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Likvor eli aivo-selkéydinneste on veresta suodattumalla muodostunutta nestettd, joka ym-
pérdi aivoja ja selkdydintd. Likvor on tavallisesti kirkasta ja varitontd, eika siind ole so-
luja. Likvorista otetaan ndyte lumbaalipunktiolla epailtdessa meningiittia eli aivokalvon-
tulehdusta, lukinkalvon alaista verenvuotoa tai muuta keskushermoston sairautta. Solujen
esiintyminen naytteessé voi indikoida jotakin edella mainituista sairauksista. Solujen li-
séksi likvorista tutkitaan muita analyytteja, kuten proteiineja ja glukoosia.

Opinndytetyon tarkoituksena oli tutkia likvornaytteen solujen sailymista ja vertailla eryt-
rosyyttien ja leukosyyttien sdilyvyyttd keskenaan. Opinndytetyon aihe saatiin Fimlab La-
boratoriot Oy:1ta eli opinnédytety6é on tydelamalahtdinen. Opinndytetyon tavoitteena oli
tuottaa uutta ja ajantasaista tietoa likvornaytteen solujen sailymisesta Fimlab Laboratoriot
Oy:lle.

Tutkimus oli menetelmaltdan kvantitatiivinen, silla opinnaytetydssa seurattiin likvorin
erytrosyyttien ja leukosyyttien maaran mahdollista muuttumista eri ajanjaksoina. Naita
solujen muutoksia voitiin laskea matemaattisesti ja tehda niiden perusteella paatelmia lik-
vorin séilyvyydesta.

Opinnaytetyon kokeellinen osio koostui 15 potilasnédytteestd, joista 11 saapui seké séily-
tettiin huoneenldmmassa ja 4 kylmassé. Naytteiden solut laskettiin valittdmasti, 1 tunnin,
2 tunnin, 4 tunnin ja 24 tunnin kuluttua naytteen laboratorioon saapumisesta. Lasketuista
tuloksista selvitettiin erytrosyytti- ja leukosyyttimaarien muutos verrattuna alkuperaisiin
solumaéariin.

Tutkimuksesta ei saatu selkedd, yhdenmukaista tulosta. Ensimmaisten tuntien aikana las-
kettu solum@ara kasvoi osassa naytteitd. Vuorokauden sdilytyksen jélkeen lahes kaikkien
naytteiden laskettu solumaard oli pienentynyt sekd erytrosyyttien ettd leukosyyttien
osalta. Tutkimuksen perusteella vaikuttaa siltd, ettd erytrosyytit séilyisivat likvornadyt-
teissé leukosyytteja paremmin.

Asiasanat: likvor, solut, sailyvyys, erytrosyytit, leukosyytit, solulaskenta



ABSTRACT

Tampereen ammattikorkeakoulu
Tampere University of Applied Sciences
Degree Programme in Biomedical Laboratory Science

KATAJAMAKI, MARI & PELLINEN, HEINI:
Cell Survival in Cerebrospinal Fluid

Bachelor's thesis 35 pages, appendices 2 pages
October 2015

The purpose of this study was to examine cell survival in cerebrospinal fluid and compare
the survival of leukocytes and erythrocytes. The objective of the study was to gather cur-
rent information on cell survival and the effect of storage on cells in cerebrospinal fluid
samples.

The data consisted of fifteen patient cerebrospinal fluid samples from wards of Tampere
University Hospital. Eleven samples arrived and were stored at refrigerator temperature
and four samples at room temperature. The cells were counted immediately after arrival
and at time points of one, two, four and twenty-four hours. The data were analysed by
means of quantitative method.

The results were inconclusive. During the first hour of storage the number of cells in-
creased in some samples. After twenty-four hours of storage the number of erythrocytes
and leukocytes had decreased in nearly all of the samples. Based on this study, it would
seem that erythrocytes survive in cerebrospinal fluid samples better than leukocytes.

Due to restricted amount of time, the data collected was very limited. Further research is
required to investigate cell survival and the effect of time and temperature on cerebrospi-
nal fluid samples.

Key words: cerebrospinal fluid, cells, survival, erythrocyte, leukocyte, cell count
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1 JOHDANTO

Likvor eli aivo-selkdydinneste ympdréi aivoja ja selkdydintd. Likvor suojaa
keskushermostoa iskuilta ja toimii puskurina kallonsisdisten rakenteiden muuttuessa.
Likvor muodostuu suodattumalla veresta ja sen koostumus eroaa plasmasta muun muassa
glukoosin ja aminohappojen pitoisuuksien osalta. Normaalisti likvorissa ei ole soluja.
Aikuisella likvoria on noin 150 ml ja sitd muodostuu vuorokaudessa noin 500 ml. (Sand,
Sjaastad, Haug & Bjalie 2011, 115-117.)

Likvorista otetaan ndyte lumbaalipunktiolla laboratoriotutkimuksia varten. Indikaatioita
naytteenotolle ovat epéily keskushermoston tulehduksellisesta sairaudesta (esimerkiksi
MS-tauti), infektiosta tai verenvuodosta. Naytteestd voidaan tutkia erilaisia analyyttejé,
kuten glukoosia ja proteiineja, seké laskea erytrosyytit ja leukosyytit. Solujen laskenta
suoritetaan mikroskoopilla kammiolaskentana Biirkerin kammiossa. Néyte on tutkittava
mahdollisimman pian laboratorioon saapumisen jilkeen, koska solut hajoavat nopeasti.
Leukosyyttien lisddntynyt maara viittaa infektioon tai tulehdukselliseen sairauteen.
Erytrosyytit ovat merkki vuodosta lukinkalvon onteloon tai néytteenotosta johtuvaa
artefaktaa. (Soinila & Launes 2011, 79-84.)

Opinndytetyon toimeksiantaja on Fimlab Laboratoriot Oy. Opinndytetyon tarkoitus on
tutkia likvorndytteen solujen sdilyvyyttd. Solut laskettiin vilittdmasti, 1 tunnin, 2 tunnin,
4 tunnin ja 24 tunnin kuluttua ndytteen laboratorioon saapumisesta. Lasketuista tuloksista
selvitettiin  erytrosyytti- ja leukosyyttimddrien muutos verrattuna alkuperdisiin
solumédriin. Opinndytetyon tavoitteena on tuottaa uutta ja ajantasaista tietoa

likvorndytteen solujen sdilymisestd Fimlab Laboratoriot Oy:lle.

Tutkimuksen kokeellinen osuus tehtiin Fimlab Laboratoriot Oy:n Tampereen toimipisteen
hematologian laboratoriossa huhtikuussa 2015 ja tutkimusmateriaalina kaytettiin
laboratorioon saapuneita likvorndytteitd. Opinndytetyon kokeellinen osuus kesti viikon.
Likvornédytteen soluista tai niiden tutkimisesta on tehty aikaisempia opinndytetoita,
esimerkiksi vuonna 2011 Turun ammattikorkeakoulussa (“Likvorin leukosyyttien
mikroskooppisen erittelylaskennan tulosten vertailu Tykslabissa” Eskola, J. 2011) ja
samana vuonna 2011 Tampereen ammattikorkeakoulussa ("Kammiossa laskettavien

punktionesteistd tehtdvien solututkimusten tulosten vertailu Sysmex XE-5000-
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analysaattorilla saatuihin tuloksiin” Paananen, A. & Puustinen, K. 2011). Likvorin solujen

sdilyvyyttd koskevia opinndytetoitd ei kuitenkaan 16ytynyt.



2 LIKVOR

Aivoja ja selkdydintd ymparoi kolme sidekudoskalvoa. Uloin kalvo on paksu ja jaykka
kovakalvo (dura mater), joka on kiinni kallon sisédpinnassa. Kovakalvon alla on
lukinkalvo (araknoidea). Sisin kalvo on pehmeidkalvo (pia mater), joka myotéilee aivojen
ja selkdytimen pintaa. Lukinkalvon ja pehmeédkalvon vilissd on lukinkalvonontelo eli
subaraknoidealitila, joka on likvorin tdyttdma. (Sand ym. 2011, 115.) Likvor suojaa
keskushermostoa ja toimii tehokkaana iskunvaimentimena. Aivot sijaitsevat jaykén
kallon sisdlld, joten likvor toimii laajenemispuskurina kallonsisdisten rakenteiden
tilavuuden muuttuessa ja estdd aivopaineen liiallisen kohoamisen. (Soinila 2011, 42.)

Likvor myos kuljettaa ravinteita ja kuona-aineita. (Brunzel 2004, 326).

