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Kliinisen kemian laboratoriossa on tarkoitus saada tasmallisia ja tarkkoja tuloksia
analysoitavista naytteista. Erilaisten hairidtekijoiden minimoiminen on tarkeda, koska hairitsevan
tekijan vaikutuksesta analysoitavan potilasnaytteen tulos voi olla virheellinen.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tehda plasma- ja seeruminaytteiden hemolyysi- ja
ikteerisyysasteen vertailukartta Satakunnan Keskussairaalan SataDiagin Kliinisen kemian
laboratorion henkildkunnan kayttéon. Tydn tavoitteena oli laatia menetelmd, jonka avulla
hemolyyttisten ja ikteeristen naytteiden turhaa analysointia voitaisiin vahentdd. N&in voitaisiin
myds minimoida virhelahteiden aiheuttamien virheellisten tulosten vaikutus potilaan
laadukkaaseen hoitoon. Hemolyyttisyyden tai ikteerisyyden raja-arvon ylittyessé nayte voidaan
ohjata poistumaan radalta automaatiojarjestelmaa kayttavan henkilon toimesta.

Opinnaytetyota varten valmistettiin hemolyyttisyyden vertailusarja, joka kuvattiin. Ikteerisyyden
vertailusarjaa ei tehty vaan karttaa varten koottiin kolme bilirubiinipitoisuudeltaan sopivaa
potilasnaytetta.

Vertailukartat otettiin koekayttdédén elokuussa 2012. Vertailukartoista saatu palaute on ollut
paaosin positiivista. SataDiagin kliinisen kemian laboratorion henkilokunta on kokenut kartoista
olevan hyétya plasma- ja seeruminaytteiden hemolyysi- ja ikteerisyyspitoisuuksien arvioinnissa.
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COMPARISON CHART FOR ESTIMATING
HEMOLYSIS AND ICTERUS LEVELS OF PLASMA
AND SERUM SAMPLES

It's important to get accurate and precise results for patient samples in a clinical chemistry
laboratory. Minimizing different artifacts is important because they might disturb the analysis of
patient samples, which leads to false results.

The purpose of this bachelor's thesis' was to create a comparison chart of hemolysis and icterus
levels in plasma and serum samples for the staff of SataDiag's clinical chemistry laboratory of
Satakunta central hospital. The aim of this thesis was to develop a method, that would help to
reduce unnecessary analyzing of hemolyzed and icteric samples. This would also minimize the
effect false results, caused by sample artifacts in the patient’s treatment. If hemolysis or icterus
level of the sample's is too high, the sample can be removed from the automation system by the
system's user.

A hemolysis comparison set was made for the bachelor's thesis and the set was photographed.
An icterus comparison set was not made. Instead, the samples with appropriate icterus levels
were collected.

The comparison charts were given for test use in August 2012. The feedback has been mainly
positive. The staff of SataDiag's clinical chemistry laboratory have found the charts helpful in
estimating hemolysis and icterus levels of plasma and serum samples.
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyon aihe saatiin Satakunnan keskussairaalan SataDiagin kliinisen
kemian laboratoriosta. Toimeksiantajasta kaytetaan myohemmin nimitysta
SataDiagin Kkliinisen kemian laboratorio. Laboratoriossa kaytdssa olevaan
TCAutomation-linjastoon on tarkoitus ottaa kayttooén kamera, joka kuvaa ne
linjaston lapi kulkevat verindytteet, joista hemolyyttisyyttd, ikteerisyyttd ja
lipemisyytta voidaan tarkastella. Kameran avulla estetddn hemolyyttisten,
ikteeristen ja lipeemisten naytteiden kulkeminen turhaan analysoitaviksi. Koska
kliinisen kemian laboratoriossa on tarkoituksena saada tarkkoja ja tasmallisia
tuloksia analysoitavista naytteistd, on tarkeaa, ettd erilaiset hairidtekijat
saadaan minimoitua. Hairitsevan tekijan vaikutuksesta tulostaso voi olla

virheellisen korkea tai virheellisen matala.

Opinnaytetyon  tarkoituksena  oli  laatia  vertailukartat plasma- ja
seerumindytteiden hemolyysi- ja ikteerisyysasteen manuaalista arviointia
varten. Vertailukarttojen avulla voidaan silmamaaraisesti arvioida naytteiden
hemolyysi- ja ikteerisyysasteet jo ennen kameran kayttoonottoa. Tavoitteena ol
vahentaé analysoitavien potilasnaytteiden mahdollisista virheldhteista johtuvia
vaaria tuloksia, mik& on tarkeaa potilaan hoidon kannalta. Varsinaiseen tyohon,
vertailukarttoihin, otettiin mukaan vain hemolyyttisia ja ikteerisia naytteita, koska

lipeemisia naytteita tulee analysoitavaksi harvoin.
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2 VERINAYTTEIDEN ANALYSOINTI JA

VIRHELAHTEET SEKA HIL-INDEKSI

2.1 Verinaytteet

Verinaytteitd voidaan ottaa laskimosta, valtimosta tai ihopistosnaytteena.
Naytteend voidaan kayttdd joko kokoverta tai siitd eroteltua plasmaa tai
seerumia. Aikuisilla naytteenottopaikka on yleisimmin laskimo. Pienilté lapsilta
nayte otetaan ihopistosnaytteend. Jos naytteend kaytetaan kokoverta tai
plasmaa, nayteputkessa on antikoagulanttia naytteen hyytymisen estamiseksi.
Jos naytteena kaytetaan seerumia, nayte saa hyytyd. Hyytymisen tapahduttua
nayte sentrifugoidaan, jolloin seerumi erottuu soluista. Jos naytteenéa kaytetaan
plasmaa, voidaan nayte sentrifugoida heti. (Penttila (toim.) 2004, 25.)

Suurin  osa SataDiagin kliinisen kemian laboratoriossa analysoitavista
verinaytteistéa on plasma- ja seeruminaytteitd. Keskimaarin yhdesta naytteesta
tehdaan 3 - 4 tutkimusta. Tutkimuksia SataDiagin kliinisen kemian
laboratoriossa tehd&aén vuosittain yli 1,5 miljoonaa. SataDiagin kliinisen kemian
laboratoriossa talla hetkella kaytbéssa olevat plasmaputket ovat Becton
Dickinsonin valmistamia litium-hepariinigeeliputkia. Seerumiputket tulevat

Mekalasista ja ne ovat Vacuette -merkkisia geeliputkia.

