasti: + (va-
han), ++ (kohtalaisesti) tai +++ (runsaasti) (Maedel & Doig 2007, 185; Bain
2008, 32). Arvioinnissa voidaan kayttdd myos vastaavia numeroita (1-3). Ve-
renkuva-analysaattorin tulosteessa erytrosyyttien kokojaukaumaprosentti, E-
RDV (red cell distribution width), kuvaa anisosytoosin méaaraa ja erytrosyyttien
keskitilavuus, E-MCV (mean cell volume), kuvaa erytrosyyttien kokoa (Bain
2006a, 66—68).

Erytrosyytteja, joiden keskikalpeus on yli kolmasosan solun lapimitasta, kutsu-
taan hypokromisiksi. Erytrosyytteja, joissa keskikalpeutta ei erotu lainkaan, sa-
notaan hyperkromisiksi. Esimerkkina hyperkromisista soluista ovat sferosyytit,
jotka varjaytyvat hyperkromisesti pallomaisen muotonsa vuoksi. Dimorfisessa
solukuvassa esiintyy kahta erilaista punasolupopulaatiota. Esimerkiksi verensiir-
ron jalkeen voi esiintyd seka normokromisia sekd hypokromisia erytrosyytteja.
(Bain 2006, 68—71; Bain 2008, 39-42.) Dimorfia vastataan useissa laboratori-
oissa anisokromasiana, joka ymmarretddn hemoglobiinista riippuvaisena varjay-
tyvyyden vaihteluna. Dimorfia kertoo normo- ja hypokromisten erytrosyyttien

suhteesta.

Retikulosyytit varjaytyvat MGG-varjayksella sinisempina kuin kypsat erytrosyytit,
koska ne siséltavat viela hieman sille sinertdvan varin antavaa RNA:ta. Retiku-
losyytit ovat myds kooltaan hieman isompia kuin kypsat erytrosyytit. Retikulo-
syyttien esiintymistéa sivelyvalmisteessa kutsutaan polykromasiaksi. (Bain 2006,
68—71; Bain 2008, 39-42.) Epatavallista erytrosyyttien muodon vaihtelua kutsu-
taan poikilosytoosiksi (Bain 2008, 32-35). Anisokromasian ja poikilosytoosiin

maarad voidaan arvioida samoin kuin anisosytoosin voimakkuutta. Erytrosyyt-
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tien muotoa ja varjaytyvyytta voidaan kuvata useilla eri termeilla, joita on esitetty

taulukossa 4.

TAULUKKO 4. Erytrosyyttien muoto ja varjaytyvyys (Mukaillen Bain 2006a, 71—
86; Ruutu ym. 2007, 748-745)

solufragmentti

Solu Kuvaus

Ovalosyytti Ovaalin muotoinen

Kynasolu Ovalosyytin aarimuoto, pitké ja kapea

Akantosyytti Pallomainen ja mikrosytaarinen, 5-10 piikki-
maista uloketta

Burr-solu Piparkakkumainen, tasakokoisia ulokkeita

Pisarasolu Pisaran muotoinen

Skistosyytti/Puna- | Punasolufragmentteja, epasaannollisen muo-

toisia kappaleita

Sirppisolu Puolikuun muotoinen, teravakarkinen
Targetsolu Maalitaulun nakoéinen, laaja keskivaalennus,
jonka keskella hemoglobinisoitunut alue
Sferosyytti Pieni ja pallomainen, hyperkrominen, hyvin
vahéinen tai puuttuva keskivaalennus
Stomatosyytti Toispuoleisesti kovera solu, keskivaalennus

rakomainen

Polykromasia

Retikulosyyttien esiintyminen

N\

Muoto

Varjaytyvyys

Erytrosyytit voivat sisaltdd inkluusioita eli solun siséisia kappaleita, kuten Ho-

well-Jollyn ja Pappenheimerin kappaleita, basofiilista pilkutusta tai malariaplas-

moideja. Tyypillisesti pernan poiston jalkeen esiintyvat Howell-Jollyn kappaleet

ovat tuman jaanteitad ja Pappenheimerin kappaleet rautaa sisaltavia granuloita.

Basofiilista pilkutusta voi esiintyd nuorissa erytrosyyteissa, pilkut ovat RNA:ta

sisaltavia jyvasia, jotka tayttavat tasaisesti erytrosyytin. Basofiilistd pilkutusta

esiintyy muun muassa erytrosyyttituotannon hairitiloissa. (Mahlaméki 2004,

278; Bain 2008, 42.) Mikali sivelyvalmisteesta loytyy erytroblasteja, ilmoitetaan

niiden maara yleensa 100 leukosyyttia kohden (Mahlamaki 2004, 281).
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7.2.2 Leukosyyttien erittelylaskenta ja morfologinen arviointi

Leukosyyttien erittelylaskennassa kaytetaan 50-kertaisesti suurentavaa 06ljyim-
mersio-objektiivia (Mahlaméki 2004, 279; Siitonen & Jansson 2007, 101). Erit-
telylaskenta suoritetaan alueelta, jossa leukosyytit ovat hyvin sailyneita. Paksul-
la alueella solumorfologia on usein huonoa valmisteen hitaan kuivumisen vuoksi
ja ohuessa paassa esiintyy nopeasta kuivumisesta johtuvaa artefaktaa. (Siito-
nen & Jansson 2007, 102.) Erittelylaskentaan sopivalla alueella osa erytrosyy-
teista voi olla hieman paallekkain kahden tai kolmen erytrosyytin kasoissa, mut-
ta suurin osa erytrosyyteistéa on yhdessa kerroksessa vieri vieressa (kuva 12).
Suuret solut, kuten monosyytit ja neutrofiilit, esiintyvat yliedustettuina sivelyval-
misteen hantdpaassa ja lymfosyytit paksummassa paassa. (Maedel & Doig
2007, 183; Mahlamé&ki 2004, 280; Houwen 2000,7.) Solujen epétasaisen jakau-
tumisen vuoksi nakokenttda olisi hyva siirtaa objektilasin pitkdn sivun suuntai-
sesti paasta hantaan, pysyen optimaalisella tarkastelualueella. Yleensa laske-
taan 100 tai 200 perakkaista leukosyyttia, mitd enemman sité pienempi variaa-
tio. (Mahlamé&ki 2004, 279-280; Siitonen & Jansson 2007, 101-102.)

KUVA 12. Leukosyyttien tarkastelualue (Kuva: Maria Hemminki 2011)

Leukosyyttien erittelylaskennassa solut eritellddan sauva- tai liuskatumaisiin
neutrofiileihin, eosinofiileihin, basofiileihin, monosyytteihin ja lymfosyytteihin.

Poikkeavat solutyypit ilmoitetaan osana erittelylaskentaa (varhaismuodot) tai
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sanallisena kommenttina (morfologiset poikkeavuudet) tuloksen yhteydessa.
Leukosyyttien erittelylaskennan tulokset ilmoitetaan yleensa prosentteina. (Mah-
lamaki 2004, 280-281.)

Leukosyyttien erittelylaskennan lisdksi soluista tarkastellaan niiden morfologiaa.
Neutrofiileista tarkastellaan tuman liuskoittumista ja sytoplasman granulaatiota.
Neutrofiilien tuma on yliliuskoittunut eli hypersegmentoitunut, kun liuskoja on
kuusi tai enemman. Yliliuskoittunut neutrofiili voi olla my6s poikkeuksellisen iso
(25-30 um). Tuma on aliliuskoittunut eli hyposegmentoitunut, kun se koostuu
yhdesta tai kahdesta pydristyneesta lohkosta. Niiden kromatiini on erittain tiivis-
tynyttd ja tumalohkot ovat liittyneet toisiinsa ohuella kromatiinisaikeellda. Hy-
posegmentaatioita esiintyy muun muassa Pelger-Huétin anomaliassa, jossa
tuma on kaksilohkoinen ja muistuttaa silméalaseja. (Ruutu ym. 2007, 751; Bain
2008, 49.) Hypergranulaatiota esiintyy usein infektioiden yhteydesséa. Talldin
granulan maara lisdantyy ja se on karkeampaa ja varjaytyy voimakkaan tum-
maksi. Hypergranulaatiota kutsutaan myo6s toksiseksi granulaksi ja karkeaksi
granulaksi. Hypogranulaatioita eli granuloiden vahentymista esiintyy erilaisissa
kypsymishairidissa. (Bain 2006a, 98—100.) Eosinofiilien ja basofiilien morfologi-
assa esiintyy harvemmin merkittavia poikkeamia (Mahlamaki 2004, 280).

Lymfosyyttien morfologia on terveellakin ihmisella hyvin vaihteleva, on isoja
lymfosyytteja, suuria granulaarisia lymfosyytteja eli LGL-soluja (large granular
lymphocyte), pienia lymfosyytteja ja pieni maara reaktiivisia muotoja (Mahlama-
ki 2004, 280). Sytoplasman varjaytyminen reunoilta tummemmaksi kertoo lym-
fosyyttien reaktiivisuudesta tai atypiasta (Pelliniemi 1998, 1181). Reaktiivisuus
lisdantyy erityisesti virusinfektioissa. Reaktiivisessa lymfosyytissa sytoplasman
osuus lisaantyy ja siina voi esiintya vakuoleja tai granuloita. Sytoplasma voi var-
jaytyd myos kokonaan voimakkaan siniseksi. Reaktiivisen lymfosyytin koko
kasvaa normaaliin lymfosyyttiin verrattuna ja solun koko voi olla jopa 25-30 pm.
(Ruutu ym. 2007, 752.) Atyyppisia lymfosyytteja esiintyy esimerkiksi leukemi-
oissa ja lymfoomissa. Karvasoluleukemiassa soluissa on runsaasti vaaleaa sy-
toplasmaa, solun reuna on repaleinen ja joissakin soluissa voidaan erottaa kar-
vamaisia sytoplasman ulokkeita. (Pelliniemi 1998, 1181; Ruutu ym. 2007, 752.)
Mycosis fungoides on ihoon paikallistuva T-solulymfooma. Taudin leukemisoli-
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tunutta muotoa kutsutaan Sézaryn oireyhtymaksi, jossa esiintyy epasaannolli-
sen tumarakenteen omaavia Sézaryn soluja. Sézaryn solut voivat olla normaa-
lin lymfosyytin kokoisia tai 2-3 kertaa suurempia. Ne ovat niukka sytoplasmai-
sia, tuma on hypersegmentoitunut, useaan kertaan laskostunut ja aivomainen.
(Bain 2006a, 451-452.) Kroonisessa lymfaattisessa leukemiassa sivelyvalmis-
teessa esiintyy usein sivelyvalmisteen teon yhteydessé hajonneita isoja lym-
fosyytteja, joista on vain tuma jaljella. Naita soluja kutsutaan Gumbrechtin var-
josoluiksi. (Howard & Hamilton 2008, 46.)

7.2.3 Trombosyyttien mikroskooppinen tarkastelu

Mikroskooppisessa tarkastelussa arvioidaan trombosyyttien kohdalla niiden
maaraa, ryhmittymista ja morfologiaa. Tarkastelu tapahtuu alueelta, josta suori-
tetaan myos erytrosyyttien tarkastelu (kuvio 11, sivu 34). Normaalisti trom-
bosyytit esiintyvét yksittain, mutta voivat joskus muodostaa trombosyyttiaggre-
gaatteja tai ryhmittyd neutrofiilien pinnalle (trombosyyttien satellismi). Trombo-
syyttien morfologiset poikkeavuudet ovat harvinaisia. Tavanomaista kookkaam-
pia trombosyyttimuotoja voi esiintyd muun muassa tiloissa, joissa trombosyyt-
tien tuotanto on vilkastunut tai myelodysplastisissa oireyhtymissa. (Pellinieni
1998, 1184; Bain 2006a, 125-126.)
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8 MILLOIN ON AIHEELLISTA TEHDA SIVELYVALMISTE?

Seindjoen keskussairaalan hematologian laboratoriossa on kaytdossa kaksi
Sysmex XE-5000™ —verenkuva-analysaattoria. Leukosyyttien erittelylaskenta
tehdaan normaalisti verenkuva-analysaattorilla, mutta verenkuva-analysaattorin
halyttaessa annettujen rajojen rikkoutuessa, menee nayte mahdollisesti mikro-

skooppiseen tarkasteluun.

Leukosyyttien maaran ollessa 0,5-2,0 x 10° / | nayte menee mikroskooppiseen
tarkasteluun. Sysmex XE-5000™:n antaessa WBC abn scattergram -
halytyksen (epanormaali hajontakuvio leukosyyteissa) menee nayte mikro-
skooppiseen tarkasteluun, jos solupopulaatiot eivat erotu kuvaajalla toisistaan
tai jokin diffiparametri puuttuu. Sysmex XE-5000™:n halyttdessé solujen epé-
kypsyyttd Immature Gran? (naytteessad on mahdollisesti epakypsia granulosyyt-
teja) tai Blasts? (naytteessa on mahdollisesti blasteja) nayte menee aina mikro-

skooppiseen tarkasteluun. (Validointisd&dnnot S1S-ohjelmassa 2011, 4-5.)