Suurin osa likvorista muodostuu suodattumalla verestd aivokammioiden plexus
choroideuksista eli suonipunoksista aivokammioihin. Osa likvorista on peraisin aivojen
soluvalinesteesta. (Pirttild & Oksi 2001, 1621.) Aivokammioista likvor virtaa selkéaytimen
keskuskanavaan ja lukinkalvononteloon (Sand ym. 2011, 115-117), ja poistuu lopulta
takaisin verenkiertoon araknoideavillusten kautta (Pirttila & Oksi 2001, 1621). Aikuisella
likvoria on normaalisti noin 150 ml ja sitd muodostuu vuorokaudessa noin 500 ml.
(Soinila 2011, 42). Vastasyntyneella likvorin tilavuus vaihtelee 10 ml ja 60 ml valilla.
(Brunzel 2004, 326). Likvorkierron estyessa likvorin tilavuus suurenee ja aivopaine
kohoaa. Tata kutsutaan hydrokefalukseksi. (Soinila 2011, 42). Likvorin kierto on esitetty
kuvassa 1.

Kolmannen aivokammion
plexus choroideus i
Subaraknoideaalitila

Isoaivot

Pehmeiikalvo

Sivukammion plexus
choroideus

Lukinkalvo

Kovakalvo

Pikkuaivot

Neljannen aivokammion plexus
choroideus

Selkaydin

KUVA 1. Likvorin kierto (mukaillen Strasinger & Di Lorenzo 2014)
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Likvorin suodattuminen verestd plexus choroidusten verisuonien ja aivokammioita
verhoavan solukon, ependyymin, ldpi on aktiivinen prosessi ja muuttaa seerumin
koostumusta. (Soinila 2011, 41-42). Esimerkiksi likvorin natrium-, kloridi- ja
magnesiumkonsentraatiot ovat korkeampia ja kalium- ja kalsiumkonsentraatiot
pienempid kuin seerumissa (Brunzel 2004, 326). Proteiineja likvorissa on huomattavasti

vihemmén ja glukoosia hieman vihemmén kuin seerumissa (Soinila & Launes 2011, 82).



3 LIKVORIN SOLUJEN LABORATORIODIAGNOSTIIKKA

Terveelld henkil6lld likvorin koostumus on tarkoin sdddelty. Muutokset kemiallisten
analyyttien pitoisuuksissa ja solujen madrdssd voivat auttaa sairauden diagnosoinnissa.
Rutiinidiagnostiikassa likvorista mitataan proteiini-, glukoosi- ja laktaattipitoisuudet,
tutkitaan mikrobien esiintymistd viljelylld ja immunologisilla menetelmilld sekd
lasketaan solut mikroskoopissa. (Brunzel 2004, 327.) Koska osa likvorista muodostuu

aivojen soluvélinesteestd, voidaan likvorista selvittdd aivojen toiminnan muutoksia

(Pirttild & Oksi 2001, 1621).

3.1 Likvornaytteen indikaatiot ja naytteenotto

Kehittyneet kuvantamismenetelmét ovat jonkin verran syrjayttaneet likvorndytteen
tutkimista neurologisessa diagnostiikassa. Indikaatioita likvornaytteenotolle ja solujen
tutkimiselle ovat epéily infektiosta (meningiitti, enkefaliitti), tulehduksellisesta

sairaudesta (MS-tauti, sarkoidoosi) tai verenvuodosta. (Soinila & Launes 2011, 79.)

Laakari ottaa likvorndytteen  punktoimalla  selkdydinkanavasta, tavallisesti
lumbaalipunktiolla eli lannepistolla (Tuokko, Rautjoki & Lehto 2008, 82). Nayte voidaan
erikoistapauksissa ottaa myos niska- eli okkipitaalipunktiolla tai aivokammiopunktiolla
leikkauksen yhteydessd. Naytteenottopaikka vaikuttaa ndytteen solumaaraan. Likvorissa
voi olla soluja lumbaalialueella kaksin- tai kolminkertainen méaéra aivokammioihin
verrattuna. (Taskinen 1994, 319.)

Vasta-aiheita lumbaalipunktiolle ovat pistokohdan ihon tulehdus, kohonnut
kallonsiséinen paine (Soinila & Launes 2011, 79) ja antikoagulanttihoito (Pitk&nen &
Faorsten, 2014). Punktion aikana potilas on tavallisesti kylkiasennossa tutkimuspoydéall
polvet koukussa ja selké kdyryssé, jotta nikamien okahaarakkeiden vélit avautuvat. Ennen
punktiota pistokohdan iho puhdistetaan klooriheksidiinispriilld. 1ho voidaan myos
puuduttaa, mutta se ei ole vélttdmatonta. Pistokohta on yleensa kolmannen ja neljannen
lannenikaman vali. (Soinila & Launes 2011, 79-80.) Likvoria tiputetaan neulasta

steriileihin nayteputkiin ja viljelymaljoille. Solut lasketaan kolmannesta putkesta, jotta
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naytteessd olisi vain selkdydinkanavasta perdisin olevia erytrosyytteja ndytteenotosta

johtuvan artefaktaveren sijaan (Tuokko ym. 2008, 82-83).

Yleisin lumbaalipunktion aiheuttama komplikaatio on pystyasennossa paheneva
paansarky, jonka syyné on likvorin vuoto pistokohdasta ja tasta aiheutuva paineen lasku.
Pahimmillaan vuoto voi johtaa kallonsisdiseen hypotensioon ja aivovammaan. Vuotoa
voidaan estdd tekemé&lld veripaikka. (Pitkdnen & FoOrsten 2014.) Talloin
selkdydinkanavaan pistetadn potilaan omaa verta, joka muodostaa paikan vuotokohtaan
(Soinila & Launes 2011, 81). Muita mahdollisia, mutta harvinaisia komplikaatioita ovat
hermovaurio, infektio tai verenvuoto epiduraali- tai spinaalitilaan. (Pitkdnen & Forsten
2014).

3.2 Solujen kammiolaskenta

Kammiolaskennalla voidaan laskukammion ja mikroskoopin avulla maérittdd
solupitoisuus elimistdn eri nesteistd. Menetelméé on yleensd kéytetty punktionesteiden
kuten likvorin, pleuranesteen ja nivelnesteen solujen laskemiseen, koska ndiden
ndytteiden solujen médrd on usein liian pieni koneelliseen méaaritykseen eivitka tulokset
ole olleet luotettavia. Nykyisin punktionesteiden solulaskentaan on tarjolla myds

automaattisia solulaskenta-analysaattoreita. (Savolainen 2010, 71; Vilpo 1998, 93.)

Laskukammioita on erilaisia, mutta niiden kaikkien periaate on sama. Laskukammio
koostuu kammiosta ja peitinlasista. Kammio tdytetddn peitinlasin reunasta tutkittavalla
ndytteelld niin, ettei sinne pddse ilmakuplia eikd se ylitdyty. (LO-laboroptik 2015.)
Solujen annetaan laskeutua kammion pohjalle noin yhden minuutin ajan ennen
mikroskopointia (Brunzel 2004, 330). Kuvassa 2 on Fimlab Laboratoriot Oy:ssé kédytetty
Biirkerin laskukammio (Fimlab Laboratoriot Oy 2014).

KUVA 2. Biirkerin laskukammio (mukaillen LO-laboroptik)
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Kammion pohjaan on kaiverrettu laskentaruudukko (LO-laboroptik 2015). Solut
lasketaan ruudukon tietyltd alueelta, jonka pinta-ala tiedetdén tarkasti. Koska myds
kammion korkeus on tunnettu, saadaan tietdd soluméérd madrityssa tilavuudessa. Téstd
voidaan laskea solupitoisuus naytteessa. (Vilpo 1998, 93.) Kuvassa 3 on esitetty Biirkerin
kammion laskentaruudukko. Koko ruudukko on kooltaan 3 mm x 3 mm ja se koostuu
yhdeksdstd pienemmastd, 1 mm x 1 mm kokoisesta ruudusta. Kammion syvyys on 0,1

mm. (LO-laboroptik 2015.)

dry

"I:l

]
=2
[

KUVA 3. Biirkerin kammion laskentaruudukko (LO-Laboroptik)

Runsassoluiset naytteet voidaan laimentaa 0,9 % keittosuolaliuoksella laskemisen helpot-
tamiseksi (Brunzel 2004, 330). Mikali leukosyytteja on yli 20 x 10%/1, tehdaan leukosyyt-
tien erittelylaskenta (Tuokko ym. 2008, 84). Nayte varjataan variliuoksella, esimerkiksi
Samsonin Vvériliuoksella, joka tuhoaa erytrosyytit ja varjaa leukosyytit. Taman jalkeen
leukosyytit lasketaan kammiossa. Leukosyytit jaetaan polymorfonukleaarisiin (neutrofii-
lit ja eosinofiilit) sekd& mononukleaarisiin (monosyytit ja lymfosyytit) leukosyytteihin.
(Fimlab Laboratoriot Oy 2014.)
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3.3 Soluléydosten kliininen merkitys

