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Tiivistelma

Potilasndytteen ollessa hemolyyttinen sen punasolumaara ja hematokriitti laskee. Verindytteesta erotel-
lun plasman tai seerumin varjaa hemoglobiini, joka vapautuu, kun punasolujen solukalvot hajoavat. So-
lun hajotessa seerumiin tai plasmaan joutuvien solunsisdisten komponenttien vaikutuksesta plasman
tai seerumin koostumus muuttuu, jonka vuoksi laboratoriotulokset ovat vadria ja epaluotettavia. Hemo-
lyysi vaikuttaa jopa 3,3 % kliinisen laboratorion rutiinindytteisiin. Analyysiin soveltumattomista nayt-
teista lahes 70 % on hemolyyttisia.

Lipemia on sameutta naytteessa ja se aiheutuu lipoproteiinien hiukkasten kertymisesta. Spektrofoto-
metrinen laite ei pysty tulkitsemaan lipeemisia ndytteita oikein niiden sameuden takia, koska laitteen
kayttdma valo absorboituu lipoproteiinihiukkasiin.

Hyytymisanalysaattori, jota tydssa kaytettiin oli Sysmex CS-2100i. Kyseisella laitteella on kyky havaita
ja lahettaa useita eri aallonpituuksia samaan aikaan. Analysaattori kdyttaa kolmea menetelmaa nayttei-
den virheiden tarkistukseen kaikissa maarityksissa. Naitd ovat HIL-arvot eli hemolyysi-, ikteria- ja lipe-
mia-arvot.

Tutkimuksen tarkoituksena oli saada tuotettua toimivat ja yhtendiset halytysrajat laimennossarjojen
avulla hemolyyttisille ja lipeemisille naytteille. Tarkoituksena oli myos selvittaa, millaisilla pitoisuuksilla
naytteen hemoglobiini ja triglyseridi vaikuttavat hairitsevasti analysaattorilla tehtaviin tutkimuksiin.
Tydn tavoitteena oli virheettémien ja luotettavien tulosten saaminen potilaan ensiluokkaisen ja laaduk-
kaan hoidon turvaamiseksi. Ty6ssa arvioitiin hemolyysin ja lipemian vaikutusta Sysmex CS-2100i -hyy-
tymisanalysaattorin menetelmien herkkyyteen.

Jotta tulos voidaan hyvaksya, hemolyysi- ja lipemiahdlytysrajat tulee asettaa niin matalalle, etta poti-
lasndytteiden tulosten tulkinta on vield luotettavaa. Hemolyyttisten ndytteiden osalta vaikutus APTT-
naytteissa on selkea vasta Hb-pitoisuuden ollessa 2,5 g/I. Lipeemisissa naytteissa triglyseridiptoisuuden
noustessa yli 4 mmol/l analysaattori ei anna tuloksia. Nain ollen seka hemolyyttisten, etta lipeemisten
naytteiden halytysraja jaa tasolle kaksi.
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Abstract

When a sample is hemolytic its red blood cell count and hematocrit decrease. When cell membranes of
the red blood cells disintegrate, it dyes separated plasma or serum of the blood sample. It can lead to

false laboratory results if intracellular components of the red blood cells get into plasma or serum. He-

molysis affects more than 3.3 % of clinical laboratory routine samples. The percentage of the samples

that aren't suitable for analysis because the hemolysis is nearly 70 %.

Lipaemia is opacity in the sample and it's caused by the accumulation of lipoprotein particles. The
spectrophotometric device can't read the lipaemic samples correctly because of the opacity. That is be-
cause the light is absorbed in the lipoprotein particles.

The coagulation analysator which was used in this study was Sysmex CS-2100i. The analysator has
ability to detect and send several different wavelengths at the same time. The analysator uses three
methods to detect the errors of the samples in all of the assays. These are the HIL-values, also known
as hemolysis, icterus and lipaemia.

The purpose of this study was to produce proper and coherent alarm values to hemolytic and lipaemic
samples with dilution serial. Another objective was also to examine what kind of hemoglobin and
triglyserin contents affect disturbingly the assays of analysator. The aim of this study is to get flawless
and reliable results to guarantee first-class and high-quality treatment for the patients. In the thesis we
estimated the sentivity of the Sysmex CS-2100i methods and the effects of hemolysis and lipaemia to
sensitivity.

So the results can be accepted, hemolysis and lipaemia alarm values should be set so low that the in-
terpretation of the patient sample results are still reliable. When hemoglobin was 2.5 g/l in APTT sam-
ples the effect of hemolysis can be seen. In lipaemic samples the analysator can't give any results
when triglycerides are more than 4 mmol/l. Because of that the alarm value of hemolytic and lipaemic
samples stays at the level of two.
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyon aiheeksi saatiin Islabilta (Itd-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskunta-
yhtyma) maarittad halytysarvot Sysmex CS-2100i -hyytymisanalysaattorille lipeemisille ja
hemolyyttisille ndytteille. Tarkoituksena oli saada tuotettua toimivat ja yhtendiset halytysra-
jat laimennossarjojen avulla hemolyyttisille ja lipeemisille naytteille. Tavoitteena oli virheet-
tédmien ja luotettavien tulosten saaminen potilaan ensiluokkaisen ja laadukkaan hoidon tur-
vaamiseksi. Tavoite ja tarkoitus on hyvaksytty Islabin taholta. (LIITE 4.) Tutkimuksessa py-
rittiin saamaan tasmallisia ja tarkkoja tuloksia analysoitavista verindytteista. Eri hairidteki-
jéiden vahentaminen on tarkedd, jotta ne eivat vaikuta virheellisesti potilastuloksiin ja lo-
pulliseen diagnoosiin. Opinndytetydssa selvitettiin, millaisilla pitoisuuksilla naytteen hemo-
globiini ja triglyseridi vaikuttavat hairitsevasti analysaattorilla tehtdviin tutkimuksiin. Lai-
mennossarjat testattiin Sysmex CS-2100i -hyytymisanalysaattorilla. Opinndytetydssa arvioi-
tiin hemolyysin ja lipemian vaikutusta hyytymisanalysaattorin menetelmien herkkyyteen.
Tydsta saatavat tulokset tullaan todenndkdisesti ottamaan kayttéon koko Islabin alueella

kliinisen hematologian laboratorioissa.

Hemolyyttiset ja lipeemiset naytteet vaikuttavat koko analyysiprosessin laatuun vaarista-
malla tuloksia ja lisaamalla taloudellisia kustannuksia. Useat tutkimukset osoittavat, etta
hemolyysi on kaikkein yleisin preanalyyttinen virhelahde eli ennen analysointia tapahtuvan
toiminnan seurauksen virheldhde, esimerkkina liian pitka staasin kayttdaika. Se vaikuttaa
jopa 3,3 % Kliinisen laboratorion rutiinindytteissa. Soveltumattomista ndytteista lahes 70 %
on hemolyyttisia. Nikolacin 2014 tekeman tutkimuksen mukaan lipeemisten naytteiden ko-
konaislukumaara on 0,5 — 2,5 % kaikista naytteista. (Lippi ym. 2009, 934-939; Nikolac
2014.)

Onnistunut naytteenotto ja potilaan oikeanlainen valmistautuminen siihen ovat edellytys
luotettaville hyytymistutkimuksille. Huonossa naytteenotossa hemolyysin riski suurenee ai-
heuttaen vaaria tuloksia. Lipemiaa taas aiheuttaa puutteellinen ndytteenottoon valmistau-
tuminen, ravinnon laatu, jotkin ladkkeet ja esimerkiksi diabetes. Naytteen ollessa hemolyyt-
tinen tai lipeeminen hyytymisanalysaattori alkaa yleensa automaattisesti laimentamaan
naytettd. Talldin voimakkaasti hemolyyttiset ja lipeemiset naytteet laimenevat niin paljon,
ettd tulokset vaaristyvat. (Joutsi-Korhonen ja Koski 2010, 276; Penttila 2004, 314-315.)
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Naytteet tulisi tarkastaa visuaalisesti sentrifugoinnin jalkeen ennen analyysia. Talla tavalla
voidaan havaita esimerkiksi mahdollinen hemoglobiinin aiheuttama hemolyysi tai lipemian
aiheuttama sameus, jotka vaikuttavat tulosten luotettavuuteen. Lipemia voidaan havaita
potilasndytteen plasmasta triglyseridikonsentraation ollessa yli 3,4 mmol/l. Kokoverinayt-
teesta lipemian havaitseminen on haastavampaa ja siihen tarvitaan yli 11,3 mmol/l trigly-
seridikonsentraatio. Hemolyysi aiheutuu siitd, kun punasolujen hajotessa vapautuu solun-
sisdisia aineita seerumiin tai plasmaan. Talléin mitattavan ndytteen pitoisuus muuttuu. Epa-
homogeenisyys ja siitéd aiheutuva veden syrjaytyminen johtuvat voimakkaasta lipemiasta
naytteessa. Naista virheistd johtuen saadaan epaluotettavia tuloksia. (Leino 2008, 68; Ni-
kolac 2014.)
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TUTKIMUSMENETELMA

Tutkimusmenetelmana tydssa kaytettiin kvantitatiivista eli maarallista tutkimusta. Tutki-
musmenetelmia on kahdentyyppistd, on kvalitatiivista ja kvantitatiivista. Kvantitatiivisessa
menetelmadssa analyysi on arviointia eri arvojen ja niiden valisten tilastollisten yhteyksien

avulla. Aineisto muokataan yleensa taulukkomuotoon. (Heikkila 2010, 16)

Kvantitatiivinen tutkimus perustuu tilastollisten menetelmien kayttamiseen ja yleistémiseen.
Siina tarkastellaan ja mitataan muuttuijia ja niiden valisia yhtenevaisyyksia. On olemassa
riippumattomia, riippuvia seka valiin tulevia muuttujia. Riippumattomiin muuttujiin kuuluvat
esimerkiksi potilasndytteiden APTT- tulos. Riippuvaan muuttujaan voi taas vaikuttaa riippu-
mattoman muuttujan paikkansapitavyys. Valiin tulevat muuttujat ovat vaikeita mitata ja ha-
vainnoida ja naita voivat olla esimerkiksi analyysissa poikkeuksellinen lampétila. (Kankku-
nen ja Vehvildinen-Julkunen 2010, 41-42.)