2.1.1 Plasma ja seerumi

Koko verimaarasta plasmaa on noin puolet. Se koostuu veteen liuenneista
valkuaisaineista eli proteiineista, suoloista seka vahaisista maarista muita
aineita. (Tuokko ym. 2008, 35.) Plasmassa on valkuaisaineita enemman kuin
muissa elimiston solun ulkoisissa nesteissa. Yksi plasman valkuaisaineista on
fibrinogeeni, jota on plasmassa noin 5 %. Kun veri hyytyy, fibrinogeeni sakenee

fibriiniksi. Fibriinid ei ole seerumissa. (Nienstedt ym. 2008, 165-183.)
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Plasman kayttaminen analysoitavana néaytteend nopeuttaa tulosten saantia,
koska naytteen jaahtymista ja hyytymista ei tarvitse odottaa. Kokoverinaytteesta
saadaan plasmaa eroteltua noin 15 % enemman kuin seerumia, mika helpottaa
pienten naytemaarien analysointia. Plasmassa tutkittavien aineiden pitoisuudet
ovat lahempéana elimistdn in vivo -tilaa kuin seerumissa. (Penttila (toim.) 2004,
25-29.)

Kun plasman fibrinogeeni muuttuu eri tekijoista johtuen liukenemattomaksi
fibriiniksi, alkaa veren hyytyminen. Hyytymasta erottuva neste on seerumia. Silti
seerumissa on paljon plasman aineosia, joten sitd voidaan kayttaa

analysoinneissa samoin kuin plasmaa. (Nienstedt ym. 2008, 165,183.)

2.2 Naytteiden virhelahteet

Kemian analyysien tulosten luotettavuuteen voivat vaikuttaa hairidtekijat, joista
tavallisimpia ovat punasolujen hajoamisesta johtuva hemolyysi, bilirubiinin
aiheuttama ikteria seka lipemian aiheuttama sameus (Leino 2008, 68).
Verinaytteiden hemolyysi ja ikteria saattavat vaikuttaa moniin eri tutkimuksiin.
Tallaisia ovat erityisesti tutkimukset, joissa kaytetaan optisia menetelmia,
esimerkiksi spektrofotometriaa. Kun arvioidaan hemolyysin ja ikterian
vaikutusta menetelmien herkkyyteen, olisi hyva valmistaa naytteitd, joihin on

lisatty tietty maara hemoglobiinia tai bilirubiinia. (Kroll 2004, 1968.)

2.2.1 Hemolyysi

Plasma- tai seerumindytteen punertava vari johtuu hemolyysista.
Hemolyyttisyyden aiheuttaa punasolujen solukalvon hajoaminen, jolloin
vapautuva hemoglobiini varjaa verinaytteesta erotellun plasman tai seerumin
punertavaksi. (Lippi ym. 2009, 934-935.) Kuvassa 1 vasemman puoleinen nayte
on normaalin ndkdinen plasmanayte, ja oikean puoleinen on plasmanayte,
jossa on havaittavissa lievad hemolyyttisyyttd.  Kuvassa 2 vasemmalla on
normaalin nédkdinen seeruminayte, ja oikealla seerumindyte, jossa

hemolyyttisyysaste on jo korkea.
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Kuva 1. Normaali plasmanayte ja hemolyyttinen plasmanéayte. (Tasala T. 2012)

Kun verisolujen sisdltamat yhdisteet joutuvat plasmaan tai seerumiin, vaikuttaa
se mitattavan yhdisteen pitoisuuteen. Jos mitattavan yhdisteen pitoisuus on
punasoluissa korkeampi kuin plasmassa tai seerumissa, nousee mitattava
pitoisuus silloin lilan korkeaksi (esimerkiksi kalium). Solujen hajotessa voi
vapautua myOs muita yhdisteitd, jotka taas laskevat mitattavan yhdisteen

pitoisuutta (esimerkiksi insuliinia). (Leino 2008, 68.)

Naytteiden hemolyyttisyys on nahtavissd vasta sentrifugoinnin jalkeen.
Hemolyysi on jo silminnahtavaa, kun hemoglobiinipitoisuus naytteessa on 0,3
g/l. (Thomas 2002.) Jo pienikin maaréa hemoglobiinia plasmassa, kuten 0,6 g/l
vaikuttaa hairitsevasti muun muassa kaliumin (K), aspartaattiaminotransferaasin
(ASAT), laktaattidehydrogenaasin (LD) ja kloridin (Cl) tulostasoihin (Lippi ym.
2006, 312-314).

Nykydan useilla laitevalmistajilla on jo omia laitekohtaisia raja-arvoja muun
muassa hemolyyttisyydelle. SataDiagin kliinisen kemian laboratoriossa

kaytossa olevassa Siemensin valmistamassa Centaur-analysaattorissa on omat
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tutkimuskohtaiset raja-arvot. Esimerkiksi tyreotropiinille (TSH) Siemens on
antanut naytteen hemolyyttisyyden raja-arvoksi 1,0 g/l. Jos naytteen
hemoglobiinipitoisuus on téaté pienempi, voidaan naytteen tyreotropiini-pitoisuus

luotettavasti mitata.

ey

Kuva 2. Normaali seerumindyte ja hemolyyttinen seerumindyte. (Tasala T.
2012)

Hemolyysi nostaa fotometrisilla menetelmilla saatuja tuloksia kaytettdessa 415
nm aallonpituutta. Taméa johtuu hemoglobiinin ominaisuudesta absorboida
voimakkaasti valoa talla aallonpituudella. (Thomas 2002.) Joissakin
fotometrisissa maarityksissd hemolyysista aiheutuva absorbanssin nousu
saattaa antaa suoraan virheellisen korkeita tuloksia. Ainakin kreatiinikinaasin
(CK), kreatiniinin (Krea) ja raudan (Fe) lilan korkeat pitoisuudet voivat johtua

juuri tasta syysta. (Lippi ym. 2008, 768.)