Tavallisesti likvor on kirkasta ja vesimaista. Naytteen samea véri voi indikoida korkeaa
solupitoisuutta. Likvornéytteen solut ovat verisoluja eli erytrosyytteja tai leukosyytteja.
Normaalisti naytteessd on hyvin vahan soluja, erytrosyytteja 0-2 x 108/1 ja leukosyytteja
0-5 x 10°/1. Vastasyntyneella leukosyytteja voi olla jopa 30 x 10%/1. (Brunzel 2004, 330.)
Néytteessa olevat muutamat leukosyytit ovat yleenséd lymfosyytteja. Erytrosyytit ovat
merkki hiljattain tapahtuneesta verenvuodosta lukinkalvononteloon
(subaraknoidaalivuoto, SAV) tai néytteenoton yhteydessa tullutta artefaktaa.
Artefaktaveren ollessa kyseessd verisolujen madra on yleensé suurin ensimmaéisessé
nayteputkessa ja vahenee perdkkaisissd putkissa. Artefaktaveri voi myos nakyé
veriviiruina naytetta otettaessa. Likvorin keltainen vari voi viitata paivia tai viikkoja sitten

tapahtuneeseen vuotoon. (Soinila & Launes 2011, 81-82.)

Runsasta leukosyyttien méaréd kutsutaan pleosytoosiksi ja se voi olla merkki useista
neurologisista sairauksista. Usein pleosytoosi viittaa tulehdukseen. Runsas leukosyyttien
maara (yli 1000 x 10%1) johtuu yleensa bakteeri-infektiosta, kuten bakteerin
aiheuttamasta meningiitista. Alle 1000 x 10%1 leukosyyttipitoisuus viittaa virusinfektioon
tai muuhun tulehdukselliseen sairauteen, kuten MS-tautiin. (Soinila & Launes 2011, 82.)
Pientd pleosytoosia (10-30 x 10%1) voi esiintyd tuberkuloosi- ja sienimeningiitin,
keskushermoston syfiliksen ja herpeksen aiheuttaman enkefaliitin yhteydessé (Steele ym.

1986).

Myos leukosyyttien erottelu on tarkedd tulosten tulkinnan kannalta. Granulosyytit
liittyvat usein bakteerimeningiittiin, mutta myds varhaiseen virus-, tuberkuloosi-
sienimeningiittiin. Toistuvat lumbaalipunktiot voivat aiheuttaa aivokalvojen arsytysté ja
siten granulosyyttien esiintymistd likvorndytteessa. Lymfosyytit johtuvat usein muun
mikrobin kuin bakteerin aiheuttamasta meningiitistd, MS-taudista tai Guillain-Barrén

syndroomasta. (Brunzel 2004, 351.)
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4 LIKVORIN SOLUJEN SAILYMINEN

Likvorin solujen séilyvyytta on tutkittu useissa, muun muassa Tourtellotten ym. (1958),
Chow’n ym. (1984), Steelen ym. (1986), Duxin ym. (1994) seké& De Graafin ym. (2011)
tutkimuksissa. Tourtellotten ym. (1958) ja Chow’n ym. (1984) tutkimuksia lukuun otta-
matta tarkastellut tutkimukset ovat keskittyneet leukosyyttien sdilymiseen.

4.1 Erytrosyytit

Tourtellotten ym. (1958) mukaan erytrosyyteissa ei tapahdu merkittdvaa hajoamista 24
tunnin sailytyksen aikana huoneenlammassa (22- 25 °C) tai 4 °C lampdtilassa sailytet-
tyind. Tama vahvistivat Chow ja Schmidley (1984). Heidan tutkimuksessaan havaittiin,
ettei likvorin erytrosyyteissa tapahdu merkittdvaa hajoamista 24 tunnin sailytyksen jal-
keen huoneenlammaossé (22 °C) eika jadkaapissa (4 °C) sailytetyissé naytteissa. Erytro-
syyteistd oli 24 tunnin sdilytyksen jalkeen jaljelld 90 % kummassakin séilytyslampoti-
lassa. (Chow & Schmidley 1984.)

4.2 Leukosyytit

Likvorin hypotonisuuden vuoksi sen siséltdmat leukosyytit hajoavat nopeasti. Hypotoni-
suuden liséksi leukosyyttien hajoamiseen vaikuttavat likvorin matala proteiini- ja lipidi-
konsentraatio, silla proteiinit ja lipidit stabilisoivat leukosyyttien solukalvoja. (Steele ym.
1986.) Toisaalta Chow’n ja Schmidleyn 1984 julkaistussa tutkimuksessa ei havaittu yh-
teyttd valkosolujen hajoamisnopeuden ja likvorin glukoosi- tai proteiinikonsentraation
valilld (Chow & Schmidley 1984).

Chow’n ja Schmidleyn (1984) tutkimuksessa soluja sisaltaméattomaan likvoriin lisattiin
homologista verta ja tutkittiin verisolujen séilymista likvorissa eri aikapisteissé huoneen-
lammassa (22 °C) seké jadkaappilampdtilassa (4 °C). Kahden tunnin sailytyksen aikana
40 % leukosyyteistd havaittiin hajonneen huoneenldmmossd. Kylméssa sailytettyjen
naytteiden soluista oli hajonnut 15 % vastaavan kahden tunnin sdilytyksen aikana. Viiden
tunnin séilytyksen jalkeen huoneenlampdisten néytteiden leukosyyteista oli hajonnut 53
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%, jadkaapissa séilytettyjen naytteiden leukosyyteista 31 %. Tutkimuksessa todettiin, etta
leukosyytit hajoavat nopeasti huoneenlammaossa séilytettéessa ja ettd niiden hajoamista
voidaan hidastaa, mutta ei pysayttad, séilyttaméalld naytteitd jaé&kaapissa. (Chow &
Schmidley 1984.)

Steelen ym. (1986) tekeman tutkimuksen mukaan likvorin soluista kaikkein nopeimmin
laski neutrofiilien maara. Tutkimuksessa tunnin sailytyksen jalkeen jaljell& oli 68 % (vir-
hemarginaali £10 %) alkuperaisen ndytteen neutrofiileista, kahden tunnin séilytyksen jal-
keen enda 50 % (virhemarginaali £12 %). Likvorin lymfosyyttien ja monosyyttien luku-
madrassa ei tapahtunut merkittavid muutoksia tunnin tai kahden tunnin sailytyksen ai-
kana, vaan niiden lukumaara muuttui merkittavasti vasta kolmessa tunnissa. (Steele ym.
1986.)

4.3 Lisaaineiden vaikutus leukosyyttien sailymiseen

Likvorin solujen sailymista on tutkittu myos lisadmaélla naytteisiin erilaisia lisaaineita tai
puskureita. (Dux ym. 1994; de Graaf 2011; Veerman ym 1985). Lisaksi on tutkittu Trans-
Fix-erityisputkissa sdilyttamisen vaikutusta likvorin solujen séilymiseen (de Jongste
2014).

Saksalaisessa tutkimuksessa kasittelemattomien likvorndytteiden lymfosyyttimaéra laski
65 prosenttiin alkuperdisesta lymfosyyttimaarasta 90 minuuttia ndytteenoton jalkeen. FC-
puskurilla kasitellyissa likvoreissa 90 % lymfosyyteista oli jaljella 90 minuuttia naytteen-
otosta. Tutkimuksen mukaan monosyytit ja granulosyytit hajoavat lymfosyytteja nope-
ammin, sill& 90 minuutin séilytyksen jalkeen kasittelemé&ttdmien likvorndytteiden mono-
syyteisté ja granulosyyteisté oli tuhoutunut 90 prosenttia. Likvorin lymfosyyttien todet-
tiin sailyvan FC- puskurillla puskuroiduissa likvornaytteissa paremmin kuin késittelemét-
tomissa likvornadytteissa. Tutkimuksessa ei mainittu naytteiden sailytyslampétilaa. (Dux
ym. 1994.)

