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Taydellinen verenkuva on yksi yleisimmista laboratoriotutkimuksista. Taydelliseen ve-
renkuvaan kuuluu lukuisia eri osatutkimuksia: erytrosyytit seka niiden indeksit, hemo-
globiini, hematokriitti, leukosyytit, trombosyytit, retikulosyytit ja leukosyyttien erittely-
laskenta. Seingoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikdssa analysoidaan
vuosittain noin 18 000 taydellisté verenkuvaa.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittdd, miten EDTA-verindytteet sailyvét, kun niita
sédilytetéén huoneenlammaossa kahdeksan tuntia ja 24 tuntia. Opinnaytetyon tavoitteena
oli tuottaa informaatiota siitd, ovatko taydellisten verenkuvanaytteiden tulokset luotetta-
téta informaati ota suunnitell essaan maakunnasta tulevien néytteiden kuljetusolosuhteita.
Opinndytetyon aihe saatiin Etel&Pohjanmaan sairaanhoitopiirin Seingjoen keskussai-
raalan kliinisen kemian toimintayksikosta.

Opinndytetydssa kaytettiin kokeellista vertailevaa tutkimusmenetelm&d. Tutkimusai-
neistona oli 142 EDTA-veriputkea, joista maaritettiin tdydellinen verenkuva. Naista 36
kuului vertailuryhma&an joita séilytettiin +4 °C jadkaappilampotilassa. Jokaiselle vertai-
luryhman EDTA-veriputkelle oli my6s vastinputki, jota séilytettiin huoneenlammossa.
Néaytteet mitattiin mahdollisimman pian naytteenoton jalkeen. Taman jakeen naytteet
mitattiin kahdeksan tunnin ja 24 tunnin kuluttua ensimmaisestd maérityksestd. Nayttei-
den analysointiin kaytettiin Sysmex® XE-5000 —verenkuva-analysaattoria. Saadut tu-
lokset analysoitiin tilasto-ohjelmillaja niita havainnollistettiin graafisten kuvagjien seka
taulukoiden avulla.

Tutkimuksen perusteella voidaan todeta, etté seuraavat erytrosyyttiparametrit eivét séily

jalkeen. Jadkaappilampotilassa parametrit sdilyivat |ahes muuttumattomina 24 tunnin
gan. Muihin taydellisen verenkuvan parametreihin e 24 tunnin huoneenldmpdsailytyk-
sen jalkeen synny selvdd muutosta. Opinndytetyon luotettavuutta liséé se, etta kaikki
EDTA-verinaytteet analysoitiin samalla analysaattorilla ja etté kaikilla vertailuryhmaén
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ABSTRACT
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One of the most common laboratory examinations in haematology is complete blood
count. Complete blood count consists of information about leukocytes, erythrocytes,
thrombocytes and reticulocytes. Around 18 000 complete blood counts are anal ysed per
year in the Department of Clinical Chemistry at Seingjoki Central Hospital.

The purpose of this thesis was to study how EDTA blood samples act when stored 24
hours in room temperature. The objective of this thesis was to produce information on
whether the results of the complete blood count samples are reliable after prolonged
storage in room temperature.

The study consisted of 142 complete blood count samples that were analysed as soon as
possible after sampling. These 142 samples included a control group of 36 samples. The
control group was stored in +4 °C temperature in a refrigerator. The samples were ana-
lysed again after eight and 24 hours after the first measurement. The samples were ana-
lysed using Sysmex® X E-5000 automated haematology analyser. This thesis was quanti-
tative and experimental in nature.

The study indicates that after 24 hours of storage in room temperature some of the red
blood cell indices begin to vary compared to the first measurement. These red blood cell
indices began to vary aready after 8 hours of storage in room temperature. After 24
hours there were no notable changes in the control group’s complete blood count re-
sults. There were no clear systematic changes in other complete blood count’s parame-
ters after 24 hours of storage in room temperature

Key words: complete blood count, EDTA, Sysmex® X E-5000
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1 JOHDANTO

Taydellinen verenkuva eli TVK on yks yleissmmista |aboratoriotutkimuksista. Veren-
kuvasta saadaan informaatiota esimerkiks potilaan erytrosyyttituotannosta ja erytro-
syyttien hapensiirtokapasiteetista niiden arvoja (red blood cells, RBC) tarkastelemalla.
Leukosyyttien kokonaisméarasta (white blood cells, WBC) ja erittelylaskennasta saa-
daan tietoa potilaan immuunijérjestelmdn toiminnasta. Trombosyyteista (platelets,
PLT) saadaan tietoa potilaan trombosyyttien maérasta ja koosta. Taydellista verenkuvaa
voidaan kayttéd muun muassa immunopuutosten ja akuuttien verenvuototilojen yhtey-
dessa seka anemioiden ja leukemioiden diagnostiikassa. (Camitta & Slye 2012, 72-77;
Savolainen 2007, 88-92; George-Gay & Parker 2003, 96-114; Van den Bossche ym.
2002, 69-73.) EteldPohjanmaan sairaanhoitopiirin Seingoen keskussairaalan Kkliinisen

kemian laboratoriossa ana ysoidaan vuosittain noin 18 000 TV K-naytetta.

Verisolut muodostuvat hematopoi eettisesta kantasolusta ja ne kehittyvét padosin luu-
ytimessg, vaikka sikiokaudella verisolut voivat muodostua muuallakin (Siitonen &
Koistinen 2007, 16; Vilpo 2010, 15-16). Hematopoi eettinen kantasolu on monikykyinen
eli se pystyy tuottamaan jokaisen verisolulinjan soluja. Se pystyy tuottamaan itsensa
kaltaisia kantasoluja tai erilaistuneempia jalkeldisia (Siitonen & Koistinen 2007, 17,
Williams 2004, 22.) Taydellisessa verenkuvassa méaritetdan padasiassa kypsia verisolu-
ja ja niiden parametrga. Verenkuva-anaysaattorit antavat kuitenkin laitehd ytysten

avulla tietoa myds verisolujen nuoruusmuodoi sta.

Taydellinen verenkuva analysoidaan automagattisilla verenkuva-analysaattoreilla. Nyky-
paivana kehittyneimmissa anal ysaattorei ssa on mahdollista saada jopa yli 20 parametria
taydelliseen verenkuvaan. Useimmissa tilanteissa analysaattorit antavatkin tulokset no-
peasti ja luotettavasti. Virheellisia tuloksia voivat aiheuttaa esimerkiksi naytteen lipee-
misyys ja hemolyysi tai naytteessd mahdollisesti olevat agglutiniinit ja kryoglobuliinit.
Né&yte otetaan antikoagulanttia, yleensi etyleenidiamiinitetraetikkahappoa eli EDTA:ta,
sisdltdvaén putkeen. (Zandecki, Genevieve, Gerard & Godon, 2007, 21-41; Savolainen
2007, 88-92.)
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Antikoagulantti on aine, jota kaytetéén veren hyytymisen estamiseen in vitro (Banfi,
Salvagno & Lippi 2007, 565-576). Etyleenidiamiinitetraetikkahappoa eli EDTA:ta suo-
sitaan antikoagulanttina laboratoriotutkimuksissa, erityisesti verenkuvatutkimuksissa,
koska se estéa veren hyytymisen taydellisesti ja aiheuttaa minimaalisia muutoksia sol u-
jen morfologiaan. (Lippi & Plebani 2012, 1281-1285; Perkins 2009, 1.) Se estda veren
hyytymisen kelatoimalla kalsiumia, joka on tarpeellinen monille veren hyytymiskaska
din entsyymireaktioille (Lippi ym. 2007, 565). Opinnaytety0ssa kaytettiin veriputkia,
joiden sisdosat oli pdallystetty kuivamuotoisellaK2-EDTA:lla.

Seingjoen keskussairaalan kliinisen kemian laboratoriossa kéytetéén TVK:n analysoin-
tiin Sysmex® X E-5000 —anal ysaattoria. Analysaattoreita on kliinisen kemian laboratori-
ossa kaksi. Kumpaakin analysaattoria kaytetédn myos péivystysaikana. Toista analy-
sagttoria kéaytetdan opinnaytetyon kokeellisen osuuden suorittamiseen. Normaalisti
ndytteet maéritetéén analysaattorin suljetulla puolella, lukuun ottamatta mikroputkiin
otettuja ndytteitd, jotka madritetéén aina avopuolella. Avopuolella analysoidaan nayttei-
t&, jotka pitéé tietyista syistd maérittda yksittain, esimerkiks jos EDTA-veriputkessa on
pieni verimdard Seingoen keskussairaalan kliinisen kemian laboratoriossa TVK-
naytteita sekoitetaan 2-5 minuuttia koeputkisekoittajassa. Mikroputkia sekoitetaan kasin
8-10 kertaa.

Opinnaytetyon aihe saatiin alkusyksysta 2011 Etel& Pohjanmaan sairaanhoitopiirin klii-
nisen kemian toimintayksikon ylikemisti Kari Akermanilta. Opinnaytetyon tarkoitukse-
na on selvittéd, miten EDTA-verindytteet sdilyvét, kun niita séilytetédn huoneenlam-
mOssa 24 tuntia. Opinndytetydssa kaytetédn kokeellista tutkimusmenetelmaa. Opinnay-
tetyosta on ragjattu pois retikulosyytit seka niista johdetut parametrit ja leukosyyttien
prosentuaaliset osuudet.

Seingjoen keskussairaalassa analysoidaan EDTA-verindytteitd koko maakunnan alueel-

jalkeen. Seingoen keskussairaala hyodyntda tata informaatiota suunnitellessaan kulje-

tusol osuhteita.
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Opinnaytetyon teoriaosuuden alussa kasitelldadn hematopoieesia ja taydellista verenku-
vaa ja sen indikaatioita. Taman jalkeen esitelléén yleisesti EDTA-antikoagulantin toi-
mintaperiaatetta ja sen virheellisen konsentraation vaikutusta ndytteessid. Kappaleessa
tuodaan esille gan ja sekoituksen vaikutus EDTA:n toimintaan. Opinndytetytssa kay-
tettavan Sysmex® XE-5000 —analysaattorin toimintaperiaatteet ja reagenssit kasitellaan
EDTA-antikoagul antti -kappaleen jalkeen. Menetelmélliset 18htokohdat ja tutkimuksen
suoritus on esitetty pagpiirteittéain. Tutkimuksesta saatuja tuloksia on havainnollistettu
laatikkoviikset- eli boxplot -kaavioita kayttaen.



2 TAYDELLINEN VERENKUVA JA SOLUSARJAT

Taydellinen verenkuva (B-TVK) on pévystystutkimus, jolla tutkitaan perifeerisessa
veressa olevia soluja ja niiden ominaisuuksia. Normaalisti veressd esiintyy viiden eri
leukosyyttilinjan soluja: lymfosyytteja, basofiilegjd, eosinofiilegjd monosyytteja ja neut-
rofiillggd (EPSHP 2011a.) Naiden solujen lisdks veressa esiintyy erytrosyyttejd, trom-
bosyytteja ja tapauksesta riippuen retikulosyyttga (Siitonen & Koistinen 2007, 16).

Taydellista verenkuvaa analysoidaan, sillé erilaisissa patologisissa ja fysiologisissa ti-
loissa leukosyyttien maérét ja suhteet vaihtelevat huomattavasti. Kohonneita leukosyyt-
tiarvoja tavataan mm. akuuteissa bakteeri-infektioissa, joissain virusinfektioissa ja sy-
daninfarktissa. Tietyt |&8keaineet voivat lisété granul osyyttien madraa veressa, leukemi-
oissa taas leukosyyttien maara voi olla erittéin korkea, matala tai normaali. Alentuneita
leukosyyttipitoisuuksia voidaan havaita erdissa bakteeri-infektioissa, kuten myos jois-
sain virusinfektioissa. Erytrosyyttien pitoisuuteen ja ominaisuuksiin vaikuttavat mm. eri
anemiat. Yleismmaét indikaatiot téydelliselle verenkuvalle ovat hematol ogisten maligni-
teettien ja infektiotautien diagnostiikka. Taydellistéa verenkuvaa hyodynnetédn myds
ndiden sarauksien ja luuydintoksisten |&8kehoitojen seurantaan. (EPSHP 2011la;
EPSHP 2011b.)

Taydellinen verenkuvatutkimus pitda sisdllédn monta eri osatutkimusta. Leukosyytit
vastataan kokonaisméarana (B-Leuk) ja eriteltyind neutrofiileiksi (B-Neut), eosinofii-
leiksi (B-Eos), basofiileiks (B-Baso), lymfosyyteiksi (B-Ly) ja monosyyteiksi (B-
Monos). Erittelylaskennan tulokset esitetddn absoluuttisina ja prosentuaalisina arvoina.
Erytrosyyteista vastataan niiden kokonaismaéran (B-Eryt) lisdksi muita mitattuja arvoja
ja laskennallisia parametreja. Taydelliseen verenkuvatutkimukseen kuuluvat myo6s
trombosyyttien absoluuttinen arvo (B-Trom) ja retikulosyyttien (E-Retik) absoluuttinen
ja prosentuaalinen arvo. Retikulosyyteista osastoille vastataan vain prosentuaalinen ar-
vo. (EPSHP 2011a; EPSHP 2011b; EPSHP 2012.) Kaikkien osatutkimuksien viitearvot
lOytyvét liitteesta 1.

Lukuisten eri osatutkimusten lisaksi Sysmex® X E-5000 analysaattori kykenee antamaan
TVK —tulokseen erilaisia liputuksia (liite 3). Termi liputus tulee englanninkielisesta
sanasta Flag, jolla tarkoitetaan Sysmex® XE-5000 analysaattorin antamia halytyksia.
Liputuksia ovat leukosyytti-, erytrosyytti- ja trombosyyttihdlytykset. Haytyksid on
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kahdenlaisia: abnormal ja suspect. Abnormal —hélytys tarkoittaa, etté naytteen tulokset
ovat viitearvojen ulkopuolella. Suspect —hdytys puolestaan tarkoittaa, etta ndytteessi on
normaalista poikkeavia soluja. Normaalista poikkeavat solut voivat olla solusarjojen
nuoruusmuotoja tai atyyppisia soluja, joita e normaalisti tavata perifeerisessi veressa.
Sysmex® XE-5000 verenkuva-analysaattori pystyy tunnistamaan, ettd ndma solut eivét
ole normaalga, mutta se el kykene luotettavasti vastaamaan mita soluja poikkeavat solut
ovat, jolloin néyte taytyy mikroskopoida. (Roche Diagnostics Oy ND.) Taman vuoksi
bioanal yytikon taytyy tunnistaa verisolulinjojen kypsyvét solut.

Verisolut kehittyvét hematopoieettisesta kantasolusta pédosin luuytimessa ja ne synty-
véat solujakautumisen, linjavalinnan erilaistumisen ja kypsymisen kautta (Siitonen &
Koistinen 2007, 16). Luuytimen hematopoieesia kutsutaan medullaariseksi ja muualla
tapahtuvaa verensolujen muodostusta ekstramedullaariseksi (Vilpo 2010, 15). Ekstra-
medullaarinen hematopoieesi on normaalia sikiokaudella, jolloin hematopoieesia tapah-
tuu ruskuaispussissa, pernassa, imusolmukkeissa, kateenkorvassa ja maksassa (Vilpo
2010, 15-16; Siitonen & Koistinen 2007 17; Hoffbrand & Moss 2011, 2).

Luuytimen hematopoieesi akaa noin 10. raskausviikolla, mutta maksa ja perna ovat
tarkeimpid verenmuodostajia aina 6-7 kuukauteen asti (Vilpo 2010, 15; Hoffbrand &
Moss 2011, 2 ). Syntymaan mennessa luuytimestd on muodostunut térkein verensoluja
tuottava elin ja suurin osa hematopoi eettisi sta kantasol uista sijaitsevat siella (Siitonen &
Koistinen 2007, 17; Hoffbrand & Moss 2011, 2). Lapsilla kaikkien luiden luuydinonte-
lossa on verta muodostavaa kudosta, mutta murrosikda |ahestyttdessa hematopoieesia
esiintyy vain litteissa luissa, kylkiluissa, nikamissa, kallossa, selkdrangassa, rintakehas-
sa lapaluissa, lantiossa seké ragjojen pitkien putkiluiden ydinosissa (Vilpo 2010, 15;
Siitonen & Koistinen 2007, 17; Hoffbrand & Moss 2011, 2).

Kaikkein varhaismmasta hematopoieettisesta kantasolusta HSC (hematopoietic stem
cell), pystyy muodostumaan kaikkia verisolulinjoja, siksi sitd kutsutaan monikykyiseksi
kantasoluksi (Williams 2004, 22). Monikykyinen hematopoieettinen kantasolu pystyy
tuottamaan itsensa kataisia kantasoluja tai erilaistuneempia jadkeldisia (Siitonen &
Koistinen 2007, 17; Williams 2004, 22).
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Monikykyinen kantasolu erilaistuu erilaisten arsykkeiden vuoks suuntautuneeksi kan-
tasoluksi, joka on erilaistumiskyvyiltdan rgjoittuneempi kuin monikykyinen kantasolu.
Monikykyisen kantasolun linjavalintaan vaikuttavat erilaiset kasvutekijét, geeniluentaa
sadtelevét tekijét ja luuytimen mikroympériston vaikutus. Suuntautuneista kantasol uista
syntyy vain tiettyja verisolulinjoja. (Vilpo 2010, 15-16; Siitonen & Koistinen 2007, 17-
19)

2.1 Erytrosyytit janiihin liittyvat tutkimukset

Erytrooisen linjan suuntautunut kantasolu BFU-E (burst-forming units-erythroid) on
erilaistunut myel ooisesta kantasolusta CMP (common myeloid progenitor), jota kutsu-
taan myGos CFU-GEMM (Colony-forming units- granulocy-
telerythrocyte/macrophage/megakaryocyte) -kantasoluksi. Jatkossa t&ssa ty0ssé viita-
taan myeloiseen kantasoluun CMP — lyhenteell&. Suuntautuneesta kantasolusta BFU-E
kypsyy edelleen CFU-E (colony-forming units-erythroid) -solu, jonka jadkeen vuorossa
ovat kypsyvat solut. (Papayannopoulou, D’Andrea, Abkowitz & Migliaccio 2005, 267;
Vilpo 2010, 16; Siitonen & Koistinen. 2007, 24 -25.)