Hemolyysin seurauksena soluista vapautuvien aineiden vuoksi saadaan
virheellisen korkeita tuloksia muun muassa kaliumille (K),

aspartaattiaminotransferaasille (ASAT), alaniiniaminotransferaasille (ALAT),
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folaatille (F), laktaattidehydrogenaasille (LD) ja magnesiumille (Mg). Virheellisen
matalia tuloksia taas saadaan muun muassa natriumille (Na), alkaliselle
fosfataasille (AFOS), glukoosille (Gluk), glutamyylitransferaasille (GT) ja
bilirubiinille (Bil). (Lippi ym. 2008, 766-768.)

Hemolyysi on yleisin syy naytteen hylkaamiselle. Hemolyysi voi aiheutua
naytteenoton virheista tai naytteen kasittelyssa tapahtuvista virheista (in vitro).
Hemolyysi voi johtua myos potilaan hemolyyttisesta tilasta (in vivo). (Lippi ym.
2008, 764-772; Niemeld ja Pulkki (toim.), 2010, 255-261; Tuokko ym. 2008,
114-117.) Suuremmaksi osaksi naytteiden hemolyysi johtuu enemman in vitro-
kuin in vivo -syistd. Hemolysoituneista naytteista noin 3 % sanotaan johtuvan in

vivo -syisté. (Carraro ym. 2000, 306.)

Kiinnittdmalla  huomiota  laadukkaaseen preanalytiikkaan pystytaan
vahentam&an in vitro -hemolyysin esiintymista. On todenn&kdista, etta
kysymyksessa on in vitro -hemolyysi, jos plasmasta mitattavat hemoglobiini-
(Hb), kalium- (K), laktaattidehydrokenaasi- (LD) ja aspartaattiaminotransferaasi-
(ASAT) arvot ovat koholla. Pitoisuudet nousevat samassa suhteessa
hemolyysiasteen kanssa. (Thomas 2002.)

In vivo -hemolyysi taas saattaa johtua useasta eri syysta. Esimerkiksi
hemolyyttinen anemia, tulehdustilat ja verensiirrosta johtuvat reaktiot voivat olla
syyna in vivo -hemolyysin syntymiseen. In vivo- hemolyysissa hemoglobiini-
(Hb) pitoisuus nousee hemolyysiasteen kanssa samassa suhteessa, kun taas

kaliumin (K) pitoisuus ei nouse samalla tavoin. (Thomas 2002.)

2.2.2 lkteria

Ikteerisyys johtuu veren kohonneesta bilirubiinipitoisuudesta. Bilirubiinia
muodostuu punasolujen hajoamistuotteena. (Penttila (toim.) 2004, 234-235.)
Kun maksa ei ehdi riittdvdn nopeasti poistaa bilirubiinia, joutuu bilirubiinia
takaisin verenkiertoon ja sen pitoisuus plasmassa kohoaa. lkteria saattaa johtua
maksan vajaatoiminnasta, sappiteiden tukkeutumisesta tai elimiston

hemolyyttisesta tilasta. Bilirubiinia on kahdenlaista: konjugoitunutta ja
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konjugoimatonta. Pernassa tapahtuvan punasolujen hajoamisen seurauksena,
konjugoimaton bilirubiini kulkeutuu verenkierron mukana maksaan albumiiniin
sitoutuneena. Maksassa konjugoimaton bilirubiini konjugoituu, eli muuttuu
vesiliukoiseen muotoon. Taman jalkeen se erittyy sappeen. (Bjalie ym. 2005,
273-274.) Konjugoitunut bilirubiini  on vesiliukoista ja reagoi suoraan
verindytteeseen lisatyn vériaineen kanssa. Konjugoimaton eli vapaa bilirubiini
on veteen liukenematonta ja reagoi variaineen kanssa epasuorasti vasta
alkoholilisdyksen jalkeen. Reaktiossa variaineena voidaan kayttaa diatso- tai
ditauroyhdistettd, esimerkiksi diatsotoitua sulfaniilihappoa. (Pelanti 2011, 50-
54.)

Aikuisen ihmisen seerumi- ja plasmanaytteet sisdltavat normaalisti bilirubiinia
alle 0,12 grammaa litrassa. Kun bilirubiinipitoisuus nousee veressa riittavan
korkeaksi, ihmisen iho ja silmén valkuaiset muuttuvat kellertaviksi. (Niemela ja
Pulkki (toim.), 2010, 168-169.) Myos plasma ja seerumi muuttuvat
keltaisenruskeiksi (Penttila (toim.) 2004, 234-235). Kuvan 3 oikean puoleinen
plasmanayte on lievasti ikteerinen ja vasemmalla on normaalin n&kdinen

plasmanayte.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Hanna Lukka ja Tarja Tasala



13

Kuva 3. Normaali plasmanayte ja ikteerinen plasmanéayte. (Tasala T. 2012)

Kohonneet bilirubiinipitoisuudet  saattavat vaikuttaa spektrofotometrisiin
maarityksiin ja nain ollen ikteeristen naytteiden tulokset voivat olla virheellisia.
Joissakin tutkimuksissa on tullut ilmi, ettd konjugoimaton bilirubiini saattaa
hairita tutkimuksia enemman kuin konjugoitunut bilirubiini. TA&mé& johtunee siita,
ettd  konjugoituneen bilirubiinin  hapettuminen vaikeutuu emaksisissa
olosuhteissa. (Owen ja Keevil 2007, 371.)

Bilirubiinilla on korkea absorbanssi 340 - 500 nanometrin (nm) aallonpituuksilla.
Jos maarityksissa kaytettdva aallonpituus on talla valilla, saattaa bilirubiini
aiheuttaa hairidita tutkimuksiin. Jo lieva ikteerisyys vaikuttaa erityisesti
hyytymistutkimuksissa, kuten antitrombiini Ill:n maarityksessa. (Choronolab
2003.)

2.2.3 Lipemia

Lipeeminen nayte on silminndhtdvan sameaa ja maitomaista (Kuva 4). Naytteen
sameus johtuu plasman lipoproteiinien pitoisuuden kohoamisesta (Chronolab
2003).
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Kuva 4. Normaali plasmanayte ja lipeeminen plasmanayte. (Tasala T. 2012)

Tyypillisin lipemian syy on triglyseridien maaran nousu. Triglyseridipitoisuudet
voivat olla koholla aterian jalkeen tai muuttuneen aineenvaihdunnan
seurauksena. MyOs suonensisdisesti annettu lipidiravintoliuos voi nostaa

triglyseridien maaraa. (Chronolab 2003.)