De Graafin ym. (2011) tekemdssa tutkimuksessa todettiin, ettd likvornéytteissa, joihin oli
lisatty lisdainetta, ei havaittu tunnin ja viiden tunnin séilytyksen jalkeen solujen hajoa-

mista. Ainoa poikkeus olivat granulosyytit tunnin séilytyksen jalkeen. Liséaineettomissa
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likvoreissa noin puolet leukosyyteistd oli hajonnut tunnin séilytyksen aikana. Likvornayt-
teissd, joihin ei ollut lisatty lisdainetta, leukosyyttien lukumé&éara osoittautui kaikissa aika-
pisteissé pienemmaéksi kuin lisdaineellisissa naytteisséa. Viiden tunnin sailytyksen jélkeen
lisdaineettomien naytteiden lymfosyyteisté oli jaljella endé 56 %. Monosyyttien maaré oli
laskenut vield enemman, silla viiden tunnin sdilytyksen jélkeen niisté oli jaljell& enda 34
%. Solujen hajoaminen lisaaineettomissa likvoreissa oli suurinta ensimmaisen tunnin ai-
kana. (de Graaf ym. 2011.)

Tutkimuksessa, jossa huoneenlammaossa sailytettyihin likvornéytteisiin lisattiin Earlen
suolaliuoksesta sekd 20-prosenttisesta ihmisen seerumin albumiinista 1:2 valmistettua li-
séainetta, todettiin lymfosyyttien sdilyvan huomattavasti paremmin kuin ilman elatusai-
netta. Liséaineen todettiin sopivan jopa 24 tunnin mittaiseen likvornaytteiden sailyttami-

seen. (Veerman, Huismans & Zantwijk 1985.)

Alankomaalaisessa tutkimuksessa todettiin RPMI-1640:std, HEPES:st4, L-glutamiinista,
2 % penisilliinista/streptomysiinistd, 5 % naudan sikion seerumista (FBS) seké heparii-
nista koostuvan liséaineen lisaédmisen likvoriin ehkdisevén solujen tuhoutumista ja mah-
dollistavan likvorndytteen pidemman sailytysajan. Seerumia siséltavén liséaineen lisays
heti naytteenoton jalkeen sailytti likvorndytteen solut ainakin viisi tuntia naytteenotosta.
Vaikutuksen arveltiin perustuvan seerumia sisaltavan lisdaineen likvoria puskuroivaan
vaikutukseen. (de Graaf ym. 2011.)

Vuonna 2014 julkaistussa alankomaalaisessa tutkimuksessa todettiin, ettd puoli tuntia
naytteenoton jalkeen leukosyyttien mediaanilukuméaéra TransFix-putkissa oli sama kuin
lisaaineellisissa vertailunaytteissa, mutta 1,4 kertaa korkeampi kuin kasitteleméttomissa
likvornaytteissé. 18 tunnin séilytyksen jalkeen leukosyyttien mediaanilukumaéra Trans-
fix- sdilytysputkissa séilytetyissa likvoreissa oli 1,8 kertaa korkeampi kuin liséaineelli-
sissa likvornéytteissa ja 2,3 kertaa korkeampi kuin késitteleméttomissa likvoreissa. Erot
johtuivat enimmékseen lymfosyyteistd. 18 tunnin sdilytyksen jalkeen monosyyttien
maard Transfix- putkissa séilytetyissa likvornaytteissa oli samankaltainen kuin lisdaineel-
lisissa likvorndytteissd, mutta korkeampi kuin kasittelemattomissé likvoreissa. Granulo-
syyttien sdilymisessa ei sen sijaan havaittu merkittavia eroja Transfix- putkissa séilytet-
tyjen, lisdaineellisten tai kasittelemattomien likvorndytteiden valilla. (de Jongste ym.
2014.)
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Likvornaytteiden leukosyyttien hajoamisen vuoksi solut tulisi laskea viivyttelematta, ettei
leukosyyttien maaréa aliarvioitaisi solulaskennassa. Mikali solulaskentaa ei voida tehda
valittomasti, tulisi ndyte siirtaa jadkaappilampatilaan. (Chow & Schmidley 1984.)

Neutrofiilien lukumaéran vaheneminen 32 prosentilla tunnin sailytyksen jalkeen ja 50
prosentilla kahden tunnin sdilytyksen jalkeen alkuperéisestd solukonsentraatiosta viittaa
siihen, ettd likvorndytteiden analysoinnin viivéstyessé saattaa esiintya kliinisia virheita.
(Steele ym. 1986). De Graafin ym. (2011) suorittamassa tutkimuksessa havaittiin, etta
kuusi seitsemésti (86 %) lievisti runsassoluisesta (5-15 x 10° leukosyyttia/l) ja kasittele-
mattomasta likvornadytteesta maadritettiin virheellisesti normosellulaariseksi tunnin séily-
tyksen jalkeen. Tutkimuksessa todettiin, etté likvorin solujen nopean hajoamisen vuoksi
lievasti runsassoluiset naytteet voidaan arvioida vaarin normaaleiksi riippuen naytteen-

oton ja likvornéytteen analysoinnin vélissa kuluneesta ajasta. (de Graaf ym. 2011.)

4.4 Yhteenveto

Yhteenvetona voidaan todeta, etta tarkasteltujen tutkimusten perusteella punasolut saily-
vat likvornadytteissa hyvin sekd huoneenlammaossé (22-25 °C) ettd jaédkaappilampdotilassa
(4 °C) sailytettyina. (Tourtellotte ym. 1958; Chow & Schmidley 1984). Leukosyytit sai-
Iyvét tutkimustulosten perusteella erytrosyytteja huonommin (Steele ym. 1986; Chow &
Schmidley 1984; Dux ym. 1994; de Graaf ym. 2011; Veerman ym. 1985; de Jongste ym.
2014).

Leukosyyteistd ensimmaisina hajoavat Steelen ym. (1986) havaintojen mukaan neutrofii-
lit. Duxin ym. (1994) tutkimustuloksen perusteella monosyytit ja granulosyytit hajoavat
lymfosyytteja nopeammin. My6s de Graafin ym. (2011) tutkimustuloksen mukaan mo-
nosyyttien mééara laskee séilytyksen aikana eniten. Toiseksi eniten heidan tutkimuksensa

perusteella laskee lymfosyyttien méara.

Veermanin ym. (1985) tutkimustuloksen perusteella likvorin lymfosyytit séilyvat liséai-
neella kasiteltyind paremmin kuin kasittelemattomissa naytteissa. Samankaltaiseen tulok-
seen paadytadan de Jongsten ym. (2014) tutkimuksessa, jossa todetaan lymfosyyttien ja
monosyyttien séilyvyyden paranevan liséainekésittelylla sek& TransFix- putkissa séilyt-

tamalla.
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Kaiken kaikkiaan likvorin leukosyytit sdilyvét tarkasteltavien tutkimusten mukaan kyl-
massa paremmin kuin huoneenlammassé. Lis&aine parantaa likvorin leukosyyttien séily-
mistd kasitteleméattomien likvornéytteiden leukosyytteihin verrattuna. De Jongsten
(2014) mukaan kaikkein parhaiten likvorin leukosyytit sailyvat kuitenkin TransFix- put-

kissa.
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5 TUTKIMUKSEN TAVOITE JA TARKOITUS

Opinnaytetyon tarkoituksena on selvittda miten kauan likvornéytteen solut séilyvat tutki-
muskelpoisina eri lampotiloissa séilytettyind. Tutkittavien likvornédytteiden solut lasket-
tiin eri aikapisteissé: valittomaésti niiden laboratorioon saapumisen jélkeen sek& tunnin,

kahden tunnin, neljan tunnin ja kahdenkymmenenneljan tunnin kuluttua.

Tavoitteena on tuottaa tietoa likvorin solujen sailymisesta Fimlab Laboratoriot Oy:lle ja
tutkia, onko erytrosyyttien ja leukosyyttien séilyvyydessa eroa. Opinndytetyén perus-
teella Fimlab Laboratoriot Oy voi pohtia, onko nayte tutkittava kahden tunnin kuluessa

ja miettia tarpeen mukaan tyétapojen muokkaamista.

Tutkimusongelma:
Kuinka kauan likvorndyte on tutkimuskelpoinen solujen laskentaan?



19

6 TUTKIMUSMENETELMA JA TUTKIMUKSEN SUORITUS

Opinnaytetydomme on menetelméltddn kvantitatiivinen, sill4 tydssa seurataan likvorin
erytrosyyttien ja leukosyyttien maaran mahdollista muuttumista eri ajanjaksoina. Naita
muutoksia voidaan laskea matemaattisesti ja niiden perusteella tehda paatelmié likvorin
séilyvyydesté.