Erytrosyyttilinjan kehitysasteet ovat CFU-E -solun jélkeen jarjestyksessé: proerytroblas-
ti, basofiilinen erytroblasti, polykromaattinen erytroblasti, ortokromaattinen erytroblasti,
retikulosyytti ja erytrosyytti (kuvat 1.a, b, ¢, sivu 11) (Siitonen & Koistinen 2007, 24;
Hoffbrand & Moss 2011, 16-17). Erytrosyyttilinjan solut kypsyvét retikul osyyttivaihee-
seen asti luuytimessd, jonka jélkeen retikulosyytit siirtyvét verenkiertoon ja pernaan.
Pernassa retikulosyytti kypsyy noin 1-2 paivassa erytrosyytiksi ja siirtyy verenkiertoon.
Luuytimeen e j&a merkittavaa erytrosyyttivarastoa vaan n. 95 % erytrosyytesita on ve-
renkierrossa. (Siitonen & Koistinen. 2007, 24 -25; Hoffbrand & Moss 2011, 16-17.)
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KUVA la KUVA 1b KUVA 1.c

Kuvat esittavét erytrosyytin kypsymisen erytroblastista (kuva 1.a) retikulosyytin (kuva
1.b) kautta kypsaksi erytrosyytiks (kuva 1.c). (Kuva: Werner Hyvérinen & Jesse Lehto-
la2012)

Erytrosyyttien kokonaisméaran lisakst TVK —tutkimuksessa vastataan hemoglobiini (B-
Hb), hematokriitti (B-HKR), erytrosyyttien keskitilavuus (E-MCV), hemoglobiinin kes-
kimassa (E-MCH), hemoglobiinin keskimassakonsentraatio (E-MCHC) ja erytrosyyt-
tien kokojakaumaprosentti (E-RDW) (EPSHP 2011a; EPSHP 2011b).

Erytrosyyttien viitearvoista poikkeava ndyte (Abnormal) laukaisee sille ominaisia hdly-
tyksig, joiden syy taytyy tarkistaa, ennen kuin tulos voidaan hyvaksya. Erytrosyyttihis-
togrammin poikkeava jakauma laukaisee RBC Abn Distrib. —h@lytyksen. Dimorphic
population —hélytys tarkoittaa, ettd naytteessa on erytrosyyttien kaksoispopulaatio. T&
ma aiheuttaa kaksi piikkia erytrosyyttihistogrammiin. Anisocytosis —halytys johtuu eryt-
rosyyttien koon vaihtelusta, jolloin erytrosyyttihistogrammi on tavallistalevedmpi. Mic-
rocytosis —hélytyksen aiheuttaa pienikokoiset erytrosyytit (MCV<70fl) ja Macrocytosis
—haytyksen suuret erytrosyytit (MCV>110 fl). Hypochromia —hélytys tarkoittaa, etta
ndyte sisdltdd hypokromisia erytrosyyttegd (MCHC<290 ¢/l). Erythrocytosis -
halytyksen tarkoituksena on ilmoittaa, ettd ndytteessa on erytrosytoosia (B-Eryt>9,99
E12/ ). Naistd hdlytyksista huolimatta ndyte voidaan vastata. (Roche Diagnostics Oy
ND.)
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Epéilyshaytykset (Suspect) aiheutuvat poikkeavista erytrosyyteista. Naytteessa oleva
mahdollinen erytrosyyttien agglutinaatio aiheuttaa RBC Agglutination? —epéilyksen,
jolloin naytteesta tulisi tehda sivelyvamiste. Iron Deficiency? —epéilys aiheutuu, kun
anal ysaattori epailee ndytteessa olevan raudanpuuteanemiaa. Epéilys tulee, koska tietty-
jen parametrien suhde ylittaa asetetut rajat. Tulos voidaan kuitenkin vastata ilman jatko-
toimenpiteitd. Naytteessd oleva mahdollinen hemoglobiinivajaus aiheuttaa HGB De-
fect? —epailyksen. Tamékin tulos on vastattavissa ilman erillisia jatkotoimenpiteita.
Fragments? —epdilys tarkoittaa, ettd naytteessd on mahdollisesti erytrosyyttikappal eita.
(Roche Diagnostics Oy ND.)

Verenkuva-analysaattori antaa NRBC? —epéilyksen, kun néytteessa esiintyy mahdolli-
sesti erytroblasteja. Epéilys tulee, koska diffikanavasta on |8ydetty erytroblasteihin viit-
taava solupopulaatio. Verenkuva-anal ysaattorin antama NRBC? —epdilys johtaa sively-
valmisteen tekoon ja sen manuaaliseen mikroskopointiin. Naytteessé olevat erytrosyytit,
jotka eivét hajoa reagenssikasittel yss, aiheuttavat RBC Lyse Resistant? —epéilyn. Epai-
lykseen johtaa verenkuva-analysaattorin tekemét laskelmat eri parametreja hyddyntaen.
Taman epéilyksen tullessa ndytteestd saatua tulosta ei voida vastata, vaan nayte taytyy
laimentaa ja gjaa uudelleen. (Roche Diagnostics Oy ND.)
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2.2 Granulosyytit

Eosinofiilin, basofiilin ja neutrofiilin hematopoi eesia kutsutaan granulopoieesiksi, vaik-
ka niiden kehitys erkanee kantasolundktkulmasta jo varhaisessa vaiheessa (Siitonen &
Koistinen. 2007. 25-27; Vilpo 2010, 16). Eosinofiilin, basofiilin ja neutrofiilin muodos-
tus alkaa myeloisesta kantasolusta CMP. Myeloisesta kantasolusta erilaistuu jokaiselle
solulinjale oma suuntautunut kantasolu, josta kypsyy kyseisen linjan soluja. (Siitonen
& Koistinen 2007, 25-27; Khana-Gupta ym. 2005, 297; Hoffbrand & Moss 2011, 3.)

Leukosyyttindlytyksista osa koskee kaikkia leukosyyttgga kuten Leukocytopenia —
hélytys, joka tarkoittaa matalaa leukosyyttien kokonaismaérda (B-Leuk<2,5E9/) ja
Leukosytosis —hdytys, joka ilmaisee leukosyyttien korkean kokonaisméadran (B-
Leuk>18E9/1). Epanormaalista leukosyyttien hajontakuviosta aiheutuu WBC Abn. Scat-
tergram —halytys. Naissa tapauksissa tulos voidaan vastata ilman jatkotoimenpiteita.
(Roche Diagnostics Oy ND.)

Granulosyyttilinjan soluja koskeva yhteinen epéilyhaytys on Immature Gran?-epéilys,
joka tarkoittaa ettd ndytteessd on mahdollisesti epakypsia granulosyyttisarjan soluja.
Verenkuva-analysaattori antaa liputuksen, koska diffikanavasta on |6ytynyt nuoruus-
muotoihin viittaava populaatio. Tassa tapauksessa naytteesta tulee tehda sivelyvamiste
ja se taytyy mikroskopoida manuaalisesti. (Roche Diagnostics Oy ND.)

2.2.1 Neutrofiilit

Neytrofiilit, monosyytit, makrofagit ja kypsyvéat samasta suuntautuneesta kantasolusta
GMP (granulocyte — macrophage progenitor), jota kutsutaan myds nimella CFU-GM
(colony-forming units granulocyte-macrophage). Neutrofiilit kypsyvét suuntautuneesta
kantasolusta CFU-G (colony-forming units- granulocyte), joka e pysty muodostamaan
endd muita solulinjoja. Suuntautunut kantasolu CFU-G on erilastunut GMP -
valimuodon kautta myeloisesta kantasolusta CMP (Siitonen & Koistinen 2007, 19,27;
Vilpo 2010, 16; Williams 2004, 29.)
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Neutrofiilien kypsyminen etenee CFU-G kantasolusta seuraavasti: myeloblasti, promy-
elosyytti, myelosyytti, metamyelosyytti, sauvatumainen neutrofiili ja liuskatumainen
neutrofiili (kuvat 3.a, b, ¢, d, e, f). Liuskatumainen neutrofiili on kypsa ja on vamis
siirtymaan verenkiertoon. Normaalisti veressa e esiinny sauvatumaisia neutrofiileja
epakypsempia muotoja. (Siitonen & Koistinen. 2007, 17, 25; Wintrobe, Lee & Boggs
ym. 1981, 193-202.)

@ 0@e 2
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KUVA3a KUVA3b KUVA3c KUVA3d KUVA3e KUVA 3.f
Neutrofiilin kypsyminen myeloblastista (kuva 3.a) promyelosyytin (kuva 3.b), mye-
losyytin (kuva 3.c), metamyelosyytin (kuva 3.d) ja sauvatumaisen neutrofiilin (kuva
3.e) kautta kypsdksi liuskatumaiseks neutrofiiliksi (kuva 3.f). (Kuva: Werner Hyvaéri-
nen & Jesse Lehtola 2012)

Luuytimessd on varastoituneena neutrofiilgjd, joiden maéra vastaa 4-10 vuorokauden
normaalia kulutusta. Tasta luuydinreservista neutrofiilga vapautuu esimerkiks infekti-
on ta muun lisdantyneen neutrofiilitarpeen vuoksi. Veressa neutrofiilit viipyva van
noin yhden vuorokauden, jonka jadkeen ne siirtyvét eri kudoksiin, kuten suoleen, per-
naan, limakalvoille, maksaan ja keuhkoihin. (Siitonen & Koistinen 2007, 27.)

Matala neutrofiilien méard (B-Neut<1,00E9/1) aiheuttaa Neutropenia-halytyksen, kun
taas korkeasta neutrofiilien méaérastd (B-Neut>11,00E9/l) aiheutuu Neutrophilia-
halytys. Naista halytyksistd huolimatta verenkuva-anal ysaattorin antama tulos voidaan
vastata. Verenkuva-analysaattori antaa Left Shift -epdilyksen, kun naytteessd on mah-
dollisesti neutrofiilien epakypsid muotoja, sauvatumaisia neutrofiilga. Tassa tapaukses-
sa verenkuva-analysaattori on 16ytanyt diffikanavalta nuoruusmuotoihin viittaavan 16y-
doksen. Tama epéily johtaa ndytteesta tehdyn sivelyndytteen mikroskopointiin, ennen
kuin tulos voidaan vastata. (Roche Diagnostics Oy ND.)
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2.2.2 Eosinofiilit jabasofiilit

Myeloisesta kantasolusta CMP erilaistuu eosinofiilga tuottava suuntautunut kantasolu
CFU-Eo (colony-forming units- eosinophil) ja basofiilgja tuottava suuntautunut kan-
tasolu CFU-Baso (colony-forming units- basophil) (Siitonen ym. 2007, 25-27; Khana-
Gupta ym. 2005, 297). Eosinofiilin ja basofiilin kypsyminen etenee samallatavalla kuin
neutrofiilin kypsyminen: myeloblasti, promyelosyytti, myelosyytti, metamyel osyytti,
sauvatumainen granulosyytti ja liuskatumainen granulosyytti. Myelosyyttitasolla eo-
sinofiili-, basofiili-, ja neutrofiilisarjan solut alkavat morfologisesti erottua toisistaan.
(Siitonen & Koistinen 2007, 26-27; Wintrobe ym. 1981, 193-202.) Kypsét eosinofiilit
(kuva 4.a) ja basofiilit (kuva 4.b) viipyvét vain tuntgja ennen kuin ne sirtyvét kudok-
siin. Eosinofiilit ja basofiilit aktivoituvat elimiston alergisissa ja tulehduksellisissa re-
aktioissa. Syottosoluiksi kutsutaan kudoksissa olevia basofiilin kaltaisia soluja. (Siito-
nen & Koistinen 2007.)

KUVA 4.a KUVA 4.b
Kuvat esittévét eosinofiilia (kuva 4.a) ja basofiilia (kuva 4.b). (Kuva: Werner Hyvérinen
& Jesse Lehtola 2012)

Verenkuva-analysaattori antaa korkeasta eosinofiiliméarasta (B-Eos>0,7E9/l) Eosinop-
hilia-h&lytyksen. Korkeasta eosinofiilimaérasta huolimatta tulos voidaan vastata ilman
jatkotoimenpiteitd. Basophilia-hdytys johtuu korkeasta basofiilien médrasta (B-
Baso>0,2E9/1) naytteessd. My0s téssa tilanteessa tulos voidaan vastata. (Roche Diag-
nostics Oy ND.)
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2.3 Lymfosyytit

Lymfopoiees saa alkunsa kun monikykyinen hematopoieettinen kantasolu HCS erilais-
tuu lymfaattiseksi kantasoluksi CLP (common lymphoid progenitor). Lymfosyyttisarjan
solut jaetaan T- ja B-lymfosyytteihin ja luonnollisiin tappgjasoluihin. Luonnollisista
tappajasoluista kaytetéddn nimed NK-solut (natura killer). (Siitonen & Koistinen 2007,
29; Williams 2004, 24-25.) Lymfosyyttien kehittyminen eroaa huomattavasti muiden

verensol ujen muodostuksesta.

B- ja T-lymfosyyttien erilaistuminen jaetaan kahteen eri osaan, antigeenistimulaatiosta
riippumattomaan ja antigeenitunnistuksesta riippuvaan erilaistumiseen (Siitonen &
Koistinen 2007, 29). B- ja T-lymfosyyttegja ei voida morfologisesti erottaa toisistaan
May Grinwald Giemsa —varjatyista naytteista, sillane ovat rakenteeltaan samankaltaisia
(Vilpo 2010, 24-25). Lymfosyytit jaetaan morfol ogiansa perustedllaisoihin (kuva 6.c) ja
pieniin (kuva 6.d) lymfosyytteihin (Wintrobe ym. 1981, 271). Lymfosyyteista esiintyy
joissain tautitiloissa myds morfologiansa perusteella tunnistettavia reaktiivisia lym-
fosyyttga (kuva 7.a sivu 17) (Andersson & Poulsen 2003, 103; Itdla & Vilpo 2007,
389).
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KUVA 6.a KUVA 6.b KUVA 6.c KUVA 6.d

Kuvissa esitetéddn lymfosyytin nuoruusmuodoista lymfoblasti (kuva 6.a) ja prolymfo-

syytti (kuva 6.b), seka kypsét solut iso lymfosyytti (kuva 6.c) ja pieni lymfosyytti (kuva
6.d). (Kuva: Werner Hyvéarinen & Jesse Lehtola 2012)

B-lymfosyytin antigeenista riippumaton kypsyminen tapahtuu melkein kokonaisuudes-
saan luuytimessd. Lymfaattisesta kantasolusta on erilaistunut [uuytimessa pro-B-solu,
joka muuttuu edelleen pre-B-soluksi. Pre-B-solu muuttuu B-soluksi kun sen immuno-

glubuliinigeenit ovat jarjestéytyneet oikein ja solu ilmentéd pinnallaan oikeanlaisia im-



17

munoglobuliinimolekyylga. (Siitonen & Koistinen 2007, 29; Dorshkind & Rawlings
2005, 120-121.)

Luuytimen ulkopuolélla jatkuu antigeenista riippuva erilaistuminen. B-solu kohtaa anti-
geeninsd imusolmukkeessa tai pernassa. Dendriittisolut prosessoivat vieraat antigeenit
ja tuovat ne imusolmukkeeseen, jossa T-solut tunnistavat antigeenikompleksin ja akti-
voituvat. Kun T-solu kohtaa B-solun, B-solu aktivoituu ja alkaa muodostaa kloongja
jakaantumalla. Kloonit voivat erilaistua muistisoluiksi tai plasmasoluiks (kuva 7.b).
(Siitonen & Koistinen 2007, 29-30.)

KUVA 7.a KUVA 7.b
Kuvassa 7.a on kuvattu reaktiivinen lymfosyytti ja kuvassa 7.b plasmasolu. (Kuva:
Werner Hyvérinen & Jesse Lehtola 2012)

T-lymfosyyttien erilaistuminen alkaa luuytimessd, mutta siirtyy jo varhai sessa vaiheessa
kateenkorvaan. Lymfaattisesta kantasol usta erilaistuneet pro-T-solut siirtyvét luuytimes-
ta kateenkorvan kuorikerrokseen. Pro-T-solusta kehittyy edelleen pre-T-solu ja kehitty-
essdan se siirtyy ldhemmaéks kateenkorvan ydinta. T-solun kypsyminen on pitkalti sen
antigeenireseptorin kehittymista ja erilaisten immunoglobuliiniimolekyylien ilment&
mista solun pinnalla. Kateenkorvan ytimen saavutettuaan solu on kehittynyt kypsymét-
tomaks T-soluksi. (Siitonen & Koistinen 2007, 30-31; Clayberger & Krensky 2005,
139-143) Kateenkorvasta T-solu siirtyy pernaan ja imusolmukkeisiin, joissa se kohtaa
spesifisen antigeeninsa. T-solu aktivoituu kun se tunnistaa dendriittisolun prosessoiman
vieraan antigeenin. T-soluista voi tulla auttgjasoluja, muistisolujatai sytotoksisia soluja.
(Siitonen & Koistinen 2007, 31.)