Triglyseridit imeytyvat suolistossa ja sieltd ne siirtyvat kylomikroneissa
imuteiden kautta verenkiertoon. Plasman kylomikronipitoisuus saattaa kasvaa
rasvapitoisen aterian jalkeen 1 - 2 prosenttia. Kylomikroneita voi esiintya viela 4
- 6 tunnin kuluttua aterian jalkeen. Tastd syystd on suositeltavaa ottaa
paastonayte triglyseridien (Trigly) ja kolesterolin (Kol) maarittamiseksi.
Suositeltava paastoaika on 12 tuntia, koska paastoa vaativien tutkimusten
viitearvot on sen mukaan maaritetty. (Bjalie ym. 2005, 352-358, Nienstedt ym.
2008, 344.))

Voimakas lipeemisyys naytteessa saattaa aiheuttaa epahomogeenisuutta,
jonka aiheuttaa vesitilan syrjaytymista. Tastd johtuen esimerkiksi plasmasta
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mitattavien natrium- (Na) ja kalium- (K) mé&aritysten tulokset ovat virheellisen
korkeita. (Leino 2008.)

2.3 Preanalytiikan merkitys virheldhteiden syntyyn

Preanalyyttisella vaiheella on merkitystd mahdollisimman luotettavien ja
potilaan tilaa kuvaavien laboratoriotutkimustulosten saamisessa.
Preanalyyttinen vaihe Kkasittdd kaiken laboratoriotutkimusten tarpeen
arvioinnista siihen asti, kunnes nayte on analyysikelpoinen. (Tuokko ym. 2008,
7,15.)

Verinaytteet ovat ihmisesta otettuja biologisia materiaaleja, joten
aineenvaihduntareaktiot jatkuvat hitaasti my0s elimistén ulkopuolella.
Naytteenottotilanteen olosuhteista olisi tarkoitus saada mahdollisimman hyva
kuva naytteitd analysoitaessa. Koska analysoitavista yhdisteistd monet ovat
huonosti sailyvia ja niiden pitoisuudet muuttuvat ajan kuluessa, preanalyyttisen
vaiheen merkitys kasvaa. Potilaan ohjeistaminen tutkimuksiin on tarke&é oikean
tutkimustuloksen varmistamiseksi. Huomioon tulee ottaa esimerkiksi paasto,
ladkkeiden ottaminen ennen naytteenottoa, tupakointi, alkoholi seka oikea
naytteenottoaika. (Penttila (toim.) 2004, 29-30.)

Oikealla  naytteenottotekniikalla ~on  suuri  merkitys  virhelahteiden
poissulkemisessa. Hemolyysi on yleisin naytteenotosta johtuva virhelahde.
Kalsium- ja proteiinitutkimusten tulokset saattavat nousta liian pitkdan kirealla
pidetyn staassin vaikutuksesta. Myods nayteputken tayttdasteella on merkitysta
hemolyysin synnyssa. (Tykslab 2010.) Naytteenoton olosuhteillakin saattaa olla
merkitysté tutkimusten oikeellisuuden ja vertailukelpoisuuden kannalta (Penttila
(toim.) 2004, 24-25).

2.4 Hemolyysin ja ikterian vaikutus kliinisen kemian analyyseihin

Hemolyysin tiedetddn vaikuttavan tuloksia nostavasti ainakin kalium- (K), rauta-
(Fe), alaniiniaminotransrefaasi- (ALAT), aspartaattiaminotransferaasi- (ASAT) ja
kreatiinikinaasi- (CK) analyyseihin. Analyyseja, joiden tuloksiin hemolyysi

vaikuttaa laskevasti, ovat muun muassa alkalinen fosfataasi (AFOS), bilirubiini
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(Bil), glutamyylitransferaasi (GT) ja troponiini (TnT). (Cleveland Clinic
Laboratories 2011.) lkteerisyysasteen ollessa korkea saadaan virheellisen
matalia tuloksia muun muassa glukoosi- (Gluk), kolesteroli- (Kol) ja kreatiniini-
(Krea) méaarityksissa (Chronolab 2003).

SataDiagin  kliinisen  kemian laboratoriossa tehtavista plasma- ja
seerumianalyyseista 22 on sellaisia, joita tehddan yli 10 000 vuosittain.
Yleisimmat tehtavat tutkimukset ovat juuri kalium (K) ja natrium (Na), jotka ovat
herkki& hairidtekijoiden, varsinkin hemolyysin, vaikutuksille.

2.5 TCAutomation -linjasto

SataDiagin kliinisen kemian laboratoriossa on kaytdssa TCAutomation -linjasto
(Thermo Fisher Scientific Oy). Se on suunniteltu naytteenkasittelyprosessin
automatisointiin. Se on rakennettu useista moduleista, joista jokaisella on oma
naytteenkasittelytehtdva. Ennen analysaattoreja oleva tydasema voi esimerkiksi
koostua seuraavanlaisista moduleista: naytetelineiden syottomoduli (Kuva 5),
sentrifugi, korkinpoistaja seka néaytetelineiden poistomoduli. (TCAutomation
kayttdopas 2011.)
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Kuva 5. Naytetelineiden syottomoduli. (Lukka H. 2012)

TCAutomation -jarjestelma sisdltda aina ohjausyksikon sekd naytteiden
kuljetukseen tarkoitetun kaksikaistaisen kuljetushihnan. Linjastoon kuuluu myés
moduleja, jotka yhdistavat analysaattorit suoraan automaatiojarjestelmaan.
(TCAutomation kayttéopas 2011.)

Mahdollisesti kayttoon otettavan kameran havaitessa hemolyyttisyyden ja
ikteerisyyden raja-arvon ylittymisen, nayte voidaan ohjata poistumaan radalta
automaatiojarjestelmaa kayttavan henkilon toimesta. Nayte voidaan myds

automatisoidusti ohjata poistumaan radalta. (Salo 2012.)

2.6 Abbott® Architect c8000 -analysaattori

SataDiagin kliinisen kemian laboratoriossa on otettu kayttéén kaksi Abbott®
Architect -merkkistd kemian analysaattoria (Kuva 6). Kyseiset analysaattorit
ovat mallia c8000.