Monocytosis (monosyyttien absoluuttinen maard > 2 x 10° / ) tai Basophilia
(basofiilien osuus > 5 %) —halytyksen ilmetessa nayte menee mikroskooppiseen
tarkasteluun. Sysmex XE-5000™:n antaessa Abn lymbhocytes/L-blast? (nayt-
teessa on mahdollisesti epatyypillisia lymfosyytteja tai lymfoblasteja) tai Atypical
lymphocytes? (ndytteessa on mahdollisesti epatyypillisia lymfosyytteja) —
halytyksen, menee nayte mikroskooppiseen tarkasteluun. NRBC? (naytteessa
on mahdollisesti erytroblasteja) —halytyksen ilmetessd nayte menee mikro-

skooppiseen tarkasteluun. (Validointisaannét SIS-ohjelmassa 2011, 4-5.)

Yleiskriteerina naytteen mikroskooppiselle tarkastelulle pidetddn monissa he-
matologian laboratorioissa poikkeavaa tulosta kahdessa eri parametrissa.
Trombosyytteihin liittyvien halytysten kohdalla riittda yleensa néaytteen katsomi-
nen mikroskoopissa natiivisti. Erytrosyytteihin liittyvat halytykset eivat yleensa
johda naytteen mikroskooppiseen tarkasteluun. Naytteestd voidaan pyytaa
my6s solujen morfologinen tarkastelu (B-Morfo), jolloin naytteesté tehdaan sive-

lyvalmiste, jonka mikroskooppisen tarkastelun suorittaa yleensa erikoislaakari.
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9 AIKAISEMMAT TUTKIMUKSET

Manuaalisen ja automaattisen sivelyvalmisteen teon menetelmavertailuja ei ole
julkaistu Suomessa. Ulkomaisia julkaisuja 16ytyi muutamia. Gemen, de Wit, van
Gerve ja de Jongh-Leuvenink (2009, 719-723) ovat julkaisseet Alankomaissa
tehdyn tutkimuksen luuydinvalmisteiden varjaamisestad Sysmex SP-1000i™ —
automaatilla. Sysmexin SP-100™ -veto- ja varjaysautomaatilla on tehty vuonna
2000 kaksi manuaali- ja automaattitekniikkaa vertailevaa tutkimusta. Pawlick ja
Relopez (2000, 26—-29) ovat julkaisseet Californiassa Yhdysvalloissa tehdyn
tutkimuksen ja Bron, Jellema, Noordervliet, Reymer, Baelde, Paauwe, den Ot-
tonlander ja Kluuin-Nelemans (2000, 71-76) Alankomaissa tehdyn tutkimuksen.
Sysmex SP-100™ eroaa Sysmex SP-1000i™:sta siten, ettd se on pelkka veto-
automaatti ja siina on viisi hematokriittiin perustuvaa veto-ohjelmaa kun SP-
1000i™ on seka veto- ja varjaysautomaatti ja siina on kahdeksan hematokriittiin
perustuvaa veto-ohjelmaa. Vuonna 2008 Simson, Gascon-Lema ja Brown ovat
tehneet samantyylisen tutkimuksen kayttden Beckman Coulter LH755 —veto- ja

varjaysautomaattia (Simson, Gascon-Lema & Brown 2010, 64-76).

Gemenin ym. (2009, 719-723) tekemassa tutkimuksessa vertailtiin manuaali- ja
Sysmex SP-1000i™ —automaatin varjayksia. Tutkimuksen tarkoituksena oli op-
timoida Sysmex SP-1000i™ —automaatin varjaysohjelma luuydinnaytteille. Paw-
lickin ja Relopezin (2000, 26-29) tutkimuksessa kroonista myeloista leukemiaa
sairastavan potilaan naytteesta vedettiin sivelyvalmisteet Sysmex SP-100™ —
automaatilla ja varjattin manuaalisesti. Pawlickin ja Relopezin mukaan auto-
maatilla vedetyt sivelyvalmisteet osoittautuivat laadukkaimmiksi ja toistettavuus
sivelyvalmisteiden valilla oli parempaa kuin manuaalisesti vedetyissa sivelyval-
misteissa. Bronin ym. (2000, 71-76) tekemassa tutkimuksessa tutkittiin nimen-
omaan sivelyn laatua. Sysmex SP-100™ —automaatilla tehdyt lasit olivat osoit-
tautuneet huonommiksi kuin manuaalisesti tehdyt, joten Sysmex SP-100™ —
automaatin veto-ohjelma optimoitiin tutkimuksessa. Tutkimuksessa selvisi
myds, ettd Sysmex SP-100™ —automaatilla tehdyissé sivelyvalmisteissa var-
josolujen maara oli suurempi, jopa kolminkertainen, verrattuna manuaalisesti

tehtyihin sivelyvalmisteisiin erityisesti kroonisessa lymfaattisessa leukemiassa.
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Simsonin ym. (2010, 64-76) tekemassa tutkimuksessa vertailtin manuaalisesti
ja Beckman Coulter LH755 —veto- ja varjaysautomaatilla tehtyja sivelyvalmistei-
ta. Tutkimus oli julkaistuista tutkimuksista kattavin sivelyvalmisteen teon manu-
aali- ja automaattitekniikkaa vertaileva tutkimus. Naytteita oli 139 ja niiden leu-
kosyyttiarvot vaihtelivat valilla 1.0-352.8 x 10° / |. Leukosyyttien erittelylasken-
nassa tulosten ero manuaalisesti ja automaatilla tehtyjen sivelyvalmisteiden
valilla oli alle viisi prosenttia. Leukosyyttisolukasoja, joissa oli kahdesta kolmeen
solua, esiintyi enemman automaatilla tehtyjen sivelyvalmisteiden hantaosassa
kuin manuaalisesti tehdyissa sivelyvalmisteissa, talla ei ole kuitenkaan kliinista
merkitysta. Leukosyyttisolukasoja, joissa oli yli neljd solua, esiintyi saman ver-
ran sekd manuaalisesti ettd automaatilla tehdyissa sivelyvalmisteissa. Makro-
skooppisesti muutamassa automaatilla tehdyssa sivelyvalmisteessa nékyi erilli-
nen solulinja sivelyvalmisteen héannéssa, niilla ei ollut kuitenkaan vaikutusta
leukosyyttien erittelyjakaumaan. Varjosoluja esiintyi useammin automaatilla
tehdyissa sivelyvalmisteissa kuin manuaalisesti tehdyissa, kuitenkin huomatta-
vasti vahemman kuin Bronin ym. (2000, 71-76) tekemassa tutkimuksessa.
Simsonin ym. (2010, 64—76) tekeman tutkimuksen lopputuloksena manuaali-
sesti ja Beckman Coulter LH755 —veto- ja véarjaysautomaatilla tehtyjen sively-

valmisteiden laadun valilla ei ole kliinisesti merkittavia eroja.
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10 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Empiiriset tutkimukset perustuvat menetelmiin, jotka on kehitetty teoreettisten
tutkimusten pohjalta. Empiirisissa tutkimuksissa tutkimusongelmana voi olla
jonkin ilmion syiden selvittdminen tai ratkaisun l6ytaminen jonkin asian toteut-
tamiseen parhaalla mahdollisella tavalla. Liséksi tutkimuksella voidaan selvittda
toteutuuko kaytannossa jokin teoriasta poimittu hypoteesi. Kokeellinen tutkimus
kuuluu empiirisiin eli havainnoiviin tutkimuksiin. (Heikkila 2008, 13.) Opinnayte-
tydomme on kokeellinen, vertaileva tutkimus. Anttilan mukaan kokeellisen tutki-
muksen avulla tutkitaan jonkin ilmion vaikutusta johonkin kontrolloiduissa olo-
suhteissa (Anttila 2005, 183—-184). Opinnaytetydssa tutkitaan sivelyvalmisteiden
valmistuksessa kaytetyn menetelman vaikutusta sivelyvalmisteen laatuun. Vil-
kan mukaan vertailevan tutkimuksen tavoitteena on ymmartaa paremmin tar-
kasteltavaa asiaa kahden tai useamman tutkimuskohteen avulla seka tuoda
selkeammin esille asioiden valisia eroja. Aineiston keraystavaksi soveltuu hyvin
muun muassa havainnointi. (Vilkka 2007, 21.) Opinnaytetydssa vertaillaan sive-

lyvalmisteen valmistusmenetelmia.

10.1 Kokeellinen tutkimus

Kokeellisen tutkimuksen tavoitteena on ennemminkin selittdd kuin ennustaa
ilmioitd. Pidemmalla aikavalilla kokeellisen tutkimuksen tavoitteena on tulosten
yleistettavyys tutkimuskohteen ulkopuolelle. (Soininen 1995, 76.) Tutkija voi
vaikuttaa tapahtumiin ja havainnoida haluamiensa tekijoiden valista suoraa syy-
yhteytta kokeellisessa tutkimuksessa. Kokeellisessa tutkimuksessa havaintojen
teko on systemaattista ja kontrolloitua, jolloin tapahtumien kulku on raportoitava
sellaisella tarkkuudella, etté tutkimuksen suoritus on mahdollista toistaa. (Anttila
2005, 269-270.)

Kokeellisella tutkimuksella on kolme perusominaisuutta: standardoitavuus, ma-
nipuloitavuus seka kontrolloitavuus. Standardoitavuuden tarkoituksena on ul-

koisten olosuhteiden hallitseminen siten, etta niitd on mahdollista vakioida tai
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harkitusti ja systemaattisesti muunnella. (Soininen 1995, 76.) Kokeellisessa tut-
kimuksessa yritetaankin tutkia vain tutkitun muuttujan vaikutusta vakioimalla
muut tekijat (Heikkila 2008, 21). Mahdollisuutta kasitella riippumatonta muuttu-
jaa lahtotilanteen siita karsimatta kutsutaan manipuloitavuudeksi. Kontrolloita-
vuudella puolestaan tarkoitetaan sita etté riippumattomat muuttujat eivéat vaihte-
le kontrolloimattomina tutkimuksessa. Lisaksi siina pyritdan riippuvaan muuttu-
jaan vaikuttavien tekijoiden eliminoimiseen, vakioimiseen seka kontrolloimiseen.
(Soininen 1995, 76.)

Riippumaton muuttuja tarkoittaa muuttujaa, joka on tutkimuksen tekijan mitatta-
vissa, manipuloitavissa tai validoitavissa paattaessdén sen suhteesta tutkitta-
vaan ilmiéon. Riippumaton muuttuja on sellainen, joka on riippumaton tutkitta-
vasta ilmiosta ja jonka vaikutus riippuvaan muuttujaan yritetaan selvittaa. Riip-
puva muuttuja on puolestaan tutkimuksen kohteena oleva ilmio tai tekijd, jota
tarkkaillaan selvitettdessa riippumattoman muuttujan vaikutuksia. (Soininen
1995, 69.) Opinnaytety6ssa muuttujana on verensivelyvalmisteen valmistusme-
netelma. Tutkimuksessa pyritaan vakioimaan menetelmasta riippumattomat
sivelyvalmisteiden laatuun vaikuttavat tekijat, joita ovat muun muassa nayte,

sen kasittely ja sailytys.

10.2 Otos

Perusjoukosta valitaan otannan avulla otos, johon tutkittava muuttuja vaikuttaa.
Perusjoukko tarkoittaa tutkimuksen kohteena olevaa joukkoa, josta halutaan
tehda paatelmid. Otos muodostuu havaintoyksikoistd, joista halutaan saada
selville tutkittavana olevaa tietoa. Otos edustaa perusjoukkoa. Se on perusjou-
kon osa, jonka avulla voidaan saada kokonaiskuva koko tutkittavasta kohde-
ryhmésta. (Vilkka 2007, 51-53; Heikkila 2008, 33—-34.) Jotta tutkimuksen tulok-
set olisivat luotettavia, otoksen tulisi edustaa hyvin perusjoukkoa. Otoksen tulisi
vastata perusjoukkoa tutkittavien ominaisuuksien suhteen, jolloin otoksessa
pitdisi olla samoja ominaisuuksia samassa suhteessa kuin perusjoukossa.

(Heikkila 2008, 33-34.) Perusjoukkona opinnaytetydssa on Seindjoen keskus-
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sairaalassa hematologian laboratoriossa tehtavat naytteet, joista tehdaan ve-

renkuva-analysaattorilla erittelylaskenta.

Otantamenetelmia on erilaisia ja oikean menetelman valinta on edustavan otok-
sen saamiseksi tarkeda. Kaytettavan menetelman valinta rijppuu muun muassa
perusjoukon koosta ja tutkimuskohteesta, resursseista ja tutkimuksen tavoitteis-
ta. (Vilkka 2007, 56; Heikkila 2008, 35-36.) Opinnaytetydssa kaytetddn otanta-
menetelmana harkinnanvaraista otantaa. Vilkan mukaan harkinnanvaraisessa
otannassa tutkimuskohteet valitaan tutkijan oman harkinnan mukaisesti hanen
parhaalla katsomallaan tavalla, mutta kuitenkin perustellusti (Vilkka 2007, 58).
Perusjoukosta valitaan mahdollisimman kattava otos, jossa tulisi esille mahdol-
lisimman monipuolisesti veren sivelyvalmisteet. Taméa pyritddn varmistamaan
valitsemalla otokseen naytteita, joiden hemoglobiini pitoisuus, leukosyytti-, eryt-

rosyytti- ja trombosyyttiarvot ovat vaihtelevia.