Kvantitatiivista tutkimusta, jota kutsutaan myds eksperimentaaliseksi, hypoteettis-deduk-
tiiviseksi seké positivistiseksi tutkimukseksi, kaytetd&n paljon yhteiskunta- ja sosiaalitiet-
teissd. Tutkimustapa juontaa juurensa luonnontieteistd, mink& vuoksi useat tutkimuksel-
liset menettelytavat ovat néilla tieteenaloilla samankaltaisia. Kvantitatiivisessa tutkimuk-
sessa keskeisia elementteja ovat aikaisemmat teoriat, johtopaatokset aikaisesmmin teh-
dyisté tutkimuksista, aineiston keruun tai koejarjestelyjen suunnitelmat, hypoteesien esit-
tdminen, taulukon tai taulukoiden tekeminen muuttujista sekd aineiston saattaminen tilas-
tollisesti kasiteltdvaan muotoon. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa tehdaan paatelmia pe-
rustuen havaintoaineiston tilastolliseen analysointiin, esimerkiksi kuvailemalla tuloksia
prosenttitaulukon avulla ja testaamalla tulosten merkitsevyytta tilastollisesti. (Hirsjarvi,
Remes & Sajavaara 2015, 139-140.)

6.1 Kaytannon toteutus

Solujen laskeminen toteutettiin 13.-18.4.2015 Tampereella Fimlab Laboratoriot Oy:n he-
matologian laboratorioon kuuluvassa eritelaboratoriossa. Opinnaytetyon molempien te-
kijoiden ollessa paikalla tutkittavat solut laskettiin eri aikapisteissa kummankin tekijan
toimesta samasta kammiosta. Solulaskennalle saatiin siis tallgin rinnakkaiset tulokset.
Rinnakkaisista tuloksista laskettiin keskiarvot. Aikaisin aamulla ja my6héan iltapaivalla
paikalla oli vain toinen opinnéytetyon tekijoistd, jolloin solut laskettiin ainoastaan kerran

kussakin aikapisteessa.

Likvorin solujen kammiolaskenta tehtiin mikroskopoimalla Fimlab Laboratoriot Oy:n
laatimien, likvorin solujen kammiolaskentaa késittelevien tyéohjeiden mukaan. Tutkitta-

vaa ndytettd otettiin puhtaaseen kapillaariputkeen ja siirrettiin sill& kertakayttoiseen Br-
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kerin kammioon, jonka avulla solulaskenta tapahtui. Naytteista laskettiin erikseen erytro-
syytit ja leukosyytit mekaanista solulaskijaa apuna kayttaden. Solulaskennassa mukaan
laskettaviksi soluiksi hyvaksyttiin johdonmukaisesti ainoastaan ehjat solut, jotka eivat ol-
leet vield hajoamistilassa. Solut laskettiin heti saapumisen jalkeen seké& yhden, kahden,
neljan ja kahdenkymmenenneljan tunnin séilytyksen jalkeen. Naytteitd oli viisitoista,
joista nelja saapui kylmakuljetuksena Tampereen yliopistollisen sairaalan teho-osastolta
ja séilytettiin ja&kaappilampotilassa. Yksitoista naytettd saapui huoneenldampdisend Tam-
pereen yliopistollisen sairaalan muilta osastoilta ja séilytettiin huoneenldmmadssa. Opin-
naytetyosuunnitelmasta poiketen huoneenlampadisia néytteita ei laitettu jadkaappiin nel-

jan tunnin sailytyksen jéalkeen.

Tutkimuksessa laskettiin kymmenestd (kammion koko toinen puoli + yksi A-ruutu uudel-
leen) Birkerin kammion A-ruudusta likvornédytteen erytrosyyttiméaara ja sen jalkeen vas-
taavasti kymmenen A-ruudun sisaltdma leukosyyttimaara. Naytteiden lopulliset soluméaé-
rét laskettiin Fimlab Laboratoriot Oy:n tydohjeen laskukaavalla:

N
10 x 0,1 x 10-5/1

= N x 10°/1

missd N on kymmenestd A-ruudusta laskettujen solujen maira.

6.1.1 Naytteiden laimentaminen

Osa naytteisté oli ndkyvasti niin verisia, etta naytteitd laimennettiin koeputkessa 1:10 so-
lujen laskemisen helpottamiseksi. T&llGin yksi osa naytettd laimennettiin yhdeksalla
osalla 0,9-prosenttista NaCl-liuosta. Laimennettavaa naytettd otettiin 50 mikrolitraa ja
laimennettiin se 450 mikrolitralla natriumkloridiliuosta, maarallisesti niukkaa naytetta
(ndyte 12) otettiin kuitenkin vain 20 mikrolitraa ja laimennettiin 180 mikrolitralla NaCl-
liuosta. Laimennettuja naytteitd sekoitettiin koeputkisekoittajassa noin viiden minuutin

ajan ennen mikroskopointia.

Laimennoksista laskettiin vain erytrosyytit. Leukosyyttien laskemista varten alkuperdi-
nen nayte varjattiin. Blrkerin kammiosta laskettujen erytrosyyttien maara kerrottiin lai-

mennuskertoimella kymmenen ennen lopullisen tuloksen laskemista, jotta saatiin selville
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laimentamattoman naytteen sisaltdmien erytrosyyttien lukuméard. Laimentamattoman
naytteen solumaarasta laskettiin lopullinen tulos tydohjeessa olevan laskukaavan mu-

kaan.

6.1.2 Naytteiden varjaaminen

Néytteista tehtiin varjays leukosyyttien mikroskopoimiseksi. Varjays tehtiin Samsonin
liuoksella, jota liséttiin yksi osa kolmeen osaan ndytettd. Talldin laimennuskerroin oli
1,33. Kaytanndssa naytetté otettiin 150 mikrolitraa ja vériliuosta 50 mikrolitraa. Taman
jalkeen naytetta sekoitettiin koeputkisekoittajassa kahdesta viiteen minuuttia.

Leukosyyttien lukumaaré laskettiin Biirkerin kammion kymmenestd A-ruudusta (toinen
puoli kokonaan + yksi A-ruutu uudelleen). Leukosyyttien kammiolaskennasta saatu so-
lujen lukumaara kerrottiin vériliuoksen laimennuskertoimella 1,33. Tamén jalkeen las-
kettiin ndytteen lopullinen leukosyyttimaara Fimlab Oy:n tydohjeessa olevan laskukaa-
van mukaan. Varjayksesta huolimatta leukosyyttejé ei eritelty polymorfonukleaarisiin ja

mononukleaarisiin soluihin.
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7 TULOKSET

7.1 Erytrosyytit

Taulukosta 1 ndhdédén néytteiden erytrosyyttien lukumairit eri aikapisteissd. Solumaarat
ovat keskiarvoja kahden eri laskijan saamista tuloksista. Alkuperdiset tulokset
solulaskennasta ja tulosten keskihajonnat ovat liitteessd 1. Eri ndytteiden solumiérit
vaihtelivat paljon, 1 x 10° solusta litrassa 137000 x 10° soluun per litra. Niytteen 11
erytrosyytteja ei ole laskettu 4 h aikapisteen kohdalla. Niytettd 13 ei riittdnyt viimeiseen
laskukertaan. Huoneenldmmossa sdilytetyt ndytteet ovat taulukossa punaisella taustalla

(naytteet 1-11) ja jddkaapissa olleet siniselld taustalla (ndytteet 12—15).

TAULUKKO 1. Erytrosyyttien lukumaara x 10%1 aikapisteittain

Néyte Oh 1h 2h 4h 24 h
1 5 6 6 6 6
2 916 961 828 594 7
3 53 58 51 51 36
4 7615 7740 6170 7240 1893
5 1 1 1 2 0
6 2 1 3 3 2
7 2905 3337 3310 3430 343
8 189 198 222 224 1
9 14 11 15 9 1

10 270 215 199 262 114
11 7 9 9 - 3
12 130700 140000 101000 100400 87400
13 1 0 0 0 -
14 6070 5980 6430 5740 2546
15 10765 11606 9865 10660 7430

Taulukossa 2 on laskettu erytrosyyttien méérien prosentuaalinen muutos aikapisteittdin
lahtotilanteeseen verrattuna. Laskennassa on kédytetty tulosten keskiarvoja, jotka on

esitetty taulukossa 1.
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Erytrosyyttiméarien muutoksia tarkasteltaessa havaittiin, ettd yhden tunnin séilytyksen

jalkeen suurimmassa osassa naytteitd laskettujen solujen lukumaaré nousi, lukuun otta-

matta naytteitd 6, 9, 10, 13 ja 14. Ndytteessa 5 oli alun perin vain yksi erytrosyytti, joka

ei havinnyt tunnin séilytyksen aikana. Kahden tunnin sailytyksen jalkeen laskettu solu-

maaré oli laskenut kuudessa naytteessé (naytteet 2, 3, 4, 10, 12 ja 13). Neljan tunnin sai-

Iytyksen jalkeen solumaéara oli laskenut yhdekséssa naytteessa (nédytteet 2, 3, 4, 9, 10, 12,

13, 14 ja 15). Kahdenkymmenenneljan tunnin sailytyksen jalkeen l&hes kaikkien néyt-

teiden, paitsi naytteiden 1, 6 ja 13, erytrosyyttimaard on pienentynyt vahintaan 32 %.