Verindytteen matala lymfosyyttiméara (B-Ly<0,8E9/) laukaisee Lymphopenia-
halytyksen, korkea médra (B-Ly>4,0E9/l) puolestaan aheuttaa Lymphocytosis-
halytyksen. Kummassakin tapauksessa naytteen tulos voidaan vastata ilman jatkotoi-



18

menpiteitd. Abn Lympho/Blasts? -epéily johtuu siitd, etté verenkuva-analysaattori on
havainnut diffikanavasta populaation, joka viittaa verindytteessa olevan epéatyypillisia
(atyyppisia) lymfosyytteja tai lymfoblastgja. Kyseinen epailys johtaa sivelyvamisteen
mikroskopointiin. Atypical Lympho?-epéilyn aiheuttaa naytteessd mahdollisesti olevat
epatyypilliset lymfosyytit, jotka on havaittu diffikanavalta. Tassakin tapauksessa nayte
taytyy mikroskopoida ennen tuloksen vastaamista. (Roche Diagnostics Oy ND.)

2.4 Monosyytit

Granulocyte-macrophage progenitor —solun erilaistuminen haarautuu eri solulinjoiksi,
tuottaen monosyyttien lisaksi makrofageja ja neutrofiilgjd. Kyseinen GMP -solu on eri-
laistunut myeloisesta kantasolusta CMP. Monosyytit ja makrofagit kehittyvét CFU-M
(colony-forming units- myeloid) -suuntautuneesta kantasolusta. (Siitonen & Koistinen
2007, 19,27; Vilpo 2010, 16; Williams 2004, 29.)

Monosyytit kypsyvat seuraavanlaisessa jarjestyksessd: monoblasti, promonosyytti ja
monosyytti (kuvat 2.a, b, c) (Sitonen & Koistinen 2007, 27). Monosyytit kehittyvéat

jalkeen ne siirtyvét kudoksiin. Kudoksiin siirtyminen mahdollistaa monosyyttien erilais-
tumisen makrofageiksi. (Siitonen & Kaoistinen 2007, 25; Khanna-Gupta & Berliner
2005, 296-297.)

&

KUVA 2.a KUVA 2.b KUVA 2.c
Monosyytin kypsyminen monoblastista (kuva 2.@) promonosyytin (kuva 2.b) kautta

=8

kypsdksi monosyytiks (kuva 2.c). (Kuva: Werner Hyvérinen & Jesse Lehtola 2012)

Monosyyttien halytyksid on Monocytosis —halytys, joka ilmaisee ndytteessa olevan kor-
kean monosyyttipitoisuuden (B-Monos>1,0E9/l). Téssa tapauksessa tulos voidaan vas-
tata. Epéilyshdlytyksistd Blasts? —epdilys koskee monosyyttejd, mutta myos kaikkia
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muitakin leukosyytteja. Blasts? —epdilys tarkoittaa, ettd ndyte sisdltéd mahdollisesti
blasti -nuoruusmuotoja, €li diffikanavassa on havaittu téhan viittaava solupopulaatio.
Tama halytys johtaa sivel yval misteen mikroskopointiin. (Roche Diagnostics Oy ND.)

2.5 Trombosyytit

Trombosyyttilinjan kehittyminen erkanee myeloisesta kantasolusta CMP. Myeloinen
kantasolu erilaistuu suuntautuneeks kantasolukss MEP (megakaryocyte — erythroid
progenitor), toiselta nimeltédn CFU-MegE (colony-forming units- megakaryocyte
erythroid). Tasté erilaistuneesta kantasolusta voi myos erkaantua erytrosyyttilinja. T&
man jalkeen ovat vuorossa trombosyyttien linjaspesifiset kantasolut BFU-Meg (burst-
forming units- megakaryocyte) ja CFU-Meg (colony-forming units- megakaryocyte).
(Siitonen & Koistinen 2007, 19, 28; Long & Hoffman 2005, 303-304.)

Seuraavat kehitysmuodot ovat morfologisesti erottuvat megakaryoblasti, promegaka-
ryosyytti, megakaryosyytti ja trombosyytti (kuva 5). Megakaryoblastin kypsyessa kohti
megakaryosyyttid solun kromosomisto moninkertaistuu ja sytoplasman maara solussa
lisdantyy. Solun tuma alkaa lohkoontua ja samalla tapahtuu solun granuloitumista. Me-
gakaryosyytin pinnalle muodostuu pseudopodeja, hajotessaan pseudopodit eli valejaat
vapauttavat trombosyyttejd verenkiertoon. Yks megakaryosyytti pystyy tuottamaan
noin 1000-5000 trombosyyttia. Noin 20 — 30 % kypsistéa trombosyyteistéa on varastoitu-
nut pernaan. (Siitonen & Koistinen 2007, 28-29.)

o
S 2. O
&)
KUVA 5.

Rengastetut solut ovat trombosyytteja (kuva 5.). (Kuva: Werner Hyvérinen & Jesse
Lehtola2012)
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Verenkuva-analysaattori antaa Thrombocytosis-hdlytyksen, kun naytteessa on suuri
Trom<60E9/l) laukaisee taas Thrombocytopenia-halytyksen. Kummassakin haytysta-
pauksessa naytteen tulos voidaan hyvaksya Verenkuva-analysaattori tuottaa PLT Abn
Distrib.-hdytyksen, jos trombosyyttiarvot poikkeavat asetetuista rgjoista. Haytys tulee,
koska trombosyyttihistogrammi on epanormaali. Téman haytyksen vuoks néyte taytyy
mikroskopoida, ennen kuin sen tulos voidaan vastata. Verenkuva-analysaattori laukai-
see PLT Clumps -epéilyn, jos naytteessd on mahdollisesti trombosyyttikasoja. Epéilys-
liputus tulee joko diffikanavasta | 6ytyneesta popul aatiosta tai trombosyytti histogrammin
poikkeavasta muodosta. (Roche Diagnostics Oy ND.)
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3 EDTA-ANTIKOAGULANTTI

Etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA) on ligandi, jota suositaan antikoagul anttina
verenkuvatutkimuksissa, silla se estéd hyytymisen téaydellisesti ja aiheuttaa minimaalisia
muutoksia solujen morfologiassa. (Perkins 2009, 1; Zumdahl 1998, 905).
Etyleenidiamiinitetraetikkahapon sisdltamét natrium ja kaliumsuolat ovat voimakkaita
antikoagulantteja joita kaytetdan etenkin rutiinihematologisissa tutkimuksissa. Téasta
syystéa taydellinen verenkuvanayte otetaan EDTA :ta sisdltdvéaan putkeen. (Burns 2004,
124-125;  Jury, Nagai, & Tatsumi 2012, 6; Perkins 2009, 1)
Etyleenidiamiinitetraetikkahapon rakennekaava on esitetty kuvassa 8.
OH
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KUVA 8. Etyleenidiamiinitetraetikkahapon rakennekaava (M ukaillen Zumdahl 2012)

3.1 EDTA:n toimintaperiaate

Etyleenidiamiinitetraetikkahappo estda veren hyytymisen kelatoimalla
kalsslummolekyyleg g, jotka ovat keskeisia komponentteja hyytymiskaskadissa. Kelaatio
tapahtuu, kun EDTA-molekyyli muodostaa koordinaatiosidoksen metalli-ionin kanssa
estden ndin kyseisen metalli-ionin toiminnan. (Banfi ym. 2007, 565-576; Zumdahl
1998, 905) Ihanteellisen kelatoivan reaktion aikaansaamiseks tulee EDTA:n ja veren
konsentraation olla Juryn mukaan 1.2mg/1ml, Clinical and Laboratory Standards —
ingtituutin (CLSI) mukaan 1.5mg-2.2mg/1ml ja Burnsin mukaan 1.5mg/1ml (Burns
2004, 124-125; Clinical and Laboratory Standards 1993, 371; Jury ym. 2012, 6.)
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Dikaliumsuola (K2) on erittéin liukeneva (1650g/1) ja sen takia sitéa suositaan enemman
kuin dinatriumsuoloja, jotka liukenevat huomattavasti huonommin (108g/l). Putken
sisdpintojen pinnoittaminen EDTA:lla parantaa antikoagulantin sekoittumista vereen.
Nestemaisessd muodossa oleva trikaliumsuola laimentaa hieman verta ja kutistaa
erytrosyytteja. Seurauksenaon 2 — 3 % pieneneminen hematokriittiarvossa neljan tunnin
sisdla nédytteenotossa. Té&tA seuraa asteittainen erytrosyyttien koon nousu. (Jury ym.
2012, 6.) Phillips ym. (1998, 17-20) sek& Goossens, Van Duppen ja Verwilghen (1991, 291-
295) tekeman tutkimuksen mukaan nesteméisen trikaliumsuolan (K3) ja kuivamuotoisen

dikaliumsuolan valilla el ole huomattavia eroja optimaalisi ssa mittausol osuhtei ssa.

3.2 Preanalyyttisten tekijoiden vaikutus

Suolasta riippumatta lilan suuri EDTA-konsentraatio aiheuttaa muutoksia seka
erytrosyyteissa ettéa leukosyyteissi. Se aiheuttaa niissa kutistumista ja degeneratiivisia
muutoksia.  Yli 2mg/l konsentraatio sagttaa nostaa erytrosyyttien keskimaaraista
hemoglobiinikonsentraatiota. Téman lisaksi trombosyytit turpoavat ja haoavat, joka
johtaa virheellisen korkeaan trombosyyttiarvoon, koska fragmentit ovat tarpeeks isoja
laskettavaksi mukaan trombosyyttien kokonai smaardan. (Burns 2004, 124-125; Jury ym.
2012, 6.) Korkea EDTA-pitoisuus saattaa aheuttaa myds trombosyyttien
aggregoitumista kasoiksi, jota kutsutaan pseudotrombosytopeniaksi tai ne saattavat
tarttua neutrofiileihin, jolloin ilmidta kutsutaan trombosyyttisatellitismiksi (Savolainen
2007, 86; Mahlamaki 2004, 268-269).

Riittdméton EDTA-konsentraatio saattaa johtaa pieniin hyytymiin ja tuottaa virheellisen
alhaisia solujakaumia. Vakuumiputket, jotka tayttyvét tiettyyn tilavuuteen ja jotka
sisdltavét halutun maaran EDTA:ta, minimoivat naita virheita
Etyleenidiamiinitetraetikkahapon tarked etu on sen hyva liukeneminen vereen ja se

toimii naytteessa melkein valittomasti. (Wintrobe ym. 1981, 9.)

Lisdaineita siséltavia veriputkia pitéd aina sekoittaa ennen méarityksia (Jury ym. 2012,
6; Lippi, Savagno, Montagnana, Banfi & Guidi 2007, 723.) Clinical and Laboratory
Standards -instituutin ohjeistuksen mukaan (1993, 371-372) veriputkia pitéa sekoittaa 5-
10 kertaa ennen méaritystd. Nan varmistetaan sekd antikoagulantin sekoittuminen
ndytteeseen etta hyytymien muodostumisen estaminen (Clinica and Laboratory
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Standards Ingtitute 1993, 371-372). Lippi ym. (2007, 723-725) mukaan sekoitettujen
naytteiden ja sekoittamattomien ndytteiden tulosten véalilla on eroja. Sekoittamattomissa
ndytteissa todettiin erytrosyyttien, hematokriitin, hemoglobiinin ja trombosyyttien
laskua kuus kertaa sekoitetuista naytteistd saatuihin  tuloksiin - verrattuna.
Sekoittamattomista naytteiden tuloksista yksikéén e tosin eronnut salittua rgjaa
enempaa kuusi kertaa sekoitettujen ndytteiden tuloksista. (Lippi ym. 2007, 723-725.)

3.3 Ajanvaikutus EDTA-verinaytteen sdilyvyyteen

On osoitettu, ettd EDTA aiheuttaa my6s leukosyyttien agglutinaatiota, varsinkin
neutrofiilien ja lymfosyyttien kohdalla. Leukosyytti- ja trombosyyttiarvot sekéa
erytrosyyttien kokonaismaara, etta erytrosyytti-indeksit ovat yleensa stabiilgja
kahdeksaan tuntiin asti ndytteenotosta huoneenldmmoéssa sdilytettynd. Tamén gan
jalkeen erytrosyytit akavat turvota ja ndin nostavat hematokriittia (HCT) ja
erytrosyyttien keskitilavuutta. Veriputkia voidaan séilyttéa jddkaapissa yon yli, kunhan
varmistetaan etté putket eivét padse jaatymaan. (Jury ym. 2012, 6-7)

Juryn ym. (2012, 7) ja Savolaisen (2007, 87) mukaan leukosyyttien maéra laskee
muutaman tunnin pdastd naytteenotosta, varsinkin jos EDTA-konsentraatio on liian
suuri. Liséksi Juryn ym. (2012, 7) mukaan yli 24 tunnin j88kaappisailytyksen jalkeen
leukosyyttien erottelulaskennan tulokset eivét ole enda luotettavia. Retikulosyyttiarvot
pysyva muuttumattomina 24 tunnin  gan jadkaappisdilytyksessd, mutta
huoneenlamméssa ne laskevat jo kuuden tunnin jalkeen. Tumalliset erytrosyytit
haviavat naytteesta 1-2  vuorokauden  huoneenlampdséilytyksen  jalkeen.
Hemoglobiinikonsentraatio pysyy muuttumattomana vuorokausien gan, kunhan veri el
pésse infektoitumaan. Kun ndytteenotosta on kulunut 2-3 vuorokautta, naytteessa oleva
veri alkaa hgjoamaan, joka johtaa erytrosyyttien médaran ja hematokriitin laskuun seka
MCH:n jaMCHC:n nousuun. (Jury ym. 2012, 7; Savolainen, 2007, 87.)

Tutkimuksia, joissa tutkittiin joko kaikkia tai osaa téydellisen verenkuvan parametrien
sdilyvyydesta EDTA-putkissa, 16ytyi useita. Cohle, Saleem ja Makkaoui (1981, 67-69)
ovat julkaisseet tutkimuksen, jossa tutkittiin miten leukosyytit, hemoglobiini,
erytrosyytit, MCV, MCHC, MCH ja trombosyytit sdilyvét, jos niita sdilyttéd kolme
vuorokautta +4 °C j&8kaappildmpdtilassa tai huoneenlammossa. Tutkimuksessa selvis,
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ja mydés MCHC:ssa, sek& hematokriitissA oli havaittavissa muutoksia.
Jadkaappilampotilassa sdilytettyjen ndytteiden parametreissa e tapahtunut huomattavia

muutoksia kolmen vuorokauden séilytyksen ja keen.

de Baca, Gulati, Kocher ja Schwarting (2005, 28-36) tutkivat, miten taydellisen
verenkuvan parametrit  sailyvét, jos naytteitda sdilytetd&n viisi  vuorokautta
huoneenlamméssa. de Bacan ym. (2005, 28-36) tekeman tutkimuksen tavoitteena oli

selvittdd, ovatko tdydellisen verenkuvan tulokset endd luotettavia pitkittyneen

vuorokaudessa viiden vuorokauden ajan. Naytteet mitattiin Sysmex® XE-2100 -
analysaattorilla.  Tutkimuksessa havaittiin - muutoksia MCV:ssq, MCHC:ssg,
hematokriitissa ja RDW:ssa jo vuorokauden huoneenlampdsailytyksen jalkeen. Naista
MCHC laski ja hematokriitti, RDW sek& MCV kohosivat. Kahden vuorokauden
leukosyyttien erittelylaskennasta tai  se antoi tulokset epauotettavasti. Tutkimuksessa
selvisi myds, ettd leukosyyttien kokonaismaéra, erytrosyytit, hemoglobiini, MCH ja
trombosyytit pysyivét stabiileina neljanteen vuorokauteen asti. Tutkimuksen mukaan
joistain taydellisen verenkuvan parametreista saadaan luotettavia tuloksia kolmen

suhtautua varauksella. (de Baca ym. 2005, 28-36.)

Sama tutkimusryhma julkaisi kolme vuotta aikaisemmin tutkimuksen, jonka tavoitteena
oli sevittdd, mitka téydellisen verenkuvan parametrit muuttuvat  pitkittyneen
342). Tutkimuksessa kaytettiin Coulter® Gen.S -analysaattoria.  Tutkimukseen valittiin
40 kappaletta verinaytteitd ja antikoagulanttina kaytettiin nesteméistda K3-EDTA:ta
Naytteet mitattiin 24 tunnin valein seitsemaén vuorokauteen asti. Vaikka anal ysaattori
ja kaytetty antikoagulantti eivéat olleet samoja kuin tutkimusryhméan myodhemmassa
tutkimuksessa, tulokset olivat kauttaaltaan samansuuntaiset: erytrosyyttiparametreista
MCV:n, MCHC:n, hematokriitin ja RDW:n tulokset muuttuivat jo vuorokauden
stabiileina vahintddn seitsemén vuorokautta. Leukosyytit ja trombosyytit pysyivét
vakaina neljanteen vuorokauteen asti, mutta erittelylaskennassa monosyyttien maara
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laski ja neutrofiilien, lymfosyyttien sekd eosinofiilien maddrd nousi. Tutkimuksessa
todettiin, etta taydellisen verenkuvan tulokset ovat hyvéaksyttdvissd pitkittyneen

(Gulati ym. 2002, 336-342.)