10.3 Havainnointilomake

Havainnointilomakkeen suunnittelu vaatii muun muassa kirjallisuuteen tutustu-
mista, kasitteiden maarittelya, tutkimusongelman miettimista, tutkimuksen ta-
voitteiden paattamista seka tutkimusasetelman valintaa. Lomaketta suunnitelta-
essa tulee ottaa huomioon aineiston kasittelymenetelma. Kysymyksia laaditta-
essa tulee miettid milla tavalla saadaan varmasti vastaus tutkimusongelmaan,
minka tyyppisia kysymyksia kaytetaan ja etta kysymykset on ymmarrettavissa
yksiselitteisesti. Hyva havaintolomake on selkea ja siisti. Teksti ja kysymykset
on aseteltu lomakkeeseen hyvin. Vastausohjeet ovat yksinkertaiset ja helposti
ymmarrettavissa. Kysymykset etenevat loogisesti ja samaan aiheeseen liittyvat
kysymykset on jaoteltu selkeilld otsikoilla kokonaisuuksiksi. Hyva lomake on
myos esitestattu ja sen tulokset on helppo syoéttaa tilasto-ohjelmaan. (Vilkka
2007, 63—79; Heikkila 2008, 47—-49.) Naita piirteitd kaytetdan perustana havain-

nointilomakkeen laadinnassa (liite 1).
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10.4 Tulosten analysointi

Tulosten analysointi alkaa aineiston kasittelylla, joka siséltaa lomakkeiden tie-
don tarkistamisen, tietojen sytton ja tallentamisen tietokoneelle sellaisessa
muodossa, etta niitd voidaan kasitella numeerisessa muodossa tilasto- ja tau-
lukko-ohjelmilla. Tietojen tarkistamisen aikana tutkija kay lapi taytettyjen lomak-
keiden tiedot, arvioi vastausten laadun, puuttuvat tiedot seka virheet. Puuttuvat
tiedot voivat olla havaintoyksikéiden tai havaintoyksikdiden muuttujien tietoja.
Tutkija voi kasitella puuttuvia tietoja joko ottamalla ne mukaan analyysiin ja ka-
sittelemalla ne omana luokkanaan tai jattdAmalla puuttuvat tiedot kokonaan pois.
Tutkijan on kuitenkin varmistettava, etteivat puuttuvien tietojen poistaminen vaa-
ristd tutkimuksen tuloksia. Analyysiin mukaan valittujen puuttuvien tietojen eri-
tyisluonteen tulisi tulla esille havaintomatriisissa. (Vilkka 2007, 106-108.) Kai-
kista tarkastelun kohteen olevista sivelyvalmisteita ei saatu tulosta, joidenkin
arviointikohteiden osalta. Nama puuttuvat tiedot otettiin kuitenkin mukaan tulos-

ten analysointiin.

Havaintomatriisi tarkoittaa taulukkoa, johon lomakkeiden tiedot sy6tetaan ja tal-
lennetaan (Vilkka 2007, 111). Tietojen sy6tossa tulee olla huolellinen, silla tal-
lennusvirheet ovat yleisia ja niiden ilmeneminen puolestaan aiheuttaa mittaus-
virhettd. Tama johtaa tulosten luotettavuuden heikkenemiseen. Tietojen sy6ton
jalkeen tutkijan tuleekin tarkistaa, etta havaintomatriisiin syotetyt tiedot vastaa-
vat lomakkeessa olevia tietoja. Talloin varmistetaan jo analyysivaiheessa, ettei
tulosten virheellisyydesta johtuvia tulkintavirheita synny. (Vilkka 2007, 114.) Vir-
heiden muodostuminen pyritddn valttamaan syoéttamalla lomakkeiden tiedot
huolellisesti oikeisiin havaintomatriiseihin, kunkin kysymyksen tiedot omaansa.
Vield taman jalkeen lomakkeiden ja havaintomatriisien yhdenmukaisuus tarkis-

tetaan tallennusvirheiden muodostumisen valttamiseksi.

Havaintomatriiseista voi muodostaa muun muassa erilaisia diagrammeja, ku-
vaajia ja suoria. Regressiosuoran avulla voidaan kuvata kahden muuttujan va-
lista lineaarista riippuvuutta. Regressiosuoraa kuvataan havaintokaaviossa, jos-
sa toinen muuttuja on x-akselilla ja toinen y-akselilla. Havaintopari eli havainto-

kaaviossa olevan yksittdisen pisteen koordinaatit kertoo yhden tilastoyksikén
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arvot naihin muuttujiin tarkasteltuna. Regressiosuoran yhtalé saadaan laittamal-
la suora havaintoparien muodostamaan pistejoukkoon siten, ettd suoran ja pis-
teiden valisten y-akselin suuntaisten etaisyyksien nelididen summa on mahdol-
lisimman pieni. (Heikkila 2008, 92—-93.)

Regressiosuoran yhtald on y=a+bx, jossa b on kulmakerroin ja a on vakio. Kul-
makerroin b tunnetaan myos nimella regressiokerroin. Se kertoo, kuinka paljon
y:n arvo keskimaarin muuttuu x arvon muuttuessa yhden yksikon verran. (Heik-
kila 2008, 93.)

Kulmakerroin b saadaan kaavasta 1:

nEx Y -Ex)Ey)

b 1)
2
N> X - (Z X i)
Vakio a saadaan puolestaan kaavasta 2:
—b 4
L2y ZX':V—b)? 2)

n

Korrelaatiokerrointa kaytetaan kahden muuttujan valisen riippuvuuden mittaa-
miseen. Korrelaatio kuvaa riippuvuuden suuntaa, voimakkuutta seka yhteisvaih-
telua. Kerroin vaihtelee valilla -1:n ja +1:n valilla ja se kuvaa kuinka hyvin muut-
tujia kuvaavat pisteet osuvat samalle suoralle. Mita lahempéanéa kerroin on arvoa
+1, sitd voimakkaampi on positiivinen korrelaatio eli toisen muuttujan kasvaessa
my0Os toinen muuttuja kasvaa. Vastaavasti jos kerroin on lahella arvoa -1, on
muuttujien valilla voimakas negatiivinen korrelaatio, jolloin toisen muuttujan
kasvaessa toinen muuttuja pienenee. Mikali kerroin on lahelld arvoa 0, ei muut-
tujien véalilla ole lineaarista riippuvuutta. (Heikkila 2008, 90-91; Vilkka 2007,
130.) Havaintoaineiston ollessa riittavan suuri tulkitaan riippuvuusaste yleisesti
siten, etta korrelaatio on vahva, jos r 2 0,8, kohtalainen, jos 0,3 <r < 0,8 ja heik-
ko, jos r < 0,3 (Ernwall, Ernwall & Kaukkila 2002, 78). Mikali havaintopiste on

kaukana suoralta, korrelaatiokerroin laskee. Vastaavasti jos havaintopiste on
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lahelld suoraa, mutta kaukana origosta, korrelaatiokerroin nousee. Nain kay

etenkin poikkeavien tulosten kohdalla.

Korrelaatiokerroin lasketaan kaavasta 3:

2(xi—>?xyi‘}7) _ nzxy_zxzy
Bli-x FElyi-y | {[nEx x|y - y)]

i=1

r =

_ Sxy (3)
S:Sy
jossa
(Xi : Y.) = Jakauman muodostamat lukuparit
g, Ja S, = Muuttujien X ja y keskihajonnat

10.5 Luotettavuus

Tutkimusta voidaan pitaa onnistuneena, jos sen avulla saadaan luotettavia vas-
tauksia tutkimuskysymyksiin (Heikkila 2008, 29). Tuloksia ei voida pitaa tosina
ja patevina, mikali tutkija kasittelee saatuja tuloksia oman alkuperéisen ajatte-
lumallinsa mukaisesti (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2009, 232). Tutkimus tu-
lokset eivét saa olla tutkijasta riippuvaisia vaan niita tulee kasitella objektiivisesti
(Heikkila 2008, 31). Tutkimuksen luotettavuutta voidaan pitdd hyvana, jos otos
vastaa hyvin perusjoukkoa ja mittaamisessa on vain vahan satunnaisvirheita
(Vilkka 2007, 152). Tutkijan tuleekin olla tarkka ja kriittinen tietoja keratessa,
syottdessa, kasiteltdessa ja tuloksia tulkittaessa, jotta valtetdan naiden virhei-
den syntyminen (Heikkila 2008, 30). Tutkimuksen luotettavuutta lisdd tutkijan
tarkka selostus kaikista tutkimuksen toteuttamisen vaiheista (Hirsjarvi ym. 2009,
232).

Kokeellisen tutkimuksen tuloksia tulee arvioida kriittisesti (Heikkila 2008, 21).

Arvioinnissa kaytetaan hyvaksi reliabiliteettia ja validiteettia. Reliabiliteetti kuvaa
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tutkimuksen luotettavuutta, joka tarkoittaa mittaustulosten toistettavuutta eli siis
tutkimuksen kykya antaa ei-sattumanvaraisia tuloksia. Tuloksen reliabiliteettia
voidaan pitaa hyvana, mikali kaksi tutkijaa paatyy samaan tulokseen tai samaa
tukimuskohdetta tutkitaan eri tutkimuskerroilla ja saadaan sama tulos. (Vilkka
2007, 149; Hirsjarvi ym. 2009, 231.) Tulosten luotettavuuden varmistamiseksi
tarkastellaan tutkimuksen aluksi naytteena olevia veren sivelyvalmisteita yhdes-

sa opetusmikroskoopilla yhtenevan vastauskaytannon varmistamiseksi.

Validiteetti eli patevyys tarkoittaa puolestaan tutkimusmenetelman kykya mitata
juuri sita, mitd sen on tarkoituskin mitata (Hirsjarvi ym. 2009, 231). Validius
varmistetaan etukateen huolelliselle suunnittelulla ja tarkoin harkitulla tiedonke-
ruulla, silla mikali mitattavia muuttujia ja kasitteita ei ole tarkoin maaritelty, eivat
tuloksetkaan voi olla valideja (Heikkila 2008, 30). Opinnaytetyon validiteetti
varmistetaan perehtymalla ennen kokeellisen osuuden suoritusta aiheeseen
liittyv&&n teoriatietoon. Sen pohjalta valitaan tutkimusmenetelma ja laaditaan

kokeellisessa osuudessa kaytettavan havaintolomakkeen kysymykset.
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11 TUTKIMUKSEN TOTEUTTAMINEN

Saimme opinnaytetydmme aiheen alkusyksysta 2010 Seindjoen keskussairaa-
lan kliinisen kemian toimintayksikon ylikemistilta Kari Akermanilta. Aiheen saa-
tuamme aloimme perehtya sitd koskevaan aineistoon. Keskustelimme loppu-
vuodesta 2010 Kari Akermanin kanssa tarkemmin tyon sisallosta, jonka jalkeen
aloimme suunnitella tarkemmin tutkimuksen kulkua ja kirjoittaa teoriaa opinnay-
tetydbhomme. Opinnaytetydésuunnitelma valmistui helmikuussa 2011. Luvan
opinnaytetydmme toteuttamiseen saimme Seingjoen keskussairaalan Kliinisen
kemian toimintayksikon ylilaakari Onni Niemelalta ja ylikemisti Kari Akermanilta
25.4.2011.

Kavimme 14.4.2011 Seingjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksi-
kossd keskustelemassa ylikemisti Kari Akermanin ja kemisti Heidi Tuomen
kanssa opinnaytetyostamme. Keskustelimme kokeelliseen osuuteen valittavista
naytteista, sivelyvalmisteiden teosta seka sivelyvalmisteiden vertailussa kaytet-
tavista kriteereistd. Liséksi tutustuimme Sysmex SP-1000i™-automaatin kayt-

toon.

11.1 Havainnointilomakkeen laadinta

Sivelyvalmisteista vertailemme sekd makroskooppisia ettd mikroskooppisia
ominaisuuksia. Naytteiden makroskooppisen ja mikroskooppisen vertailun
avuksi laadimme havainnointiiomakkeen (lite 1). Havainnointilomakkeen laa-
dinnan perustana kaytimme Seingjoen keskussairaalan hematologian laborato-
riossa kaytdssa olevia sivelyvalmisteen tarkastelukriteereitd, jotka painottuvat
mikroskooppiseen tarkasteluun. Lisaksi arvioinnin kohteeksi valittin makro-
skooppisia ominaisuuksia. Havainnointiliomake sisaltda 14 kysymysta, jotka on
jaettu viiteen eri osa-alueeseen: sivelyvalmisteen muoto ja varjaytyvyys, leu-
kosyytit, trombosyytit ja erytrosyytit. Jokaisen osa-alueen lopussa on my6s koh-
ta muille huomioille. Havainnointilomake siséltaéa oman sarakkeen manuaalises-

ti ja automaattisesti tehdyille sivelyvalmisteille. Havainnointilomake kasittaa
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makroskooppisen tarkastelun, johon siséltyy sivelyvalmisteiden muodon ja var-
jaytyvyyden arviointi seka mikroskooppisen tarkastelun leukosyyttien erittelyja-
kaumasta ja morfologiasta, trombosyyttien maarasta seka hyalomeerin ja gra-
nulomeerin erottumisesta. Mikroskooppinen tarkastelu sisaltaa lisdksi erytro-
syyttien koon, varjaytyvyyden, muodon, ryhmittymisen seka inkluusiokappalei-

den tarkastelun.