Néyte 13 loppui kesken, joten tulosta 24 tunnin aikapisteen kohdalta ei saatu.

TAULUKKO 2. Erytrosyyttien lukumé&arédn muutos prosentteina lahtdarvoon verrattuna

Nayte 1h 2h 4h 24h
1 20 % 20 % 20 % 20 %
2 4.9 % -9,6 % -35 % -99 %
3 9,4 % -3,7% -3,7 % -32 %
4 16 % -19 % -4,9 % -75 %
5 0% 0% 100 % -100 %
6 -50 % 50 % 50 % 0%
7 15 % 14 % 18 % -88 %
8 47 % 17 % 19 % -99 %
9 -21 % 29 % -38 % -93 %

10 -20 % -26 % -39% -57 %
11 29 % 29 % - 42 %
12 7.1% -23 % -23 % -33 %
13 -100 % -100 % -100 % -
14 -1,4 % 5,9 % 5,4 % -58 %
15 2,7 % 8,40 % -1 9% -31 %
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7.2 Leukosyytit

Leukosyyttien médrdt aikapisteittdin ovat taulukossa 3. Tulokset ovat keskiarvoja
molempien laskijoiden saamista tuloksista. Alkuperiiset tulokset seké keskihajonnat ovat
liitteessd 2. Viidestétoista ndytteestd kolmessa ei ollut leukosyyttejé tutkimuksen alussa.
Leukosyyttien mairét olivat pienempid kuin erytrosyyttien médrit ja niissd oli vihemmén
vaihtelua niytteiden vililli (vaihteluvili 1-177 x 10%1). Suurimmassa osassa niytteiti
leukosyyttejé oli alle 10. Huoneenldmmossa séilytetyt ndytteet ovat taulukossa punaisella

taustalla (ndytteet 1-11) ja jadkaapissa olleet siniselld taustalla (ndytteet 12—15).

TAULUKKO 3. Leukosyyttien lukuméird x 10%1 aikapisteittiin

Néyte Oh 1h 2h 4h 24 h
1 1 0 0 0 1
2 1 1 0 0 1
3 1 1 0 0 2
4 2 0 0 0 0
5 3 8 3 2 1
6 27 19 24 21 3
7 8 8 3 0 0
8 1 1 0 0 0
9 0 0 0 0 0

10 0 1 0 1 2
11 0 0 0 - 0
12 177 164 122 65 0
13 2 1 0 1 -
14 23 16 28 23 17
15 193 212 210 208 81

Taulukossa 4 on laskettu leukosyyttien maarén prosentuaalinen muutos aikapisteittéin
lahtotilanteeseen verrattuna. Laskennassa on kéytetty tulosten keskiarvoja, jotka on esi-

tetty taulukossa 3.

Yhden tunnin séilytyksen jalkeen kaikkien muiden naytteiden, paitsi ndytteiden 5 ja 15,
leukosyyttimééara pieneni tai pysyi ennallaan. Kahden tunnin séilytyksen jalkeen leuko-

syyttimééara oli pienentynyt muiden paitsi naytteiden 5, 14 ja 15 osalta. Neljan tunnin
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séilytyksen jalkeen leukosyyttimééara laski kaikissa néytteissa, paitsi ndytteissa 14 ja 15.
Kahdenkymmenneljan tunnin séilytyksen jalkeen kaikkien ndytteiden leukosyyttien
maaré oli pysynyt samana tai pienentynyt. Nayte 13 loppui kesken, joten tulosta 24 tunnin

aikapisteen kohdalta ei saatu.

TAULUKKO 4. Leukosyyttien lukumé&ran muutos prosentteina lahtdéarvoon verrattuna

Nayte 1h 2h 4 h 24 h
1 -100 % -100 % -100 % 0%
2 0% -100 % -100 % 0%
3 0% -100 % -100 % 100 %
4 -100 % -100 % -100 % -100 %
5 167 % 33 % -33 % -67 %
6 -42 % -11 % -22 % -89 %
7 0% -63 % -100 % -100 %
8 0% -100 % -100 % -100 %
9 - - - -

10 = - - -
11 = - - -
12 -1,3% -31 % -63% -100 %
13 -50 % -100 % -50 % -
14 -30 % 22 % 0% -26 %
15 9,8 % 8,8 % 7,8 % -58 %
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7.3 Tulosten tulkinta

7.3.1 Erytrosyytit

Soluméirien muuttuminen néytteissd oli epitasaista. Joissakin naytteissd (esimerkiksi
ndyte 14) laskettujen solujen lukuméérd laski tunnin sdilytyksen aikana, mutta nousi
kahden tunnin sdilytyksen jélkeen. Koska ndytteisiin ei voinut tulla lisdd soluja
sdilytyksen aikana, tdytyy laskettujen solujen lukumidrdn nousun johtua muista
tekijoistd. Mahdollisia virheldhteitd kasitellddn luvussa 7.4. Suurimmat muutokset
solumédrissd tapahtuivat neljin tunnin ja kahdenkymmenenneljin tunnin valilla.
Kahdenkymmenenneljin tunnin sdilytyksen aikana suurin osa néytteiden erytrosyyteisté

oli hajonnut.

Soluméérien suurista keskindisisti eroista johtuen muutosprosentit eivit ole keskendin
vertailukelpoisia. Néytteissd 5, 6 ja 13 on ollut alkupisteessd hyvin vihin soluja, minka
takia yhdenkin solun muutos aiheuttaa ison muutosprosentin. Runsassoluisissa niytteissd,
esimerkiksi ndytteessd 12, suurikin solujen lukumidirdn muutos vaikuttaa

prosentuaalisesti pienelt.

Séilytysldmpdotilan  vaikutuksesta erytrosyyttien sdilyvyyteen on vaikea vetdd
johtopddtdstd ndin pienen ndyteotannan perusteella. Vertailtaessa naytteitd 4 ja 14, joiden
solumairit ovat samaa suuruusluokkaa, huomataan, ettd kahdenkymmenenneljdn tunnin
sdilytyksen aikana solut ovat sdilyneet paremmin kylméssé (ndyte 14, muutosprosentti -

58 %) kuin lampimissé (ndyte 4, muutosprosentti -88 %).

7.3.2 Leukosyytit

Myos leukosyyttien madrien muuttuminen naytteissé oli epatasaista. Ainoastaan nayt-
teessa 12 leukosyytit vahenivét tasaisesti 24 tunnin sailytyksen aikana. Muiden ndytteiden
soluméarat eivat muuttuneet yhta johdonmukaisesti. Siksi johtopéatoksia likvornayttei-

den leukosyyttien sdilyvyydesta on vaikea tehdd tdméan tutkimuksen perusteella.
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Néytteiden leukosyyttien maaréat alkutilanteessa olivat pienid. Ainoastaan neljassa (néayt-
teet 6, 12, 14 ja 15) tutkitusta viidestatoista ndytteestd leukosyyttien maara oli lahtotilan-
teessa yli kymmenen. Muutoin naytteissa oli hyvin vahan soluja, mink& vuoksi yhdenkin
solun muutos aiheuttaa ison muutosprosentin. Tasta syysta leukosyyttien muutosprosent-

teja ei voida vertailla luotettavasti keskenaan.

Sailytyslampétilan vaikutuksesta leukosyyttien sailyvyyteen on vaikea tehdd paatelmia
nain pienen nayteotannan perusteella. Vertailtaessa nadytteitd 6 ja 14, joiden solumaaréat
ovat samaa suuruusluokkaa (27 x 10%/1 ja 23 x 10%/1), vaikuttaisi silta, etta leukosyytit
séilyisivat paremmin kylmassa. Huoneenlampoisen néytteen (ndyte 6) leukosyyteisté oli
kahdenkymmenenneljan tunnin sailytyksen jalkeen hajonnut 89 %, kylman naytteen
(nayte 14) leukosyyteisté oli havinnyt 26 %.