Lippi, Salvagno, Solero, Franchini ja Guidi julkaisivat vuonna 2005 tutkimuksen, jossa
tutkittiin tdydellisen verenkuvan parametrien séilyvyytta vuorokauden huoneenl&mp6-
ja +4 °C jadkaappisdilytyksen jadkeen (Lippi ym. 2005, 333-340). Kyseisessa
tutkimuksessa vertailtiin miten 21:n eri taydellisen verenkuvan parametrin tulokset
vaihtelevat huoneenldmposéilytyksessa ja jd8kaappisailytyksessd olleiden naytteiden
valilla Vuorokauden gan huoneenldmmossa ja jadkaapissa séilytettyjen nadytteiden
vdilla huomattiin vaihtelua seuraavissa parametreissas MCV, MCHC, hematokriitti ja
trombosyytit. Huoneenlammissd  séilytettyjen  naytteiden tulokset vaihtelivat
huomattavasti jadkaapissa sdilytettyja naytteitd enemman. Muissa parametreissa ei
todettu huomattavaa muutosta. (Lippi ym. 2005, 333-340.)

Kolme vuotta mydhemmin Imeri ym. (2008, 68-71) tutkivat miten taydellisen
verenkuvan parametrit séilyvét, jos ndytetta sdilytetéan huoneenldmmossa tai +4-8 C°
jéékaappilanmossd  kolmen vuorokauden agan. Naytteille suoritettiin - myos
vadlimittauksia. He analysoivat samat naytteet joka mittausajankohdassa kolmella eri
analysaattorilla ja vertailivat eri analysaattorien antamia tuloksia toisiinsa. Jokaiselle
huoneenlammossa séil ytetylle ndytteelle oli myos samasta potil aasta otettu toinen nayte,
jota sdilytettiin yhtd kauan jaékaappilampotilassa. Néytteet analysoitiin 72 tunnin
kuluttua ndytteenotostaja tietyin valigjoin ennen viimeista mittausta Bayer Diagnostics®
Advia 120A, Beckman Coulter® LH 750 ja Sysmex® XE-2100 -analysaattoreilla
Tutkimuksen mukaan MCV, hematokriitti ja leukosyytit sdlyva paremmin
jéékaappilampdtilassa.  Trombosyytit sédilyivat paremmin  huoneenlamméssa  kuin
jéékaappilampdtilassa. Tutkituista parametreista MCH, hemoglobiini ja erytrosyyttien
maadra sdilyivat vahintddn kahden vuorokauden gan stabiileina huoneenldmmadssa
sdilytettynd, kaytetysta analysaattorista riippuen. Leukosyyttien erittelylaskennassa
huomattiin  suuria eroja anaysaattoreiden  vdilla kolmen  vuorokauden
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Néiden tutkimusten liséks on tehty samantyyppisia tutkimuksia joissa on ihmisen
verindytteen sijaan tutkittu eldinten verindytteitd. Né&itéd ovat esimerkiksi Médaillen,
Briend-Marchalin ja Braunin (2006, 18-23) julkaisema tutkimus koiran taydellisen
verenkuvan  sdlyvyydestd huoneenlammdéssa sek& Hadzimusicin, Katican,
Muharemovicin ja MuSanovicin (2010, 158-166) julkaisema tutkimus kalkkunan
téydellisen verenkuvan sdilyvyydesta huoneenlamméssd Vakka namad kaks ovat
elainl88ketieteeseen liittyvia tutkimuksia, niista saatiin kuitenkin saman suuntaisia
tuloksia, kuin aiemmin mainituista tutkimista. Kummassakin tutkimuksessa todettiin,
etta MCV kohoaa pitkittyneen huoneenlampoéséilytyksen jalkeen erytrosyyttien ja
leukosyyttien médran pysyessa léhes muuttumattomana. (Hadzimusic ym. 2010, 158-
166; Médaille ym. 2006, 18-23).

Kaikissa edella mainituissa tutkimuksissa huomattiin, ettda MCV kohoaa erytrosyyttien
maédran seka leukosyyttien médran pysyessd lahes muuttumattomana pitkittyneen
huoneenlamposéilytyksen  jalkeen, riippuen  huoneenldmposéilytyksen  kestosta
Jokai sessa tutkimuksessa todettiin myds, etta taydellisen verenkuvan parametrit sailyvét
paremmin jadkaappilampdtilassa kuin huoneenlammaossg, lukuun ottamatta Imerin ym.
(2008, 68-71) tutkimusta jonka mukaan trombosyytit sSdilyva paremmin
huoneenlammossa. Jokaisessa tutkimuksessa, jossa médritettiin myds hematokriitti,

MCHC ja RDW huomattiin muutoksia néiden parametrien tuloksissa pitkittyneen

laski. (Cohle ym. 1981, 67-69; de Baca ym. 2005, 28-36; Imeri ym. 2008, 68-71; Gulati
ym. 2002, 336-342; Lippi ym. 2005, 333-340.)
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4 SYSMEX® XE-5000 VERENKUVA-ANALYSAATTORI

Seingjoen keskussairaalan kliinisen kemian laboratoriossa on kaksi Sysmex® X E-5000 —
analysaattoria (kuva 9). Analysaattoreita kaytetdan myods péivystysaikana. Analysaatto-
rissa on kaksi eri mittauspuolta, avo- ja suljettu puoli. Avopuolella jokainen ndyte ma&a
ritetéan yksitellen. Suljetulla puolella kaytetdan naytetelinettd, johon mahtuu kerrallaan
kymmenen naytettd. Avopuolelta analysaattori aspiroi 130pl néytettd ja suljetulta puo-
lelta 200ul ndytettd. Nayte laimennetaan aspiroinnin jélkeen ja analysaattori |ahettdéa sen
valitun tutkimuksen mukaan mittauskanaville. Analysaattori maarittéa leukosyytit seka
WBC/BASO- etta 4DIFF -kanavilla, erytroblastit NRBC -kanavalla, retikulosyytit ja
trombosyytit RET/PLT-O -kanavalla, epakypsat granulosyytit IMI-kanavalla ja hemo-
globiinin HGB -kanavalla. Trombosyyttien méaérittémiseen kaytetddn myds RBC/PLT-
kanavaa, jota k&ytetéddn myads erytrosyyttien maarittamiseen. Mittauskanavat kasitell&8n
tarkemmin reagenssien yhteydessa Sysmex® XE 5000:n reagenssit, kontrollit ja niiden
sdilytys -kappaleessa. (Sysmex Europe GMBH 2008, 11-14, 11-15; Kuusela 2011.)

KUVA 9. Sysmex® XE-5000 —analysaattori (Kuva: Werner Hyvarinen & Jesse Lehtola
2012)
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Sysmex® XE-5000 kayttad solujen laskemiseen ja tunnistamiseen radiofrekvens-
si/tasavirta -menetelméa (RF/DC), hydrodynaamista fokusointia, puolijohdel aserfluore-
senssivirtaussytometriaa sek& natriumlauryylisulfaatti  eli  SLS-hemoglobiini -
menetelmaa. Radiofrekvenssi/tasavirtadetektion avulla tunnistetaan solujen koko ja so-
lujen sisdosien tiheys (mm. tuman koko). Hydrodynaamisen fokusoinnin avulla analy-
saattori laskee solujen médran ja sitd kaytetéankin tasavirtadetektiossa ja puolijohde-
laserfluoresenssivirtaussytometriassa. Virtaussytometriala analysoidaan solujen fysio-
logiset ja kemialliset ominaisuudet, kuten esimerkiksi ribonukleiinihapon eli RNA:n ja
deoksiribonukeliinihapon eli DNA:n maara. Natriumlauryylisulfaatti-hemoglobiini- i
SLS-hemoglobiini -menetelmalla anal ysoidaan néytteen hemoglobiinin mdara. (Sysmex
Europe GMBH 2008, 11-13.)

4.1 Radiofrekvenssi/tasavirtadetektio (RF/DC)

Verisolujen koko tunnistetaan detektioalueen 18pi kulkevan tasavirran vastuksen muu-
toksista ja solujen sisdosien tiheys tunnistetaan radiofrekvenssin vastuksen muutoksista.
Tunnistus kulkee seuraavalla tavalla: analysaattorilla aspiroidaan verindyte, mitataan ja
laimennetaan se tiettyyn suhteeseen, jonka j@lkeen tdma laimennettu ndyte kuljetetaan
sopivaan detektiokammioon. Detektiokammiossa on aukko, jonka kummallakin puolella
on elektrodi. Elektrodien valilla kulkee tasavirta ja radiofrekvenssi. Verisolut on lai-
mennettu Cellpack -laimennosliuokseen ja ne kulkevat aukon 8pi vaihtaen samalla ta-
savirran ja radiofrekvenssin vastuksia elektrodien vdlilla. Detektio tapahtuu sdhkoim-
pulssien muodossa. Naiden impulssien suuruuteen perustuen laite pystyy piirtamaan
kaksiulotteisen jakauman eli sirontakuvion (engl. scattergram) solujen koosta ja sisdosi-
en tiheydestd (Sysmex Europe GMBH 2008, 11-11) Radiofrekvens-
si/tasavirtadetektiokammion rakenne ja mittausperiaate kasitelldan tarkemmin kuvassa
10 sivulla 29.
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KUVA 10. Radiofrekvenssi/tasavirtadetektiokammion rakenne ja mittausperiaate (Mu-
kaillen Sysmex Europe GMBH 2008)

4.2 Hydrodynaaminen fokusointi

Detektorin siséll& on ndytesuutin, joka on asetettu detektorin aukon eteen keskelle. Nay-
te pakotetaan naytesuuttimesta ulos ja se ympdar6idadn etureagenssivaipalla joka on lie-
van paineen alla. Etureagenssivaippa pakottaa ndytteen partikkelit kulkemaan yksitellen
yhdessa jonossa kartiomaisen mittausaukon 18pi. Tama pienentdd satunnaishavikkia ja
valhtelevia séhkdimpulsseja ei-aksiaalisen virtauksen vuoksi. Kun partikkelit ohittavat
mittausaukon, takareagenssivaippa tempaisee ne mukaansa kerdysputkeen. Tama estéa
partikkelien virtaamisen takaisin aukon 18pi eliminoiden takaisinvirtauksen aiheuttamat
mittausvirheet. (Sysmex Europe GMBH 2008, 11-11; Automated Hematology Analyzer
XE-2100.) Hydrodynaamisen fokusoinnin periaate on esitetty kuvassa 11.
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KUVA 11. Hydrodynaamisen fokusoinnin periaate. (Mukaillen Sysmex Europe GMBH
2008)
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4.3 Puolijohdelaserfluoresenssivirtaussytometria

Puolijohdel aserfluoresenssivirtaussytometriassa solut ja partikkelit ohittavat erittéain
pienen ja herkdn detektioalueen. Puolijohdel aserfluoresenssivirtaussytometria mittaa
téman detektioalueen ohi kulkeneiden solujen leimatuista nukleiinihapoista tapahtuvaa
valon emissiota. Nain analysaattori pystyy erottamaan solupopulaatiot ja ilmoittamaan
ne sirontakuvioiden muodossa. (Sysmex Europe GMBH 2008, 11-12.)

Nayte kulkee mittausalueelle niin, ettd ensin nayte aspiroidaan, mitataan, laimennetaan
sekd leimataan. Tamén jakeen analysaattori syottda ndytteen virtauskammioon, jossa
solut kulkevat yksitellen sen 18pi hydrodynaamista fokusointia hyvaksikayttéen. Vir-
tauskammioon kulkeviin soluihin kohdistetaan puolijohtava lasersade. Laserséde hajoaa
soluihin osuessaan, siroten kaikkiin suuntiin. Sysmex® XE-5000 mittaa eteenpéin ja
sivuille sironneen valon. Vaodiodi kerda eteenpdin sironneen vaon, kun taas valo-
monistimen putket keréévét sivuille sironneen valon ja fluoresoivan valon. Vao muute-
taan sahkdimpulsseiksi jonka analysaattori pystyy mittaamaan ja muuttamaan sironta-
kuvioiksi. (Sysmex Europe GMBH 2008, 11-12.) Puolijohdel aserfluoresenssivirtaussy-

tometrikammion rakenne ja menetelman periaate on esitetty kuvassa 12.
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KUVA 12. Puolijohdelaserfluoresenssivirtaussytometrikammion rakenne ja kyseessa

olevan menetelman periaate. (Mukaillen Sysmex Europe GMBH 2008)



31

4.4 Eteenpain jasivuille sironnut seka fluoresoiva valo

Sironnutta valoa detektoimalla on mahdollista saada tietoa solun koosta, rakenteesta ja
sisdlostad. Siroavan valon voimakkuus riippuu eri tekijoistd, kuten partikkelin halkaisi-
jasta. Mita liuskoittuneempi tuma on, ja mitd enemman solu on granuloitunut, sitéa
enemman valoa siroaa sivuille. (Automated Hematology Anayzer XE-2100.) Eteenpain
sironneesta valosta saadaan tietoa solun koosta ja sivuille sironneesta val osta saadaan
tietoa solujen rakenteesta. (Sysmex, 2007, 11-12; Briggs & Bain, 2012, 38). Solut on
merkattu metiinill&, joka tarttuu solun nukleiinihappoihin, jonka jalkeen néaihin soluihin
kohdistetaan lasersade. Fluoresoivan valon voimakkuus kasvaa solujen nukleinihappo-
pitoisuuden kasvaessa. (Sysmex Europe GMBH 2008, 11-13; Automated Hematology
Anayzer XE-2100.)

4.5 Natriumlauryylisulfaatti-hemoglobiinimenetelma

Sysmex® XE-5000 kayttdd hemoglobiinin  mittaamiseen syanidivapaata SLS-
hemoglobiinimenetelma&a. Mittauksessa kaytettéavassa reagenssissa on natriumlauryyli-
sulfaattia eli SLS:88 (C12H25S04Na), jossa on seké hydrofiilinen, ettd hydrofobinen osa.
Hydrofobinen osa tarttuu kiinni globiinimolekyyliin. Kun molekyyli denaturoituu, Fe**
muuttuu Fe**:ksi. Hydrofiilinen osa tarttuu taman jalkeen tahan rautaioniin muodostaen
SL S-hemoglobiiniryhmén, jonka maard on suoraan verrannollinen naytteen absorbans-
siin. (Sysmex Europe GMBH 2008, 11-13; Kuusela, 2011.) Natriumlauryylisulfaatti-

hemogl obiinimenetel man periaate on esitetty kuvassa 13.
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KUVA 13. Natriumlauryylisulfaatti-hemoglobiinimenetelméan periaate (Kuusela, 2011)
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4.6 Sysmex® XE 5000:n reagenssit, kontrollit ja niiden sailytys

Cellpackia® kaytetaan ndytteen laimentamiseen. Se on reagenssi, jota kaytetaan solujen
ma&ran ja koon mittaukseen muiden reagenssien |asnéollessa. Cellpackia® kayttaen voi-
daan myos mitata hemoglobiinikonsentraatiota, kun siihen lisdtéén lysoivaa reagenssia
(Sulfolyser®) ennen mittausta. Cellpackia® séilytetaan +5 - +30 °C -lampétilassa aurin-
gonvalolta suojattuna. Reagenssi voidaan my0ds pakastaa ja sulattaa yhden kerran.
Avaamattomana reagenssi sdilyy vanhenemispéivaan asti, avattuna kaksi kuukautta.
(Sysmex Europe GMBH 2008, 4-1.)

Cellsheath® -liuosta kéytetaan suojaliuoksena (sheath-liuoksena). Cellsheathia® kayte-
tédn yhdessa muiden reagenssien kanssa erytrosyyttien ja trombosyyttien mittaamiseen
tasavirtadetektiolla. Reagenssia séilytetaan samallatavalla kuin Cellpackia® eli +5 - +30
°C -lampdtilassa auringonval olta suojattuna. Sailymisgjat ovat samat kummallakin rea
genssilla. (Sysmex Europe GMBH 2008, 4-1.)

Lysoivaa reagenssia Stromatolyser® 4DL kaytetaan erittely- eli DIFF-kanavalla yhdessa
vérjaysreagenssin eli Stromatolyser® 4DS:n kanssa |leukosyyttien luokitteluun virtaussy-
tometriaa kayttden. Lysoiva reagenssi Stromatolyser® 4DL aiheuttaa erytrosyyttien,
seka trombosyyttien hgjoamisen ja se helkentdd leukosyyttien solukalvoja. Stromato-
lyser® 4DS:ssd oleva fluoresoiva vériaine kulkeutuu vahingoittuneeseen leukosyyttiin
ja sitoutuu nukleiinihappohin ja sytoplasman siséisiin rakenteisiin. Kun laserséde koh-
distetaan soluun, fluoresoivan valon voimakkuus on suhteellinen solun nukleiinihapon
ma&raan. Stromatolyser® 4DL:ssi oleva orgaaninen happo sitoutuu spesifisesti eo-
sinofiilien granuloihin ja mahdollistaa niiden erottamisen neutrofiileistd suuremman
sivusironnan takia. Stromatolyser® 4DL ja 4DS séilyvét avaamattomana +2 - +35 °C -
| ampétilassa pakkauksessa olevaan viimeiseen kayttopaivasn. Avattuna Stromatolyser®
4DL sdilyy kaksi kuukautta ja 4DS kolme kuukautta (Sysmex Europe GMBH 2008, 4-
2, 4-3; Automated Hematology Analyzer XE-2100; Kuusela 2011.)