Laatiessamme havainnointilomaketta saimme kehitysehdotuksia opinnaytety6-
tamme ohjaavilta opettajilta ja opiskelutovereiltamme, jonka pohjalta muok-
kasimme havainnointiliomakkeen lopulliseen muotoonsa. Esitestasimme ha-
vainnointilomakkeen kysymysten selkeyden ja ymmarrettavyyden muutamalla
Tampereen Ammattikorkeakoulun Bioanalytiikan koulutusohjelman
KO8B8MBIOAN-ryhman opiskelijalla. Havainnointilomake osoittautui toimivaksi

sellaisenaan.

11.2 Tutkimusaineiston hankinta

Seingjoen keskussairaalan hematologian laboratorion henkilokunta valmisti si-
velyvalmisteet 14.4.—23.5.2011. Naytemuotona kaytettiin kuivamuotoista EDTA
K2-laskimoverta. Solujen morfologian sailyvyyden varmistamiseksi sivelyvalmis-
teet pyrittiin valmistamaan mahdollisimman pian naytteenoton jalkeen. Kaytan-
ndssa tdma ei kuitenkaan kaikkien naytteiden kohdalla toteudu, silla osa aamul-
la Seindjoen ymparistokunnissa otetuista naytteista saapuu laboratorioon vasta

iltapaivalla.

11.2.1 Tutkimusnaytteiden valinta

Naytteeksi valittiin Seindjoen keskussairaalan hematologian laboratorion toivo-
muksesta mahdollisimman monipuolisia naytteitd. Vastasyntyneiden mikronayt-
teet rajattiin pois tyosta, silla niista ei talla hetkella Seingjoen keskussairaalan
hematologian laboratoriossa tehda sivelyvalmisteita Sysmex SP-1000i™-

automaatilla. Naytteita oli yhteensa 48, joista 2 normaaleja ja 46 patologisia,
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Seingjoella kaytdssa olevien kriteerien mukaan mikroskooppiseen tarkasteluun
menevia. Naytteiden leukosyyttien maarat vaihtelivat valilla 0,4-126,6 x 10° / |,
erytrosyyttien maarat valilla 1,1-5,4 x 10" / I, hemoglobiiniarvo valilla 42-179 g /

| seka trombosyyttien maarat valilla 12-550 x 10° / | (taulukko 5).

TAULUKKO 5. Tutkimuskohteena olevat naytteet

Leukosyyttien maara (x10°/1) 0,4-126,6
Erytrosyyttien maara (x102/1) 1,1-54
Hemoglobiini (g/l) 42 - 179
Trombosyyttien maara  (x10°/1) 12 - 550

11.2.2 Sivelyvalmisteiden teko ja identifiointi

Jokaisesta naytteesta valmistettiin sivelyvalmisteet kahdella eri menetelmalla,
menetelmalla A ja B. Menetelm& A on aiemmin Seindjoen keskussairaalan he-
matologian laboratoriossa kaytéssa ollut ja menetelmé& B nykyisin kaytossa ole-
va menetelma. Aiemmin kaytdssa olevassa menetelmassa sivelyvalmisteet ve-
dettiin kasin ja varjattin MGG-varjayksella Mirastainer® Il —automaatilla. Nykyi-
sin naytteet vedetaan ja varjatddn MGG-varjayksella Sysmex SP-1000i™ —

automaatilla.

Menetelmassa A naytteet vedettiin Thermo Scientificin 76 x 26 millimetrin ko-
koisille Menzel-Glaser —objektilaseille kasin. Naytteet ilmakuivattiin puhaltimen
alla ja varjattin MGG-varjayksella Mirastainer® [l —automaatilla ohjelmalla yksi.
Mirastainer® Il —automaatin toimintaperiaate ja varjaysohjelma yksi on kasitelty

luvussa 4 sivullal9.

Menetelméassa B sivelyvalmisteet vedettiin ja varjattin Sysmex SP-1000i™ —
automaatilla. Automaatin toimintaperiaate ja MGG-varjaysohjelma on kéasitelty
luvussa 5 sivulla 22. Sysmex SP-1000i™ —automaatti on yhteydessé laborato-
riojarjestelma SlIS:iin, josta se saa naytteen hematokriittiarvon, jonka mukaan se

valitsee naytteelle sopivan pisaran koon, vetokulman ja —nopeuden. Automaatti
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kayttaa Sysmexin SP-Slides objektilaseja, jotka ovat kooltaan 76 x 26 millimet-

ria.

Kaikki sivelyvalmisteet paallystettiin niiden sailyvyyden takaamiseksi DEPEX® -
paallystysliimalla ja Thermo Scientificin 24 x 50 millimetrin kokoisilla ja 0,15 mil-
limetrin paksuisilla Menzel-Glaser —laseilla. Sivelyvalmisteet numeroitiin juokse-
valla numeroinnilla 1-48. Numeroinnin perd&n merkittiin lisaksi joko kirjain A

(menetelméa A) tai kirjain B (menetelméa B).

11.2.3 Sivelyvalmisteiden tarkastelu ja tulosten kirjaaminen

Naytteiden mikroskooppinen tarkastelu tapahtui Tampereen ammattikorkeakou-
lun bioanalytiikan koulutusohjelman tiloissa 9.-27.5.2011. Aikaa sivelyvalmistei-
den tarkasteluun molemmat opinnaytetyon tekijat kayttivat noin 21 tuntia eli yh-
teensa sivelyvalmisteiden tarkasteluun kaytettiin aikaa noin 42 tuntia. Tarkaste-
lun tueksi saimme Sysmex XE-5000™- verenkuva-analysaattorin antamat tulos-
teet. Leukosyyttien erittelylaskennassa laskettiin 100 leukosyyttid sivelyvalmis-
teesta. Mikroskooppisen tarkastelun aluksi katsoimme yhdessa opetusmikro-
skoopilla naytteena olevia verensivelyvalmisteita. Lisaksi katsoimme muutamia
naytteita rinnakkain siten, ettd molemmat katsoivat samat néaytteet ensin itse-
naisesti, jonka jalkeen vertasimme saamiamme tuloksia toisiinsa. Talla tavalla
varmistimme, ettd annamme samanlaisia vastauksia naytteiden morfologiasta ja
erittelylaskennasta, eika naytteiden mikroskooppisen tarkastelun tekijoiden valil-
l& ole suurta virhetta aiheuttavaa eroa. Mikroskooppinen tarkastelu suoritettiin
ZEISS Primo Star mikroskoopilla. Okulaarien suurennos oli 10-kertainen ja né-
kokenttaluku oli 20. Sivelyvalmisteiden mikroskooppinen esitarkastus suoritettiin
10-kertaisesti suurentavalla kuivaobjektiivilla ja solujen morfologian ja maarén
arviointi seka leukosyyttien erittelylaskenta 40-kertaisesti suurentavalla kuivaob-

jektiivilla, koska sivelyvalmisteet olivat paallystettyja.

Sivelyvalmisteista otettiin sek& makroskooppisia ja mikroskooppisia kuvia. Mik-

roskooppiset kuvat kuvattin Tampereen ammattikorkeakoulun bioanalytiikan
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koulutusohjelman tiloissa. Mikroskooppisissa kuvissa on kaytetty 100-kertaisesti

suurentavaa 6ljyimmersio-objektiivia seka 2,2-kertaista digitaalista suurennosta.

11.3 Tutkimusaineiston kuvailu, kasittely ja analysointi

Havainnointilomakkeiden tiedot sydtettiin Microsoft® Office Excel 2007 ohjel-
mistossa oleviin havaintomatriiseihin. Tietoja syotettdessa ne muutettiin numee-
riseen muotoon. Avoimiin kommentteihin tuli vastauksia solulinjan ja varjosolu-
jen esiintyvyydesta. Solulinja kasiteltiin tutkimustulosten analysointi osuudessa
sanallisesti ja varjosoluista tehtiin havaintokuvio. Erytrosyyttien varjaytyvyyden
ja poikilosytoosin arvioinnin tulosten sy6téssa havaintomatriisiin kaytettiin multi-
response muuttujaa, silla yhdessa sivelyvalmisteessa on mahdollista vastata
useampi vaihtoehto. Multiresponse muuttuja tarkoittaa tilastoyksikkdd, jonka on
mahdollista saada useita arvoja (Manninen 2004, 14). Excelissé olevat havain-
tomatriisit siirrettiin Tixel-ohjelmaan, jonka avulla tulokset analysoitiin ja ne
muokattiin esitettdvaan muotoon. Tulosten analysoinnissa kaytettiin pylvasdia-
grammeja ja erittelylaskennan kohdalla regressiosuoraa seka korrelaatioker-

rointa.
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12 TUTKIMUSTULOKSET JA JOHTOPAATOKSET

Tutkimusaineisto koostuu 48 naytteesta (N=48), joista on tehty sivelyvalmiste
menetelmalla A, jossa sivelyvalmiste on vedetty kasin ja varjatty Mirastainer® II
—automaatilla ja menetelmalla B, jossa sivelyvalmiste on vedetty ja varjatty
Sysmex™ SP-1000i -automaatilla. Makroskooppisessa tarkastelussa seka leu-
kosyyttien, trombosyyttien ja erytrosyyttien morfologian arvioinnissa N=48. Leu-
kosyyttien erittelylaskennan kohdalla N=46, koska yhdesséa naytteessa oli liian
vahan leukosyytteja erittelylaskennan suorittamiseen ja yhdessd menetelmalla
B tehdysséa sivelyvalmisteessa oli iso reika, joka esti erittelylaskennan suoritta-
misen. Makroskooppisen tarkastelun tuloksia sekéa leukosyyttien, erytrosyyttien
ja trombosyyttien arvioinnin tuloksia havainnollistetaan pylvasdiagrammien avul-
la ja leukosyyttien erittelylaskennan tuloksia regressiosuorien ja korrelaatioker-

toimien avulla.

12.1 Sivelyvalmisteiden makroskooppinen tarkastelu

Sivelyvalmisteista arvioitiin makroskooppisesti niiden muotoa, tummuutta ja ta-
saisuutta. Menetelmalla B tehdyista sivelyvalmisteista 98 prosenttia oli muodol-
taan tasaisen pyodreitd (kuvio 1, sivu 56). Yhdesta menetelmalla B tehdysta si-
velyvalmisteesta ei saatu tulosta, koska siind oli iso reika (kuva 13, sivu 56).
Menetelmalla A tehdyista sivelyvalmisteista hieman yli puolet (56 %) oli tasai-
sen pyoreita ja loput rikkonaisia (23 %) tai tylppia (21 %). Menetelmalla B tehdyt
sivelyvalmisteet olivat muodoltaan tasalaatuisempia kuin menetelmalla A teh-
dyt.
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Sivelyvalmisteen muoto

100
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40
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Tasaisen Rikkonainen  Tylppa Ei tulosta
pyorea

KUVIO 1. Sivelyvalmisteen muoto N=48

Kaikissa menetelmélla B tehdyissé sivelyvalmisteissa oli sivelyn loppupdassa
makroskooppisesti havaittava erillinen solulinja (kuva 13, nuoli). Kuvassa 13 on
makroskooppisia kuvia menetelmalla B tehdyista sivelyvalmisteista. Sivelyval-
misteessa 14 B on iso reika ja sivelyvalmiste 22 B on paksu ja lyhyt. Lisaa mak-
roskooppisia kuvia sivelyvalmisteista |0ytyy liitteesta kaksi.

KUVA 13. Makroskooppisia kuvia menetelmalla B tehdyista sivelyvalmisteista.
(Kuva: Tiina Pelttari)
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Suurin osa (83 %) menetelmalla A ja menetelmalla B tehdyista sivelyvalmisteis-
ta oli tummuudeltaan samansavyisia (kuvio 2). Pieni osa (8 %) menetelmalla A
tehdyista sivelyvalmisteista on vaaleampia kuin menetelmalla B tehdyt sively-
valmisteet ja osa (6 %) menetelmalla A tehdyistd sivelyvalmisteista on tum-
mempia kuin menetelmalla B tehdyt sivelyvalmisteet. Yhdesta menetelmalla B
tehdysta sivelyvalmisteesta ei saatu tulosta sivelyvalmisteen tummuutta tarkas-
teltaessa, koska siina oli iso reika. Kaiken kaikkiaan suurin osa eri menetelmilla
tehdyista sivelyvalmisteista on tummuudeltaan samansavyisia. Savyerot voivat

johtua muun muassa sivelyvalmisteiden paksuudesta.

Tummuus
100
90
80 +——
70 4| 83
60 +—
% 50 —
40 +—
30 ——
20 +—
10 17— 8 6 2
0 T T T )
Sivelyvalmisteet Kasin tehty Kasin tehty Ei tulosta
samansavyisia valmiste valmiste
vaaleampi kuin  tummempi kuin
automaatilla tehty automaatilla tehty

KUVIO 2. Sivelyvalmisteen tummuus N=48

Kaikki sivelyvalmisteet, joista saatiin tulos, olivat tasaisesti varjaytyneita (kuvio
3, sivu 58). Menetelmalla A tehdyt sivelyvalmisteet olivat punasévyisempia kuin
menetelmalla B tehdyt sivelyvalmisteet, jotka olivat sinisavyisempié, mikéa johtuu
mahdollisesti varjaysohjelman pienista eroista ja eri menetelmissa kaytetyista

eri valmistajien reagensseista (taulukko 1, sivu 19 ja taulukko 3, sivu 22).