7.3.3 Yhteenveto

Tutkimuksen perusteella ei voida tehda vertailua erytrosyyttien ja leukosyyttien sailyvyy-
den eroista. Solumé&arien muuttuminen ei ollut johdonmukaista ja nayteotos oli niin pieni,
ettei sen perusteella voida tehdd luotettavia paatelmid. Voidaan vain todeta, ettd kahden-
kymmenenneljan tunnin sédilytyksen jalkeen seka erytrosyyttien etta leukosyyttien maaréat

olivat pienentyneet huomattavasti.

7.4 Luotettavuus

Tutkimusaineistoa kerattiin viikon ajan, minka seurauksena tutkimukseen saatiin vain vii-
sitoista ndytettd. Joitakin naytteitd jouduttiin hylkddmaan solujen puuttumisen ja vahaisen
néytemé&éaran vuoksi. Viidestatoista ndytteestd ainoastaan neljéa saapui laboratorioon kyl-
ménaytteing, joten séilytyslampdtilan vaikutuksesta likvorin solujen séilymiseen on vai-
kea tehd& luotettavaa tulkintaa tdmén tutkimuksen perusteella. Tutkimuksen luotetta-

vuutta olisi lisénnyt suurempi néyteotos.

Néaytekohtaisissa solumaarissé oli paljon keskindista vaihtelua, mik& osaltaan hankaloit-

taa johtopééatosten tekemistd. Niukkasoluisissa naytteissa yhdenkin solun muutos on pro-
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sentuaalisesti suuri. Runsassoluisissa ndytteissd maarallisesti iso muutos vaikuttaa pro-
sentuaalisesti pieneltd. Miké&li ndytteiden solumé&érat olisivat laht6tilanteessa olleet samaa

suuruusluokkaa, olisivat solumaarien muutokset olleet vertailukelpoisempia keskenaan.

Solujen sijoittuminen Birkerin kammion ruudukkoon on sattumanvaraista, mika vaikut-
taa etenkin niukkasoluisten naytteiden tuloksien luotettavuuteen. Tutkimuksen luotetta-
vuutta olisivat lisanneet néytteista tehdyt rinnakkaislaskennat eri kammioissa. Tahan ei
valitettavasti ollut resursseja. Sen sijaan naytteista tehtiin kussakin aikapisteessé mahdol-
lisuuksien mukaan rinnakkaiset laskennat samasta kammiosta siten, ettd kumpikin opin-
naytetyon tekijoisté laski kammiossa olevat solut. Naista tuloksista laskettiin keskihajon-

nat.

Laskuvirheet ovat mahdollisia erityisesti runsassoluisten naytteiden laskemisessa. Myods
ulkoiset hairiotekijat saattavat vaikeuttaa keskittymista ja aiheuttaa virheitd. Alkupis-
teessé solulaskennoista saadut tulokset olivat kuitenkin yhdenmukaiset Fimlab Laborato-
riot Oy:n henkilokunnan saamien tulosten kanssa. Laskuvirheiden esiintymista pyrittiin
ehkaisemaan harjoittelemalla solulaskentaa ennen kokeellisen tutkimuksen alkua muuta-

man tunnin ajan Fimlab Laboratoriot Oy:n tiloissa yrityksen henkilokunnan ohjauksessa.

Néytteiden siirrostus kapillaarilla Burkerin kammioon voi aiheuttaa soluméarien vaihte-
lua eri laskukerroilla. Lisaksi ndytteiden laimentaminen saattaa vaikuttaa tulosten tark-
kuuteen. Erityisesti ndytteiden puutteellinen sekoittaminen voi lisata epatarkkuutta, silla
huonosti sekoitettujen néytteiden solut jakautuvat epatasaisesti. Naytteiden huolelliseen
sekoittamiseen ennen solulaskentaa on kuitenkin pyritty kiinnittdmaan huomiota tutki-

muksen kokeellisen viikon aikana.

Tyomme ohjaajan mukaan leukosyyttien varjayksella saattaa olla leukosyytteja hajottava
vaikutus. Téalloin laskettujen leukosyyttien maaré olisi pienempi kuin silloin, jos ndyte

olisi jatetty varjadmaétta. (Valo 2015.)

Koska leukosyyttien erittelylaskentaa ei tehty, ndytekohtaiset solujakaumat eivét ole tie-
dossa. Luvussa 4 tarkasteltujen aikaisempien tutkimusten perusteella likvorin granulo-
syytit sekd lymfosyytit séilyvéat kauemmin kuin monosyytit (Dux 1994; de Graaf 2011),
joten likvornaytteiden solujakaumat saattavat vaikuttaa tutkimuksesta saatuihin epajoh-

donmukaisiin tuloksiin.
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8 POHDINTA

Opinnaytetyémme tarkoituksena oli tutkia likvorndytteen solujen séilyvyytta. Tavoit-
teena oli uuden ja ajantasaisen tiedon tuottaminen Fimlab Laboratoriot Oy:lle. Likvor-
naytteiden solut laskettiin valittomasti, 1 tunnin, 2 tunnin, 4 tunnin ja 24 tunnin kuluttua
naytteen laboratorioon saapumisesta, minka jalkeen selvitettiin soluméa&rien muutos ver-
rattuna alkuperaisiin solumaéariin. Valitsimme aiheen, koska se vaikutti mielenkiintoiselta

ja siind yhdistyivéat kokeellinen tutkimus seka kiinnostava teoriaosuus.

Saimme opinndytetydbmme aiheen Fimlab Laboratoriot Oy:lt4 syksylla 2014. Kokeellinen
osuus suoritettiin yhden viikon aikana huhtikuussa 2015. Tutkimusmateriaalina kaytettiin
laboratorioon saapuneita likvorndytteitd, joita kertyi viikon aikana 15 kappaletta. Nayt-
teistd yksitoista saapui laboratorioon seka sailytettiin huoneenldammdssé ja nelja kyl-
massa. Joitakin naytteitd jouduttiin hylkadmaan solujen puuttumisen tai liian pienen nay-
temaaran vuoksi. Yksi ndytteista loppui kesken, joten viimeista laskentaa ei voitu suorit-

taa.

Emme saaneet tutkimuksestamme yksiselitteistd tulosta. Luvussa 4 kasiteltyjen aikaisem-
pien tutkimusten perusteella oletimme leukosyyttien hajoavan nopeasti (Steele ym.1986;
Chow & Schmidley 1984; Dux ym. 1994; de Graaf ym. 2011) ja erytrosyyttien séilyvan
hyvin vuorokauden mittaisen séilytyksen ajan (Tourtellotte ym. 1958; Chow & Schmid-
ley 1984). Kolmessa naytteessa laskettujen leukosyyttien lukumaaré kuitenkin nousi yh-
den tunnin aikapisteen kohdalla. Kahdenkymmenenneljén tunnin séilytyksen jalkeen leu-
kosyyttien maara oli laskenut selvasti kaikissa ndytteissd. Leukosyyttien maarien muutos
ei ollut tasaista séilytyksen aikana. My0s laskettujen erytrosyyttien lukumaaré nousi yh-
deksassé nédytteessa yhden tunnin séilytyksen jalkeen. Kahden tunnin aikapisteen koh-
dalla erytrosyytit alkoivat kdpristya reunoistaan ja muuttua piparimaisiksi. Kahdenkym-
menenneljan tunnin sailytyksen jalkeen erytrosyyttien mééara oli laskenut yht4 ndytetté

lukuun ottamatta vahintaan 31 %.

Emme l0ytaneet selvaa syyta sille, miksi laskettujen solujen lukumé&éra joissakin néyt-
teissé nousi sailytyksen aikana. Laskuvirheiden karsimiseksi harjoittelimme solulasken-

taa Fimlab Laboratoriot Oy:n henkilékunnan ohjaamina Fimlab Laboratoriot Oy:n ti-
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loissa muutaman tunnin ajan ennen kokeellisen osion aloittamista. Tall6in laskimme so-
luja sisdltavista likvornaytteistd rinnakkaiset tulokset ja vertailimme saamiamme tuloksia
sekad keskenamme ettd Fimlabin henkilokunnan saamiin tuloksiin. Kokeellisen osuuden
aikana laskimme solumaaristé rinnakkaiset tulokset silloin, kun molemmat meisté opin-
naytetyontekijoista olivat paikalla. Rinnakkaisista solulaskennoista saamamme tulokset

olivat yhtenevié seka solulaskennan harjoittelemisen etté kokeellisen tutkimuksen aikana.

Tutkimusaineistomme oli kéytettdvissd olevan ajan rajallisuuden vuoksi hyvin pieni,
minka takia saamamme tulokset ovat kyseenalaisia. Pienen nayteotoksen vuoksi tutki-
muksestamme ei voida tehda luotettavia johtop&&toksia likvorndytteen solujen sailyvyy-
destd. Naytteiden solumé&érissé oli paljon vaihtelua, mika osaltaan vaikeuttaa tulosten tul-

kintaa.