Kvantitatiivisen tutkimuksen perustana on positivismi eli tieteellinen tieto, joka pyrkii objek-
tiiviseen ja absoluuttiseen totuuteen. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa tutkitaan kerattyjen
potilasndytteiden tulosten yhteytta selitettaviin ilmidihin, kun halutaan arvioida tilastollista
seka kliinistd merkitsevyytta. Niin tdssa tutkimuksessa kuin kvantitatiivisessa tutkimuksessa
yleensa keskeisintd on aiemmista tutkimuksista tehdyt johtopaatdkset, aiemmat teoriat,
hypoteesin eli vaitteen esittaminen ja kasitteiden maarittely. Tietoa kerattiin tasta aihealu-
eesta aikaisemmin tehdyista tutkimuksista, joiden avulla saatiin pohjatietoa tutkimuksen
tekoon. Artikkeleita kaytettiiin monipuolisesti ja niiden luotettavuutta tarkasteltiin kriitti-
sesti. Artikkeleiden joukosta pyrittiin valitsemaan kansainvaliset ja uusimmat. Kirjalahteissa
jouduttiin kadyttdmaan hieman vanhempia julkaisuja, koska uudempaa kirjallisuutta ei ollut
saatavissa. Haasteellisuutta tydhon lisasi olemassa olevan aineiston kriittinen tarkastelu,
etenkin kun kokemusta ei ollut kdytanndsta, miten jokin asia oikeasti on. (Kananen 2011,
17-18, 22; Kankkunen ja Vehvildinen-Julkunen 2010, 41, 45; Hirsjarvi, Remes ja Sajavaara
2009, 140.)
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Tutkimuksen materiaalina oli valmiiksi keratyt verindytteet Islabilta (Ita-Suomen laborato-
riokeskuksen liikelaitoskuntayhtyma). Kaytossa oli seka normaalin, ettd korkean tason lai-
mennossarjoja varten viidesta kuuteen potilasnaytteista eroteltua plasmaa. Naita samoja
naytteitd kaytettiin koko tutkimuksen ajan ja niista tehtiin APTT- ja AntiFX-a -maaritykset.
Naytteiden vahaisyys vaikutti siihen, etta rinnakkaisia sarjoja ei voitu tehda. Asia huomat-
tiin liilan myohaan ja tama korostaa tutkimuksen sattumanvaraisuutta. Plasman maara
maadraytyi myds sen mukaan, miten niitd oli keratty tutkimusta varten. Verindytteen oli ke-
ratty tyon tilaajan toimesta jo aikaisemmin, joten niiden maaraan ei voitu vaikuttaa enaa
tutkimuksen suorituksen aikana. Verindytteista osa oli otettu tutkimuspaivana. Osa nayt-
teista oli kerennyt olla pakastuksessa muutaman pdivan, koska ne oli keratty aikaisemmin
ja APTT-tutkimuksen naytteitd voidaan sailyttda vain kahdeksan tuntia huoneenlammaossa
erottelemattomana, joten pakastus antoi naytteille pidemman sailyvyyden. Naytteiden kul-
jetusta ei laboratorioiden valilla tapahtunut, koska tutkimus tehtiin Islabin kliinisen hemato-
logian laboratoriossa, josta myds naytteet saatiin. Nain ollen naytteiden laatu ei karsinyt
ennen tutkimusten suoritusta, silta osin ei virheita syntynyt Hyytymisanalysaattorin anta-
mien tulosraporttien pohjalta koottiin taulukot ja maaritettiin halytysrajat. Kvantitatiivisessa
tutkimuksessa on tarkeaa tuntea tutkimukseen liittyvat muuttujat esimerkiksi mittauslam-
potila, naytteiden tuoreus ja tutkimuksessa kdytettavat ainemaarat. Jos ei tiedetd, mita mi-
tataan, mittauksia ei voida suorittaa. (Kananen 2011, 17, 22; Kankkunen ja Vehvildinen-
Julkunen 2010, 41.)

2.1 Reliabiliteetti

Reliabiliteetilla tarkoitetaan luotettavuutta ja tarkkuutta tuloksissa. Tulokset tutkimuksesta
eivat saa olla sattumanvaraisia vaan niiden tulee olla toistettavia ja tekijan tulee olla kriitti-
nen koko tutukimusprodessin ajan. Virheellisia tuloksia tutkimuksessa voivat aiheuttaa mo-
net asiat monessa eri vaiheessa esimerkiksi tietojen kirjaamisessa, kkeruussa ja kasitte-
lyssa. Myos tulosten tulkinnassa voi sattua virheitd. Tulokset voivat olla sattumanvaraisia,
jos tutkimuksen otoskoko on liian pieni. Yksi tutkimus on harvoin riittdvan pitava todiste.
Luotettavien tulosten saamiseksi kohderyhman pitaa olla tutkittavaa perusjoukkoa edus-
tava. Reliabiliteetilla kvantitatiivisessa tutkimuksessa tarkoitetaan analyysin ja aineiston ka-
sittelyn luotettavuutta. Tutkimuksen reliabiliteettia aletaan miettia usein siind vaiheessa,
kun siirrytaan tulosten tulkintaan. (Anttila 2006, 512, 517; Heikkila 2010, 30.)
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Luotettavuus on hyvin tarkeda myos tassa tutkimuksessa. Tulokset tydsta eivat tule pelkas-
taan meidan kayttddmme vaan ne tulevat Islabille (Itd-Suomen laboratoriokeskuksen liike-
laitoskuntayhtyma) kayttédn. Mikali tutkimuksesta saatuihin tuloksiin ei voisi luottaa, ei tut-
kimusta voisi julkaista. Naytteet ja ndiden lahtdtiedot oli tarkistettu tilaajan toimesta. Tu-
tukimuksen aikana toimittiin koko ajan aseptisesti. Saadut tulokset tarkastettiin lopuksi Is-

labin kemistin kanssa ja ne todettiin kayttdkelpoisiksi.

2.2 Validiteetti

Validiteetilla tarkoitetaan tutkimuksen luotettavuutta ja patevyytta eli toisin sanoen sit3,
miten hyvin tutkimusmenetelmalld pystytaan selvittdmaan sita, mita on tarkoitus selvittaa.
Tutkimuksella tulee olla hyvét ja selkedt tavoitteet ja tarkoitus. Systemaattisen virheen
puuttuminen on validius. Kun tutkimus suunnitellaan etukateen hyvin ja huolellisesti, var-
mistetaan sen validius. Tutkimukseen valitun tiedon tulee olla hyvin tarkoin harkittu, jotta
saadaan aikaiseksi mahdollisimman edustava otos. (Heikkila 2010, 30; (Anttila 2006, 512,
517.) Opinnaytetydprosessin alussa laadittiin tarkka tutkimussuunnitelma tydn tilaajan el
Islabin kemistin kanssa. Nain tutukimus saatiin rajattua oikein ja selkedsti. Rajauksen
avulla teoriatieto oli selkedmpi etsia laadukkaista kansainvalisistd artikkeleista. Tutkimus-
suunnitelmassa tehtiin tarkka suunnitelma kaytannénosuuden eli tutkimusosuuden suoritta-
misesta, jolloin tulevan laboratoriotydskentelyn teorian ja kdytanndn vaatimukset olivat sel-

villa.
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3 LABORATORIOPROSESSI JA LAADUNHALLINTA

Laboratoriolla on vastuu toimintojensa kehittdmisesta ja analyysiensa laadusta. Mittaustu-
loksiin tulisi aina voida luottaa. Hyva laatu laboratoriossa perustuu siihen, etta toimintaa
kehitetadn aktiivisesti ja laadunhallintajérjestelma on toimiva. Myds johtamiskdytantéjen
tulee olla toimivia ja hyvaksi todettuja, henkilokunnan taytyisi olla ammattitaitoista ja osaa-
mistaan kehittdvaa ja asiakkaiden tarpeet tulisi huomioida. Laboratorion laatukriteereina
voidaan pitda kustannusten pysyvyytta sovitun suuruisina, tulosten saamista tarvittavaan
ajankohtaan mennessa seka oikeita, tarkkoja ja vertailukelpoisia tuloksia. (Sinervo 2011, 2;

Jaarinen ja Niiranen 2005, 8.)

Laitteiden tulee toimia teknisesti moitteettomasti ja maarityksiin kaytettavien reagenssien
toimia oletetulla tavalla. Taman tutkimuksen aikana jouduttiin vaihtamaan reagensseja
muutamaan otteeseen, mutta muuten laitteet ja reagenssit toimivat moitteettomasti. Rea-
genssien vaihdon jalkeen tehtiin tarvittavat kontrollit. Useimmissa analyysisarjoissa tulee
olla tasokontrolli, jolle on maaritetty hyvaksymisrajat. Kontrollindytteiden tulee olla valittu
niin, ettd ne ovat tasoiltaan kliinisesti merkitsevia. Yleisesti kaytdssa ovat korkean, matalan
ja normaalin tason kontrollit. Tuloksen tulee olla tavoitearvojen sisalla, muuten sita ei voida
hyvaksya. Pitkille analyysisarjoille tasokontrolleja tulee olla useampia. Tdma on hyva tapa
varmistaa analysaattoreiden ja reagenssien toiminta. Nykyisin kuitenkin hyytymislaitteet
tarkkailevat toimintaansa enemman automaattisesti, jolloin niiden kayttdminen on helpottu-
nut. Jokaisessa sarjassa ei enaa ajeta kontrolleja. Kun tutkimusndytteiden analysointi aloi-
tettiin, oli laitteille tehty jo kaikki tarvittavat kontrollit ja muut esivalmistelut. Laitteet olivat
rutiinikdytdssa ennen, kuin tutkimusta aloitettiin suorittaa. Taman vuoksi laadunvarmistus
toimi myds tassa tutkimuksessa koko prosessin ajan. Laboratoriossa on kaytdssa sisdinen
laaduntarkkailu seka ulkoinen laaduntarkkailu. Sisaiseen laaduntarkkailuun kuuluu edella
mainitut tasokontrollit eri laitteiden ja reagenssien mukaan. Sisaiseen laaduntarkkailuun
kaytetdan rutiinity6ajasta 10-20 %. Ulkoiseen laadunvarmistukseen kuuluu esimerkiksi
Labquality Oy:n erilliskierrokset. (Syrjala 1999, 121-122; Penttila 2004, 315; Jaarinen ja
Niiranen 2005, 37; Islab 2016.)
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Laadunhallinnassa on monia eri kayttdétapoja vertailumateriaaleille. Yleisimmin kaytetyt ta-
vat ovat tulosten hyvaksyttavyyden varmistaminen validoinnin yhteydessa seka laitteiden
kalibrointi. Vertailumateriaalien avulla on mahdollista vertailla tuloksia laboratorioiden si-
salla ja niiden valilla. Vertailumateriaaleja kaytettdessa on tarkedaa huomioida kayttéonotto-
paivays, kayttdaika ja kontaminaatioriskit. Analysaattoreille tulisi tehda vakioinnit saanndlli-
sin valiajoin, aina tarvittaessa tai reagenssieran vaihtuessa. Islabilla AntiFX-a -tutkimuk-
sessa kalibraattorina kaytetdan Chromogenix:n Calibration Plasma LMW Heparin -kittia.
APTT-tutkimuksessa kalibraattoria ei kdyteta ollenkaan, koska APTT-tutkimuksella ei ole

ennalta maaritettyja kalibraatiokayrid. (Jaarinen ja Niiranen 2005, 36—-37; Islab 2016.)