58

Sivelyvalmisteen varjaytyvyys
100
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80 +—
70 +—
60 +—
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Sivelyvalmiste on Sivelyvalmiste on Ei tulosta
tasaisesti epatasaisesti
varjaytynyt varjaytynyt

KUVIO 3. Sivelyvalmisteen tasaisuus N=48

12.2 Sivelyvalmisteiden mikroskooppinen tarkastelu

Sivelyvalmisteista arvioitiin mikroskooppisesti leukosyyttien, trombosyyttien ja
erytrosyyttien morfologiaa ja maaraa seka suoritettiin leukosyyttien erittelylas-
kenta. Leukosyyteista arvioitiin neutrofiilien granulan karkeutta ja tuman liuskoit-
tuneisuutta, lymfosyyteista reaktiivisuutta ja atypiaa sekd monosyyteista atypi-

aa.

12.2.1 Leukosyyttien erittelylaskenta

Leukosyyttien erittelylaskennan tulosten tarkasteluun on valittu nelja regres-
siosuoraa (liuskatumaiset neutrofiilit, sauvatumaiset neutrofiilit, lymfosyytit ja
monosyytit), koska muiden solujen esiintyminen naytteissa oli vahaista. Tasta
johtuen regressiosuorat ja korrelaatiokertoimet eivat ole luotettavia joidenkin
solujen kohdalla. Kaikki havaintokuviot l6ytyvat liitteesta 3. Havaintokuviossa y-
akselilla on esitetty menetelmalla A ja x-akselilla menetelmélla B saadut tulok-
set havaintopisteina. Havaintokuvioiden asteikot ovat liuskatumaisten neutrofii-

lien, sauvatumaisten neutrofiilien, lymfosyyttien ja monosyyttien kohdalle 0-100
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% ja muiden solujen kohdalla 0-15 %, silla muiden solujen esiintyvyys naytteis-

sa oli vahaista. Talla tavalla kuvioista saatiin selkeampia.

Liuskatumaisia neutrofiileja esiintyi kaikissa 46 naytteessa. Kuten kuviosta nelja
nahdaan havaintopisteet sijoittuvat melko séannénmukaisesti koordinaatistoon.
Talldin riippuvuutta voidaan sanoa lineaariseksi. Koordinaatistoon on piirretty
lineaarisuutta osoittamaan regressiosuora, josta voidaan nahda havaintopistei-
den sijainti suoraan nahden. Havainnoista laskettu korrelaatiokerroin on 0,9,

joka osoittaa korrelaation olevan vahvaa.

o Liuskatumaiset neutrofiilit
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KUVIO 4. Liuskatumaiset neutrofiilit N=46

Sauvatumaisia neutrofiileja esiintyi 41 naytteessa. Suurimmassa osassa nayt-
teista sauvatumaisia neutrofiileja esiintyi alle kymmenen, joten havaintopisteet
eivat erotu kunnolla toisistaan. Kuviosta viisi (sivu 60) kuitenkin nahdaan, etta
havaintopisteet sijoittuvat melko saannénmukaisesti koordinaatistoon, jolloin
riippuvuus on lineaarista. Korrelaatiokerroin on 0,9, joka osoittaa korrelaation

olevan vahvaa.
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KUVIO 5. Sauvatumaiset neutrofiilit N=46
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Lymfosyytteja esiintyi kaikissa 46 naytteessa. Kuten kuviosta kuusi nahdaan,

havaintopisteet sijoittuvat koordinaatistoon melko sddnnénmukaisesti ja tasai-

sesti molemmin puolin regressiosuoraa. Talldin riippuvuuden voidaan sanoa

olevan lineaarista. Korrelaatio on todella vahva, silla korrelaatiokerroin on 1,0.
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Monosyytteja esiintyi 44 naytteessa. Suurimmassa osassa haytteistd monosyyt-
teja esiintyi alle 20, joten havaintopisteet eivat erotu koordinaatistossa kunnolla
toisistaan. Kuviosta seitseman kuitenkin ndhdéan, ettd havaintopisteet sijoittu-
vat melko sdannénmukaisesti koordinaatistoon. Taten riippuvuus on lineaarista.
Korrelaatiokertoimen arvo 0,9 osoittaa korrelaation olevan vahvaa. Korrelaatio-
ta, erityisesti monosyyttien kohdalla, nostavat havainnointipisteet, jotka ovat
lahella kayraa, mutta kaukana origosta.
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KUVIO 7. Monosyytit N=46

Regressiosuorat ovat lineaarisia ja korrelaatiokertoimet ovat voimakkaita liuska-
tumaisten neutrofiilien, sauvatumaisten neutrofiilien, lymfosyyttien ja monosyyt-
tien kohdalla, joita esiintyi lahes kaikissa tarkasteltavissa naytteissa. Muiden
solujen kohdalla lineaarisuus oli vaihtelevaa voimakkaasta huonoon ja korrelaa-
tiokertoimet vaihtelivat vahvasta heikkoon johtuen solujen vahéaisesta esiintymi-
sesta tarkasteltavissa naytteissa. Tastd esimerkkind eosinofiilit (kuvio 8, sivu
62). Eosinofiilien korrelaatiokerroin on 0,6, joka kertoo korrelaation olevan koh-
talaista. Kaiken kaikkiaan voidaan kuitenkin todeta, etta leukosyyttien erittelyja-

kaumassa ei ole merkittavia eroja menetelman A ja menetelméan B valilla.
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KUVIO 8. Eosinofiilit N=46

Vaikka varjosolut eivét varsinaisesti olleet tutkimuskohteena, valittiin ne kuiten-
kin yhdeksi tarkastelukohteeksi. Mikroskooppisen tarkastelun yhteydessa huo-
mattiin eri menetelmien valilla eroavaisuuksia varjosolujen méaarassa. Varjosolu-
ja esiintyi 18 tutkimuksen kohteena olleessa naytteessa. Havainnointikuviosta
yhdeksan (sivu 63) on havaittavissa pisteiden painottuminen regressiosuoran
alapuolelle. Tama johtuu siita, ettd menetelmalla B on saatu suurempia tuloksia
kuin menetelmélla A. Muutamassa naytteessd, joissa varjosoluja esiintyi erityi-
sen paljon, oli varjosolujen méara menetelmalla B tehdyissé sivelyvalmisteissa
jopa kaksinkertainen verrattuna menetelmalla A tehtyihin sivelyvalmisteisiin.

Korrelaatiokerroin on 0,8, mika kertoo korrelaation kuitenkin olevan vahvaa.
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KUVIO 9. Varjosolut N=46

12.2.2 Leukosyyttien morfologia

Neutrofiilien granulan karkeuden suhteen ei ollut juurikaan eroa eri menetelmien
valilla (kuvio 10, sivu 64). Normaali granula oli 69 prosentissa menetelmalla A
tehdyissa sivelyvalmisteissa ja 67 prosentissa menetelmélla B tehdyissa
sivelyvalmisteissa. Hypogranulaarisuuden ja hypergranulaarisuuden kohdalla
eri menetelmien valilla ei ollut eroa. Hypogranulaarisia sivelyvalmisteita oli 17
prosenttia ja hypergranulaarisia 13 prosenttia. Yhdesta menetelmélla A ja
kahdesta menetelmalld B tehdysta sivelyvalmisteesta ei saatu tulosta. Yhdessa
naytteessa oli liian vahan leukosyytteja morfologian arvioinnin suorittamiseen ja

yhdessa menetelmalla B tehdyssa sivelyvalmisteessa oli iso reika.
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KUVIO 10. Neutrofiilien granula N=48

Neutrofiilien tuman liuskoittumisessa oli pientda hajontaa (kuvio 11, sivu 65).
Menetelmalla A tehdyista sivelyvalmisteista 52 prosenttia ja menetelmalla B
tehdyista sivelyvalmisteista 54 prosenttia oli tumaltaan normaaleja. Huonosti
liuskoittunut tuma oli 42 prosentissa menetelmaélla A tehdyista sivelyvalmisteista
ja 38 prosentissa menetelmélla B tehdyistd sivelyvalmisteista. Seka
menetelmalla A ettd menetelmalla B tehdyissa sivelyvalmisteissa oli neljassa
prosentissa tuman yliliuskoittuneisuutta. Yhdesta menetelmalla A ja kahdesta
menetelmalla B tehdystd sivelyvalmisteesta ei saatu tulosta. Neutrofiilien
morfologiassa ei ollut merkittdvia eroja eri menetelmdlla tehtyjen

sivelyvalmisteiden valill&.
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KUVIO 11. Neutrofiilien tuma N=48

Lymfosyyteistda menetelmalla A tehdyissa sivelyvalmisteissa normaaleja oli 73
prosenttia ja menetelmalla B tehdyisséa sivelyvalmisteissa 69 prosenttia (kuvio
12). Reaktiivisia ja atyyppisia lymfosyytteja oli molempia 13 prosenttia mene-
telmalla A tehdyissa sivelyvalmisteissa. Menetelmalla B tehdyissa sivelyvalmis-
teissa oli 15 prosenttia reaktiivisia ja 13 prosenttia atyyppisia lymfosyytteja.
Yhdestda menetelmélla A ja kahdesta menetelmalla B tehdysta

sivelyvalmisteesta ei saatu tulosta.
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KUVIO 12. Lymfosyyttien morfologia N=48
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Monosyyttien morfologiassa eri menetelmien valilla oli viela vahemman eroja
kuin lymfosyyttien morfologiassa. Monosyyteista 79 prosenttia menetelmalla A
tehdyista sivelyvalmisteista ja 77 prosenttia menetelmalla B tehdyista sively-
valmisteista oli normaaleja (kuvio 13). Kummallakin menetelmalla atyyppisia
monosyytteja oli 19 prosenttia. Yhdesta menetelmalla A ja kahdesta

menetelmalla B tehdysta sivelyvalmisteesta ei saatu tulosta.
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KUVIO 13. Monosyyttien morfologia N=48

12.2.3 Trombosyyttien maara ja morfologia

Trombosyyttien kohdalla sivelyvalmisteista arvioitiin niiden maaraa seka hyalo-
meerin ja granulomeerin erottumista. Trombosyyttien maaréassa ei menetelmien
valilla ollut suurta eroa (kuvio 14, sivu 67). Kummallakin menetelmélla trom-
bosyytit erottuivat sivelyvalmisteista yhtd hyvin, kun trombosyytteja oli 0-10
kappaletta ndkokentdssd, molemmissa menetelmissd annettu vastaus oli 21
prosenttia. Menetelmalla A trombosyytteja oli ndkdkentdssa 11-99 kappaletta
69 prosentissa sivelyvalmisteista. Menetelmalla B vastaava luku oli 67 prosent-
tia. Trombosyyttien méaaran ollessa 100 kappaletta nakdkentdsséa tai enemman
kummallakin menetelmalld saatiin sama tulos 10 prosenttia. Voikin todeta, ettei
perifeerisen veren sivelyvalmisteiden valmistusmenetelmien vélilla ole suurta

eroa trombosyyttien erottumisen arvioinnissa.
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KUVIO 14. Trombosyyttien maara (kappaletta / nakokentta) N=48
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Missaan menetelmalla A tehdyissa sivelyvalmisteissa eivat erottuneet hyalo-

meeri ja granulomeeri (kuvio 15, sivu 68). Sen sijaan 46 prosentissa menetel-

malla B valmistetuissa sivelyvalmisteissa hyalomeeri ja granulomeeri erottuivat

osittain. Kuitenkaan 52 prosentissa menetelmaélla B tehdyissa sivelyvalmisteissa

hyalomeeri ja granulomeeri eivat erottuneet toisistaan. Missaan sivelyvalmis-

teessa hyalomeeri ja granulomeeri eivat erottuneet taysin. Hyalomeerin ja gra-

nulomeerin erottumisella ei ole kuitenkaan kliinistda merkitysta, koska trombo-

syyttien maarat vastasivat hyvin toisiaan eri menetelmilla tehdyissa sivelyval-

misteissa. Yhdestd menetelmalla B tehdystéa sivelyvalmisteesta ei saatu tulosta.
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KUVIO 15. Hyalomeerin ja granulomeerin erottuminen N=48

12.2.4 Erytrosyyttien morfologia

Erytrosyyttien kohdalla sivelyvalmisteista arvioitiin niiden kokoa, ryhmitysta,
muotoa, varjaytyvyytta seka inkluusiokappaleiden esiintymista. Anisosytoosin
arvioinnissa ei ilmennyt eroa eri menetelmien valilla (kuvio 16, sivu 69). Mene-
telmalla A tehdyista sivelyvalmisteista normaaleja oli 42 prosenttia ja menetel-
malla B 40 prosenttia. Mikrosytoosin ja makrosytoosin kohdalla saatiin mene-
telmalla A molemmista vastaukseksi 35 prosenttia. Menetelmalla B vastaava
luku oli 33 prosenttia. Kahdesta menetelmalla B tehdystéa sivelyvalmisteesta ei
saatu tulosta, silla toisessa oli iso reiké ja toisessa sivelyvalmiste oli liian paksu
erytrosyyttien tarkastelun suorittamiseen (kuva 13, sivu 56). Vastausten yhteen-
laskettu prosenttiosuus ylitti 100 prosenttia, silla anisosytoosin arvioinnissa kay-

tettiin multiresponse muuttujaa.
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KUVIO 16. Anisosytoosi N=48