Lysoivaa reagenssia Stromatolyser® NR (L) jaleimaavaa reagenssia Stromatolyser® NR
(S) kaytetdan anaysoitaessa naytteen erytroblastit erytroblasti- e€li NRBC-kanavalla.
Nama reagenssit mahdollistavat myds erytroblastien kokonaismadran laskemisen suh-
teessa muiden solujen kokonaismaaraén. Stromatolyser® NR (S) hajottaa erytrosyyttien
solukalvoja, jéttéaen vain tumallisten erytrosyyttien eli erytroblastien tumat jaljelle. Leu-
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kosyyttien solukalvot eivét heikkene, joten niiden sytoplasma séilyy ennallaan. Stroma-
tolyser® NR (S) -reagenssin fluoresoiva vériaine tunkeutuu leukosyyttien solukalvoihin
ja leimaa sytoplasman sisdiset rakenteet. Nain muodostuu kaks selvasti erilaista solu-
popul aatiota fluoresoivan valon erilaiseen voimakkuuteen perustuen. Eteenpain siroavan
valon voimakkuuden perusteella voidaan selvasti erottaa tumalliset solut varjosoluista
(engl. ghost cells) eli erytrosyyttien solujgamista. Mitd enemman solussa on nukleini-
happoja, sitd suurempi fluoresoivan valon voimakkuus sill& on sirontakuvion X-
akselilla. Mita suurempi solu on, sité suurempi eteenpain siroavan valon voimakkuus on
sirontakuvion Y -akselilla. Erytroblastit erottuvat leukosyyteistd, koska niistéa on poistet-
tu kaikki muu paitsi tuma. Nén ollen ne varjaytyva huonommin kuin leukosyytit.
Stromatolyser® NR (L) ja NR (S) séilyvét avaamattomana +2 - +35 °C -lampétilassa
pakkauksessa olevaan viimeiseen kayttopaivaan asti tai avattuna kaksi kuukautta (Sys-
mex Europe GMBH 2008, 4-3, 4-5; Automated Hematology Analyzer XE-2100.) Ku-

vassa 14 on esimerkki NRBC-kanavan sirontakuviosta
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KUVA 14. NRBC-kanavan sirontakuvio josta nakyy, miten Stromatolyser® NR -
reagenssien avulla saadaan ndkyviin naytteessa oleva erytroblastipopulaatio (Mukaillen
Kuusela, 2011)

Lysoivaa reagenssia Stromatolyser®IM kéaytetdén IMI-kanavalla (Immature Myeloid
Information -channel) epdkypsien solujen tunnistamiseen RF/DC-menetelmélla. Epa
kypsissa granul osyyttisarjan soluissa on pienempi méaéara kolesterolia, seka niiden fosfo-
lipideissa on suurempi suhde fosfofatidyylikoliinia ja pienempi suhde sfingomyeiinia
epakypsien granulooisen sarjan solujen ja kypsien granulosyyttien erottelussa. (Sysmex
Europe GMBH 2008, 4-5; Automated Hematology Analyzer XE-2100.)
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Naytteen kypsien granulosyyttien solukalvo vahingoittuu, kun se joutuu kosketuksiin
Stromatolyser®-1M -reagenssin kanssa. Reagenssi sisaltda mm. polyeteenioksidia, rikki-
pitoista aminohappoa ja kationista pinta-aktiivista ainetta. Tdméan johdosta kypsien gra-
nulosyyttien tumat paljastuvat ja solun sisdosien komponentit eluoituvat. Myos epakyp-
sien granuuloisen sarjan solujen solukalvot vahingoittuvat, mutta ennen kuin solujen
Sisdosat ehtivédt eluoitumaan, reagenssissa oleva polyeteenioksidi ja rikkipitoinen ani-
mohappo pédsevét solun siséén ja korjaavat seké solukalvon etta solun sisdosien kom-
ponentit. (Automated Hematology Anayzer XE-2100.)

Kun rikkipitoinen aminohappo on korjannut solun sisdosien komponentit, se toimii so-
lukalvon suojana pinta-aktiivisen aineen toimintaa vastaan. Erityyppiset epdkypsét gra-
nulooisen sarjan solut reagoivat eri tavalla reagenssiin, joten tésta johtuen ne nakyvét
IMI-scattergrammissa selkeésti omissa alueissaan. Néin voidaan erottaa blastit leuko-
syyteistd. Samalla voidaan erottaa epakypsat granulosyytit vasemmalle siirtyneisté neut-
rofiileista. Stromatolyser®-IM siilyy +2 - +35 °C -lampétilassa pakkauksessa olevaan
viimeiseen kéyttopaivaan asti avaamattomana tai avattuna kaks kuukautta (Sysmex
Europe GMBH 2008, 4-5; Automated Hematology Analyzer XE-2100.)

Laimenninta RET-Search® (I1) kéytetdén RET-kanavalla retikulosyyttien analysoimi-
seen, seka trombosyyttien optiseen tunnistukseen virtaussytometriaa kéyttéen. Reagens-
sissa on kaks o0saa, laimennin ja leimaava liuos. Leimaavassa liuoksessa on kaksi eri
leimaa, polymetiini ja oksatsiini. Nama kaksi leimaa tunkeutuvat solun siséan leimaten
retikulosyyttien RNA:n ja tumallisten solujen RNA:n ja DNA:n. Retikulosyytit erote-
taan kypsista erytrosyyteistd RNA:n maéran perusteella ja tumallisista soluista RNA:n
ja DNA:n méaran perusteella. (Sysmex Europe GMBH 2008, 4-5; Automated Hemato-
logy Analyzer XE-2100; Kuusela, 2011.)
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Mit& suurempi maard solussa on nukleiinihappoa, sitd suurempi on sen fluoresenssisig-
naali sirontakuvion X-akselilla. Mita suurempi solu on, sitd suurempi on sen eteenpdin
sironneen valon signaali Y-akselilla. Retikulosyytit eritelléén kolmeen eri osaan RET-
scattergrammissa niiden fluoresoivan vaon intensiteetin perusteellaa HRF (High-
Fluorescense Ratio, korkea fluoresenssisignaali), MRF (Medium-Fluorescense Ratio,
keskiverto fluoresenssisignaali) ja LFR (Low-Fluorescense Ratio, matala fluoresens-
sisignaali). Mita korkeampi signaali, sitd enemman solussa on RNA:ta. Leukosyytit
eivdt mahdu kuvagjaan niiden korkean fluoresenssisignaalin vuoksi. Laimennin RET-
Search® (I1) sidilyy avaamattomana +5 - +35 °C -lampdtilassa pakkauksessa olevaan
viimeiseen kayttopdivaan asti tai avattuna kaksi kuukautta (Automated Hematology
Anayzer XE-2100; Kuusela, 2011.)

Stromatolyser® FB (Il) -reagenssia kaytetddn leukosyytti- ja basofiili -kanavalla
(WBC/BASO) basofiilien ja muiden leukosyyttien maéran laskemiseen virtaussytomet-
riaa kayttéen. Reagenssin hapan pinta-aktiivinen aine hajottaa erytrosyytit ja trombosyy-
tit ghost-soluiksi. Reagenssi paljastaa leukosyyttien tumat basofiilejd lukuunottamatta.
Basofiilit nékyvét sirontakuviossa omana populaationaan, koska niiden solukalvo on
pysynyt ehjdna. Taman vuoks niiden seka eteenpéin etta sivuille sironneen valon voi-
makkuus on suurempi kuin ghost-soluillaja tumallisten solujen tumaé@milla Stromato-
lyser® FB (I1) séilyy avaamattomana +5 - +35 °C -lampétilassa pakkauksessa olevaan
viimeiseen kayttopaivaan asti tai avattuna kaksi kuukautta (Sysmex Europe GMBH
2008, 4-2; Automated Hematology Analyzer XE-2100.)

Lysoiva reagenssi Sulfolyser® on syanidivapaa ja sitd kaytetaan hemoglobiinin mégrit-
témiseen yhdessa laimentimen kanssa. Reagenssi hemolysoi ensin erytrosyytit, jonka
jadkeen niiden globuliinimolekyylin rakenne muuttuu ja rauta hapettuu. Reagenssissa
olevan SLS:n hydrofiilinen osa tarttuu kiinni muuttuneeseen rautaioniin muodostaen
SLS-hemoglobiiniryhmén. Mitattavan SLS-hemoglobiinin  maksimiabsorbanssi on
535nm ja se mitataan fotometrisesti. Sulfolyser® séilyy +1 - +30 °C -lampétilassa pak-
kauksessa olevaan viimeiseen kayttopavaan asti tai avattuna kaksi kuukautta (Automa-
ted Hematology Analyzer XE-2100.)
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Cellclean® on vahva emaksinen pesuliuos jonka avulla poistetaan lysoivat reagenssit,
solujaamét ja veri anaysaattorin sisdosista. Cellclean® -pesuliuosta séilytetdan +15 -
+30 °C -lampotilassa. E-Check® (XE) on kontrolliveri jota kaytetdan Sysmex® X E-5000
-analysaattorin kontrollina. Vaikka kontrolliveri on tutkittu jasiind ei pitéisi olla vaaral-
lismpia taudinaiheuttgjia (mm. HIV-1, HIV-2 ja Hepatiitti-B), niin sité pitdisi kasitella
sopivin varotoimenpitein. Kontrollia séilytetdan |ampdtilassa +2 - +8 °C. Se séilyy avat-
tuna 14 péivaa ja avaamattomana pakkauksessa olevaan viimeiseen kayttopavaan asti.
(Sysmex Europe GMBH 2008, 4-7.) E-Check® (XE) -kontrollia on saatavilla eri tasoisi-
na. Seingjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikossa kéytetaan E-Check®
(XE) level 2 -kontrollia
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5 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA ONGELMAT

Opinnaytetyon tarkoituksena on selvittég, miten EDTA-verindytteet sdilyvét, kun niita
siin mittauksiin. Opinnaytetytssa on myos +4 °C ja8kaappisail ytyksessa oleva vertailu-
ryhmg, jolle suoritetaan mittaukset samoin aikavalein. Jokaiselle vertailuryhmén nayt-
teelle on my6s samasta potilaasta otettu vastinputki huoneenldmpdsailytyksessa. Tutki-

musongelmina on selvittéd EDTA-verinaytteen sdilyvyys verisolujen ja niiden paramet-

Opinnaytetyodn tavoitteena on tuottaa informaatiota siitd, ovatko taydellisten verenkuva
naytteiden tulokset luotettavia pitkittyneen huoneenlampdsailytyksen jalkeen. Seindoen
keskussairaal a hyddyntda tata i nformaati ota suunnitell essaan maakunnista tulevien nayt-
teiden kuljetusolosuhteita. Tutkimuksessa ovat mukana kaikki taydellisen verenkuvan
parametrit retikul osyyttien méarda, prosentuaalista osuutta seka leukosyyttien prosentu-
aalista osuutta lukuunottamatta. Leukosyyttien erittelylaskennan séilyvyys selvidd myos
absoluuttisista arvoista jotka on otettu mukaan tutkimukseen. Retikulosyytit rajattiin

pois, jotta tutkimuksesta el tule liian lagja.
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6 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Empiirinen tutkimus perustuu tiettyihin teoreettisen tutkimuksen perusteella kehitettyi-
hin menetelmiin. Tutkimusongelmana voi olla esimerkiksi teoriasta johdetun hypoteesin
toteutumisen tutkiminen kaytannossa tai jonkin tietyn ilmion syiden selvittdminen. Kai-
kille empiirisille tutkimuksille on yhteista se, etta niiden tavoitteena on vastausten saa-
minen tutkimusongelmiin. (Anttila 2005, 391; Heikkil&a 2008, 13.)

Opinnaytety® on kvantitatiivinen eli madrallinen. Kvantitatiivinen tutkimus on yks em-
piiriseen tietoteoriaan pohjautuvista tutkimusmenetelmista (Anttila 2005, 236). Kysei-
sen tutkimusmenetelman avulla voidaan selvittda lukuméériin ja prosenttiosuuksiin liit-
tyvid kysymyksia. Kvantitatiivinen tutkimus tulkitsee ja kuvaa ilmidité tieteen jayleisen
logiikan mukaisesti. Tutkimuksesta saatuja tuloksia kuvataan numeerisessa muodossa ja
havainnol listamiseen kaytetdan erilaisia kuvioita ja kaavioita. Oleellista kvantitatiivista
tutkimusmenetelmaa kaytettdessa on, etta tutkimusaineisto soveltuisi numeeriseen ja
maaralliseen mittaukseen. (Heikkila 2008, 16; Hirgarvi ym. 2009, 140.)

Opinndytetyd on myds kokeellinen ja vertaileva. Kokeellinen eli eksperimentaalinen
tutkimus on yks selittévan tutkimuksen erityismuoto. Seka selittéva ettd kokeellinen
tutkimus ovat kvantitatiivisen tutkimuksen eri muotoja. Kokeellista tutkimusta kayte-
tédn tutkittaessa tietyn koemuuttujan tai koemuuttujien vaikutusta kontrolloidussa ol o-
suhteessa ja sité kuvaa systemaattinen seka kontrolloitu havaintojen kerd&minen. Taval-
lisesti kokeellisessa tutkimuksessa kaytetééan myds niin sanottua vertailuryhmag, josta
koemuuttujan tai koemuuttujien vaikutus puuttuu. Otoksesta eli koeryhmaéasta saatuja
tuloksia verrataan vertailuryhmasta saatuihin tuloksiin. (Anttila 2005, 183-184, 270;
kutusta téaydellisen verenkuvan naytteisiin. Vertailuryhman naytteita sdilytettiin jaékaa

pissa, jolloin huoneenldmpdséilytyksen vaikutus niihin eliminoitiin kokonaan.
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Kokeellisessa tutkimuksessa valitaan perusoukko €i populaatio, joka on tutkimuksen
kohde. Usein perugoukko on niin suuri tai vaikeasti saavutettavissa, etta siité valitaan
otannan avulla vain tietyn suuruinen otos joka otetaan mukaan tutkimukseen. (Anttila
2005, 239; Heikkila 2008, 16; Laininen 2004, 7). Otoksen koko on aina méariteltava
tutkimuskohtaisesti eika se riipu ainoastaan yksittéi sesté tekijasta. Otoksen kokoon vai-
kuttavat esimerkiksi tutkimuksen tarkkuusvaatimukset, mitattava ominaisuus ja ol etettu-
jen tekijoiden lukumdarg, jotka vaikuttavat mitattavaan ominaisuuteen. Tekijoita tai
asioita, jotka muodostavat otoksen, kutsutaan havaintoyksikoiksi. (Vilkka 2007, 52.)
Perugoukkona ovat sairaalasta otetut EDTA-veriputket, joista tehdadn taydellinen ve-
renkuva. Naistd EDTA-veriputkista pyritéan valitsemaan 70:n kappaleen otos, jota sai-
lytetd&n huoneenlammossa. Koeryhman lisdks pyritéan valitsemaan vahintéan 30 kap-
paleen suuruinen vertailuryhmg, jota séilytetddn +4 °C jaékaapissa. Jokaiselle vertail u-
ryhméan EDTA-veriputkelle on my6s samasta potilaasta otettu vastinputki, jota séilyte-
téén koeryhmén tavoin huoneenlammossa. Kaikki 100 huoneenldmmoéssa séilytettéavaa

nédytettd muodostavat tutkimuksen koeryhman.

Otoksen valintaan on olemassa monta eri otantamenetelmaa ja edustavan otoksen saa-
miseksi oikean otantamenetelman valinta on erittéin tarkedd. Menetelman valintaan vai-
kuttavat monet eri tekijét, kuten esimerkiksi perusjoukon koko, tutkimuksen tavoitteet
ja tutkimukseen kaytettavéat resurssit. (Heikkila 2008, 35). Opinndytetydssa seka otok-

sen ettd vertailuryhman valintaan kéytetéén harkinnanvaraista otantaa.

Harkinnanvaraista otantaa kaytettaessa tutkimuskohteet valitaan tutkijan harkinnan mu-
kaan hanen perustellusti parhaaksi ndkemélléan tavalla (Vilkka 2007, 58). Opinndyte-
tyossa paddyttiin seké otoksen etta vertailuryhman valinnassa kdyttémaan harkinnanva-
raista otantaa. Koeryhman naytteet valitaan sattumanvaraisesti jo analysoiduista néyt-
teistd. Otoksen pitéd olla kattava ja taméa varmistetaan ottamalla osa vertailuryhman
EDTA-veriputkista hematologian vuodeosastolta. Vertailuryhman naytteilla on vastin-
putki huoneenlammosss, jotka muodostavat osan koeryhmastd. N&in saadaan mukaan
kattavasti normaalgja ja patologisia ndytteita seka huoneenlampd- etta ja8kaappisaily-
tykseen.



40

Otoksen edustavuuden arvioinnissa pitéda huomioida, etta siita tehtavat padtelmét sovel-
tuvat vain otosta koskevaan perusoukkoon. Tuloksia el siis voida vattamétta yle staa.
Otoksen edustavuutta parantaa sen suuruus. Niinpa otoksen suuruutta paatettéessa tulee
ottaa huomioon, ettd mita suurempi otos on, sitd suuremmalla varmuudella sen keskiar-
vo on |dhempana perusoukon keskiarvoa (Anttila 2005, 240; Heikkila 2008, 16).