Tulosten luotettavuuteen vaikuttavia preanalyyttisia tekijoita pyritdan vahentamaan tunnis-
tamalla naytteistd hemolyyttisyys ja lipeemisyys. Tyontekijat koulutetaan tunnistamaan
naita virheitd, jotka voivat vaarantaa testauksen laadun koko testausprosessin ajan. Erityi-
sesti preanalyyttisessa vaiheessa ndenndinen hemolyysi ja lipemia naytteissa ovat suurin
diagnostinen haaste hyytymislaboratoriossa. Hairiot hemostaasin testauksessa johtuvat
yleensa seka analyyttisista etta biologisista tekijdista. Mikali on olemassa riski, etta tulokset
ovat epdluotettavia, ndytetta ei pida analysoida. (Lippi, Plebani ja Favaloro 2013; Shin ym.
2014, 307-312.)

Naytettd otettaessa on huomioitava naytteenottotekniikka, jotta valtyttdisiin ndytteenottoti-
lanteessa herkasti tapahtuvalta hyytymisjarjestelman aktivoitumiselta (Penttild 2004, 314).
Hyytymisjarjestelman entsymaattisen ketjureaktion tarkeimpana tehtdvana on muodostaa
trombiinia. Trombosyyttien pinnalla syntyy trombiinia, joka aktivoi hyytymistekijoita ja
trombosyytteja. Fibrinogeeni muuttuu liukenemattomaksi fibriiniksi trombiinin vaikutuksesta

muodostaen hyytyman paalle tiiviin verkon. (Joutsi-Korhonen ja Koski 2010, 278.)

Onnistunut preanalytiikka on hyytymistutkimuksien onnistumisen kannalta tarkeaa. Nay-
tetta otettaessa ja sita kasiteltdessa pyritdan estamaan hyytymisjarjestelman aktivoitumi-
sen liséksi, plasman solukontaminaatio ja kudostekijan joutuminen naytteeseen. Hyytymis-
tutkimusten tuloksiin ja niiden tulkintaan voivat vaikuttaa potilaan laakitys ja akuutti ti-

lanne, kuten raskaus, anemia, infektio ja vuoto. (Joutsi-Korhonen ja Koski 2010, 276.)
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Laadukkaan tuloksen saavuttaiseksi on tarkeaa, etta naytteenottoputkessa on oikea nayt-
teen ja antikoagulantin suhde. Jos naytettd otetaan putkeen liian vahan, virhe on suu-
rempi, kuin jos naytetta olisi liikaa. Vajaat ndytteenottoputket eivat siis ole analyysikelpoi-
sia. Hyytymistekijaputkia on saatavilla kolmella eri sitraattipitoisuudella. Kansainvalisesti on
sovittu, ettd hyytymistutkimuksiin kaytetdan 3,2 % sitraattiantikoagulanttia sisaltavia va-
kuumiputkia. Sitraattipitoisuuden tuleekin olla vakioitu yhteen pitoisuuteen, koska esimer-
kiksi APTT -maarityksissa hyytymisaika pidentyy korkeamman sitraattipitoisuuden seurauk-
sena. Naytteen sdilytysolosuhteilla on paljon vaikutusta tuloksiin. Esimerkiksi APTT-tutki-
muksessa hyytymisaika lyhenee merkittavasti, jos sailytysolosuhteet ovat huonot. Naytetta
kasiteltdessa tulee huomioida, ettd nadyte sailyy kahdeksan tuntia huoneenldmmadssa erot-
telemattomana. Mikali maaritysta ei voida tehda tassa ajassa, tulee se sentrifugoida,
plasma erottaa muoviputkeen ja pakastaa. Naytteita kuljetettaessa laboratorioiden valilla
on huolehdittava, etta ndytteet on pakattu niin, ettd pakkaukset ja ndyteastiat kestavat kul-
jetuksen. Naytteiden lampdtila, olosuhteet ja olomuoto tulee pysya niille maaritetyissa ra-
joissa. Nykyisin ndytteiden mukana kulkee lampdmittari, joka mittaa esimerkiksi lampdtilaa
kuljetuksen aikana. Jos naytettd vuotaa tai haihtuu kuljetuksen aikana, voi se vaikuttaa pi-
toisuuksien muutoksiin ja naytteiden maaraan ja ndin vaaristaa analyysituloksia. (Syrjala
1999, 120-121; Horsti 2001, 145; Salvagno, Lippi, Bassi, Poli, ja Guidi 2008, 352; Niemela
ja Pulkki 2010, 276; Penttila 2004, 31, 314; Tuokko, Rautajoki ja Lehto 2008, 12; Huslab
2016c.)

Otettaessa naytteitd hyytymistutkimuksia varten tulee valttaa liiallista staasin kayttda. Siita
voi seurata hemokonsentraation, fibrinolyysin seka joidenkin hyytymistekijéiden ja trombo-
syyttien aktivoitumista. Staasia saa kayttaa ndytetta otettaessa yhtdjaksoisesti yhden mi-
nuutin ajan. Naytteenottoneulan tulee olla riittdvan iso ja veren tulee virrata vaivattomasti
nayteputkeen. Kun ndytettd on saatu putkeen oikea maara, taytyy putkea kaannelld huolel-
lisesti muutamia kertoja ndytteen sekoittamiseksi antikoagulanttiin. Sekoittaminen estaa
hyytymien muodostumisen ja siita johtuvan hyytymistekijoiden kulumisen. Naytteen vir-
heellinen kasittely johtaa vaariin tuloksiin, joten se tulee sentrifugoida heti naytteenoton
jalkeen. Plasma sailytetaan sentrifugoinnin jalkeen solujen paalla vakuumiputkessa. (Joutsi-
Korhonen ja Koski 2010, 276; Penttila 2004, 314; Horsti 2001, 145.)
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Analyyttisessa vaiheessa hyytymistutkimusnadytteestd madritetddn analyytin hyytymisaika
(esim. INR, APTT tai Trombai), josta voidaan edelleen maarittaa analyytin pitoisuus esim.
Fibr) tai osuus (esim. TT %) kalibraatiokuvaajan avulla. Menetelman ja analysaattorin, jolla
maadritys tehdaan, on oltava siihen tarkoitukseen hyvaksytty ja testattu. Nain tuloksia voi-
daan pitaa oikeellisina ja ne voidaan jaljittda. Analyysivaiheessa voi tapahtua monenlaisia
virheita esimerkiksi tavallisimpia ovat pipetointivirheet, vaara analysointilampatila ja vir-
heellinen naytemaarien punnitseminen. Nykyisin analysaattorit tunnistavat itse melko hyvin
ja tarkasti virheita naytteessa ja analyysiprosessissa. (Penttild 2004, 33; Tuokko ym. 2008,
12; Islab 2016.)

Postanalyyttisessa vaiheessa tarkastellaan tulosten luotettavuutta, kuten analyysin virhe-
lahteita ja naytteiden hairidtekijoiden eli hemolyysin ja lipemian astetta. Tulosten luotetta-
vuuden arvioinnin tueksi on maaritetty kvantitatiivisessa analyysissa kontrollindytteille hy-

vaksymis- ja hylkdamisrajat. (Tuokko ym. 2008, 12—-13.)
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KESKEISET KASITTEET

4.1 Validointi

Validoinnin tarkoituksena on todeta laitteen ja menetelmien soveltuminen haluttuun kaytto-
tarkoitukseen. Se koostuu testien ja niiden jarjestelyiden suunnittelusta, mittausten tekemi-
sesta, tulosten arvioinnista, tilastollisista laskuista seka laadunvalvonnasta. On otettava
huomioon mahdollisten hairididen ja olosuhdemuutosten vaikutus, koska kaytannon tydssa
esimerkiksi erilaiset tavat tydskennella vaikuttavat olosuhteisiin. Validoinnin pohjalta saa-
tava tieto seka muu olemassa oleva tieto kootaan ja niiden perusteella selvitetdan menetel-
man luotettavuus. Validoinnin tulokset raportoidaan. Valittaessa validoitavaa menetelmaa
on huomioitava useita seikkoja, kuten menetelman hinta ja nopeus, tulosten soveltuvuus ja
tarkkuus seka maaritetyt analyyttien pitoisuudet. (Jaarinen ja Niiranen 2005, 11, 30.) Tassa
tutkimuksessa ei ollut tarkoitus suorittaa laitteen koko validointia, vaan pelkastaan maarit-
taa halytysrajat.

Mittauksien toistettavuus on tarkeda laboratorion analyyseissa. Mittauksia toistetaan pitoi-
suuksien ala- ja ylarajalla seka keskivaiheella. Ndiden perusteella maaraytyy lineaarinen
mittausalue, josta tutkitaan se mittausalue, jolla tarkkuus ja tdsmallisyys voidaan hyvaksyt-
tavasti saavuttaa. Lineaarinen alue on yleensa suppeampi kuin luotettava mittausalue. Mit-
tausepavarmuus tarkoittaa tulokseen viittaavaa arviota. Maaritetdan todenndkdisyys, jonka
perusteella tulos on keskiarvon mukaan asetettujen rajojen sisapuolella. Laboratoriotulos
on aina likiarvo todelllisesta pitoisuudesta. Mittausepavarmuus kertoo, kuinka luotettava
tulos on ja se auttaa arvioimaan tulosten eroja. (Jaarinen ja Niiranen 2005, 30; Viander
2007.)
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4.2 Hemostaasi

Hemostaasin tarkoituksena on pysayttaa verenvuoto. Erilaiset hemostaasin mekanismit
saavat veren hyytymaan verisuonen vaurioituessa. Samanaikaisesti fibrinolyysi ja hyytymi-
sen estajat eli fibriinid liuottava jarjestelma rajaavat vauriokohdan niin, etta hyytyminen ei
levia vauriokohtaa pidemmalle. Hemostaasi kattaa kaikki verenvuodon tyrehdyttamiseen
osallistuvat mekanismit. Hemostaasin tulisi toimia tarpeeksi hyvin, ettei vaaratilanteita syn-
tyisi verisuonen vaurioitumisessa. Liian tehokas hemostaasin toiminta taas saattaa muodos-
taa hyytymia verisuoniin aiheuttaen tukosvaaran. Veren hyytyminen, verihiutaletulpan
muodostuminen ja verisuonen supistuminen ovat hemostaasin tarkeimpia vaiheita. (Suo-
men Hemofiliayhdistys 2006, 28; Sand, Sjaastad, Haug, Bjdlie ja Toverud 2011, 326.)