Mydskaan anisokromasian tarkastelussa ei ilmennyt suurta eroa menetelmien A
ja B valilla (kuvio 17, sivu 70). Menetelmalla A oli 42 prosenttia sivelyvalmisteis-
ta normokromisia. Menetelmalla B tehdyista sivelyvalmisteista vastaava luku oli
40 prosenttia. Hypokromisia sivelyvalmisteita oli menetelmalla A 21 prosenttia
ja menetelmalla B 23 prosenttia. Polykromasiaa saatiin menetelmalla A vasta-
ukseksi 42 prosenttia ja menetelméalla B 40 prosenttia. Kahdesta menetelmalla
B tehdystéa sivelyvalmisteesta ei saatu tulosta. Myos anisokromasian tarkaste-
lussa kaytettiin multiresponse muuttujaa, joten ndidenkin arvojen yhteenlaskettu

prosenttiosuus ylittda 100 prosenttia.
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KUVIO 17. Anisokromasia N=48

Varjaytyvyyden ja poikilosytoosin tarkastelun kohdalla oli jo enemman eroa eri
menetelmien valilla. Normaaleja sivelyvalmisteita oli menetelmalla A 46 pro-
senttia ja menetelmalla B 40 prosenttia (kuvio 18, sivu 71). Menetelmalla A teh-
dyissa sivelyvalmisteissa oli ovalosyytteja 25 prosenttia ja menetelmélla B teh-
dyissa 27 prosenttia. Kynasoluja oli 2 prosenttia ja targetsoluja 4 prosenttia me-
netelmalla A tehdyissa sivelyvalmisteissa, mutta menetelmalla B tehdyissa sive-
lyvalmisteissa niita ei ollut lainkaan. Akantosyytteja ja sirppisoluja ei ollut kum-
mallakaan menetelmalla tehdyissa sivelyvalmisteissa. Menetelmélla A tehdyis-
sa sivelyvalmisteissa oli 23 prosenttia burr-soluja ja menetelmalla B 21 prosent-
tia. Pisarasoluja oli menetelmalla A 17 prosenttia ja menetelmalla B 10 prosent-
tia. Menetelméalla A punasolufragmentteja oli 29 prosentissa sivelyvalmisteista
ja menetelmalla B 33 prosentissa. Sferosyytteja oli menetelmalla A 8 prosenttia
ja menetelmalld B 6 prosenttia. Menetelmalla A tehdyissa sivelyvalmisteissa oli
4 prosenttia stomatosyytteja ja menetelmalla B 8 prosenttia. Kahdesta mene-
telmalla B tehdysté sivelyvalmisteesta ei saatu tulosta. Tassakin yhteenlaskettu

prosenttiosuus on yli 100 prosenttia multiresponse muuttujien vuoksi.
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B Menetelma A

B Menetelmd B

Normaali
Ovalosyytti
Kynéasolu
Akantosyytti
Burr-solu
Pisarasolu
Fragmentti
Sirppisolu
Targetsolu
Sferosyytti
Stomatosyytti
Ei tulosta

KUVIO 18. Varjaytyvyys ja poikilosytoosi N=48

Erytrosyyttien ryhmittymisen tarkastelussa menetelmélla A oli normaaleja sive-
lyvalmisteita 67 prosenttia ja menetelmalla B 69 prosenttia (kuvio 19). Raharul-
laa oli molemmilla menetelmilla tehdyissa sivelyvalmisteissa 21 prosenttia. Suu-
rempi vaihtelu oli agglutinaation kohdalla, silla menetelmélla A agglutinaatiota
oli 13 prosentissa sivelyvalmisteista ja menetelmalla B 6 prosentissa. Kahdesta

menetelmalla B tehdysta sivelyvalmisteesta ei saatu tulosta.
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KUVIO 19. Ryhmitys N=48
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Inkluusiokappaleiden kohdalla menetelmien vélilla ei ole suurta eroa. Menetel-
malla A valmistetuista sivelyvalmisteista 79 prosentista ei 16ytynyt inkluusiokap-
paleita (kuvio 20). Menetelmé&n B kohdalla vastaava arvo oli 77 prosenttia. Ho-
well-Jollyn kappaleita oli molemmilla menetelmilla saman verran, 17 prosenttia.
Pappenheimin kappaleita oli menetelmalla A 6 prosenttia ja menetelmalla B 2
prosenttia. Basofiilista pilkutusta oli menetelméalla A 2 prosenttia, kun taas me-
netelmalla B ei yhtaan. Kummallakaan menetelmélla valmistetuissa sivelyval-
misteissa ei ollut malariaplasmoideja. Kahdesta menetelméalla B tehdysta sive-
lyvalmisteesta ei saatu tulosta. Erytrosyyttien kohdalla erot eri menetelmien
kohdalla olivat hieman suurempia kuin leukosyyttien ja trombosyyttien kohdalla,

mutta kuitenkin niin pienid, etteivat ne ole kliinisesti merkittavia.
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KUVIO 20. Inkluusiokappaleet N=48
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12.3 Johtopaatokset

Suurin ero tuloksissa eri menetelmilla tehtyjen sivelyvalmisteiden valilla ilmeni
makroskooppisessa tarkastelussa. Menetelmaélla A tehdyt sivelyvalmisteet olivat
muodoltaan vaihtelevia. Sivelyvalmisteiden vérjaytyvyys oli tasaista molemmilla
menetelmilla tehdyissa sivelyvalmisteissa, eika niissa ilmennyt sini- ja punavoit-
toisuuden lisdksi muita eroavaisuuksia. Molemmilla menetelmilla tehdyt sively-

valmisteet olivat tasaisesti varjaytyneita.

Leukosyyttien erittelylaskennassa ilmeni vahva positiivinen korrelaatio ja hyva
lineaarisuus eri menetelmilla tehtyjen sivelyvalmisteiden valilla niiden solujen
kohdalla, joita esiintyi suurimmassa osassa sivelyvalmisteista. Solujen kohdalla,
joita esiintyi vain muutamissa sivelyvalmisteissa, korrelaatio vaihteli suuresti.
Varjosoluja esiintyi menetelmalla B tehdyissa sivelyvalmisteissa enemman kuin

menetelmalla A tehdyissa.

Leukosyyttien ja erytrosyyttien morfologian tarkastelussa ei ilmennyt eroja eri
menetelmien valilla. Trombosyyttien kohdalla ilmeni eroavaisuuksia hyalomee-
rin ja granulomeerin erottumisessa eri menetelmien valilla. Menetelmélla A néa-
ma eivat erottuneet lainkaan, toisin kuin menetelmélla B, jossa osassa sively-
valmisteista hyalomeeri ja granulomeeri erottuivat osittain. Trombosyyttien maa-

rassa ei ollut eroja eri menetelmien valilla.
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13 POHDINTA

Opinnaytetyon tarkoituksena oli vertailla manuaalisella ja automaattisella mene-
telmalla tehtyja perifeerisen veren sivelyvalmisteita. Manuaalisessa menetel-
masséa sivelyvalmisteet vedettiin k&sin ja varjattiin Mirastainer® Il —automaatilla
(menetelm& A). Automaattisessa menetelmassa sivelyvalmisteet vedettiin ja
varjattiin Sysmex SP-1000i™ -automaatilla (menetelméa B). Tavoitteena oli pa-
rantaa perifeerisen veren sivelyvalmisteen laatua, jotta potilastulokset olisivat
mahdollisimman luotettavia seka tehostaa sivelyvalmisteen tekoa ja vahentaa
veren sivelyvalmisteen tekoon liittyvid kustannuksia. Opinnaytetyon tehtavana
oli selvittdd, millainen on laadukas sivelyvalmiste, automaattien toimintaperiaat-
teet sekd kummalla menetelmélla saadaan aikaan laadukkaammat sivelyval-
misteet. Onnistuimme tehtdvissamme hyvin. Opinnadytetyon teoriaosuudessa on
selvitetty laadukkaan sivelyvalmisteen kriteerit ja automaattien toimintaperiaat-
teet. Tutkimustulosten perusteella voidaan todeta, ettd makroskooppisessa tar-
kastelussa menetelmélla B tehdyt sivelyvalmisteet ovat laadukkaampia ja mik-
roskooppisessa tarkastelussa eri menetelmilla tehdyt sivelyvalmisteet ovat yhta

laadukkaita.

Sivelyvalmisteet tehdaan talla hetkella Seinajoen keskussairaalan hematologian
laboratoriossa Sysmex SP-1000i™ -automaatilla. Tutkimustulosten perusteella
eri menetelmien valilla ei ole laadullisia eroavaisuuksia, joten voidaan sanoa
sivelyvalmisteiden laadun pysyneen samana, vaikka menetelma onkin vaihtu-
nut. Opinnaytetyon tavoitteena oli parantaa sivelyvalmisteiden laatua. Tavoit-
teeseen laadun parantamisessa ei varsinaisesti paasty, vaan tutkimustulosten
perusteella varmennettiin 1ahinna laadun pysyvyys entisellaan sivelyvalmistei-
den tekomenetelmasta rippumatta. Sivelyvalmisteiden makroskooppinen laatu
kuitenkin parani Sysmex SP-1000i™ -automaatin myota. Sivelyvalmisteiden
teko tehostui Sysmex SP-1000i™ -automaatin kayttoonoton myota, silla se pys-
tyy tekemaan kaksinkertaisen maaran sivelyvalmisteita tunnissa verrattuna ai-
kaisemmin kaytossa olleeseen manuaaliseen menetelmaan. Sivelyvalmisteiden
teosta aiheutuvia kustannuksia ei eritelty opinnaytety6ssa, mutta niiden usko-

taan kuitenkin vdhenevan automaation myota ainakin henkiléstokustannusten
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osalta. Omina tavoitteina meilla oli kehittda tietamysta laadukkaasta sivelyval-
misteesta ja oppia soveltamaan tietoa kaytantoon sekad kehittya perifeerisen
veren sivelyvalmisteen mikroskooppisessa tarkastelussa. Onnistuimme hyvin
naissa tavoitteissa ja opinnaytetyon teon myota kehityimme erityisesti perifeeri-
sen veren sivelyvalmisteen mikroskooppisessa tarkastelussa. Opinnaytetydn
myo6ta opimme myds hyodyntdma&an sivelyvalmisteen teon ja mikroskooppisen
tarkastelun teoriatietoa kaytannon tyohon. Koimme opinnaytetydbmme aiheen
mielenkiintoiseksi ja tutkimuksen suorittamisen mielekkaaksi sen tyéelamalah-

téisyyden vuoksi.

13.1 Opinnaytetyoprosessin tarkastelu

Opinnaytetydssa pysyttiin hyvin alkuperéisessa aikataulussa. Ainoastaan ko-
keellisen osuuden suorittaminen viivastyi hieman, silla Sysmex SP-1000i™ -
automaatti otettiin kayttooén huhtikuussa 2011, jonka jalkeen sivelyvalmisteet
tutkimusta varten voitiin tehda. Alkuperaisen suunnitelman mukaisesti sively-
valmisteiden teon piti tapahtua helmi-maaliskuussa 2011. Mikroskooppinen tar-
kastelu saatiin kuitenkin suoritettua ajallaan toukokuun 2011 loppuun mennes-

sa.

Teoriaosuuden kirjoittaminen sujui hyvin. Suurimman ongelman tuotti automaat-
tien toimintaperiaatteita kasittelevien kappaleiden kirjoittaminen. Aluksi auto-
maateista oli vaikea l6ytaa lahdemateriaalia, mutta lopulta kuitenkin niista saa-
tiin kattavasti tietoa. Tarkastelun avuksi laadittu havainnointiiomake osoittautui
esitestauksen myota toimivaksi. Tulosten analysoinnin ja johtop&atosten jalkeen
havainnointilomakkeeseen olisi haluttu tehda pienia muutoksia. Esimerkiksi
trombosyyttien kohdalla hyalomeerin ja granulomeerin erottuminen ei varsinai-
sesti antanut opinnaytetydhon lisdarvoa, koska sitd ei sivelyvalmisteista nor-
maalisti arvioida. Se kertoo ennemminkin varjaytyvyyden onnistumisesta. Ha-
vainnointilomakkeessa vastausvaihtoehtoina morfologian arvioinnin kohdalla oli
-, +, ++ tai +++. Tuloksia analysoitaessa néaita asteikkoja ei kuitenkaan hyddyn-
netty, vaan paadyttiin kayttamaan vain kylla tai ei vastauksia, sen mukaan esiin-

tyyko tutkittavaa ominaisuutta vai ei. Tama helpotti tulosten syott6a havainto-
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matriiseihin ja tulosten tulkintaa. Saatuihin tutkimustuloksiin ja niista tehtyihin
johtopaatoksiin oltiin tyytyvaisia, silla ne vastasivat hyvin tutkimuksen aluksi
asetettuun kysymykseen: kummalla menetelmalla saadaan aikaan laaduk-

kaammat sivelyvalmisteet?