Jokaisen havaintoyksikon kaikki tiedot tallennetaan taulukkoon. Téta taulukkoa, johon
muuttujia koskevat havainnot on sy6tetty, kutsutaan havaintomatriisiksi. Havaintomat-
riisissa vaakarivilla ovat tavallisesti kaikkien muuttujien tiedot ja pystysarakkeessa yhta
asiaa koskevat tiedot jokaiselta havaintoyksikolta. Pystysarakkeessa olevat tiedot vaih-
televat kaikilla havaintoyksikoilla. Né&ta pystysarakkeessa olevia tietoja kutsutaan
muuttujan havainnoiksi. (Vilkka 2007, 111.)

Aineiston kerddmisen, tallentamisen ja tarkistamisen jadlkeen alkaa aineiston kasittely
(Heikkila 2008, 143). Havaintomatriisiin syotetyt tiedot tulee kasitella niin, etté tutki-
musongel ma saadaan ratkaistua. Analyysitapa riippuu siitd, tutkitaanko vain yhta muut-
tujaava kahden tai useamman muuttujan valista riippuvuutta ja vaikutusta toisiinsa. Jos
halutaan tietéd miten havaintoarvot poikkeavat toisistaan, voidaan kayttda esimerkiksi
hajontalukuja. (Vilkka 2007, 119.) Syoétetyt tiedot esitetédén tekstillg, taulukollajakuvi-
oilla. Hyvéle tilastokuviolle on ominaista, ettéa se valittda tiedon visuaalisesti, se valit-
té8 suuren maéran tietoa pienessa tilassa ja se muodostaa kiintedn kokonaisuuden muun
aineiston kuvauksen kanssa. Tilastokuvioilla voidaan osoittaa aineiston séanndnmukai-
suutta ja sill& voidaan osoittaa, kuinka asiat ovat keskenddn kytkeytyneet. (Heikkil&
2008, 154-155.)

Opinnaytetydssakin kaytettdvassa boxplot -kuviossa esitetddn mediaani, yl&- ja aakvar-
2007, 122). Vi, jossa esiintyvét keskimmaiset 50 % havainnoista, kutsutaan kvartiili-
valiksi. (Tilastokeskus 2012.) Téama 50 % alue muodostaa laatikon” (box). Laatikon
pohja on aakvartiili ja kans ylakvartiili. (Heikkila 2008, 175.) Alakvartiilia pienempiéa
arvoja aineistossa on 25 % ja ylakvartiilia suurempia arvoja on 25 %. (Tilastokeskus
2012) Minimi ja maksimi ovat kvartiilien muodostamasta laatikosta |dhtevien viivojen
(viiksien) péaissa. Laatikon keskelld oleva nelié kuvaa mediaania. Kvartiilien avulla ai-
neisto voidaan jakaa osiin ja ndin vertailla keskenédén. Pystyjanat (whiskers eli "viikset")
kuvaavat tulosten vaihteluvaia. (Heikkila 2008, 175; Vilkka 2007, 122.)
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Kokedllisen tutkimuksen tuloksia arvioidaan reliabiliteetin ja validiteetin avulla. Re-
liabiliteetti kuvaa luotettavuutta. Tama tarkoittaa mittaustulosten toistettavuutta eli tut-
kimuksen kykya antaa el-sattumanvaraisia tuloksia. Reliabiliteettia tulee arvioida jo
tutkimuksen aikana ja myds tutkimuksen jalkeen. Reliabiliteettia arvioitaessa tarkastel -
laan ennen kaikkea mittaukseen liittyvia asioita ja tutkimuksen toteutuksen tarkkuutta
Vaiditeetti ilmaisee sitd, missd maarin tutkimuksessa on onnistuttu mittaamaan juuri
sita mitd pitikin mitata. Validiteettia voidaan pitéé hyvang, jos tutkija ei ole joutunut
kasitteiden tasolla harhaan ja tutkimuksessa e ole systemaattisia virheita. (Vilkka 2007,
149-152.) Vadlidiutta on hankala késitella jalkikdteen, joten se on varmistettava etuk&
teen tutkimuksen huoldlisella suunnittelulla ja tarkalla tiedonkeruulla. Myds perus ou-
kon tarkka méaérittely ja edustava otos auttavat validin tutkimuksen toteuttamisessa.
(Heikkila 2008, 30.) Opinnaytetyon validiteetti varmistetaan maarittamalla perusjoukko
tarkasti, ottamalla siita kattava otos ja perehtymalla aihetta kasittelevaan teoriatietoon
ennen kokeellisen osuuden suoritusta. Teoriatiedon pohjalta valitaan sopivin tutkimus-

menetelméa Tulosten luotettavuutta parantaa my6s E-check® ja 820 —kontrollien kaytto.
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7 TUTKIMUKSEN TOTEUTTAMINEN

Opinnaytetyon aihe saatiin alkusyksysta 2011 Etel& Pohjanmaan sairaanhoitopiirin klii-
nisen kemian toimintayksikon ylikemisti Kari Akermanilta. Opinnaytetydsuunnitelman
tekeminen aoitettiin alkusyksysta 2011 ja se vamistui marraskuussa 2011. Lupa opin-
ndytetyon toteuttamiseen saatiin joulukuussa 2011 kliinisen kemian toimintayksikon
yliléakari Onni Niemeldté ja ylikemisti Kari Akermanilta. Kari Akermanin kanssa kes-
kusteltiin tarkemmin opinnaytetyon sisdlldsté ja sovittiin vuoden 2012 huhtikuun puoli-

vdli opinnédytetydn kokeellisen osuuden suorittamisen gjankohdaks .

7.1 Estutkimus

Esitutkimus suoritettiin 15. - 16.3.2012 véalisena aikana Tampereen ammattikorkeakou-
lussa Sysmex® XS-1000i -anaysaattorilla Esitutkimuksessa kaytettavat EDTA-
verinaytteet otettiin kahdelta vapaaehtoiselta opiskelijatoverilta. Naytteita otettiin yh-
teensd 29 kappaletta, jotka mitattiin tunnin kuluessa ndytteenotosta. Naytteita sekoitet-
tiin ennen mittausta 2 -5 minuuttia koeputkisekoittajassa. Naytteista 20 kappal etta séily-
tettiin huoneenlammossa ja yhdeksaa jadkaapissa vuorokauden gan. Vuorokauden séi-
lytyksen jalkeen naytteet olivat 2-5 minuuttia koeputkisekoittgjassa jonka jakeen ne
mitattiin. Ja8kaapissa séilytetyt yhdeksdn EDTA -verindytetta toimivat esitutkimuksessa

K dytettavat EDTA-veriputket olivat muovisia BD Vacutainer® K2-EDTA -veriputkia
joiden tilavuus oli 3ml ja EDTA-konsentraatio 5.2mg. Néissa putkissa EDTA on Kkui-
vamuotoisena putken sisdpinnassa. Esitutkimuksen avulla saatiin alustavaa tietoa huo-

MCV:n jaRDW-SD:n sekd CV:n tulokset nousivat nollamittauksiin verrattuna, kun taas
HCT:njaMCHC:n tulokset laskivat. Muiden parametrien tuloksissa el havaittu huomat-
tavia muutoksia. My0s ja8kaapissa séilytetyissa naytteissd e havaittu muutoksia nolla-
mittauksiin verrattuna. Esitutkimuksen perusteella varsinaisen tutkimuksen suorittamis-
suunnitelma pystyttiin suunnittelemaan paremmin. Saatuja tuloksia el Séilytetty, eika

niité sisdllytetty opinndytetyohon.
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7.2 Tutkimusaineiston hankintaja valinta

Etel &Pohjanmaan sairaanhoitopiirin kliinisen kemian toimintayksikon kemisti Johanna
Kultti toimi yhteyshenkilona tutkimuksen kaytannon jarjestelyissa. Tutkimus paétettiin
toteuttaa 23. - 25.4.2012 vélisend aikana. Kliinisen kemian toimintayksikén laboratorio-
hoitgjat ottivat vertailuryhmaén kuuluvat EDTA-verindytteet vuodeosastoilta heille
viikkoraportilla annettujen ohjeiden mukaisesti (liite 2). Vertailuryhmaa varten jokaises-
ta potilaasta otettiin kaksi EDTA-veriputkea. Toinen néista putkista séilytettiin +4 °C
j88kaapissa ja toinen huoneenlammadssd. Nain saatiin jaéékaapissa sédil ytettavélle putkelle
huoneenlamméssa séilytettava vastinputki samasta potilaasta. Loput tutkimusnaytteet
valittiin satunnaisesti potilasndytteiden joukosta. Naytteet otettiin K2-EDTAta sisdlté
viin BD Vacutainer® -veriputkiin joiden tilavuus oli 3ml ja EDTA-pitoisuus 5.4mg (ku-

va 15). Naissa putkissa EDTA oli kuivamuodossa putken sisdpinnassa

r e

.
KUVA 15. BD Vacutainer® 3ml K2-EDTA -veriputki. (Kuva: Werner Hyvérinen &

Jesse Lehtola 2012)

Vertailluryhman néytteet otettiin pddasiassa hematologian vuodeosastolta. N&in varmis-
tettiin myds patologisten naytteiden esiintyvyys otoksessa. Sysmex® XE-5000 -
analysaattori antoi liputuksen 37 koeryhman naytteelle ja 17 vertailuryhmén néaytteelle.
Tutkimukseen otettiin mukaan vain aikuisten verindytteita. Naytteet otettiin potilaista,
joista otettiin muutenkin joko taydellinen- tai perusverenkuvanayte. Vertailuryhman

naytteita saatiin tutkimusta varten tavoiteltua enemman, 37 kappal etta seka jadkaappi-
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kaan luettuna n. 100 ndytettd. Huoneenl&Bmmaossa séil ytettavia tutkimusnaytteita valittiin
satunnaisesti 70 kappaletta potilasndytteiden joukosta. Y hteensa tutkimukseen saatiin
144 EDTA-veriputkea.

Kaikki naytteet keréttiin Seingoen keskussairaalan vuodeosastoilta. Muiden néytteenot-
topisteiden naytteitd el voitu kayttéd, silla niiden saapuminen kliinisen kemian toimin-
tayksikkoon olis kestéanyt tutkimuksen kannalta liian kauan. Tutkimuksessa otettiin
huomioon huoneenlammon ja gan vaikutus taydellisen verenkuvan parametreihin,
muualta tuoduissa olisi ollut mahdollisesti myds kuljetuksen aiheuttamia muuttujia.
Taman vuoksi otokseen on valittu vain Seindjoen keskussairaal assa otettuja naytteita

7.3 Naytteiden maaritysjatulosten kirjaaminen

Naytteiden tunnistamisessa paétettiin kayttéd viivakooditarroja, joissa oli juokseva nu-
merointi. Huoneenlammdssa sdilytetyille tutkimusndytteille kaytettiin  numerointia
000001-000070. Vertailuryhnman naytteille tehtiin kahdet eri numerosarjat, 00001H-
00037H huoneenlammaossa séilytetyille ndyttellle ja 00001J-00037J j&8kaapissa séilyte-
tyille naytteille. Viivakoodien kayttdmiseen paadyttiin, koska tutkimuksessa kaytettéva
Sysmex® XE-5000 -analysaattori tunnistaa putkista suoraan viivakoodit. Talla tavoin
naytteille saatiin madrityksen yhteydessa tunniste, jolla tulokset tallentuivat tietokan-
taan. Erillisten viivakoodien ansiosta potilaiden nimid ei tarvinnut kayttéa misséan vai-
heessa tutkimusta. Néin varmistettiin potilaiden yksityisyydensuojan séilyminen. Tut-
kimuksessa kéytettéavat mittausgjankohdat olivat O tuntia, 8 tuntia ja 24 tuntia nayt-
teenotosta. Tavoitteena oli, ettd ensimmainen mittaus suoritettaisiin enintdan yhden tun-

nin kuluttua néytteenotosta.

Seingoen keskussairaalan kliinisen kemian laboratoriossa on kaksi Sysmex® X E-5000 -
analysaattoria joista pelk&stéén toista kaytettiin tutkimuksessa. Néin poistettiin mahdol-
liset analysaattoreiden véliset erot. EDTA-veriputkia pidettiin koeputkisekoittajassa
(kuva 16) noin 2-5 minuutin gan ennen jokaista mittausta. Jadkaapissa sdilytettyjen
nadytteiden annettiin ldmmeta huoneenldmpdisiksi ennen niiden mittaamista. Tutkimuk-
sessa kaytetyssa jadkaapissa oli |ampdtilaseuranta, josta ilmeni, ettd ja8kaapin lampdtila
el laskenut etkd noussut sallittujen rgjojen ulkopuolele. Rganaoli +2 - +6 °C lampotila
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Seingjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikdssa Sysmex® XE-5000 —
analysaattorin kontrolleina olivat Sysmex® yhtién oma E-Check® -kontrolli ja potilas-
néytteista valittu 820 —kontrolli. E-Check® maritettiin joka aamu klo 7-8 valilla Poti-
lasnéytteista valittu 820 —kontrolli méaritettiin aamulla, iltapaivéla jaillalla. Jokaisen

kontrollin tulos oli asetetuissa rajoissa

KUVA 16. Koeputkisekoittaja. (Kuva: Werner Hyvérinen & Jesse Lehtola 2012)
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Ensimmaisend paivana 23.4.2012 saatiin 57 naytettd, joista 10 kuului vertailuryhmaan.
Ensimmaiset mittaukset saatiin suoritettua klo 9.40 mennessa. Taman jakeen naytteet
mitattiin uudelleen noin kahdeksan ja 24 tunnin kuluttua. Toisena paivana 24.4.2012
saatiin 50 uutta ndytetta joista 27 kuului vertailuryhmaan. N&iden toisen paivan nayttei-
den ensimmaéiset mittaukset saatiin suoritettua klo. 10 mennessi. Seuraavat mittaukset
suoritettiin kahdeksan ja 24 tunnin kuluttua. Naytteiden suuri mééra ja pelkastdan yhden
taus viivastyi tavoitteesta. Tavoiteltu mittausgjankohta eli enintéén yksi tunti nayt-
teenotosta venyi noin kahteen tuntiin ndytteenotosta. Kahdeksan tunnin mittaus piti
suunnitella siten, ettei se ole samaan ailkaan maakunnasta tulevien ndytteiden maaritta
misen kanssa. Alkuperaisen nollamittauksen gjankohta e olisi ollut sopiva, silla sen
perusteella kahdeksan tunnin mittaus olisi ollut samaan aikaan maakunnan naytteiden

mé&&rittamisen kanssa.

Aina kun yksi mittaussarja saatiin suoritettua, tulokset tallennettiin muistitikulle. Tal-
lennus onnistui Sysmex® XE-5000 -analysaattorin oman ohjelman kautta. Kyseinen
ohjelma tallensi jokaisen valitun tuloksen yhteen comma-separated values €li .csv -
tiedostomuotoon. Naitd tiedostoja jarjesteltiin Microsoft® Office Excel 2007 -
ohjelmassa havaintomatriisiksi (liite 4). Saatu havaintomatriisi siirrettiin Tixel® -tilasto-
ohjelmaan, jonka avulla tulokset analysoitiin ja siirrettiin esitettdvaén muotoon. Tulos-

ten analysoinnissa kaytettiin boxplot- eli laatikkoviikset -kuvioita.
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8 TUTKIMUSTULOKSET JA JOHTOPAATOKSET

Tutkimusaineisto koostui 142 naytteestd, jotka kaikki magritettiin Sysmex® X E-5000 —

masta potilaasta otettu vastinputki +4 °C ja8kaappisailytyksessa. Jadkaapissa séilytetyt
ndytteet toimivat vertailuryhmana tutkimuksessa. Kaikki naytteet mééritettiin kolme
kertaa: mahdollisimman pian naytteenoton jalkeen, kahdeksan tunnin paésta ensimmai-

sestéa madrityksesta ja 24 tunnin kuluttua ensimmai sestéa maérityksesta.

Kahdeksan ja 24 tunnin méaarityksessa saatuja tuloksia verrattiin nollandytteen tuloksiin.
Kahdeksan tunnin tuloksien poikkeama nollandytteen tuloksien suhteen selvitettiin va
hentamalla kahdeksan tunnin tuloksista nollanaytteen tulokset. Saadusta erotuksesta
otettiin itseisarvo, jottei numeerinen arvo olisi negatiivinen. Samalla tavalla toimittiin
24 tunnin mittai stuloksien poikkeaman selvittamisessa.

Tuloksissa osiossa kasitell&dn vain osaa parametreista. Tulokset -osiossa on valittu mu-
kaan parametrit, jotka ovat selvasti |dhteneet muuttumaan. Naita parametrgja ovat: he-
matokriitti (HCT), erytrosyyttien keskitilavuus (MCV), hemoglobiinin keskimassakon-
sentraatio (MCHC), erytrosyyttien kokojakaumaprosentti (RDW-SD) ja erytrosyyttien
kokojakauma (RDW-CV). Tulokset -osiossa esitelldan myds leukosyyttien (WBC),
erytrosyyttien (RBC) ja trombosyyttien (PLT) kokonaisméaréan maéritykset seké
hemoglobiinin (HGB) méaaritykset. Nama parametrit valittiin mukaan, silla ne ovat
keskeisia tuloksia téydellisessa verenkuvassa. Kaikkia parametregja e kasitelty erikseen,

sill& ne pysyvét 1&hes muuttumattomina.
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8.1 Kahdeksan tunnin maaritys

Kahdeksan tunnin maaritys HCT (Ratio)
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KUVIO 1. HCT:n muutos kahdeksan tunnin kuluttua ensimmai sesta maarityk sesta.