4.3 Hemolyysi

Puhuttaessa hemolyysista elimistéssa (/n vivo), tarkoitetaan silla punasolujen elinian piene-
nemista jopa minuutteihin, kun se normaalisti on 120 pdivaa. Normaalin elinikansa aikana
punasolu kay lapi erilaisia metabolisia ja kemiallisia muutoksia ja lopulta tuhoutuu. Tuhou-
tuminen johtuu yleensa siitd, etta punasolujen solukalvo on menettanyt kimmoisuuttaan
sen verran, etta ne eivat paase hiussuonten lapi hajoamatta. Makrofagit pilkkovat tuhoutu-
neet punasolut raudaksi ja hemiksi. Lopuksi hemiryhmdasta muodostuu bilirubiinia. Osa siita
pilkkoutuu suolistossa variaineiksi bakteerien vaikutuksesta, osa kulkeutuu maksaan ja
pieni osa erittyy virtsaan. (Sand ym. 2011, 321; Punnonen 2010, 260; Rodak, Fritsma ja
Keohane 2012, 301-305.)

Intravaskulaarinen hemolyysi tarkoittaa punasolujen tuhoutumista verenkierrossa ja ekstra-
vaskulaarinen hemolyysi punasolujen tuhoutumista retikuloendoteliaalijarjestelmassa. Pu-
nasolut voivat tuhoutua myoés aikaisemmin luuytimen esiastevaiheessa. Hemolyysi voi olla
joko punasolujen poikkeavuutta tai ulkoisten tekijéiden aiheuttamaa. (Punnonen 2010,
260; Rodak, Fritsma ja Keohane 2012, 301-305.)

Naytteen ollessa hemolyyttinen sen punasolumaara ja hematokriitti laskee. Hemolyysi ai-
heuttaa naytteen plasmassa punertavan varin ja se nakyy vasta sentrifugoinnin jalkeen.
Verindytteesta erotellun plasman tai seerumin varjaa hemoglobiini, joka vapautuu, kun pu-
nasolujen solukalvot hajoavat. Solun hajotessa seerumiin tai plasmaan joutuvien solun-
sisaisten komponenttien vaikutuksesta plasman tai seerumin koostumus muuttuu, jonka
vuoksi laboratoriotulokset ovat vaaria tai epaluotettavia laboratoriotuloksia. (Leino 2008,
68; Lippi ym. 2009, 934-935.)
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Staussin, Shermanin, Pughin, Paronen, Looby-Rodriquezin, Bellin ja Reedin vuonna 2012
tekemadssa tutkimuksessa tutkittiin hemolyysin vaikutusta hyytymistutkimuksiin. Punasolu-
jen hemolyysi hyytymistutkimuksissa johtaa virheellisiin eli liian mataliin tuloksiin. Punaso-
lun sisdisen materiaalin joutuminen plasmaan tai seerumiin punasolun hajotessa aktivoi
hyytymismekanismin. Hemolyysi saattaa pienentda APTT-arvoja jopa yli 10 sekuntia. Esi-
merkiksi, jos ndytteen APTT-arvo olisi oikeasti ilman hemolyysia 41 sekuntia eli liilan kor-
kea, se tarkoittaisi sita, etta hemolysoitunut ndyte nayttaisi normaalia tulosta, koska hemo-
lyysi laskee APTT-tulosta. Normaalin APTT-tuloksen viitearvot ovat 23-33 sekuntia. Poti-
laalle vastattaisiin tall6in vaara tulos, eikd han saisi tarvitsemaansa hoitoa. (Stauss ym.
2012; Islab 2016.)

Lagan, Chevesin ja Sweeneyn tutkimus vuodelta 2006 osoitti samanlaisia tuloksia. Myds
tdssa tutkimuksessa havaittiin lyhyemmat hyytymisajat hemolyyttisissa ndytteissa verrat-
tuna normaaleihin naytteisiin. Tutkimuksessa tehtiin vertailua TT %- ja APTT-maarityk-
sissa. TT-tutkimuksen osalta ero oli 1 sekunti tai vdhemman suurimmassa osassa nayt-
teista. APTT-tutkimuksessa vastaava luku oli 2 sekuntia tai vahemman. Jos tulos oli paljon
yli viitearvojen, ero hemolyyttisten ja normaalien ndytteiden tulosten valilld suureni merkit-

tavasti. Tama ndkyi seka TT- ja APTT-tutkimuksissa. (Laga, Cheves ja Sweeney 2006.)
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4.4 Lipemia

Lipemia aiheuttaa ndytteessa sameutta ja se aiheutuu lipoproteiinien hiukkasten kertymi-
sestd. Hiukkasten koko vaihtelee paljon. Suuret hiukkaset aiheuttavat sameutta herkem-
min. Lipemia vaikuttaa suoraan esimerkiksi hemoglobiinin mittauksiin nostamalla hemoglo-
biiniarvoa. Spektrofotometrinen laite ei pysty tulkitsemaan lipeemisia naytteita oikein niiden
sameuden takia, koska laitteen kayttama valo absorboituu lipoproteiinihiukkasiin. Riippuen
tutkittavasta analyytista voidaan harkita lipeemisen ndytteen kirkastamista. Talldin nayte
ultrasentrifugoidaan eli hiukkaset erotetaan seerumista tiheyserojen perusteella. Jos nayte
ei ole analysointikelpoinen, eika sita pystyta ultrasentrifugoimaan, on hankittava uusi
nayte. Ennen analysointia nayte tulisi tarkastaa visuaalisesti, silld sameus voi olla hyvin ha-
vaittavissa. Joissain tapauksissa lipemiaa ei kuitenkaan pystyta nakemaan paljain silmin.
Yleisin syy lipeemisille naytteille on se, etta potilas on kaynyt verikokeissa liian pian raskaan
aterian jalkeen. Potilaan tulisikin odottaa ruokailun jalkeen 4-6 tuntia, jotta imeytynyt rasva
ehtii poistua plasmasta. Vaikka paastoa suositellaan vain tiettyihin naytteisiin, olisi kuitenkin
hyva olla syomatta raskaasti ennen naytteenottoa. Esimerkiksi tromboplastiiniajan mittauk-
sessa ei saada tuloksia ollenkaan, jos nayte on erittdin lipeeminen, koska analysaattori ei
pysty mittaamaan reaktiota loppuun. Lipemia saattaa joissain tapauksissa syrjayttaa tutkit-
tavan analyytin niin, etta tulos pienenee. (Rodak, Fritsma ja Keohane 2012, 616-617; Ko-
vanen, Pentikdinen ja Viikari 2010; Nikolac 2014; Sand ym. 2011, 427.)
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5 SYSMEX CS-2100I —HYYTYMISANALYSAATTORI

Hyytymisanalysaattorit ovat isommissa laboratorioissa pitkalti automatisoituja. Monissa
hyytymisanalysaattoreissa on kdytdssa useita mittausperiaatteita ja useita hyytymisajanmit-
taukseen perustuvia menetelmia. Suurimmassa osassa analysaattoreissa kaytetaan hyo-
dyksi fotometriaa. Menetelmdssa mitataan valon lapaisykyvyn muutosta mittauskyvetissa
plasman hyytyessa. Hyytymisaikaan perustuvat verindytteet otetaan nayteputkeen, joka
sisaltda antikoagulanttia, joka on yleensa sitraattia. Kalsium sitoutuu antikoagulantin vaiku-
tuksesta. Puutosplasma on useimmiten kaytdssa oleva puskuri, jota lisdtaan reaktioseok-
seen. Puutosplasmasta puuttuvat mitattavat hyytymistekijat. Reaktioseokseen lisatdan
my0s hyytymista aktivoivia aineita ja kalsiumkloridia. (Niemela ja Pulkki 2010, 90-91; Pent-
tila 2004, 66.)

Hyytymisanalysaattori, jota tydssa kaytettiin, oli Sysmex CS-2100i. Kyseisella laitteella on
kyky havaita ja lahettaa useita eri aallonpituuksia samaan aikaan. Mittausmenetelmat Sys-
mex CS-2100i —analysaattorissa ovat immunomaaritys, aggregaatio, turbidometria ja kro-
mogeeninen maaritys. Turbidometria eli koagulaatio on naistéd mittausmenetelmista ylei-
simmin kadytetty. Se perustuu hyytymisen mittaamiseen valonsironnan avulla. Turbidometri-
assa mitataan fotometrilla valoa, joka kulkee naytekyvetin Iapi ja lisaksi reflektoituneen ja
absorboituneen valon kokonaismaaraa. Sysmex CS-2100i on kokonaan automatisoitu hyy-
tymisanalysaattori potilasnaytteille. Naytteitd voidaan analysoida suuria maarid nopeasti ja
tarkasti. Analysaattori on varustettu optisella kuidulla, joka toimii viidelld aallonpituudella ja
ilmaisin kykenee vastaanottamaan moninkertaisen aallonpituuden. Analysaattori testaa
naytteet ennen analyysia hairitsevilta tekijoiltd, kuten hemolyysiltd, ikterialta ja lipemialta.
Tama suoritetaan ennen ndytteen testausta kdyttden monia aallonpituuksia. (Siemens Sys-

mex training booklet, 5.)