Alun perin tarkoituksenamme oli tutkia myos lampdtilan vaikutusta solujen séilyvyyteen.
Koska néytteiden lukuméaré jai todella pieneksi, ei vertailua kylméssa ja lampiméssé séi-
Iytettyjen néytteiden vélilla voitu luotettavasti tehda. Siksi keskityimme tutkimukses-

samme vertailemaan erytrosyyttien ja leukosyyttien séilyvyytta.

Jatkotutkimuksena ehdotamme tutkimuksen tekemistd pidemmaélla aikavalilla, jolloin
nayteotos muodostuu suuremmaksi. Tutkimusaihe sopisi siten paremmin esimerkiksi pro
gradu -tutkielman kuin opinndytetyon aiheeksi. Myos tutkimusasetelmaa ja kokeellisen
osion suorittamistapaa kannattaisi miettia uudelleen. Jotta eroa kylmassa ja lampimassa
séilytettyjen naytteiden vélill& voitaisiin luotettavasti tutkia, tulisi ndyte jakaa heti saapu-
misen yhteydessa kahteen osaan, joista toista sdilytetadn huoneenlammdssa ja toista jaa-

kaapissa. Tassa tutkimuksen haasteeksi tulee kuitenkin likvorin riittavyys.

Tutkimustydssémme on noudatettu tutkimustyon eettisia periaatteita. Naiden periaattei-
den mukaan tutkimustydssa ei plagioida toisen tekstid tai syyllistyta itseplagiointiin. Tu-
loksia ei kaunistella, sepiteté tai yleisteta kritiikittomasti. Liséksi tutkimuksessa tulee se-
lostaa huolellisesti tutkimustydssa kaytetyt menetelmat ja pyrkid mahdollisimman katta-
vaan raportointiin. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2015, 23-27.) Tutkimustydssamme ei
ole ollut suoria potilaskontakteja, vaan olemme saaneet kdyttdoomme potilasnaytteet sen
jalkeen, kun naytteet on jo kertaalleen tutkittu ja vastattu. Naytteet numeroitiin juoksevin

numeroin, joten henkil6tiedot pysyivat salassa koko tutkimuksen ajan.
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Opinnaytetyoprosessin aikana olemme oppineet tekemaan tieteellisté tutkimusta, yhdis-
tAmaan teoreettista tietoa kdytannon tutkimustyéhon ja laskemaan likvorndytteiden soluja
kammiossa. Liséksi olemme saaneet uutta tietoa ja kokemusta tiedonhankinnasta seka
padsseet hyodyntamaan oppimaamme teoreettisen osuuden kirjoittamisessa. Olemme
hyotyneet opinnaytetyon tekemisestd myas siten, ettd olemme saaneet paljon uutta tietoa

likvorista ja likvornaytteiden tutkimisesta.

Haluamme Kkiittdd Fimlab Laboratoriot Oy:n henkilokuntaa avusta ja ohjauksesta opin-

naytetyon eri vaiheissa, erityisesti kokeellisen osuuden aikana.



32

LAHTEET

Brunzel, N. 2004. Fundamentals of urine and body fluid analysis. 2. painos. Kiina:
Saunders Elsevier. 326-332.

Chow, G. & Schmidley, J.W. 1984. Lysis of Erythrocytes and Leukocytes in Traumatic
Lumbar Punctures. Archives of Neurology 41. 1084-1085.

de Graaf, M.T., van den Broek, P.D., Kraan, J., Luitwieler, R.L., van den Bent, M.J.,
Boonstra, J.G., Schmitz, P.1.M., Gratama, J.W. & Sillevis Smitt, P.A.E. 2011. Addition
of Serum-containing Medium to Cerebrospinal Fluid Prevents Cellular Loss Over Time.
Journal of Neurology 258. 1507-1512.

de Jongste, A.H.; Kraan, J., van den Broek, P.D., Brooimans, R.A., Bromberg, J.E., van
Montfort, K.A., Sillevis Smitt, P.A. & Gratama, J.W. 2014. Use of TransFix TM Cere-
brospinal Fluid Storage Tubes Prevents Cellular Loss and Enhances Flow Cytometric
Detection of Malignant Hematological Cells After 18 Hours of Storage. Cytometry. Part
B. Clinical cytometry 86 (4) 272-279.

Dux,R., Kindler-Réhrborn, A., Annas, M., Faustmann, P., Lennartz, K. & Zimmermann,
C.W. 1994. A Standardized Protocol for Flow Cytometric Analysis of Cells Isolated from
Cerebrospinal Fluid. Journal of the Neurological Sciences 121 (1). 74-78.

Fimlab Laboratoriot Oy. 2014. Likvorin solut, kammiolaskenta. Tydohje.
Kayttéonottopdivd 9.4.2014.

Hirsjdrvi, S., Remes, P. & Sajavaara, P. 2015. Tutki ja kirjoita. 19. painos. Kirjayhtymé
Oy, 1997. Porvoo, Bookwell Oy.

LO-Laboroptik GmbH. 2015. Information about counting chamber (hemacytometer).
Luettu. 2.9.2015. http://www.lo-laboroptik.de/englisch/info/info.html

Pirttild, T. & Oksi, J. 2001. Tarvitaanko selkdydinnestetutkimuksia 2000-luvulla? Suomen
Ladkarilehti 14/2001. 1621.

Pitkdnen, M. & Forster, J. 2014. Lannepiston aiheuttamat komplikaatiot.
Laéketieteellinen aikakausikirja Duodecim 18/2014. 1834—1842.

Savolainen, E-R. 2010. Solulaskenta. Teoksessa Niemeld, O. & Pulkki, K. (toim.)
Laboratoriolddketiede. Kliininen kemia ja hematologia. 3. painos. Helsinki:
Kandidaattikustannus Oy. 71.

Sand, O., Sjaastad, @., Haug, E. & Bjalie, J. 2011. Ihminen. Fysiologia ja anatomia. 1.
painos. Helsinki: WSOYpro Oy. 115-117.

Soinila, S. 2011. Kliininen neuroanatomia. Teoksessa Soinila, S., Kaste, M. & Somer, H.
(toim.) Neurologia. 2.-5. painos. Helsinki: Kustannus Oy Duodecim. 40-42.

Soinila, S. & Launes, J. 2011. Neurologinen tutkimus. Teoksessa Soinila, S., Kaste, M. &
Somer, H. (toim.) Neurologia. 2.-5. painos. Helsinki: Kustannus Oy Duodecim. 79-84.



33

Steele, R.W., Marmer, D.J., O’Brien, M.D., Tyson, S.T. & Steele, C.R. 1986. Leukocyte
Survival in Cerebrospinal Fluid. Journal of Clinical Microbiology 23 (5). 965-966.

Strasinger, S. & Di Lorenzo, M. 2014. Urinalysis and Body Fluids. 6. painos.
Yhdysvallat: F. A. Davis Company. 183.

Taskinen, E. 1994. Selkdydinnesteen irtosolututkimukset. Teoksessa Koivuniemi, A.
(toim.) Kliininen sytologia. Irtosolu-, harjasolu- ja ohutneulabiopsiatutkimukset. 1.
painos. Kandidaattikustannus Oy. 319.

Tourtellotte, W.W., Somers, J.F., Parker, J.A., Itabashi, H.H. & DeJong, R.N. 1958. A
Study on Traumatic Lumbar Punctures. Neurology 8 (2) 129-134.

Tuokko S., Rautajoki, A. & Lehto, L. 2008. Kliiniset laboratoriondytteet. Opas niytteiden
ottoa varten. 1.-2. painos. Helsinki: Kustannusosakeyhti¢ Tammi. 82—84.

Valo, H. 2015. Henkilokohtainen tiedonanto. 13.4.2015. Fimlab Laboratoriot Oy.

Veerman, A.J.P., Huismans, L. & van Zantwijk, I. 1985. Storage of Cerebrospinal Fluid
Samples at Room Temperature. Acta Cytologica 29 (2). 188—1809.

Vilpo, J. 1998. Hematologia. Teoksessa Rantala, I. & Lounatmaa, K. (toim.) Biologinen
valomikroskopia. Helsinki: Yliopistopaino. 93.



34

Liite 1. Naytteiden erytrosyyttien lukumaara x10°%/1 aikapisteittain
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Liite 2. Naytteiden leukosyyttien lukuméaara x 10%/1 aikapisteittin
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