Kuvio 1:ssd enssimméinen boxplot -kuvagja vasemmalta katsottuna kuvaa kaikkien
koeryhman, eli 106 huoneenlammissa séilytettyjen naytteiden muutosta verrattuna
ensimmaiseen maéaaritykseen. Tahan kuuluu myo6s vertailuryhman huoneenlammaéssa
séilytettyjen vastinputkien muutos. Keskimmainen boxplot -kuvagja on vertailuryhmaén
huoneenlammossa séilytettyjen vastinputkien muutos ensimmaisesta maérityksesta
Viimeinen boxplot -kuvagja kuvaa +4 °C ja8kaapissa séil ytettyjen naytteiden muutosta.
Talaseen esitystapaan paddyttiin, koska vertailuryhman naytteiden ja niiden
huoneenlammossa  sdilytettyjen  vastinputkien muutosta pystytdan  luetettavasti
vertaamaan keskenddn. Luotettavuus syntyy ditd, koska vertalluryhman nayte ja
huoneenlamméssa sdilytetty nayte ovat otettu samalla hetkella samasta potilaasta.

Kaikkien parametrien osalta kuvagja on samanlainen.

Hematokriitin tulokset suurenevat mééritysten vailla Huoneenldmmossa séil ytettyjen
koeryhman maksimimuutos oli 0,018, mediaani 0,006 ja minimi nolla (kuvio 1).

Jadkaapissa sédilytetyn vertailuryhman ndytteiden maksimimuutos oli 0,007, kun taas
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vastinputkien mediaani (0,007). Vertailuryhman minimi pysyy nollassa, mutta niiden
vastinputkien minimi oli 0,001.

Kahdeksan tunnin maaritys MCV (fl)
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KUVIO 2. MCV:n muutos kahdeksan tunnin kuluttua ensimmai sesté méaarityksesta.

Erytrosyyttien keskitilavuuden osalta koeryhmén naytteiden tulokset ovat léhteneet ko-
hoamaan (kuvio 2). Maksimimuutos oli 3,40 femtolitraa (fl) ja minimimuutos 0,70 fem-
tolitraa (fl) verrattuna ensimmaisen mittauksen tuloksiin. Mediaaniks saatiin 1,90 (fl)
Jadkaappisdilytyksessa ollel den nayttel den maksimimuutos on 0,80 femtolitraa, kun taas
huoneenlammassa ollelden vastinputkien maksimimuutos on 3,00 femtolitraa. Vertailu-
ryhman minimimuutos on nolla, kun taas vastinputkien minimimuutos on 0,70 femtolit-

raa. Myos mediaani on matalampi vertailuryhman naytteissa (0,20 fl) kuin niiden huo-
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Kahdeksan tunnin maaritys MCHC (g/l)
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KUVIO 3. MCHC:n muutos kahdeksan tunnin kuluttua ensimmai sestd maarityksesta.

Hemoglobiinin keskimassakonsentraatio 18htee laskemaan huoneenl&mmadssa koeryh-
man naytteissd (kuvio 3). Kahdeksan tunnin jalkeen ensimmaéisesta maérityksesta
kin naytteitd, joissa MCHC:n laskua el ole tapahtunut. Mediaaniks saatiin 7,00. Vertai-
luryhman maksimimuutos on 9,00 g/l, ja vastinputkien maksimimuutos 16,00 g/l. Ver-
tailuryhman mediaani (2,50 g/l) jé& pienemmaksi kuin vastinputkien mediaani (7,00
o/l). Vertailuryhmasséa on my0s néytteitd, joissa e tapahdu MCHC:n laskua, mutta ver-



51

Kahdeksan tunnin maaritys RDW-SD (fl)
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KUVIO 4. RDW-SD:n muutos kahdeksan tunnin kuluttua ensimmai sestd maérityksesta

Koeryhman 106 ndytteen minimimuutos oli 0,60 fl, maksimimuutos 5,40 fl ja mediaani
2,20 fl. Vertailluryhman mediaanimuutos (0,30 fl) on pieni verrattuna huoneenlamméssa
séilytettyjen vastinputkien mediaaniin verrattuna (2,05 fl). Vaikka vertailuryhman mak-
suurempi 5,40 fl. Osa vertailuryhman tuloksista e muutu méaéritysten valilla lainkaan,

mutta vastinputkien minimimuutos on 0,60 fl.
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Kahdeksan tunnin maaritys RDW-CV (%)
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KUVIO 5. RDW-CV:n muutos kahdeksan tunnin kuluttua ensimmaéi sesté maarityksesta.

Toinen  erytrosyyttien  kokojakaumaa kuvaava suure RDW-CV  kohoaa
huoneenlamptséilytyksen  seurauksena (kuvio 5). Huoneenlammossad sdilytetyn
koeryhman néaytteiden osalta RDW-CV |&hti kohoamaan. Minimimuutos oli 0,10
yksikk6a, mediaani 0,40 yksikkda ja maksimimuutos 1,20 yksikk6a. Vertailuryhmaén
méadritysten vdalisen muutoksen mediaani oli 0,10 yksikk6éd, huoneenlammadssa
sdilytettyjen vastinputkien vastaava arvo oli 0,40 yksikkod Vertailuryhman
maksimimuutos oli 0,30 ja vastinputkien 0,70 yksikkda. Osa vertailuryman naytteista el
muuttunut méaaritysten valilla lainkaan, jolloin minimimuutokseks tuli nolla

Vastinputkien tuloksista yksik&an ei pysynyt muuttumattomana.
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Kahdeksan tunnin maaritys WBC (E9/I)
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KUVIO 6. WBC:n muutos kahdeksan tunnin kuluttua ensimmai sestd méarityksesta.

Huoneenldmmdssa séilytetyn koeryhman naytteiden mittausten valinen maksimimuutos
oli leukosyyttien osalta 0,86 E9/I, mediaani 0,13 E9/I ja minimi nolla E9/I (kuvio 6).
Muutoksella e ole tiettya suuntaa, vaan leukosyyttien méaritysten valista muutosta
tapahtuu suurempaan ja pienempaa suuntaan. Vertailuryhmassé ja sen vastinputkissa on
naytteitd, joiden WBC & muutu, jolloin minimimuutos on nolla. Vertailuruhman
mediaani on 0,12 E9/ ja niiden vastinputkien 0,14 E9/. Vertailuryhméan
maksimimuutos on 0,50 E9/| ja niiden vastinputkien maksimimuutos 0,86 E9/I.



Kahdeksan tunnin maaritys RBC (E12/1)
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KUVIO 7. RBC:n muutos kahdeksan tunnin kuluttua ensimmai sesta maarityksesta.

Huoneenldmmdssa  séilytetyn  koeryhméan osalta erytrosyyttien  kokonaismaéran
maksimimuutos oli 0,07 E12/l, mediaani 0,02 E12/l ja minimimuutos nolla (kuvio 7).
Vertailluryhmén ja sen vastinputkien tulokset ovat, maksimia |ukuunottamatta,
samankaltaiset, mediaani 0,02 ja minimimuutos nolla. Vertailuryhman maksimimuutos
oli 0,06 E12/I ja sen vastinputkien 0,07 E12/l. Kaikissa ryhmissa mediaani j8a pieneksi
0,02 E12/1.
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Kahdeksan tunnin maaritys HGB (g/|)
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KUVIO 8. HGB:n muutos kahdeksan tunnin kuluttua ensimmai sestd maérityksesta.

Huoneenldmmdssa séilytetyn koeryhmén osalta hemoglobiini on pysynyt stabiilina
(kuvio 8). Ensmmaisen méérityksen ja kahdeksan tunnin méaarityksen vélinen ero on
maksimissaan 2,00 ¢/l ja minimi nolla Mediaanikskin saadaan 1,00 g/l.
Vertailluryhman naytteiden ja niiden huoneenlammadssa séil ytettyjenvastinputkien valilla
e ole eroa. Molemmilla on sama maksimimuutos (2,00 g/l), minimi (0,00 g/l) ja
mediaani (1,00 g/l).
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Kahdeksan tunnin maaritys PLT (E9/I)
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KUVIO 9. PLT:n muutos kahdeksan tunnin kul uttua ensimmaéi sesté méaarityksesta.

Trombosyyttien maddra seka vahenee, ettd suurenee huoneenldmmossa séilytetyssa
koeryhméan naytteissd kahdeksan tunnin  sdilytyksen jakeen  (kuvio 9).
Huoneenldmmdssa séil ytettyjen naytteiden minimimuutos oli nolla. Mediaaniks saatiin
5,00 E9/I. Maksimuutos oli 93,00 E9/I, joka on yksittain piikki. Vertailuryhman PLT -
muutokset ovat samankaltaisia niiden huoneenlamméssa séilytettyjen vastinputkien
muutoksien kanssa. Poikkeuksena on vertailuruyhman maksimi (61,00 E9/1), joka sekin
on yksittain piikkiarvo. Vertailuryhméan mediaani on 4,00 E9/I ja niiden vastinputkien
mediaani 5,00 E9/I. Molemmilla minimimuutos on nolla
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8.2 24 tunnin maaritys

24 tunnin maaritys HCT (Ratio)
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KUVIO 10. HCT:n muutos 24 tunnin kuluttua ensimmai sestd maarityksesta

Hematokriitin tulokset suurenevat maéritysten vélilla Koeryhman naytteiden maksimi-
muutos oli 0,044 ja minimimuutos 0,009. Mediaaniks saatiin 0,027. Vertailuryhman
huoneenlamméssa séil ytettyjen vastinputkien HCT:n tulosten maksimimuutos oli 0,044,
minimimuutos 0,009 ja mediaani 0,025 24 tunnin séilytyksen jalkeen (Kuvio 10). Ver-
talluryhman naytteiden, joita séilytettiin 24 tunnin gan +4 °C jadkaapissa, maksimi-
muutos oli 0,007 ja minimimuutos nolla. Mediaaniksi saatiin 0,001. Vertailuryhman ja

oli 0,037, minimimuutos 0,009 ja mediaani 0,024.
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KUVIO 11: MCV:n muutos 24 tunnin huoneenl&mp0- ja jadkaappiséilytyksen jalkeen

Erytrosyyttien keskitilavuus muuttuu suurenevasti maaritysten valilla Koeryhman eryt-

rosyyttien keskitilavuuden muutokset ovat seuraavat: maksimimuutos 11,00 fl, mini-

mimuutos 3,80 fl. Mediaaniks saatiin 6,80 fl (kuvio 11). Vertailuryhman huoneenlam-

fl ja mediaani 6,60 fl. Vastaavasti jadkaapissa séilytettyjen vertailuryhman naytteiden

maksimimuutos oli 0,80 flI, minimimuutos nollaja mediaani 0,20 fl.
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KUVIO 12: MCHC:n muutos 24 tunnin huoneenlamp6- ja jéékaappisail ytyksen jalkeen

Tulokset muuttuvat pienempéaén suuntaan mééritysten vailla MCHC:n osalta. Koeryh-
man naytteiden MCHC:n osalta tulokset ovat seuraavat: maksimimuutos 33,00 g/l, mi-

nimimuutos 11,00 g/l ja mediaani 23,00 g/l (kuvio 12). Vertailuryhman huoneenlam-

mossa séilytettyjen vastinputkien MCHC:n maksimimuutos oli 33 g/l, minimimuutos
11,00 g/l ja mediaani 21,50 g/l. Vertailuryhman +4 °C jadkaapissa sdilytettyjen nayttei-

den maksimimuutos oli 9,00 g/l, minimimuutos nollaja mediaani 2,50 g/l.
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24 tunnin maaritys RDW-SD (fl)
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KUVIO 13: RDW-SD:n muutos 24 tunnin kuluttua ensimmai sesta maarityksesta

Tulokset muuttuvat RDW-SD:n osalta nousevaan suuntaan mééritysten véilla. Koe-
ryhman RDW-SD:n maksimimuutokseks saatiin 14,20 fl, minimimuutokseksi 4,30 fl ja
mediaaniks 7,35 fl (kuvio 13). Vertailuryhmén huoneenlammadssa séil ytettyjen vastin-
putkien maksimimuutos oli 14,20 fl, minimimuutos 4,30 fl ja mediaani 7,30 fl. Vastaa-
vasti +4 °C ja8kaapissa sdil ytettyjen naytteiden maksimimuutos oli 1,10 fl, minimimuu-

tos nollajamediaani 0,35 fl.
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KUVIO 14: RDW-CV:n muutos 24 tunnin kuluttua ensimmai sesta méarityksesta

Méaaritysten véliset tulokset nousevat RDW-CV:n osadta. Koeryhman RDW-CV:n mak-
simimuutos oli 3,40 yksikkdg, minimimuutos 0,30 yksikkéa ja mediaani 1,10 yksikkéa

(kuvio 14). Vertailuryhman huoneenldmmdssa séil ytettyjen vastinputkien maksimimuu-

tos oli 2,10, minimimuutos 0,40 ja mediaani 1,00 yksikkdd, kun taas vertailuryhman +4

°C jadkaapissa sdilytettyjen naytteiden maksimuutos oli 0,30 yksikkdd, minimimuutos

nollajamediaani 0,10 yksikkoa.
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24 tunnin maaritys WBC (E9/I)
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Kuvio 15: WBC:n muutos 24 tunnin kuluttua ensimmai sesta maarityksesta

Leukosyyttien mdarén muutoksessa ei ole selvéa suuntaa, vaan niiden madra seka suu-
renee etta pienenee. Koeryhman nadytteiden maksimimuutos oli 1,18 E9/l, minimimuu-
tos nolla ja mediaani 0,17 E9/I (kuvio 15). Vertailuryhman vastinputkien maksimimuu-
tos oli 1,18 E9/l, minimimuutos 0,01 E9/l ja mediaani 0,19 E9/I. Vertailuryhman +4 °C
jéékaappisail ytyksessa olleiden naytteiden maksimimuutos oli 2,24 E9/I, minimimuutos
nollajamediaani 0,24 E9/I.
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24 tunnin maaritys RBC (E12/I)
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KUVIO 16: RBC:n muutos 24 tunnin kuluttua ensimmai sestéd maarityksesta

Koeryhman RBC:n maksimimuutos oli 0,12 E12/ 24, minimimuutos nolla ja mediaani
0,02 E12/l (kuvio 16). Vertailuryhman vastinputkien RBC:sté saadut tulokset muuttui-
vat maksimissaan 0,10 E12/l. Minimimuutos nolla. Mediaaniks saatiin 0,02 E12/I. Ver-
taillurynman +4 °C jaakaappiséilytyksessa olleiden naytteiden RBC -tuloksissa maksi-

mimuutos oli 0,06 E12/I, minimimuutos nollaja mediaani 0,02 E12/I.



24 tunnin maaritys HGB (g/I)

5,00
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00 T
1,50
1,00 1-66 l
0,50 I

yo
[e]
(«]

0,00 0,00 T 5,60 T —0;0¢ .
HGB (g/L) Koeryhma HGB (g/L) Vertailuryhma: HGB (g/L) Vertailuryhma:
Huoneenlampo Jadkaappi

KUVIO 17: HGB:n muutos 24 tunnin kuluttua ensimmai sesta maarityksesta

Koeryhman hemoglobiinin maksimimuutos oli 3,00 g/l, minimimuutos nolla ja mediaa-
24 tuntia +4 °C jadkaapissa séilytettyjen ndytteiden hemoglobiinin mééran maksimi-
muutos oli 2,00 g/l, minimimuutos nolla ja mediaani 1 g/l. Vertailuryhman jaékaapissa
séilytettyjen naytteiden muutokset ja mediaani olivat samat kuin vastinputkilla.
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24 tunnin maaritys PLT (E9/I)
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Kuvio 18: PLT:n muutos 24 tunnin kuluttua ensimmai sestd maéarityksesta

Koeryhman naytteiden maksimimuutos oli 109 E9/I, minimimuutos nolla ja mediaani
(kuvio 18). Vertailuryhman huoneenlammdssa séil ytettyjen vastinputkien maksimimuu-
tos oli 36 E9/l, minimimuutos nolla ja mediaani 3,50 E9/I. Vertailuryhmén néytteiden
+4 °C jadkaapissa sdilytettyjen naytteiden maksimimuutos oli 79 E9/l, minimimuutos 1
E9/I jamediaani 7 E9/I.