Analysaattori kayttda kolmea menetelmaa naytteiden virheiden tarkistukseen kaikissa maa-
rityksissa eli HIL-arvoja. Hyytymismaaritysten virheille on yhdeksén tarkistusmenetelmaa ja
ndita voivat olla esimerkiksi "ei hyytymista” tai "liian aikainen reaktio”. Kromogeenisille
maarityksille ja immunomaarityksille on kaytdssa seitsemén tarkistusmenetelmaa, kuten
esimerkiksi “virheellinen reaktiokdyra”. Laite halyttaa naista virheistd, kun vaaditut kriteerit

eivat tayty. (Siemens Sysmex training booklet, 22.)
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6  TUTKIMUKSEEN KUULUVAT MAARITYKSET

6.1 Aktivoitu partiaalinen tromboplastiiniaika (APTT)

APTT:lla tutkitaan potilaan sisaista hyytymisjarjestelmaa mittaamalla plasman hyytymisai-
kaa. Kuvassa 1 ndkyy APTT:n maaritysmenetelman periaate. Siihen vaikuttaa aktiiviset hyy-
tymistekijat XII, XI, IX, VIII, X, V, II ja I. APTT on aika, joka tarvitaan hyytymisen muodos-
tumiseen veriplasmassa aktivoinnin jalkeen lisaamalla verihiutaleiden korvikkeita, kuten ai-
vojen kefaliineja tai vastaavia fosfolipideja. APTT— testin herkkyys viritetadn niin, etta se
kertoo seka hyytymisajan pitenemisen etta vuototaipumuksen ilmenemisen. Esimerkiksi,
kun hyytymistekijdiden VIII, IX ja XI pitoisuudet laskevat selkeasti, kertoo APTT-tulos he-
mofiliasta. Pidentynyt APTT voi osoittaa puutteen missa tahansa hyytymistekijassa, kuten
fibrinogeenissa ja tekijoissa XII, XI, IX, VIII, X, V ja II. (Joutsi-Korhonen ja Koski 2010,
280-281; Mayo Medical Laboratories 2011; Ruutu, Rajamaki, Lassila ja Porkka 2007, 43.)

KUVA 1. APTT:n maaritysmenetelman periaate (mukaillen A Practical Guide to Laboratory
Haemostasis 2012b.)
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6.2 Tromboplastiiniaika (TT ja INR)

Tromboplastiiniajalla mitataan ulkoisen aktivaatioreitin kdynnistymista seka hyytymisteki-
joita (II, VII ja X), jotka ovat riippuvaisia K-vitamiinista. Sen avulla voidaan selvittaa perin-
nollista ja hankinnallista hemostaasihairitta, seurata laakehoitoa seka tutkia maksan toi-
mintaa. Yleensa suun kautta otettavan antikoagulanttihoidon seurannassa kaytetaan trom-
boplastiiniajan INR-tulostusta eli hyytymisaikasuhdetta, joka on kansainvalisesti vakioitu.
INR- tulos saadaan laskemalla ndytteen hyytymisajan, reagenssierien keskimaaraisen nor-
maalin hyytymisajan ja reagenssin herkkyyden suhde. Tromboplastiiniaika viittaa komplek-
sin muodostumiseen eri plasman hyytymistekijoista. Protrombiini muunnetaan trombiiniksi
ja tasta muodostetaan fibrinogeenin hyytyma. (Joutsi-Korhonen ja Koski 2010, 279;
Penttila 2004, 316—-317; A Practical Guide to Laboratory Haemostasis 2012a; Ruutu ym.
2007, 43.)

Tromboplastiiniaikaan perustuvaa INR-tulostusta (international normalized ratio) kdytetaan
varfariinihoidon seurannassa. Peroraalisessa antikoagulaatiohoidossa kaytetdan yleisimmin
varfariinia (Marevan®). Nayte voidaan ottaa mihin aikaan tahansa, eika ruokailulla ja laak-
keenottoajalla ole valid. Muita antikoagulantteja ovat esimerkiksi dabigatraani, rivarok-
sabaani ja apiksabaani. Nama voivat nostaa INR-tasoa, mutta menetelma ei ole kuitenkaan
niin herkka, ettd tama vaikuttaisi INR-tulokseen. (Huslab 2016c.)

Tromboplastiiniajan maaritysta kaytetaan hyytymistekijéiden II, VII ja X yhteisvaikutuksen
mittaamisessa. INR-tulostuksen kayttd yhtendistaa eri tromboplastiiniaikamenetelmien tu-
lostason ja mahdollistaa tulosten vertailun riippumatta eri laboratorioissa kaytdssa olevista
reagensseista. INR-arvo saadaan vertaamalla ndytteen hyytymisaikaa keskimaardiseen nor-

maaliin hyytymisaikaan jokaisessa erillisessa reagenssierassa. (Huslab 2016d.)

6.3 Antitrombiini III (AT3)

Antitrombiini on plasman antikoagulantti, joka estéa trombiinia muodostamalla sen kanssa
kompleksin, joka ei ole aktiivinen. Antitrombiinin keskeisena tehtavana on hidastaa hyyty-
misjarjestelman toimintaa. Mikali antitrombiinissa esiintyy vajausta, voidaan se luokitella
yhdeksi vaikeimmista trombofilioista. Tutkimusta kaytetaan tukostaipumuksen selvittami-
sessq, yleistyneessa intravaskulaarisessa koagulaatiossa eli hyytymisessa ja antitrombii-

nikorvaushoidon seurannassa. (Huslab 2016b; Ruutu ym. 2007, 577.)
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6.4 Antifaktori X-aktiivisuus (AntiFX-a)

AntiFX-a -tutkimusta kaytetadn, jos on tarpeen seurata hyytymistekija X:a ja pienimolekyy-
lisia hepariineja. Tutkimus maadrataan yleensa suurentuneen vuotovaaran potilaille, lapsille,
raskauden yhteydessa odottaville didille seka maksan ja munuaisten vajaatoiminnan yhtey-
dessa. AntiFX-a -tutkimuksella arvioidaan vuotoriskia trombolyysihoidon jalkeen seka an-
titromboottisen kombinaatioladkityksen aikana. AntiFX-a-madrityksessa mitataan seerumin
tai plasman kykya inhiboida aktivoitua hyytymistekija X:a. (Huslab 2016a.)
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7 TUTKIMUKSEN SUORITUS

Tutkimuksen suorittamista varten tehtiin tutkimus- ja opinndytety6lupahakemus Islabille
(Ita-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyma). Hyvaksytty hakemus loytyy liit-
teesta 4.

7.1 Naytteiden kerdys ja esikasittely

Islabin (Itéd-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyma) kemisti hankki potilas-
naytteet tutkimusta varten, koska hanella oli valtuudet kerata ne jatkokasittelya varten.
Naytteet oli otettu alun perin normaaleina potilasndytteing, joista oli sattumanvaraisesti va-
littu kayttddn muutamia, joissa APTT-arvo oli normaali seka korkea. Naytteista oli eroteltu
seerumi jo ennen tutkimuksen suoritusta. Osa potilasnadytteista oli otettu tutkimuspaivana
ja osa oli kerennyt olla pakastuksessa muutaman paivan. Nain ollen naytteiden laatu ei kar-
sinyt missaan vaiheessa ennen tutkimusten suoritusta. Potilasndytteista tehtiin keinotekoi-
sesti hemolyyttisia ja lipeemisia. Lipeemiset ndytteet valmistettiin lisddmalla seerumiin val-
mista Intralipid-liuosta. (LIITE 2.) Hemolyyttisia ndytteita saatiin taas lisadmalla seerumiin
hemolyyttia eli sentrifugoituja punasoluja, joista on poistettu plasma, jonka jalkeen puna-
solut on pakastettu. Jaadyttdminen hemolysoi eli hajottaa punasolut. Kun hemolysaattia

kaytettiin tutkimuksessa, se sulatettiin ja sentrifugoitiin.

Naytteita kasiteltiin normaaleina potilasnaytteina silla periaatteella, ettd naytteet voisivat

olla tartuntavaarallisia, koska verindytteissa voi olla aina riski tartunnasta. Kaytdssa oli suo-
jatakit ja —hanskat, joiden avulla pyrittiin noudattamaan varovaisuutta kasiteltdessa erilaisia
aineita ja valttamaan ihokontakti naytteiden ja eri aineiden kanssa. Tutkimuksen aikana toi-
mittiin aseptisesti niin, etteivat mydskaan naytteet tai reagenssit kontaminoituneet eli altis-

tuneet ei-toivotuille osatekijoille esimerkiksi mikrobeille.
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7.2 Pitoisuussarjojen valmistus

Pitoisuussarjojen valmistusohjeet (LIITE 1.) saatiin kemistilta ja ne olivat olleet kaytossa
aikaisemminkin vastaavanlaisessa tutkimuksessa. Pitoisuussarjojen valmistusohjeita muu-
tettiin kuitenkin hieman pienentamalla mitattavien liuosten maaria, koska potilasndytteiden
maara oli niin vahainen ja analysaattoriin riitti pienempi maara naytetta, mita alkuperai-
sessa ohjeessa oli. Suhteet liuosten valilla pysyivat samana. Kerdtyista seerumeista tehtiin
erikseen normaalin ja korkean arvon poolit eli potilasnaytteiden seerumit sekoitettiin keske-
naan. Yhteen pooliin kdytettiin viidesta kuuteen potilasnadytteesta eroteltua seerumia.
Lisdksi kaytettiin seka lipemia- ettd hemolyysisarjoissa viitta eri pitoisuutta. Nain pystyttiin
vertaamaan hemolyysin ja lipemian vaikutusta analysaattorin halytysarvoihin.

Hemolyyttisten ndytteiden valmistamista varten tarkoitettu hemolysaatti saatiin kemistilta.
Hemolysaatti oli pakastettu etukateen, joten se tarvitsi vain sulattaa ja sentrifugoida.
Sentrifugoinnin jalkeen hemolysaatin hemoglobiinipitoisuus tarkistettiin Advia 2120- veren-
kuva-analysaattorilla. Hemoglobiiniarvoksi mitattiin 135 g/l. Tdman perusteella valittiin
kaava, jolla laskettiin lisdttavan veden maara, jos hemoglobiiniarvo oli alle 200 g/I. Pitoi-
suussarjaa varten kaytettiin pooliseerumia, hemolysaattia ja 0,9 % natriumkloridia. Hemo-
globiinipitoisuuden mukaan valittiin sopiva kaava, jonka avulla laskettiin pitoisuussarjaa

varten hemolysaatin ja natriumkloridin suhde.