Yhteistyd Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikon kanssa
sujui hyvin ja joustavasti. Suoritimme molemmat kolmannen opintovuoden am-
mattitaitoa edistdvan harjoittelun Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian
toimintayksikdssa ja olimme siella myds kesatdissa, mika helpotti suuresti opin-
naytetyon tekemista. Yhteistyd opinnaytetyon tekijoiden valilla sujui myds hyvin.
Tyo6t jakautuivat tasapuolisesti molempien opinnaytetydn tekijéiden kesken.

13.2 Yhteenveto tutkimustuloksista

Suurin ero tuloksissa eri menetelmilla tehtyjen sivelyvalmisteiden valilla ilmeni
makroskooppisessa tarkastelussa. Menetelmaélla A tehdyt sivelyvalmisteet olivat
muodoltaan vaihtelevia. Tdm&a voi johtua siita ettd sivelyvalmisteiden tekijat
vaihtelivat, jolloin sivelyvalmisteen laatu vaihteli sivelyvalmisteiden tekijan mu-
kaan. Vaihtelua sivelyvalmisteiden kesken tuli jokaisen tekijan yksilollisesta ka-
sialasta johtuen muun muassa vetotekniikasta, -nopeudesta ja -kulmasta. Vaik-
ka menetelmalla B tehdyt sivelyvalmisteet olivat tasalaatuisempia, niiden laa-
dussa ilmeni kuitenkin suuria puutteita yksittdisten naytteiden kohdalla. Tasta
ovat esimerkkina yhdessa tutkimuskohteena olleessa sivelyvalmisteessa ollut
lahes koko sivelyn kokoinen reikéa seka toisen sivelyvalmisteen paksuus, josta
johtuen erytrosyyttien mikroskooppinen tarkastelu oli mahdotonta (kuva 13, sivu
56).

Yksittaiset sivelyvalmisteiden laadun heikkoudet menetelmélla B tehtyjen sive-
lyvalmisten kohdalla voivat johtua monista néytteessa tai laitteessa olevista teki-
joista. Naita tekijoita voi naytteen kohdalla olla muun muassa naytteen huono
sekoittuminen, hyytyma tai riittAmaton naytemaara. Laitteesta johtuva hairié on
voinut aiheutua muun muassa aspiroinnin epaonnistumisesta, ilmakuplasta,

vetolasin huonosta kunnosta tai epdpuhtaudesta, vaarasta naytemaarasta, ve-
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tokulmasta tai —nopeudesta. Kaikissa menetelmalla B tehdyissa sivelyvalmis-
teissa oli sivelyn loppupaéssad makroskooppisesti havaittava erillinen solulinja
(kuva 13, sivu 56). Solulinjan esiintymisella ei ollut vaikutusta erittelylaskennan
jakaumaan. Tama on todettu myds Simsonin ym. (2010, 64—76) tekeméassa tut-

kimuksessa.

Sivelyvalmisteiden varjaytyvyys oli tasaista molemmilla menetelmilla tehdyissa
sivelyvalmisteissa, eikd niissa ilmennyt sini- ja punavoittoisuuden lisdksi muita
eroavaisuuksia. Sini- ja punasavyisyys johtuivat mahdollisesti varjaysohjelmien
pienistd eroavaisuuksista ja eri menetelmilla kaytetyistéa eri valmistajien rea-
gensseista. Punasavyisyys menetelmalla A ja sinisdvyisyys menetelmalla B
tehdyissa sivelyvalmisteissa eivat kuitenkaan vaikuttaneet morfologian arvioin-

tiin ja solujen tunnistettavuuteen (liite 2).

Mikroskooppisessa tarkastelussa eri menetelmilla tehtyjen sivelyvalmisteiden
valilla ei ollut merkittdvaa eroa. Leukosyyttien erittelylaskennassa ilmeni vahva
positiivinen korrelaatio ja hyva lineaarisuus eri menetelmilla tehtyjen sivelyval-
misteiden valilla niiden solujen kohdalla, joita esiintyi suurimmassa osassa sive-
lyvalmisteista. Solujen kohdalla, joita esiintyi vain muutamissa sivelyvalmisteis-
sa, korrelaatio vaihteli suuresti johtuen yksittaisista poikkeavista tuloksista, jotka
nostivat tai laskivat korrelaatiota voimakkaasti. Varjosoluja esiintyi menetelmalla
B tehdyissé sivelyvalmisteissa enemman kuin menetelmalla A tehdyissa. Tama
on todettu myos Bronin ym. (2000, 71-76) ja Simsonin ym. (2010, 64-76) te-
kemissa tutkimuksissa. Varjosolujen esiintyminen automaattisesti valmistetuissa
sivelyvalmisteissa voi johtua muun muassa automaatiossa aiheutuvasta voi-
makkaasta mekaanisesta rasituksesta sivelyvalmisteeseen vedon yhteydessa

tai vedon jalkeisen kuivauksen voimakkuudesta.

Leukosyyttien ja erytrosyyttien morfologian tarkastelussa ei ilmennyt eroja eri
menetelmien valilla. Trombosyyttien kohdalla ilmeni eroavaisuuksia hyalomee-
rin ja granulomeerin erottumisessa eri menetelmien valilla. Menetelmalla A néa-
ma eivat erottuneet lainkaan, toisin kuin menetelmalla B, jossa osassa sively-
valmisteista hyalomeeri ja granulomeeri erottuivat osittain. Hyalomeerin ja gra-

nulomeerin erottumiseen eri menetelmien valilla on mahdollisesti vaikuttanut eri
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menetelmissa kaytetyt eri valmistajien reagenssit. Vaikka hyalomeeri ja granu-
lomeeri eivat erottuneet, trombosyytit oli kuitenkin helposti havaittavissa. Koska
trombosyyttien méaéarissa ei eri menetelmien valilla ollut merkittavaé eroa, ei hy-
alomeerin ja granulomeerin erottumisella ei ole oikeastaan merkitystd mikro-

skooppisen tarkastelun kannalta.

Kaiken kaikkiaan sivelyvalmisteiden makroskooppisen tarkastelun perusteella
voidaan sanoa, ettd menetelmalla B tehdyt sivelyvalmisteet ovat muodoltaan
laadukkaampia, vaikka niissa ilmenikin yksittaisia laadullisia puutteita, silla me-
netelmalla A tehtyjen sivelyvalmisteiden muoto oli todella vaihtelevaa. Opinnay-
tetyossa oli kuitenkin tarkoituksena vertailla eri menetelmilla tehtyja sivelyval-
misteita Seindjoen keskussairaalan hematologian laboratoriossa kayttssa ole-
vien tarkastelukriteerien mukaisesti, jotka painottuvat mikroskooppisen tarkaste-
luun. Mikroskooppisen tarkastelun perusteella kummallakin menetelmalla teh-
dyt sivelyvalmisteet ovat yhtd laadukkaita. Tama on todettu myos Simsonin ym.
(2010, 64—-76) tekemassa tutkimuksessa.

13.3 Tyon luotettavuuden arviointi ja eettisyys

Tyon luotettavuutta eli reliabiliteettia lisda se, etta sivelyvalmisteiden teko tapah-
tui Seingjoen keskussairaalan hematologian laboratorion tydntekijdiden toimes-
ta. Luotettavuutta laskee opinnadytetyontekijoiden véahainen kokemus sivelyval-
misteiden mikroskooppisessa tarkastelussa. Koska opinnaytetyontekijat suoritti-
vat mikroskooppisen tarkastelun kaikkien naytteiden osalta, pysyi tarkastelun
taso kokoajan samantasoisena. Mikroskooppisen tarkastelun luotettavuutta li-
sasi kuitenkin tutkimuksen aluksi suoritettu sivelyvalmisteiden tarkastelu yhdes-
sa opetusmikroskoopilla. Luotettavuuteen vaikutti myds muutaman naytteen
rinnakkainen tarkastelu, jolloin ensin tarkasteltin muutamia sivelyvalmisteita

itsendisesti, jonka jalkeen vertailtiin saatuja tuloksia.

Sivelyvalmisteiden tarkastelun yhteydessa ilmeni muutamia sivelyvalmisteiden
laadusta johtuvia puuttuvia tietoja, silla joistakin tarkastelun kohteena olevista

sivelyvalmisteita ei saatu tulosta joidenkin arviointikohteiden osalta. NAmé& puut-
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tuvat tiedot otettiin kuitenkin mukaan tulosten analysointiin, koska niilla on mer-
kitystad tuloksiin. Havainnointilomakkeen tietoja syotettdessa tilasto-ohjelmaan
virheiden muodostuminen pyrittiin valttamaan syoéttamalla tiedot huolellisesti
oikeisiin havaintomatriiseihin, kunkin kysymyksen tiedot omaansa. Viela tamén
jalkeen lomakkeiden ja havaintomatriisien yhdenmukaisuus tarkistettiin tallen-

nusvirheiden muodostumisen valttamiseksi.

Tyon luotettavuuteen vaikutti naytteiden sailytys ja kasittely. Sivelyvalmisteet
tulisi tehda kolmen tunnin sisalla naytteenotosta, kaytanndssa tama ei kuiten-
kaan kaikkien naytteiden kohdalla toteutunut, silla osa aamulla Seindjoen ympa-
ristbkunnissa otetuista naytteistéa saapui laboratorioon vasta iltapaivalla. Luotet-
tavuutta heikensi myds suhteellisen pieni otoskoko. Tilastollisen tutkimuksen
otoskoon alarajana pidetaan 100 naytettd. Tassa opinnaytetydssa otoskoko oli
48 naytetta. Opinndytety0hon varatun ajan puitteissa suurempi otoskoko ei olisi

ollut mahdollinen.

Ennen tutkimuksen suoritusta perehdyttiin aihetta kasittelevaan lahdeaineistoon
ja sen pohjalta koottiin opinndytetyon teoriaosuus. Lahdemateriaalina kaytettiin
monipuolisia ja ajantasaisia l&hteitd. Suomenkielisia lahteitd aiheesta oli kay-
tosséa suhteellisen vahan, joten suurin osa lahteista oli englanninkielisia. Suurin
osa lahteista oli 2000-luvulta, mutta muutama sivelyvalmisteen tekoa ja mene-
telmateoriaa koskeva lahde on 1990-luvulta. Vanhempia l&hteitéa paadyttiin kui-
tenkin kayttamaan, silla niissé olevan tiedon katsottiin olevan edelleen paikkan-
sa pitavaa. Lahteina kaytettiin aiheeseen liittyvia kirjoja, artikkeleita ja Seindjoen
keskussairaalan hematologian laboratorion tydohjeita. Automaateista oli vaikea
|0ytaa tietoa ja niihin liittyva aineisto kerattiin Iahinna valmistajan laatimista kayt-
téohjeista ja laite-esitteista.

Tutkimuksessa eettisyys nousi erityisesti esille sivelyvalmisteiden kohdalla, silla
niissa sailytettiin alkuperaiset identifiointitiedot, koska tutkimuksen suorituksen
jalkeen sivelyvalmisteet palautettiin Seingjoen keskussairaalan hematologian
laboratorioon. Identifiointitiedot olivat myds nékyvilla verenkuva-analysaattorin
tulosteissa. Sivelyvalmisteita ja verenkuva-analysaattorin tulosteita sdilytettiin

koko opinnaytetydprosessin ajan niin, ettei niihin ollut ulkopuolisilla p&&sya.
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Naytteet oli numeroitu tutkimusta varten siten, ettei tuloksia kasiteltdessa alku-

peraisia identifiointitietoja kaytetty.

13.4 Jatkotutkimusehdotukset

Jatkotutkimusaiheena voisi tutkia mikronaytteista Sysmex SP-1000i™ -
automaatilla tehtyja sivelyvalmisteita. Toisena jatkotutkimusaiheena voisi tutkia
luuydinnaytteiden varjaystd Sysmex SP-1000i™ -automaatilla. Talla hetkella
Seingjoen keskussairaalan hematologian laboratoriossa mikronaytteista teh-
daan sivelyvalmisteet manuaalisesti ja luuydinnaytteet varjataddn Mirastainer® II
-automaatilla. Liséksi jatkotutkimuksena voisi vertailla samasta naytteesta rin-
nakkain Sysmex SP-1000i™ -automaatilla tehtyjen sivelyvalmisteiden mikro-
skooppisen tarkastelun toistettavuutta ja laatua. Suhteellisen pienen otoskoon
takia osaa soluja esiintyi sivelyvalmisteissa vain vahan, jonka vuoksi niista ei
voitu tehda luotettavia johtopaatoksia. Yhtena jatkotutkimusaiheena voisikin olla
naiden harvemmin esiintyneiden solujen erittelylaskennan ja morfologian laadun

tarkastelu suuremmalla otoskoolla.