8.3 Johtopaatokset

Kahdeksan tunnin huoneenlamposailytyksen jalkeen tapahtui seuraavia muutoksia tay-
dellisen verenkuvan parametreissa ensimmaiseen maaritykseen verrattuna: HCT, MCV,
RDW-SD, RDW-CV suurenivat ja MCHC pieneni. Trombosyyttiarvossa tapahtui seké
suurenemista etta pienenemista. Kyseiset parametrit muuttuivat vield enemman 24 tun-
nin huoneenlamposéilytyksen jalkeen. Muissa parametreissa e tapahtunut huomattavaa
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Sysmex® XE-5000 laskee MCHC:n ja MCV:n kaavalla, jossa kaytetaan hematokriitista
saatua tulosta. Erytrosyyttien keskitilavuus lasketaan jakamalla hematokriitti RBC:11&
jélkeen erytrosyyttien turpoamisen takia. Sysmex® X E-5000 jakaa MCHC:ta | askettaes-
sa hemoglobiinin hematokriitilla. Nain ollen MCHC laskee. Toisaalta MCH e muutu,

koska sen kaavassa kaytetdan RBC:n ja hemoglobiinin tuloksia jotka elvdt muutu olen-

Vertailuryhmastéa ainoastaan trombosyyttiarvossa tapahtui muutosta huoneenl8mposai-
lytykseen verrattuna. Muissa parametreissa e tapahtunut merkittévéa muutosta. Vertai-
luryhman naytteiden trombosyyttiarvoista 75 % muuttui enintddn 16,5 E9/lI. Huoneen-
lammossa olleiden vastinputkien trombosyyttiarvoista 75 % muuttui enintéan 14,75
E9/I. Vertalluryhman ja vastinputkien ero on tosin vain 1,85 E9/l. Muutos e ole merkit-
tévan suuri, mutta on mahdollista ettéa trombosyytit séilyvét paremmin huoneenldammads-
sa kuin jé8kaapissa. Toisadta myds Imeri ym. (2008, 68) totesivat tutkimuksessaan, etta
trombosyytit séilyvét paremmin huoneenl&mpd- kuin j88kaappiséil ytyksessa.

Trombosyyttiarvon maksimimuutoksessa oli myds suuri piikki. Tama saattoi johtua
virheellisestd mittaustuloksesta, jonka on aiheuttanut trombosyyttien kasautuminen.
Analysaattori antoi hélytyksen trombosyyttikasoista ja trombosyyttien koon vaihtelusta
ndytteestd, jossa tapahtui maksimimuutos. Sysmex XE-5000 —analysaattori maarittéa
néytteen trombosyytit ensin impedanssilla. Jos Sysmex® X E-5000 —analysaattori antaa
naytteelle trombosyyttikasa —liputuksen ja ndyte maaritetéédn myodhemmin uudelleen
samalla viivakoodilla, analysaattori maérittda trombosyytit uudelleen optisesti eika im-
pedanssilla. Nain ollen saman néytteen trombosyyteisté saatu tulos saattaa vaihdella, jos
ndyte gjetaan uudelleen. Tama saattoi johtaa trombosyyttien tulosten vaihtel evuuteen
kahdeksan ja 24 tunnin mittausten jalkeen naytteissd, joille Sysmex XE-5000 —
analysaattori oli antanut liputuksen trombosyyttikasoista. Joissain naytteissa saattoi
myos tapahtua EDTA :sta johtuvaa pseudotrombosytopeniaa, jolloin anal ysaattori mittaa

trombosyyttien méaéran virheellisen alhaiseksi.
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L eukosyyttien maarassa huomattiin piikki 24 tunnin jé8kaappiséil ytyksen jalkeen. Tama
saattoi johtua vain mittausten valisista eroista. Seka koeryhman etté vertailuryhman
huoneenlammossa séil ytettyjen vastinputkien leukosyyttien médérésta 75 % oli enintéén
0,31 E9/I javertailuryhman tuloksista 75 % oli enintéan 0,43 E9/l. Muutos néiden valil-
la on siis vain 0,12 E9/I, joka e ole merkittavan suuri. Vertailuryhman vastinputkien
mediaani oli 0,19 E9/I ja vertailuryhman mediaani oli 0,24 E9/I. Vertailuryhmén vastin-
putkien ja vertailuryhmén mediaanien valinen ero oli vain 0,05 E9/I. Nén ollen voidaan
todeta, etta ja8kaappisailytyksessa oleva maksimimuutos 2,24 E9/| oli vain yksittédinen

piikkiarvo.

Saaduista tuloksista voidaan paétell §, etta téydellinen verenkuva el kaikkien parametrien
sen perusteella olisi suositeltavaa, ettd naytteita séilytettéisiin +4 °C jadkaappilampoti-
lassa, etka huoneenlammossa. Téaydellinen verenkuva kuitenkin sdilyy tutkimuskel poi-
sena WBC:n, RBC:n ja leukosyyttien erittelylaskennan osalta 24 tunnin huoneenlam-

Myds muissa tutkimuksissa oli saatu samansuuntaisia tuloksia kuin opinndytetydsséa.
Imeri ym. (2008, 68-71) julkaisemassa tutkimuksessa MCV, hematokriitti ja leukosyytit
sdilyvdt paremmin j&8kaappilampdtilassa kuin  huoneenlammdssa.  Trombosyytit
sdilyivdt paremmin huoneenlammossa  kuin jadkaappilampdtilassa.  Tutkituista
parametreista MCH, hemoglobiini ja erytrosyytit sdilyiva vahintddn kahden
vuorokauden gan |dhes muuttumattomana huoneenldmmdssa séilytettyna Samoihin

tuloksiin paadyttiin my6s opinnatetydssa.

Kuten opinndytetytssa, myods de Baca ym. (2005, 28-36) havaitsvat MCV:n,
hematokriitin ja RDW:n suurenemista sekd MCHC:n pienenemistd vuorokauden

leukosyyttien kokonaismaarg, erytrosyyttien maara, hemoglobiini, MCH ja trombosyytit
olivat ldhes muuttumattomia vuorokauden huoneenldmposéilytyksen jékeen.
Opinnaytetydssa todettiin myds erytrosyyttien, leukosyyttien, hemoglobiinin ja MCH:n

trombosyytei ssd huomattiin merkittévia muutoksia.
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Sekd Gulati ym. (2002, 336-342) ettd Lippi ym. (2005, 333-340) huomasivat myo6s
samansuuntaisia tuloksia kuin edella mainituissa tutkimuksissaa Kummassakin
tutkimuksessa MCV ja hematokriitti suurenivat ja MCHC pieneni pitkittyneessa

parametrit sdilyivat 18hes muuttumattomina huoneenlammossa séilytettynd. Lippi ym.
(2005, 333-340) tutkimuksessa todettiin myds, etta kaikki parametrit sailyvat paremmin
+4 - +8 °C ja8kaappil ampdtilassa séil ytettyna.
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POHDINTA

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittdd, miten EDTA-verindytteet sdilyvét, kun niitéa
sédilytetéén huoneenlammossa 24 tuntia. Opinndytetyon tavoitteena oli tuottaa informaa-
tiota siitd, ovatko taydellisten verenkuvanaytteiden tulokset luotettavia pitkittyneen
ta suunnitellessaan maakunnista tulevien ndytteiden kuljetusolosuhteita. Tutkimuson-
gelmana oli selvittdéd EDTA-antikoagulantin ja huoneenldmmon vaikutus verisolujen

séilyvyyteen gjan funktiona.

Tutkimustulosten perusteella voidaan todeta, ettd huoneenldmmon ja EDTA-
antikoagulantin yhteysvaikutuksesta johtuen tdydellinen verenkuvanayte ei sdily hema-
tokriitin, MCV:n, MCHC:n, RDW-SD:n ja RDW-CV:n osalta tutkimuskelpoisena 24

sdilytettiin +4 °C j&8kaappildammadssa 24 tunnin gjan. Vuorokauden jalkeen yhdessakaan

parametrissa el tapahtunut merkittévia muutoksia.

Seingoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikko voi hyodynt&a téta infor-
maatiota muuttamalla maakunnasta tulevien ndytteiden kuljetusolosuhteita. On suositel-
tavaa, etta ndytteet kuljetettaisiin kylmakuljetuksena +4 °C lampétilassa. Kylmakuljetus

aikainen téaring, voivat vaikuttaa téydellisen verenkuvan tul osten luotettavuuteen.

Opinndytetydssa pysyttiin hyvin suunnitellussa aikataulussa vaikka teoriaosa tyostet-
tiinkin loppuun muutamaa kuukautta alkuperdistd suunnitelmaa myochemmin. Teo-
riaosuuden tydstaminen sujui ilman suuria ongelmia. Kaikista haastavinta oli 16ytda
ldhdemateriaalia EDTA-antikoagulantista, mutta lopulta sitdkin 10ytyi kattavasti, sekéa
suomalaisia ettd ulkomaalaisia ldhteitd. Saatuihin tutkimustuloksiin ja niista johdettuihin
johtopé&édtoksiin oltiin tyytyvaisid, koska ne ratkaisivat tutkimusongelman: EDTA-
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funktiona. Tulosten avulla pdastiin my0ds asetettuun tavoitteeseen.

Opinndytetyon luotettavuutta eli reliabiliteettia liséd se, ettd kaikki EDTA -veriputket
analysoitiin joka mittausajankohdassa samalla analysaattorilla. Nan poistettiin mahdol-
liset analysaattorien valiset erot. Lisdé luotettavuutta tuo se, etté jokaisella vertailuryh-
man naytteella oli vastinputki, jota séilytettiin huoneenlammaossa. Nai sta ndyttei sta mas-
ritettyja tuloksia voitiin vertailla luotettavasti toisiinsa. Péivittainen 820-kontrolli maari-
tettiin aamulla, iltapaivala jaillala, tama lisda osaltaan luetettavuutta. Naytteita saatiin
yhteensa 142 kappaletta. Tilastollisen tutkimuksen mukaan otoskoon alargja on 100,
joten naytteita saatiin opinndytetyohon tarpeeksi. Vertailuryhméan e otettu yhtd monta
naytettd kuin koeryhmaan (106 kappaletta), silla epailtiin, etta opinndytetyon kokeelli-

seen osuuteen varattu aika e olis ollut riittava

Tulosten tarkastelun yhteydessa huomattiin, ettéa yhden jéékaapissa séilytetyn naytteen
tulos puuttui kokonaan. Taman takia myds sen vastinputken tuloksia e otettu mukaan
tutkimukseen. Kuvioita tehtédessa huomattiin myds yhden vertailundytteen erytrosyytti-
indeksien maksimimuutoksissa huomattava piikki. Kyseisen vertailunaytteen kohdalla
kaikki erytrosyytti-indeksit, jotka pysyivét kaikkien muiden jé&&kaapissa sdilytettyjen
ndytteiden osalta muuttumattomina, muuttuivat ensimmaiseen maaritykseen verrattuna.
Tasta syysta ndytettd el otettu mukaan tutkimukseen. Tama ratkaisu e vaikuta ole€lli-
sesti tutkimuksen luotettavuuteen ja validiteettiin, koska huoneenldmposéilytykseen jai
yhteensd 106 naytetta ja j88kaapissa séilytettyyn vertailuryhmaan 36 naytettd. Nan ol-

len otoksen havikki e ole merkittava.

Tulosten analysoinnissa kaytettiin juoksevaa numerointia ja viivakooditarroja jotka lai-
tettiin EDTA-veriputkiin potilaan tunnistetietojen pdélle. Néin varmistettiin potilaiden
yksityisyyssuojan séilyminen, koska potilaiden nimia el kaytetty ollenkaan tutkimukses-
sa. Potilailta e tarvinnut kysya erillista lupaa ylimaérai seen ndytteeseen, silla potilaasta
otettiin joka tapauksessa verindytteita ja ndytteet otettiin Seingoen keskussairaalan la-
boratoriotoi mintaa kehittévaén toimintaan.
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Opinnaytetyontekijat ottivat kaikki opinnaytetytssa kaytettavét valokuvat itse. Analy-
saattorin jalaitteiden omistgjalta, €li Seingoen keskussairaalan kliinisen kemian toimin-
tayksikoltd, kysyttiin lupa otettujen valokuvien kayttamiseen opinndytetydssa. Valoku-
via otettaessa varmistettiin myos se, etta kuvissa ei ndy mitéén asiankuulumatonta, ku-

ten tyontekij6iden kasvojatai muuta, josta heidét voisi tunnistaa.

Ennen kokeellisen osuuden suorittamista perehdyttiin aihetta késittelevéan léhdeaineis-
toon. Taman pohjalta tehtiin opinnaytetydn teoriaosuus. Lahdeaineistona kaytettiin mo-
nipuolisesti sekd suomalaisia ettéd ulkomaalaisia | dhteitd. Padosa suomalaisista lahteista
oli hematologiaa ja eri tutkimusten suoritusta seka teoriaa kasittelevid kirjoja. Opinnay-
tetydssa kaytettiin myos Seingoen keskussairaalan kliinisen kemian laboratorion tutki-
musohjeita TVK:n jaPVK:n osalta

Ulkomaalaiset |ahteet olivat hematologiaa kasittelevia kirjoja, artikkelgja seké tutki-
muksia. Sysmex® XE-5000 —analysaattorista keréttiin informaatiota laitevalmistajan
omista ohjeista ja manuaaleista. Suurin osa lahteista oli 1990- ja 2000-luvulta, mutta
opinnaytetytssd on myds muutama |dhde 1980-luvulta. Toinen nédista 1980-luvun |&h-
teista kasittelee EDTA-antikoagulanttia ja neutrofiilien kypsymista. Tama |8hde siséltda
tietoa, joka on edelleen paikkaansa pitévaa. Toinen 1980-luvun ldhde on tutkimus, josta
saadut tulokset ovat samansuuntaisia, kuin 1990- ja 2000-luvulla tehdyista tutkimuksis-
ta saadut tul okset.

Opinnaytety6ta kirjoitettaessa poikettiin muotovaatimuksista, koska kypsyvien solujen
kuvat haluttiin laittaa vierekkain, silla siten niiden kehittyminen epakypsimmasta kyp-
simpadn muotoon saatiin esitettya parhaiten. Esitystavan vuoksi kuvien alle ei mahtunut
kuvan nimed ja tekijanoikeuksia. Ongelma ratkaistiin nimeamalla kuvat juoksevalla
numerollajakirjaimella, silla ne mahtuivat kuvien alle. Kuvat nimettiin kuvateksteissa,
jotka olivat sijoitettu suoraan kuvien alapuolelle. Kuvatekstissa myos ilmoitettiin kuvien
tekijanoikeudet.
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Y hteistyd Seingjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikon kanssa sujui hy-
vin. Ty6t jakaantuivat tasaisesti opinndytetyon tekijoiden kesken ja yhteistyo sujui moit-
teettomasti. Opinnaytetyota tehdessa opittiin, kuinka paljon erilaisia yksityiskohtia tay-
tyy ottaa huomioon, jotta voidaan toteuttaa onnistunut kokeellinen tutkimus. Opinnayte-
tyon tydstaminen on opettanut suunnitelmallisuutta ja kehittanyt ongel manratkai sukyky-

ja

morfologiaan ja tunnistettavuuteen. Kuljetuksen aiheuttamia muita tekijoita, kuten tari-
nan vaikutus soluihin vois tutkia. Opinndytety6ta vastaavan tyon vois toteuttaa vas-
tasyntyneiden naytteilla. Aiheena voisi olla myos trombosyyttien séilyvyystutkimus,
jossa keskityttaisiin pelkastdan niihin. Téassa aiheessa kannattaisi kiinnittéd huomiota
juuri siihen, kuinka trombosyytit kayttaytyvét pitkittyneessa jadkaappisailytyksessi.
Jatkotutkimusaiheena voisi myds olla muiden EDTA-antikoagulanttien, kuten K3-
EDTA:n, vaikutusten tutkiminen taydelliseen verenkuvanaytteeseen pitkittyneen huo-

tologisille tutkimuksille.
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LIITTEET

LIITE 1. TAYDELLISEN VERENKUVAN VIITEARVOT

B-Hb nai set 117-155 g/l
miehet 134-167 g/l
B-HKR nai set 0.35-0.46
miehet 0-39-0.50
B-Eryt naiset 3.90-5.20 E12/I
miehet 4.25-5.70 E12/I
E-Retik 05-15%
B-Leuk 3.4-8.2 EY/I
E-MCV 82- 98 fl
E-MCH 27-33pg
E-MCHC 320-355 ¢/l
E-RDW ale15%
B-Trom 150-360 E9/I
B-Neut 1.5-6.7 E9/I
B-Eos 0.03-0.44 B9/
B-Baso 0.0-0.1 E9/I
B-Monos 0.2-0.8 EY/I
B-Ly 1.3-3.6 B9/

(EPSHP 20118, EPSHP 2011b; EPSHP 2012)
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LIITE 2. NAYTTEENOTTO-OHJEISTUS.

Hei!

Me teemme opinndytety6ta taydellisen verenkuvan séilyvyydestd. Huoneenldmmdssa
sdilytettdvat putket otamme normaaleista potilasndytteistd, mutta tarvitsemme teidan
apuanne verrokkinaytteiden kerd8miseen. Tama tarkoittaa, etté potilaista joista otetaan
PVK tai TVK otetaan myds yks ylimédaréinen EDTA-putki meidan opinndytetyétamme
varten. Tarvitsemme néita naytteita vahintéén 30 kappaletta. Kaikkien ndytteenottajien
el tarvitse ottaa ylimaaréisia naytteita vaan riittdd, jos essimerkiks kaks naytteenottajaa
ottaa ndytteet. Naytteenotto suoritetaan kahtena pédivangd, maanantaina jatiistaina, hema-
tologian osastolta.

Potilailta ei tarvitse kysya erillista lupaa téman ylimaaréai sen putken ottoon, koska nayt-
teet otetaan laboratorion kehittamista edistavaan tutkimukseen. Tydssdmme kasitte-
lemme kaikki naytteet nimettomasti.

Kiitos!

Terveisin Jesse Lehtolaja Werner Hyvéarinen
KOSMBIOAN

Tampereen ammattikorkeakoulu
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