Lipeemisten naytteiden tekoa varten oli valmiina Intralipidi-liuos. (LIITE 2.) Sen avulla teh-
tiin potilasnaytteista lipeemisia lisdamalla Intralipidi-liuosta seerumiin. Pitoisuussarjoihin

kaytettiin valmista Intralipid-liuosta, 0,9 % natriumkloridia ja pooliseerumia.
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7.3 Mittausten suoritus

Mittaukset suoritettiin kahdessa eri vaiheessa KYS:n (Kuopion yliopistollinen sairaala) kliini-
sen hematologian laboratoriossa. Eri tutkimuskerroilla tehtiin hemolyyttisten ja lipeemisten
naytteiden pitoisuussarjat. Kun pitoisuussarjat saatiin tehtya, aloitettiin kemistin johdolla
mittaukset Sysmex CS-2100i —hyytymisanalysaattorilla. Sarjojen tiedot laitettiin laitteelle
manuaalisesti. Tutkimusten aikana seurattiin reaktioiden etenemista analysaattorin nay-
télta. Reaktioista tulostettiin yksityiskohtaiset tulosraportit, joita apuna kayttaen pystyttiin
laatimaan tuloksista taulukot. Lopuksi tarkistettiin Cobas ¢ 501 -analysaattorilla triglyseridi-
pitoisuudet lipeemisista naytteistd, jotta voitiin verrata niité annettuihin tavoitepitoisuuksiin
pitoisuusarjassa. Myds korkean APTT-pitoisuuden naytteistd mitattiin AntiFX-a -arvot. Nor-
maalin tason APTT-pitoisuuksista ei pystytty mittaamaan AntiFX-a-arvoja, koska naytteet

loppuivat kesken ennen tatd. Lopuksi kaikista saaduista tuloksista koottiin taulukot.
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8  TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TULKINTA

Tutkimuksessa tehtiin hemolyyttisille ja lipeemisille naytteille viiden ndytteen laimennossar-
jat seka korkeilla etta normaaleilla APTT-arvoilla. Tutkimuksessa ei kdytetty rinnakkaisia
naytteitd. Luotettavuutta ja nadytteiden verrattavuutta ajatellen se olisi ollut tarpeen. Asia
huomattiin vasta tulosten tulkintaa tehtaessa ja aikaraja tuli vastaan, joten niita ei voitu
enaan uusia. Ennen sarjojen analysoinnin aloittamista ei tehty kontrolleja. Kontrollit oli
tehty jo aiemmin, koska laite oli laboratorion normaalissa rutiinikdytéssa ennen laimennos-
sarjojen mittausta. Hemolysoituneet naytteet tutkittiin myds antiFX-a:n osalta, mutta nor-
maalin APTT-tason ndytteet loppuivat jo APTT-madrityksen aikana, joten tulokset saatiin
antiFX-a:lle vain korkean APTT-tason osalta. Alun perin ei ollut tarkoitus mitata hyytymis-
analysaattorilla AntiFX-a tuloksia ollenkaan eli ndytemaaria ei ollut laskettu siihen riitta-
vaksi. Tutkimuksen edetessa kemisti kuitenkin ehdotti, etta voitaisiin kokeilla mielenkiin-
nosta, millaisia tuloksia saadaan AntiFX-a:n osalta.

Islabilla potilasnaytteissa eroprosentit saavat olla APTT-tutkimuksessa 12 % ja AntiFXa-
naytteissa 15 %. Jotta tulos voidaan hyvaksya hemolyysi- ja lipemiahdlytysrajat tulee aset-
taa niin matalalle, etta potilasndytteiden tulosten tulkinta on vield luotettavaa. Luotettavien
tulosten ansiosta potilas saa oikeanlaista hoitoa. Jos esimerkiksi ndytteiden kuljetus ja pre-
analytiikka on ollut virheellista, tulokset ovat kayttokelvottomia, eivatka kerro potilaan to-
dellisesta tilasta. Hyytymistutkimuksille on maaritetty omat viitearvot, jotka maaraytyvat
terveiden ihmisten viiterajojen mukaan. Tulosraporttien (KUVAT 2-5.) kuvaajilla voidaan
nahda clotting point eli ndytteen hyytymispiste. Sen avulla nahtiin lIahtéarvo, joka saatiin
litettya talukkoon ja sita kayttaen laskettiin muut taulukon arvot. Hyytmispisteen avulla

pystyttiin maarittamaan analyysitulos. Alle on lueteltu taulukoissa kaytetyt kasitteet.

Laimennossuhde:
Laimennossarjassa liuoksia laimennetaan tietyssa suhteessa. Laimennossuhde on laimen-

nettavan ja laimennetun liuoksen tilavuuden suhde.

Laskennallinen pitoisuus naytteessa (lipeemisissa naytteissa):

Triglyseridipitoisuus on tarkastettu Cobas c 501 —analysaattorilla

Analyysitulokset:
Sysmex CS-2100i —analysaattorilla saadut tulokset APTT:lle ja AntiFX-a:lle.
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Nollanayte:
Laimennossarjojen ensimmainen ndyte, johon ei ole lisatty hemolysaattia tai Intralipid-liu-

osta. Nollanaytetta kasitelldan, kuin laimennossarjan muita naytteita.

Ero % verrattuna nollandytteeseen:

Naytteiden prosentuaalinen ero verrattuna nollandytteeseen.

Halytys:
Laitteen antamat halytystasot lipemisista ja hemolyyttisistd naytteista.

Hemolyyttisten nadytteiden tulkinta

APTT:n osalta erot eivat ole prosentuaalisesti suuria. Potilasndytevertailussa prosentuaali-
set erot ovat hyvin pienid, joten selkedaa halytysrajaa on vaikea asettaa. Hemolyysin vaiku-
tus APTT-ndytteissa on selkea vasta Hb-pitoisuuden ollessa 2,5 g/l (Taulukko 1 ja 2). Sama
on todistettavissa myos taulukossa 3, jossa on tutkittu hemolyysin vaikutusta AntiFXa-
naytteissa. Hemolyysin hdlytysraja asetetaan tasolle kaksi. Hemolyyttinen ndyte ei ole niin
samea kuin lipeminen nayte, joten mittaaminen onnistuu pidempaan. Taulukoista 1 ja 2 voi
huomata analyysitulosten laskun varsinkin ldhelld halytysrajaa. Taulukoiden arvot laskettiin
tulosraporttien pohjalta (KUVAT 2 ja 3).

TAULUKKO 1. Hemolyysin vaikutus matalan APTT:n nadytteissa.

Hb-pitoisuus 0g/l 0,5¢g/l | 1,049/l 2,5¢g/l 5049/l
Hemolysaatin laimen- | 0 pl 0 pl 1,48 * 10 %Syl | 9,26 * 10 Sl | 0,037 pl
nossuhde

Analyysitulokset 29,1sec | 28,9 sec | 28,9 sec 28,8 sec 27,7 sec
Ero % verrattuna nol- | 0 % 0,7 % 0,7 % 1% 4,5 %
lanaytteeseen

Hemolyysihdlytys 0 0 0 1 5




TAULUKKO 2. Hemolyysin vaikutus korkean APTT:n ndytteissa.
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Hb-pitoisuus 0g/l 05¢g/l | 1,09/l 2,5¢g/l 5049/l

Hemolysaatin lai- oul oul 1,48 * 10yl | 9,26 * 10 %l | 0,037

mennossuhde

Analyysitulokset 37,6 sec | 37,3 sec | 37,3 sec 36,8 sec 34,2 sec

Ero % verrattuna 0% 0,8 % 0,8 % 2,1% 9,0 %

nollandytteeseen

Hemolyysihalytys 0 0 0 2 5
TAULUKKO 3. Hemolyysin vaikutus AntiFXa-ndytteissa (APTT-korkea).

Hb-pitoisuus 0g/l 1,09/l 2,5¢g/l 5049/l

Hemolysaatin lai- | O pl 1,48 * 1093 pl 9,26 * 10 03l 0,037 pl

mennossuhde

Analyysitulokset 0,05 U/ml 0 U/ml 0,12 U/ml 0,22 U/ml

Ero % verrattuna | 0% 0% -140 % -340 %

nollandytteeseen

Hemolyysihdlytys | 0 0 2 5
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KUVA 2. Tulosraportti korkean APTT:n ndytteesta Hb-pitoisuuden ollessa 2,5 g/l (Siemens
Sysmex CS-2100i/ Islab 2015).
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KUVA 3. Tulosraportti korkean APTT:n naytteesta Hb-pitoisuuden ollessa 5,0 g/l (Siemens
Sysmex CS-2100i/ Islab 2015)
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8.2 Lipeemisten naytteiden tulkinta

Taulukossa 5 nakyvan triglyseridiptoisuuden noustessa yli 4mmol/l analysaattori ei anna
tuloksia, joten halytysraja katsotaan taulukosta toisen pystysarakkeen mukaan. Sama on
myo6s nahtdvissa taulukossa 4. Lipemia halytys jaa tasolle kaksi. Kuten hemolyyttisissa
naytteissa myds ndissa sarjoissa APTT:n osalta erot eivat ole prosentuaalisesti suuria. Poti-
lasndytevertailussa prosentuaaliset erot ovat hyvin pienid, joten selkedaa halytysrajaa on
vaikea asettaa. Halytysraja tulisi asettaa mahdollisimman matalalle tasolle, jotta tulosten
luotettavuutta voidaan parantaa. Taulukoiden arvot laskettiin tulosraporttien pohjalta (KU-
VAT 4 ja 5).

TAULUKKO 4. Lipemian vaikutus matalan APTT:n ndytteissa.

Triglyseridipitoi- 1 mmol/I 4 mmol/I 7 mmol/I 12 mmol/I 22 mmol/I
suus

Lipidien laimen- oul 0,006 pl 0,013 ul 0,025 pl 0,050 pl
nossuhde

Lipidien laskennal- | 1,24 4,39 6,83 13,75 -

linen pitoisuus mmol/I mmol/I mmol/I mmol/I

naytteessa

Analyysitulokset 25,1 sec 25,0 sec 24,8 sec 24,8 sec -

Ero % verrattuna 0% 0,4 % 1,2% 1,2% -
nollandytteeseen

Lipemiahalytys 0 2 - - -




TAULUKKO 5. Lipemian vaikutus korkean APTT:n naytteissa.
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Triglyseridipitoi- 1 mmol/I 4 mmol/| 7 mmol/I 12 mmol/I 22 mmol/I
suus

Lipidien laimennos- | O ul 0,006 pl 0,013 ul 0,025 ul 0,050 pl
suhde

Lipidien laskennal- | 1,93 4,39 7,57 14,75 mmol/I | 25,34 mmol/I
linen pitoisuus mmol/I mmol/I mmol/I

ndytteessa

Analyysitulokset 39,2 sec 37,7 sec - - -

Ero % verrattuna 0% 3,8% - - -
nollandytteeseen

Lipemiahalytys 0 2 4 5 -
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KUVA 4. Tulosraportti korkean APTT:n ndytteesta triglyseridipitoisuuden ollessa 4,0 mmol/I

Hemolytic Sample
Icterous Sample
Lipemic Sample

21% 34.0 41% 36.7
22% 34.2 42% 36.8
23% 34.3 43% 36.9
24% 34.5 44% 37.0
25% 34.7 45% 37.1
26% 34.8 46% 37.3
27% 35.0 47% 37.4
28% 35.1 48% 37.5
29% 35.2 49% 37.6
30% 35.3 ->  50% 37.1
31% 35.5 51% 37.8
32% 35.6 52% 37.9
33% 35.7 53% 38.1
34% 35.9 54% 38.2
35% 36.0 55% 38.3
36% 36.2 56% 38.4
37% 36.2 57% 38.5
38% 36.4 58% 38.7
39% 36.5 59% 38.7
40% 36.6 60% 38.9
11

(Siemens Sysmex CS-2100i/ Islab 2015).
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admin : administrator

F
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Result

APTT FSL"sec * 31.7 sec

Evaluation Info.

bH_point_time 11.4

bH 1403

End_point_time 56. 1

dH 1045

Coag. % 50

doD 0. 5932

Measurement Info.