Kaikkiin  Architect -analysaattorimalleihin  kuuluu kolme niin sanottua
paakomponenttia. Naitd ovat system control center, prosessing modules ja
sample handlers. System control center on tietokone, jonka avulla

analysaattorin kayttaja voi kontrolloida koneen toimintaa. Sen avulla pystytaan
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esimerkiksi maarittamaan naytteestd analysoitavat tutkimukset, etsimdan jo
analysoitujen naytteiden tuloksia seka suorittamaan huoltotoimenpiteita.
Prosessing modules eli prosessointimodulit huolehtivat kaikista naytteen
analysointiin liittyvistd tehtavista. Ne suorittavat naytteiden pipetoimisen
nayteputkista, itse analysointivaiheen seka tuloksen luennan. C8000 -mallin
modulit voivat noin 60:ta reagenssia kayttden analysoida jopa 800 fotometrista
ja 600 potentiometristéa naytettd tunnissa. Sample handlers eli naytteensiirtajat
siirtdvat nimensa mukaisesti naytteitd analysaattorin sisalla. Ne kuljettavat my6s
kontrolleja ja kalibraattoreja. (Abbot Laboratories 2007.) Satadiagin Kliinisen
kemian laboratorion analysaattoreissa ei ole sample handlereita vaan niiden
tilalla on niin sanottu bypass-moduli. Tadma& moduli kuljettaa TCAutomation-

linjastolta tulevat naytteet analysaattorin analysoitavaksi.

Kuva 6. Abbott® Architect c8000. (Lukka H. 2012)

Architect c8000 kayttaa naytteiden analysointiin kahta menetelmaa: fotometriaa
seka potentiometriaa (Abbot Laboratories 2007).
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2.6.1 Fotometria

Valo on sahkdmagneettisen energian muoto, joka etenee aaltomaisesti.
Aallonpituus eli valoaaltojen valinen etéisyys toisistaan riippuu energian
maarasta. 380 - 750 nanometrida (nm) on nakyvan valon (VIS) aluetta, mik& on
vain pieni osa sahktémagneettisen valon alueesta. Ultravioletti- (UV) alueeksi

kutsutaan ndkyvan valon alapuolella olevaa aluetta. (Penttila (toim.) 2004, 66.)

Fotometria tarkoittaa valon mittaamista. Laboratorioissa kaytettavat menetelmat
perustuvat vakio-olosuhteissa valon aiheuttaman sateilyenergian mittaamiseen.
Tahan tarkoitukseen on kehitetty fotometrejd, jotka mittaavat sateilleen eli
emittoituneen, lapaisseen eli transmittoituneen, imeytyneen eli absorboituneen,
siroutuneen, fluoresoituneen ja heijastuneen valon maaraa. (Niemela ja Pulkki

(toim.) 2010, 54-57.) Kuvassa 7 nakyy fotometrin toimintaperiaate.

Monokro- Mittaus- Valo-
maattori kyvetti kenno
7% lo | -
Lamppu ”
| e
Virtalahde | oGO0 |
— Sekavalo Monokromaat-  Transmit- .

tinenvalo  toituva valo Digitaalimittari

Kuva 7. Fotometrin toimintaperiaate. (Niemela ja Pulkki (toim.) 2010)

Seerumi- ja plasmanaytteiden hairiotekijoéiden (hemolyysi, ikteerisyys, lipemia)
vaikutuksia fotometrisiin  mittauksiin  on pyritty vahentamaan kahden
aallonpituuden mittaustekniikalla. Talla tekniikalla mitataan maaritettavan
aineen absorptiolukema maksimiaallonpituudella seka niin  kutsutulla
sivuaallonpituudella. Maaritettavan aineen maksimiaallonpituudella saadusta
absorbtiolukemasta véhennetddn sivuaallonpituudella mitattu absoptiolukema.
Tama sivuaallonpituudella mitattu tulos aiheutuu reaktiota hairitsevasta
aineesta. (Niemela ja Pulkki (toim.) 2010, 54-57.)
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Fotometria on edelleen tarke&dsséa osassa kliinisen kemian analytiikassa. Erilliset
fotometrialaitteet ovat nykyddn huomattavasti vahentyneet, mutta ne ovat
kuitenkin laboratorioiden perusmittalaitteita, myds pienimmissa laboratorioissa.
(Niemela ja Pulkki (toim.) 2010, 54-57.)

2.6.2 Potentiometria

Maaritysmenetelmaa, jossa kahden elektrodin vélista jannite-eroa eli
potentiaalia verrataan sahkokemiallisessa kennossa, kutsutaan
potentiometriksi. Kenno ja mittalaite muodostavat suljetun piirin. Mittauksissa
olosuhteet on jarjestetty niin, ettd toisen elektrodin (referenssielektrodi)
potentiaali on vakio ja toinen elektrodi (indikaattorielektrodi) reagoi mitattavan
aineen ionien kanssa. Yleisesti tekniikka on kaytossa yhden- ja
kahdenarvoisten ionien maarittamisessa. Potentiometriassa tarkoituksena on
I0yta& membraani eli mitattavaa ionia valikoivasti lapaiseva valiaine. Talla
tavoin kyseisista ioneista aiheutuvaa potentiaalieroa pystytaan mittaamaan.
(Niemela ja Pulkki (toim.) 2010, 62-63.)

2.6.3 HIL-indeksi

Taman hetkisid kemian analysaattoreita on kehitetty siten, ettd ne pystyvat
automaattisesti tunnistamaan naytteiden sisaltamia héairitsevia tekijoita. Talloin
kysymyksessa on HIL -maaritys eli hemolyysi-, ikteerisyys- ja lipemiaindeksi,
jonka avulla voidaan naytteista mitata hemoglobiini-, bilirubiini- ja
triglyseridipitoisuudet. HIL -indeksi voidaan maarittdd myos laskentakaavan
avulla. Jonkin hairidtekijan pitoisuuden noustessa yli raja-arvon laite antaa
halytyksen naytekohtaisesti ja néain virheelliset tulokset on mahdollista havaita.
(Niemela ja Pulkki (toim.) 2010, 82-83.)