Lopuksi haluamme Kiittda erityisesti Seindjoen keskussairaalan hematologian
laboratorion henkildkuntaa, jotka avustivat meita tydssamme valmistamalla tut-
kittavat sivelyvalmisteet seka tyomme ohjaukseen osallistuneita ylikemisti Kari
Akermania ja sairaalakemisti Heidi Tuomea. Liséksi haluamme kiittda Tampe-
reen ammattikorkeakoulussa opinnaytetyoprosessin ohjaukseen osallistuneita.
Haluamme Kkiittdd myo6s niitd Tampereen ammattikorkeakoulun bioanalytiikan
koulutusohjelman opiskelijoita, jotka osallistuivat havainnointilomakkeen esites-

taukseen.
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HAVAINNOINTILOMAKE

SIVELYVALMISTEEN MAKROSKOOPPINEN TARKASTELU

Kasin tehty

1 MUOTO sivelyvalmiste

Sivelyvalmisteen paan muoto: (Rastita yksi vaihtoehto)

Tasaisen pyoreé:

Rikkonainen:

Tylppa:

Muuta huomioitavaa

muodossa:

2 VARJAYTYVYYS

Tummuus: (Rastita yksi vaihtoehto)
Sivelyvalmisteet samansavyisia:

Kasin tehty valmiste vaaleampi kuin automaatilla tehty:

Kasin tehty valmiste tummempi kuin automaatilla tehty:

Tasaisuus: (Rastita yksi vaihtoehto)

Sivelyvalmiste on

tasaisesti varjaytynyt:

epatasaisesti varjaytynyt:

Muuta huomioitavaa

varjaytyvyydessa:
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LITE 1: 1 (4)

Nayte nro:

Mikroskopoija:___

Automaatilla tehty
sivelyvalmiste




SIVELYVALMISTEEN MIKROSKOOPPINEN TARKASTELU

3 LEUKOSYYTIT

3.1 Erittelylaskenta / 100 leukosyyttia

Leukosyyttien erittely-

laskenta

Kasin tehty sively-
valmiste

Automaatilla tehty

sivelyvalmiste

Blasti

Promyelosyytti

Myelosyytti

Metamyelosyytti

Sauvatumainen neutrofiili

Liuskatumainen neutrofiili

Eosinofiili

Basofiili

Lymfosyytti

Monosyytti

Muuta huomioitavaa
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erittelylaskennassa:

3.2 Neutrofiilit

Kasin tehty si-
velyvalmiste

3.2.1 Granula (-/+/++ /[ +++)

Hypogranulaarinen

Hypergranulaarinen

3.2.1 Tuma(-/+/++/+++)

Huonosti liuskoittunut

Yliliuskoittunut

Muuta huomioitavaa

Automaatilla tehty
sivelyvalmiste

neutrofiileissa:




3.3 Lymfosyytit (- / +/ ++ [ +++)
Reaktiivisia

Atyyppisia

Muuta huomioitavaa

Kasin tehty si-
velyvalmiste

lymfosyyteissa:

Automaatilla tehty
sivelyvalmiste
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3.4 Monosyytit ( -/ + /[ ++ [ +++)
Atyyppisia

Muuta huomioitavaa

monosyyteissa:

4 TROMBOSYYTIT

4.1 Maara kpl / nakokentta
0-10
11-99
100-

4.2 Hyalomeerin ja granulomeerin erottuminen: (Rastita yksi vaihtoehto)

Erottuu:
Erottuu osittain:

Ei erotu:

Muuta huomioitavaa

trombosyyteissa:

5 ERYTROSYYTIT

5.1 Anisosytoosi ( -/ +/ ++ [ +++)
Mikrosytoosi

Makrosytoosi
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Kasin tehty si- Automaatilla tehty

velyvalmiste sivelyvalmiste
4 (4)

5.2 Varjaytyvyys ja poikilosytoosin maara (- / + / ++ /[ +++)

Normokromasia

Hypokromasia

Polykromasia

Varjaytyvyys ja Automaatilla
poikilosytoosi Kasin tehty si- | tehty sivelyval-
(-/+/++/+++) | velyvalmiste miste

Ovalosyytti

Kynasolu

Akantosyytti

Burr-solu

Pisarasolu

Skistosyytti/Puna-
solufragmentti

Sirppisolu

Targetsolu

Sferosyytti

Stomatosyytti

5.3 Ryhmitys (-/+/++ /[ +++)

Raharulla

Agglutinaatio

5.4 Inkluusiokappaleet (- / +/ ++ [ +++

Howell-Jollyn kappale

Pappenheimerin kappale

Basofiilista pilkutusta

Malariaplasmoideja

Muuta huomioitavaa:

erytrosyyteissa:
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KUVIA SIVELYVALMISTEISTA LITE 2: 1 (3)

1 Makroskooppisia kuvia

2 Mikroskooppinen yleiskuva
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4 Neutrofiileja 2(3)
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7 Lymfosyytteja 3(3)
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TAULUKOITA JA HAVAINNOINTIKUVIOITA LIITE 3: 1 (12)
Makroskooppinen tarkastelu
Muoto
Menetelma A
Kum.
Lkm % Ikm Kum-%
Tasaisen pyo-
red 27 56 27 56
Rikkonainen 11 23 38 79
Tylppa 10 21 48 100
Ei tulosta 0 0 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48
Menetelméa B
Kum.
Lkm % Ikm Kum-%
Tasaisen pyo-
red 47 98 47 98
Rikkonainen 0 0 47 98
Tylppa 0 0 47 98
Ei tulosta 1 2 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48
Tummuus
Kum.
Lkm % Ikm Kum-%
Sivelyvalmisteet samansavyisia 40 83 40 83
Kasin tehty valmiste vaaleampi kuin automaatilla tehty 4 8 44 92
Kasin tehty valmiste tummempi kuin automaatilla tehty 3 6 a7 98
Ei tulosta 1 2 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48
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Tasaisuus 2(12)

Menetelma A

Lkm % Kum. lkm Kum-%
Sivelyvalmiste on tasaisesti varjaytynyt 48 100 48 100
Sivelyvalmiste on epatasaisesti varjaytynyt 0 0 48 100
Ei tulosta 0 0 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48
Menetelmé& B

Lkm % Kum. lkm Kum-%
Sivelyvalmiste on tasaisesti varjaytynyt a7 98 a7 98
Sivelyvalmiste on epéatasaisesti varjaytynyt 0 0 47 98
Ei tulosta 1 2 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48

Mikroskooppinen tarkastelu

Leukosyytit

Leukosyyttien erittelylaskenta N=46

Blastit o9

Menetelmid A

4

ORNWAUTOIN WO
2

3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Menetelmi B y=0,8x+0,1
R2=0,8

K—Q
N O\ @

X
o
[




Menetelmd A

Promyelosyytit

r=0,4

ORNWAUIOINOWO

X

Menetelmd B

0 1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

y=0,5x+0,1
R2=0,2

Menetelma A

Myelosyytit

r=0,7

P

i a—

ORLrNWHAUIOINWO

X

Menetelmd B

0 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

y=15x+0,2
R2=0,5

Menetelmd A

Metamyelosyytit

r=0,6
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4 5 6 7 8 9 10 11
Menetelmd B

X
o
=
N
w

12 13 14 15
y=0,5x+04
R2=0,4
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Menetelmd A

100

Sauvatumaiset neutrofiilit o,

40 50 60 70 80 90 100

Menetelm3i B y=0,9x+1,2
R2=0,8

Menetelma A

100
90
80
70
60

Liuskatumaiset neutrofiilit o

®

70 80 90 100

Menetelmd B y=0,9x+0,6
R2=0,9

Menetelmd A

Eosinofiilit r=0,6

ORLrNWRAUIONOLO

X
o

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Menetelmd B y=0,6x+0,6
R2=0,3
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Menetelmd A

ORNWHhUIOINO

X

Basofiilit r=0,3

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
y=0,3x+0,0
R2=0,1

Menetelmd B

Menetelmd A
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%

Lymfosyytit r=1,0
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y=1,0x+2,6
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Menetelmd B

Menetelma A
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Monosyytit r=0,9

20 30 40 50 60 70 80 90 100
y=11x-1,2
R2=0,9

Menetelmd B
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Neutrofiilien granula

Menetelma A

Lkm % Kum. lkm Kum-%

Normaali granula 33 69 33 69
Hypogranulaarinen 8 17 41 85
Hypergranulaarinen 6 13 47 98

Ei tulosta 1 2 48 100
Yht. 48 100 48 100

N: 48

Menetelméa B

Lkm % Kum. Ikm  Kum-%

Normaali granula 32 67 32 67
Hypogranulaarinen 8 17 40 83
Hypergranulaarinen 6 13 46 96

Ei tulosta 2 4 48 100
Yht. 48 100 48 100

N: 48
Neutrofiilien tuma

Menetelma A

Lkm % Kum. Ikm Kum-%

Normaali 25 52 25 52
Huonosti liuskoittunut 20 42 45 94
Yliliuskoittunut 2 4 47 98
Ei tulosta 1 2 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48

Menetelma B

Lkm % Kum. lkm Kum-%

Normaali 26 54 26 54
Huonosti liuskoittunut 18 38 44 92
Yliliuskoittunut 2 4 46 96
Ei tulosta 2 4 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48
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Lymfosyytit

Menetelma A

Lkm % Kum. lkm Kum-%
Normaali 35 73 35 73
Reaktiivisia 6 13 41 85
Atyyppisia 6 13 47 98
Ei tulosta 1 2 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48
Menetelméa B

Lkm % Kum. Ikm  Kum-%
Normaali 33 69 33 69
Reaktiivisia 7 15 40 83
Atyyppisia 6 13 46 96
Ei tulosta 2 4 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48
Monosyytit
Menetelma A

Lkm % Kum. Ikm Kum-%
Normaali 38 79 38 79
Atyyppinen 9 19 47 98
Ei tulosta 1 2 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48
Menetelma B

Lkm % Kum. Ikm  Kum-%
Normaali 37 77 37 77
Atyyppinen 9 19 46 96
Ei tulosta 2 4 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48
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Trombosyytit

Trombosyyttien méaréa

Menetelma A

Lkm % Kum. km  Kum-%
0-10 10 21 10 21
11-99 33 69 43 90
100- 5 10 48 100
Ei tulosta 0 0 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48
Menetelméa B

Lkm % Kum. lkm Kum-%
0-10 10 21 10 21
11-99 32 67 42 88
100- 10 47 98
Ei tulosta 1 2 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48

Hyalomeerin ja granulomeerin erottuminen

Menetelma A

Lkm % Kum. lkm Kum-%
Erottuu 0 0 0 0
Erottuu osittain 0 0 0 0
Ei erotu 48 100 48 100
Ei tulosta 0 0 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48
Menetelméa B

Lkm % Kum. lkm Kum-%
Erottuu 0 0 0 0
Erottuu osittain 22 46 22 46
Ei erotu 25 52 47 98
Ei tulosta 1 2 48 100
Yht. 48 100 48 100
N: 48
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Erytrosyytit

Anisosytoosi

Menetelma A

Lkm %
Normaali 20 42
Mikrosytoosi 17 35
Makrosytoosi 17 35
Ei tulosta 0 0
Yht. 54 113
N: 48
Menetelmé& B
Lkm %
Normaali 19 40
Mikrosytoosi 16 33
Makrosytoosi 16 33
Ei tulosta 2 4
Yht. 53 110
N: 48
Anisokromasia
Menetelméd A
Lkm %
Normokromasia 20 42
Hypokromasia 10 21
Polykromasia 20 42
Ei tulosta 0 0
Yht. 50 104
N: 48
Menetelméa B
Lkm %
Normokromasia 19 40
Hypokromasia 11 23
Polykromasia 19 40
Ei tulosta 2 4
Yht. 51 106
N: 48
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Varjaytyvyys ja poikilosytoosi

Menetelma A

Lkm %
Normaali 22 46
Ovalosyytti 12 25
Kynasolu 1 2
Akantosyytti 0 0
Burr-solu 11 23
Pisarasolu 8 17
Skistosyytti/Punasolufragmentti 14 29
Sirppisolu 0 0
Targetsolu 2 4
Sferosyytti 4 8
Stomatosyytti 2 4
Ei tulosta 0 0
Yht. 76 158
N: 48
Menetelméd B

Lkm %
Normaali 19 40
Ovalosyytti 13 27
Kynésolu 0 0
Akantosyytti 0 0
Burr-solu 10 21
Pisarasolu 5 10
Skistosyytti/Punasolufragmentti 16 33
Sirppisolu 0 0
Targetsolu 0 0
Sferosyytti 3 6
Stomatosyytti 4 8
Ei tulosta 2 4
Yht. 72 150
N: 48
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Ryhmitys

Menetelma A
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Kum.
Lkm % Ikm Kum-%
Normaali 32 67 32 67
Raharullaa 10 21 42 88
Agglutinaatio 6 13 48 100
Ei tulosta 0 0 48 100
Yht. 48 100 48 100
N 48
Menetelméa B
Kum.
Lkm % Ikm Kum-%
Normaali 33 69 33 69
Raharullaa 10 21 43 90
Agglutinaatio 3 6 46 96
Ei tulosta 2 4 48 100
Yht. 48 100 48 100
N 48



Inkluusikappaleet

Menetelma A

Lkm %
Ei inkluusiokappaleita 38 79
Howell-Jollyn kappale 8 17
Pappenheimerin kappale 3 6
Basofiilisté pilkutusta 1 2
Malariaplasmoideja 0 0
Ei tulosta 0 0
Yht. 50 104
N: 48
Menetelmé& B

Lkm %
Ei inkluusiokappaleita 37 77
Howell-Jollyn kappale 8 17
Pappenheimerin kappale 1 2
Basofiilista pilkutusta 0 0
Malariaplasmoideja 0 0
Ei tulosta 2 4
Yht. 48 100
N: 48
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