Temperature 37.0

Channel No. 7

Management ID 5250

Dilution Ratio 1.1

Reagent Lot APTT FSL 547440
CaCl2 539494

120 [sec]Elapsed Time APTT FSL 43

caCl2 16

Hem Detection Level 0
lct Detection Level *
Lip Detection Level 2
Vol Detection Level 59.0

61% 39.0 81% 4.4
62% 39,1 82% 4.7
63% 39.3 83% 43.0
64% 39.4 84% 43.2
65% 39.6 85% 43.5
66% 39.7 86% 43.8
67% 39.9 87% 44, 1
68% 0.0 88% 445
69% 40. 1 89% 448
70% 40.2 90% 45.3
7% 40.4 91% 45.8
72% 40.6 92% 46.3
3% 40.8 933 46.9
8% 41.0 94% 47.6
75% 41,1 95% 48.3
76% 4.3 96% 493
% 41.6 97% 50. 6
78% 4.7 98% 52. 1
79% 419 99% 53. 6
80% 42,1 100% 56.2

2015/11/11 11:51
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lct Detection Level *
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Evaluation Data Vol Detection Level 58.7

1% 11.6 21% 18.8 41% 30.2 61% 36.3 81% 40.2
2% 11.8 22% 19.3 42% 30.8 62% 36.5 82% 40.3
3% 12.2 23% 19.7 43% 31.3 63% 36.7 83% 40.6
4% 12.5 24% 20.2 44% 32.0 64% 36.9 84% 40.8
5% 12.8 25% 20.8 45% 32.5 65% 37.0 85% 41.1
6% 13.1 26% 21:1 46% 32.8 66% 31.2 86% 41.4
1% 13.4 27% 21.5 47% 33.2 67% 37.3 87% 41.8
8% 13.9 28% 22.2 48% 33.5 68% 37.6 88% 42.1
9% 14.2 29% 22.8 49% 33.8 69% 31.7 89% 42.3
10% 14.5 30% 23.1 ->  50% 34.0 70% 37.9 90% 42.8
1% 14.8 31% 23.9 51% 34.2 n% 38.1 91% 43.1
12% 16.2 32% 24.3 52% 34.5 12% 38.3 92% 43.5
13% 15.7 33% 24.9 53% 34.7 73% 38.4 93% 44.0
14% 16.1 34% 25.6 54% 34.9 4% 38.7 94% 4.7
15% 16.4 35% 26.0 55% 35. 1 15% 38.8 95% 45.2
16% 16.8 36% 26.8 56% 35.3 76% 39.0 96% 45.9
17% 17.3 37% 21.5 57% 35.5 17% 39.2 97% 46.7
18% 17.6 38% 28.2 58% 35.7 78% 39.5 98% 48.0
19% 18.0 39% 28.9 59% 35.9 79% 39.6 99% 49.0
20% 18.2 40% 29.3 60% 36. 1 80% 39.9 100% 50.7
12083/01-65 buiid 10 1/1 2015/11/11 11:52

KUVA 5. Tulosraportti korkean APTT:n ndytteesta triglyseridipitoisuuden ollessa 7,0 mmol/I
(Siemens Sysmex CS-2100i/ Islab 2015).
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9 POHDINTA

Tutkimuksen suoritus onnistui kokonaisuudessaan hyvin. Aikataulutus piti melkein koko tut-
kimusprosessin ajan. Loppua kohden tuli pienid vastoinkdymisia kirjallisen tuotoksen laati-
misessa. Teoriaosuuden kirjoituksessa haastavaa oli ajantasaisten lahteiden I6ytaminen.
Vanhempia lahteita kaytettiin perustellusti ja niista valikoitiin vain niin sanotusti luotettavia
tieteenalojen perusteoksia, joissa tieto ei todenndkdisesti ole vanhentunutta. Artikkeleiksi
valittiin niin uusia kuin mahdollista, joten niista saatiin teoriaosuuteen luotetavuutta ja tuo-
retta ndkdkulmaa. Teksissa pyrittiin kdyttdmaan useita eri lahteitda. Myds ulkomaisten artik-
kelien l6ytaminen tasta aihealueesta oli vaikeaa. Kuitenkin ne artikkelit, mita I6ydettiin oli-
vat erittdin hyvid, koska ne olivat ajankohtaisia ja uusia. Muutamassa artikkelissa oli jopa

kdytossa sama analysaattori kuin tassa tutkimuksessa.

Pitoisuussarjat tehtiin niin, ettd pitoisuudet saatiin vastaamaan haluttuja arvoja. Esimerkiksi
lipeemiset naytteet testattiin viela Cobas c501 —analysaattorilla luotettavuuden varmista-
miseksi. Tuloksen tuli olla lahellad pitoisuussarjojen teko-ohjeen (LIITE 1.) haluttuja arvoja
ja tama myds toteutui halutulla tavalla. Pitoisuussarjojen mittaukset onnistuivat hyvin ja
tulosraportit olivat selkeat. Tuloksista naki hyvin, ettd ne olivat johdonmukaisia ja vastasi-
vat odotuksia. Niista naki, miten selkeasti esimerkiksi hemolysaatin lisddntyminen vaikutti
hemolyysihdlytykseen ja muihin laskettuihin arvoihin, kuten eroon verrattuna nollanayttee-
seen. Saaduista tuloksista saatiin koottua hyvin havainnollistavat ja helposti luettavat taulu-
kot. Tutkimuksessa kaytettiin APTT —maaritystd, koska se on hyytmistutkimuksista herkin
hemolyysille ja lipemialle. Tamakin lisasi osaltaan tutkimuksen onnistumista. Tulosten poh-
jalta saatujen halytysarvojen on tarkoitus helpottaa laboratoriotydntekijoiden tyéta niin,
etta heidan ei tarvitse enaa tarkistaa hyytymisnaytteita visuaalisesti hemolyysin ja lipemian

varalta vaan kone suorittaa ndytteen laadun tarkistamisen nailta osin.

Tutkimuksen luotettavuutta heikensivat muutamat seikat. Jalkikateen mietittyna rinnakkais-
ten naytteiden kdyttaminen olisi lisannyt merkittavasti luotettavuutta ja verrattavuutta. Pi-
toisuussarjoissa kaytettyja pitoisuuksia olisi pitényt olla enemman. Esimerkiksi hemolyysi-
sarjassa 1,0 g/l ja 2,5 g/l valissa olisi pitanyt olla muutama pitoisuus lisaa. Nain olisi pitanyt
olla Iapi koko hemolyyttisten ja lipeemisten pitoisuusarjojen. Nain olisimme saaneet selke-
amman kuvan siita, mihin kohtaan halytysraja asettuu. Toisaalta tutkimuksessa kaytetyt
ohjeet olivat tulleet kemistiltd, joten niitd ei osattu kyseenalaistaa ennen tutkimusta. Olete-
taan kuitenkin, etta halytysrajojen ei tarvitse olla niin tarkkoja vaan pienta hajontaa salli-

taan.
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Opinnaytety6 opetti yhteisty6- ja ongelmanratkaisutaitoja. yhteistyd ryhman kesken toimi
erittdin hyvin. Kokonaisuudessaan ty6ta oli paljon ja aikataulujen yhteensovittaminen seka
tyon etenemisen suunnittelu oli haastavaa. Opinndytetydn edetessa aihealueen teoriatie-
don sisdistaminen ja oppiminen syventyi. Opinndytetydn tekeminen vahvisti myts ammatil-
lista osaamista. Tyota tehtiin paljon itsendisesti ja useiden tydvaiheiden pohdinta ja eteen
tulleiden ongelmien ratkaiseminen ryhmaldisten kesken antoi varmuutta siita, etta kaikilta
|6ytyy ammatillista osaamista jo ennestdan ja uuden tiedon mydta sen maara on vain kas-

vanut.

Tydn tavoite oli saatujen tulosten kayttédminen koko Islabin alueen laboratorioissa. Kuiten-
kin muutamien seikkojen, kuten esimerkiksi rinnakkaisten puuttumisen ja pienien nayte-
madrien vuoksi tutkimuksen tuloksia ei voidan yleistaa ja kayttda ndin laajasti. Tasta tutki-
muksesta saatujen tulosten pohjalta voitaisiin kuitenkin tehda esimerkiksi jatkotutkimus

hieman suuremmalla ndytemaaralla.

9.1 Tutkimuksen luotettavuus ja ammattietiikka

Opinndytetyota tehdessa toimittiin tyon jokaisessa vaiheessa ammattietiikkaa noudattaen.
Luvat tutkimuksen tekoon saatiin Islabilta. Potilaslaissa ei kielletd kayttamasta naytteita tut-
kimustarkoitukseen. Naytteista ei tullut missaan vaiheessa tutkimusta potilastiedot esille,
vaan niita kasiteltiin tdysin nimettdmina. Henkilétiedon maaritelma ei tayty ihmisesta ote-
tuissa naytteissa, koska henkiléon liittyvaa tietoa ei ole itse naytteissd, nain henkilbtieto-
laissa on maaritelty. (Maenpaa 2012, 22, 28.)

Analytiikan kannalta mahdollisia virhelahteita ovat muun muassa tasoltaan huono mittaus-
menetelmd, vadranlainen tekniikka, viallinen laite, ndytteenoton virheet ja ndytteen vaara
kuljetus- ja sailytyslampdtila. Tarkkuus ja spesifisyys voivat vaihdella laitteiden valilla, mika
vaikuttaa tuloksiin. Taman vuoksi on tarkeaa kiinnittdd huomiota laitteiden kuntoon ja ana-
lyysien tasoon. (Penttilad 2004, 36.)