SataDiagin kliinisen kemian laboratoriossa on juuri otettu kayttdon kaksi uutta
Abbott® Architect c8000 kemian analysaattoria. Niilla voidaan kaavan avulla
laskea seerumi- ja plasmanaytteistd HIL -indeksi. Laitteet antavat tulokseksi
semikvantitatiivisen tai kvalitatiivisen tuloksen hairibtekijdiden pitoisuudesta

naytteessa. (Salo 2012.)
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Abbott® Architect -analysaattori laimentaa mitattavan n&aytteen isotonisella
saliniilla, siirtdd naytteen mittauskyvettiin ja analysoi sen spektrofotometrisesti
seitsemalla aallonpituudella. Saatujen absorbanssilukemien avulla analysaattori

laskee hairidtekijoiden pitoisuudet. (Abbot Laboratories 2007.)

Kaikilla automaatiorataan kytketyilla analysaattoreilla ei ole mahdollista
suorittaa HIL -indeksim&aritystd. Ei ole mydskaan mahdollista siirtdé jokaista
putkea sellaiseen laitteeseen, jolla HIL -indeksim&aritys on tehtavissa.
Tallaisissa tapauksissa putkea verrataan manuaalisesti hemolyyttisyys- tai
ikteerisyyskartan putkiin, ja nédin saadaan selville voidaanko putkesta pyydetyt
analyysit suorittaa. Jokaiselle tutkimukselle on menetelmakohtaisesti maaritelty
hemolyyttisyyden, ikteerisyyden ja lipeemisyyden raja-arvo, jonka ylittyessa
maaritysmenetelman antama tulos on epaluotettava. Maarittelyt on tehty

menetelma- tai laitetoimittajan toimesta. (Salo 2012.)

Laitekohtaisesti autovalidointi- tai autoverifiointi- (AV) saantdihin voidaan
maarittdd, mika vastaus hemolyyttiselle tai ikteeriselle naytteelle annetaan.
Tietojarjestelman kayttaja voi vahvistaa AV-ohjelman kautta, etta hemolyyttisen
naytteen vastaukseksi lahtee esimerkiksi seuraavanlainen vakiolausunto: nayte

on hemolyyttinen, tulosta ei vastata, pyydetdan uusi nayte. (Salo 2012.)

3 OPINNAYTETYON TAVOITTEET JA TARKOITUS

Opinnaytetyon tarkoituksena oli laatia vertailukartat, joiden avulla pystytdén
manuaalisesti arvioimaan plasma- ja seeruminaytteiden hemolyysi- ja
ikteerisyysaste mahdollisimman luotettavasti, helposti ja nopeasti. Tyon
tavoitteena oli kehittda menetelma, jolla voitaisiin valttda hemolyyttisten ja
ikteeristen  potilasnaytteiden turhat analysoinnit. Samalla pystyttaisiin
minimoimaan hairidtekijoistd johtuvien virheellisten tulosten vastaamisia
potilaiden tietoihin, koska luotettavien ja virheettomien tulosten saaminen on

tarkeda potilaan ensiluokkaisen ja laadukkaan hoidon turvaamiseksi.

Jos hemolyyttisyys- tai ikteerisyyspitoisuudet nousevat yli raja-arvon, joitakin

analyysejd ei voida tehdd eikd tuloksia vastata. Nykyisin kemian
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analysaattoreilla pystytddn arvioimaan naitd hairidtekijoita maarittamalla HIL -
indeksi (hemolyysi - ikteria - lipemisyys - indeksi). Jos indeksin maarittaminen ei
kuitenkaan ole mahdollista, kartan avulla voidaan naytteita arvioida

mahdollisimman helpolla tavalla.

4 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 Kaytannon toteutus

Opinnaytetyon toiminnallinen osuus toteutettiin SataDiagin kliinisen kemian
laboratoriossa kevaan 2012 aikana. Opinnadytetyon Kirjoittaminen tapahtui
paaosin kesalla 2012. Opinnaytetydn valmistumisprosessi on esitetty liitteesséa
1. Tyohon tarvittava naytemateriaali saatiin SataDiagin kliinisen kemian
laboratoriosta. Naytemateriaalina kaytettin jo analysoituja potilasnaytteita,

jolloin esimerkiksi eettisen toimikunnan tutkimuslupaa ei tarvittu.

Ennen varsinaisen tyon aloittamista kerattin useamman paivan aikana
SataDiagin kliinisen kemian laboratoriossa analysoiduista potilasnaytteista
hemolyyttisia ja ikteerisia naytteitd sekd myds naytteitda, joissa hairidtekijoita ei
ollut paljaalla silmalla havaittavissa. Nama néaytteet kuvasi Satakunnan
ammattikorkeakoulun opiskelija Joonas Kortelainen linjastoon tulevaa kameraa
varten. Naytteistd mitattin hemoglobiinipitoisuudet, jolloin harjoiteltin Perkin
Elmer -spektrofotometrin kayttba ennen laimennossarjojen mittausten

aloittamista.

Vertailukarttaa varten tehtiin vertailusarja naytteitd, joissa oli tietty pitoisuus
hemoglobiinia. Sairaalakemisti Tuula Salo oli valinnut vertailusarjaa varten
naytteen, josta oli maaritetty hemoglobiini-pitoisuudeksi 116 g/l. Tata naytetta
kayttden laimennettiin muut sarjan naytteet. Laimentamiseen ja punasolujen
hemolysointiin kaytettiin laboratorion tislattua vetta. lkteerisid potilasnaytteita

kerattiin ikteerisyyskartan laatimiseksi.

Tyon harjoitteluvaiheessa kaytettiin jo analysoituja potilasnaytteitd, joista tehtiin

hemoglobiinimittaukset spektrofotometrilla. Kaikista naytteista analysoitiin myds

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Hanna Lukka ja Tarja Tasala



23

hemolyysi-ikteria-lipemisyysindeksi (HIL) Abbott® Architect -analysaattorilla.
Jos ikteriaindeksi oli korkea, mitattin naytteestd myo6s bilirubiinipitoisuus.

Tulokset kirjattiin yl6s sairaalakemisti Tuula Salon laatimaan taulukkoon.

Hemolyyttiset ja ikteeriset seka vertailusarjan naytteet valokuvattiin, ja
vertailusarjan naytteista koottiin varsinaiset tyon tuotokset, vertailukartat (Liite 1
ja liite 2). Valokuvauksen suoritti Satakunnan ammattikorkeakoulun opiskelija
Joonas Kortelainen osana opinnaytetyotaan.

Ennen varsinaisen tyon aloittamista  perehdyttin  Perkin-Elmer -
spektrofotometrin kayttoon. Aluksi mitattin hemoglobiinipitoisuudet naytteista,
jotka olivat silmamaaraisesti hemolyyttisia tai ikteerisia. Myos laimennossarjoja
tehtiin  useampia oikean laimentimen ja laimennossuhteen |oytamiseksi.
Virheiden minimoimiseksi paadyttiin siihen, ettd pipetoinnit suoritti koko ajan

sama henkilo.

4.1.1 Hemolyysin vertailusarja

Hemolyysin vertailusarjan tyostaminen aloitettin tekemall&a laimennokset.
Sairaalakemisti Tuula Salo oli tehnyt valmiin laimennoksen potilasnaytteesta,
joka oli kokoverta. Taman naytteen hemoglobiinipitoisuudeksi oli mitattu 116 g/l.
Tasta naytteesta sairaalakemisti Tuula Salo oli hemolysoinut punasolut seka
laimentanut naytettd ensin tislatulla vedella siten, ettd hemoglobiinipitoisuudeksi
tuli 11,6 g/l. Taman jalkeen tehtiin laimennos 1:2, jolloin pitoisuus laski 5,8:aan
g/l. Nayte laimennettiin viela siten, ettd 22:een millilitraan naytetta lisattiin
tislattua vetta 3 millilitraa, jolloin laimennosta saatiin 25 millilitraa. Taman

hemoglobiinipitoisuudeksi saatiin 5,05 g/l.

Saadusta laimennoksesta valmistettiin vertailusarjan néaytteet. Laimennokset
pyrittiin tekemaan siten, etta hemoglobiinipitoisuudet olisivat 3 g/l, 2 g/l, 1 g/l ja
0,5 g/l. Kaikkia laimennoksia valmistettiin 3 millilitraa. Laimennossuhteet olivat

seuraavanlaiset:

1. Naytetta 2190 ul + 810 pl tislattua vetta
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2. Naytetta 1460 pl + 1540 pl tislattua vetta
3. Naytetta 730 pl + 2270 pl tislattua vetta
4. Naytettd 360 pl + 2640 pl tislattua vetta

Naistd laimennoksista tehtiin  rinnakkaismittaukset  spektrofotometrilla

(aallonpituus 560 - 590 nm). Tuloksien keskiarvoiksi saatiin seuraavat:
1. Hb 3,31 g/l
2. Hb 2,32 g/l
3. Hb 1,16 g/l
4. Hb 0,565 g/l

Viidentena naytteena kaytettiin laimennussarjaa varten tehtya naytetta, jonka
hemoglobiinipitoisuudeksi oli jo aikaisemmin mitattu 5,05 g/l. Kaikista
vertailusarjan naytteistd mitattiin liséksi HIL -indeksi. Saadut HIL -indeksit
vastasivat spektrofotometrilla saatuja arvoja. Koska laimennoksista ei
kuitenkaan saatu aivan tavoiteltuja hemoglobiiniarvoja, paadyttin yhdessa
sairaalakemisti Tuula Salon kanssa merkitsemaan vertailukarttaan putken 5
alapuolelle Hb > 3 g/l (3,3 g/l), putken 4 alapuolelle Hb > 2 g/l (2,3 g/l) ja niin
edelleen.

4.1.2 lkteerisyyden vertailusarja

Alkuperaisistd suunnitelmista poiketen ikteerisyyden vertailusarjaa varten ei
tehty laimennossarjaa. Vertailukarttaa varten valittin kolme potilasnaytetta,
joista mitattiin bilirubiinipitoisuudet. Naytteiden bilirubiinipitoisuudet olivat 59

pmol/l, 113 umol/l ja 374 umol/l.

4.2 Opinnaytetydn metodologiset lahtokohdat

Opinnaytetyd on toiminnallinen, ja siind on myds kvantitatiivisia piirteita.
Toiminnallisen opinndytetyon tarkoituksena on oman alan ammatillisten taitojen

ja tietojen kehittyminen seka jonkin konkreettisen tuotoksen tuottaminen, eikéa
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siind varsinaisesti tutkita mitdan ongelmaa (Vilkka 2007, 76-77; Vilkkka &
Airaksinen 2003, 9). Tamé&n opinnaytetydbn tuotos on hemolyysi- ja
ikteerisyysasteiden vertailukartat. Olennaista toiminnallisessa opinnaytetydssa
ei ole aineiston maara, vaan toiminnallisen osuuden toteuttamista varten
saatujen aineistojen laatu (Vilkka 2010). Teoreettista tietoa kaytetaan apuna
toiminnallisen osuuden tekemisessa. Teoreettisen tiedon ja toiminnallisen

osuuden tulee olla yhteensopivia. (Vilkka 2007, 76-77.)

Kvantitatiiviseen opinnaytetydhon kuuluu aineiston keruu seka erilaisten
mittausten suorittaminen (Vilkka 2009, 139-140). Myds mittausolosuhteiden
tulee olla vakioituja (Manneros 2012). Tassa opinnaytetydossad olosuhteet
vakioitiin siten, etta mittaukset ja pipetoinnit suoritettiin aina samassa paikassa,
samoilla valineilla ja saman henkilobn toimesta. N&ain pyrittiin valttdmaan

mahdollisia, esimerkiksi pipetoinnissa tapahtuvia, kasialavirheita.

4.3 Opinnaytetyon eettiset ndkokohdat

Tiedonhankkimiseen ja sen julkaisemiseen liittyy tutkimuseettisia periaatteita.
Tutkimuksessa ei saa plagioida toisten teksteja tai tutkimuksia eikd myoskaan
omia tutkimuksiaan. Tutkija ei saa vahatella muiden tutkimukseen osallistuvien
osuutta. (Hirsjarvi ym. 2010, 23-27.) Naiden periaatteiden mukaisesti pyrittiin
tuomaan rehellisesti julki kaikki opinnaytety6hén liittyvien tutkimusten tulokset.
Tassa tyossa sitouduttiin tutkimuseettisiin  ohjeisiin ja noudatettiin hyvaa
tieteellista kaytantéa. Hyvaan tieteelliseen kaytantoon kuuluvat rehellisyys ja
huolellisuus. Tulosten tallentamisessa ja raportoinnissa noudatettiin erityista
tarkkuutta. (Hirsjarvi ym. 2010, 23-27; Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2009.)