Laissa (101/2001) on saados, etta ihmisen elimid, kudoksia seka soluja saa kayttaa vain
|aaketieteellisissa tutkimuksissa seka opetuksessa terveydenhuollon yksikdn luvalla, jonka
toimintaa varten nayte on otettu. Henkiltietoja ei kasitelld naytteita kdytettaessa. (Laki
ihmisen elimien, kudoksien ja solujen ladketieteellisesta kaytosta 2.2.2001/101.)
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Tutkimuksessa toimittiin totuudenmukaisesti, inhimillisesti ja arvoperustaisesti. Tutkimuk-
sen tarkoituksena oli [6ytaa totuus eri tieteenaloilla niille hyvaksytyilla toimintatavaoilla.
Hyvassa tieteellisessa tutkimuksessa taytyy noudattaa tieteelliselle tutkimukselle ominaisia
toimintatapoja eli tarkkuutta, huolellisuutta ja rehellisyytta. Tutkimuksessa raportoitiin, ar-
vioitiin, tutkittiin ja hankittiin tietoa tieteellisesti ja eettisesti oikein. Tulokset julkaistiin avoi-
mesti ja muiden tutkijoiden aikaisemmat ty6t huomioitiin arvostavasti. Tutkimuksen tausta,
yhteistydkumppanit ja rahoituslahteet on ilmoitettu. Tutkimuksessa vastuu etiikasta on ollut
tutkimuksen tekij6illa. (Leino-Kilpi ja Valimaki 2014, 361, 364-365.)
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LIITE 1. PITOISUUSSARIOJEN TEKO-OHJEET

KYS 13.1.2016

Kliinisen kemian osasto

HEMOLYYSIN JA LIPEMIAN VAIKUTUKSET SYSMEX CS-2100i HYYTYMISANALY-
SAATTORILLA TEHTAVIIN TUTKIMUKSIIN

LIPEMISEN SEERUMI-/PLASMANAYTTEEN VALMISTAMINEN:
Intralipid-valmiste valmistajan mukaan:

1g triglyserideja vastaa 5ml Intralipid:ia 200mg/ml infuusionesteessa
= 0,2g TRIGLY/ml Intralipid > 200g/I

1g triglyserideja vastaa 1,13 mmol TRIGLYa

> Intralipid-liuoksessa on 226 mmol TRIGLY/I

Kaytanndssa mitattu triglyseridipitoisuus on n. 2 kertaa korkeampi, mikd johtunee Intralipid:n mukana
lisattavista muista rasvoista, kuten glyserolista, joita Intralipid:ssa on 22 g\l. Sen vuoksi teoreettisen pitoi-
suuden sijasta tehdaan kaytanndn kokemukseen perustuva laimennossarja. Lopullinen pitoisuus tarkaste-
taan pooleista mittaamalla triglyseridipitoisuus.

Pitoisuussarja (aiempaan kokemukseen perustuva):

Triglyseridi-pitoisuus | Intralipid-liuos (l) 0,9 % NaCl (1) Pooliseerumi (ml)
n. 1 mmol/I 0 33 0,630
n. 4 mmol/I 4 29 0,630
n. 7 mmol/I 8 25 0,630
n. 12 mmol/I 16,5 16,5 0,630
n. 22 mmol/I 33 0 0,630
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HEMOLYSAATTILIUOKSEN VALMISTUS (HB-PITOISUUS 200g/l):

Otetaan yksi pussi punasoluja ja sentrifugoidaan ne. Poistetaan plasma, jonka jalkeen punasolut pakaste-
taan -20 C yon yli. Jaadyttaminen hemolysoi punasolut. Pakastamisen jdlkeen punasolut sulatetaan ja
sentrifugoidaan 2000 g, 10 min.

Mitataan hemolysaatin hemoglobiinipitoisuus Advia- verisoluanalysaattorilla. Jos Hb on yli 200 g/I, laske-
taan seuraavalla kaavalla lisattavan veden maara:

V2 = C1x V1
(07)

C1= mitattu hemolysaatin hemoglobiini
C2= haluttu Hb-pitoisuus = 200 g/I
V1= hemolysaatin pitoisuus ennen veden lisaysta

V2 = lisattava vesimaara

Tarkistetaan hemolysaatin Hb-pitoisuus Advialla.

Mikali Hb on alle 200 g/I, lisdttédvan veden maara lasketaan seuraavalla kaavalla:

Vi= Cix\2
G

Ci= haluttu hemoglobiini pitoisuus (g/I), esim. 5,0 g/I
C,= mitattu vakevan hemolysaatin Hb-pitoisuus (g/I)
V1= pipetoitavan hemolysaatin tilavuus (pl)

V.= laimennetun hemolysaatin lopullinen tilavuus (esim. 2000 pl)

Esim. Hemolysaatin pitoisuus= 180 g/I
Laimennetun hemolysaatin lopullinen tilavuus = 2000 pl

Haluttu hemoglobiinipitoisuus = 5,0 g/I

V1= 5,0 g/l x 2000 pl = 55,6 pl
180 g/I




Hemolyyttisen pitoisuussarjan valmistaminen:
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Hb-pitoisuus Hemolysaatti (pl) 0,9 % NaCl (ul) Pooliseerumi (ml)
0 g/l 0 100 0, 475
0,549/l V1/10 100 - V1/10 0,475
1,0 g/I V1i/5 100 - Vi/ 5 0,475
2,5 g/l Vi/2 100 - V1/2 0,475
5,0 g/l Vi 100 - V1 0,475
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LIITE 2. INTRALIPID —VALMISTEEN TIEDOT

Intralipid

Baxter

ClinOleic 200 mg/ml (20 %)
Infusioneste, emulsio iv.
Lot/eranro: 11K15N33

Vaikuttava-aine per 100 ml:

Olivae oleum raffin. (ca 80 %) et soiae oleum raffin. (ca 20 %) 20,00 g
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LIITE 3. SYSMEX CS2100I-HYYTYMISANALYSAATTORIN REAGENSSIT

APTT-reagenssit

1. Dade® Actin® FSL Activated PTT Reagent (ref B4219-1, Siemens Health Care Diagnostic
Products GmbH)
2. 25 mmol/I CaCl; Solution (10x15 ml Siemens, ref ORHO37)

AntiFX-a-reagenssit

Coamatic Heparin, Chromogenix, n:o 82339363, Mediq Suomi Oy
1. S-2732:R1

2. Factor XA: R2

3. Aqua (MilliQ)



46 (48)

LIITE 4. TUTKIMUSLUPA

o

* ITA-SUOMEN LABORATORIDKESKUKSEN TUTKIMUS JA 1(3)
LIKELAITOSKUNTAYHTYMA OPINMAYTETYOLUPA HAKEMUS
Mro /20

Cupahakemukssen litetd@n tutkimussuunnitelma, aineiston keruulomakkeet saatekifeineen ja
rahoitussuunnitelma.  Jos  tutkimus- tai  opinndylefyossd  kasitelldén  ISLABIn  yhiaistyo-
/asiakasorganisaatividen toimintaa haetaan lupa mytis heiltd.
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ITA-SUQMEN LABORATORIOKESKUKSEN  TUTKIMUS JA

LIKELAITOSKUNTAYHTYMA

OPINMAYTETYOLUPA HAKEMUS

[ annattu
Toimikunta

[ annethu

[ anmetu

[ annetiu

Tutkimuseettizen toimikunnan lausunbe

[ kdsittalyssd [ ei ole haattu

Mk MO keskusiell asiasta Susanna Luukkosan kanssa.
Koska opinndybelutkimuksen lekeminen e edelytd enllisti
ndytteanofioa potileasta, vean tydssd kdytetidn yigdma
nélyiteitd, e tardta ikimusesttisan oimikunnan lausuntoa.
Lisaksi tehidvd opinndyiatyd on  ISLABIn  menelaimd
keshityshydia.

Toimitusjohtajan lupa rekisteritutkimuksia varien

[ kasittehyssd [ ei ole hawtiu

STM:n lupa rekisteritutkimuksia varten

[ kisitelyssd [ el ole hasttu

Aluelaboratorion johtajan lupa laboratorion teimintaa ja henkilikuniaa
koskevia tulkimuksia varten

[] késitteiyass [ &l ole hasttu

Muu lupa (mikdl mista)
annattu | | kiisittalyssi

Lausunto
nng

pvm

pwm

pvm

ALLEKIRJOITUS JA SITOUMUS

Allakirjoittanest tutkijat sitosuvat noudattamaan ISLABIn ohjeita, sairaalan yleisid sadntdjh sekd salassapllo- ja
vaitiolowehmllisuutta ja |Bhetiémadn tutkimusraportn ykelhkddn, jossa futkimues on tehty sekd luvan mydntdjEibe.
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Mimen selvannys

Mirnen selvenmys

TUTKIMUKSEN /| OPINNAYTETYON
OHJAAJAT

e

Caoite, puhelin, s-post

Omjaajan atekinoitus Ohjaajan alekioitus
Herko Biarn |
Mimen selvennys Mirmen Selvenmys

Osaoite, puhalin, s-posti

Mislab



48 (48)

ITA-SUOMEN LABORATORIOKESKUKSEN TUTKIMUS JA 3
LUKELAITOSKUNTAYHTYMA OPINNAYTETYOLUPA HAKEMUS
PAATOS

ﬁ Myonndn tutkimusiuvan

1 [0 Mydnnan tutkimusluvan, mutta ennen tutkimuksen aloittamista tutkimuksele tulee hakea tutkimuseettisen toimi-
kunnan lausunto / tolmitusjohtajan lupa rekisteritutkimuksia varten / STM:n lupa rekisteritutkimuksia varten /
muu lupa, mika

E.f Alueiaboratorion johtajan lupa; piitds nro
Toimitusjohtajan lupa; p&stos nro 1 /2016
]
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Allekirjoitus Toinitusihtala
§ \abaratoriokeskuksen
Nimen selvennys
Yhteyshenkild ISLAB:ssa/ Yhteistydorganisaatiossa (luvan myontija nimeaa)

Mikko Mattd, sairaalakemisti ISLAB/Kuopion aluelaboratorio/Puijo
Nemi Tybyksikkd
mikko.matto@istab.fi 044.7178981
S-posti Puhelin
LITTEET [ Tutkimussuunnitelma sivua
[ Raholtussuunnitelma sivua
[ Muita liitteitd sivua
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