Laissa ihmisen elimien, kudosten ja solujen l|&&ketieteellisesta kaytosta
(101/2001) on saadoés ihmisen elimien, kudoksien, solujen ja kudosnaytteiden
kayttdmisesta muuhun tarkoitukseen kuin mihin ne on irrotettu tai otettu talteen.
Kuitenkin asetuksen mukaan potilaasta taudinmaarityksen tai hoidon
yhteydessa otettuja  kudosnaytteitda  voidaan luovuttaa ja  kayttaa
l&a&ketieteelliseen tutkimukseen ja opetukseen sen terveydenhuollon

toimintayksikon tai muun yksikon luvalla, jonka toimintaa varten nayte on otettu,
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jos naytteitd luovutettaessa tai kaytettdessa ei kasitelld henkildtietoja. (Laki
ihmisen elimien, kudoksien ja solujen laaketieteellisesta kaytosta 2.2.2001/101.)

Yksityisyyden suojan tarkein osa-alue on tietosuoja, joka liittyy
tutkimusaineiston  keruuseen, kasittelyyn ja tulosten julkaisemiseen
(Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2011). Koska kaytéssa oli jo analysoituja
potilasnaytteitd, huomioitin tama seikka tutkimusta tehdessa, eikd tulosten
julkaisussa kayteta yksittaisiin henkildihin kohdistettavia tietoja.

5 POHDINTA

Opinnaytetyon tavoitteena oli valmistaa Satakunnan keskussairaalan
SataDiagin kliinisen kemian laboratorion kayttoon kaksi vertailukarttaa. Karttoja
voidaan kayttaa plasma- ja seeruminaytteiden hemolyysi- ja ikteerisyysasteiden
manuaalisessa arvioinnissa. Lipeemisyys rajattiin tydsta pois, koska naytteiden
kerdaysvaiheessa todettiin, etta lipeemisia naytteita tulee analysoitavaksi todella

harvoin.

Tiina Aho ja Anne Sund ovat tutkineet omassa opinnaytetydssaan (2009) eri
hairibtekijoiden  vaikutuksia  kemian  analyyseihin  Olympus  AU640-
analysaattorilla. Tutkimuksessaan he totesivat, ettd hemolyysi on hairidtekijoista
merkittavin. Ikteerisyys aiheutti ongelmia vasta suurilla bilirubiinipitoisuuksilla ja
lipemiasta ei todettu olevan Kliinisesti merkittdvaa haittaa. Tutkimuskohtaisen
ohjeen niin vaatiessa lipeemisyys voidaan poistaa naytteesta sentrifugoimalla
se lipeemisten naytteiden sentrifugointiin tarkoitetulla sentrifugilla (> 50 000 g).

Tallainen sentrifugi [6ytyy myds SataDiagin kliinisen kemian laboratoriosta.

SataDiagin Kliinisen kemian laboratorion automaatiolinjastoon on suunnitteilla
ottaa kayttoon kamera, joka kuvaisi kaikki linjaston lapi kulkevat plasma- ja
seeruminaytteet. Tietyn hemolyysi- tai ikteerisyysasteen ylittavat naytteet
poistuisivat linjastosta ennen analysointia. TallA hetkella kaikista naytteista,
joista on pyydetty analysoimaan kaliumpitoisuus, maaritetaan automaattisesti
myos hemolyyttisyysindeksi. Tallaisia naytteitd on suurin osa linjaston Iapi

kulkevista naytteistad. Sellaiset naytteet, joista kaliumpitoisuutta ei analysoida,
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arvioidaan ne vertailukartan avulla poistettaessa naytteitd automaatiolinjastosta

tai sybtettdessa naytteitéa suoraan analysaattorille.

Hemolyyttisyyden ja ikteerisyyden vertailukartat otettiin koekayttoon elokuun
alussa 2012. Kliinisen kemian laboratorion henkilokunnan palautteen mukaan
kartoista on huomattavasti apua varsinkin matalien hemolyysi- ja
ikteerisyysasteiden arvioinneissa. Kartan kaytt6 on helppoa, koska putken voi
laittaa  kartalla olevan kuvan viereen hairidtekijoiden arvioimiseksi.
Korkeammilla hemolyysipitoisuuksilla hemolyysiasteen arviointi kartan avulla on
vaikeampaa. Tama johtuu siitd, ettd kartassa kahden isoimman

hemolyysiasteen vélinen variero on melko huomaamaton.

Opinnaytetyon tekijoiden mielestd tyd onnistui lahes odotusten mukaisesti,
joskin hemolyyttisyyden vertailusarjan isompien hemolyyttisyysasteiden valista
eroa voisi suurentaa. Talla tavoin naytteiden hemolyyttisyyden arviointi
suuremmilla pitoisuuksilla olisi helpompaa. Ikteerisyyden vertailukarttaa varten
koottiin pelkastaan potilasnaytteita. Intralipid-tuotteen avulla olisi vertailusarja
voitu tehda, mutta vertailukartan naytteiden varit eivat olisi olleet ihmissilmalle
sopivia. Naytteiden pitoisuudet olisi saatu oikeiksi, mutta ikteerisyyden arviointi

olisi ollut vaikeaa.

Ty6ta voisi jatkaa kehittdmalla hemolyyttisyys- ja ikteerisyyskarttoja viela
paremmiksi. Myds lipeemisyyden arviointiin tarkoitetun kartan laatimista

kannattaisi harkita.

Tehdyista hemolyysi- ja ikteerisyysasteen vertailukartoista on jo tahan
mennessa ollut huomattavaa apua SataDiagin kliinisen kemian laboratorion
henkilokunnalle. TCAutomation-linjastoon mahdollisesti tulevan kameran
kayttoonottoaikataulu ei ole viela tiedossa, joten ainakin talla hetkella kartoilla

on kayttoa.
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Hemolyyttisyyden vertailukartta
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Ikteerisyyden vertailukartta
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