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Sentrifugointi on kliinisen kemian laboratorioissa oleellinen preanalyyttinen vaihe.
Sentrifugoinnilla verindytteisté erotellaan veren eri osat toisistaan ja tavoitteena on saada
aikaan mahdollisimman véhasoluinen seerumi tai plasma. Suuri osa kliinisen kemian
maadrityksista tehddén seerumista tai plasmasta ja mita puhtaampia ne ovat, sité luotetta-
vampia analyysituloksia saadaan.

Tutkimuksen aihe saatiin Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikolta.
Opinndytetyon tavoitteena oli tutkia, onko mahdollista lyhentad toimintayksikossé kay-
tossé oleva 10 minuutin sentrifugointiaika 5 minuuttiin natriumsitraattiputkia ja litiumhe-
pariinigeeliputkia kdytettdessa ja siten nopeuttaa naytteiden l&pimenoaikoja. Tutkimuk-
sen tarkoituksena oli verrata 5 ja 10 minuutin ajan sentrifugoitujen verinaytteiden plas-
masta eroteltujen pinta-, keski- ja pohjafraktioiden puhtautta mittaamalla niiden trombo-
syyttipitoisuudet.

Tutkimus toteutettiin kvantitatiivisena- eli madrallisena tutkimuksena. Kokeellisen osuu-
den tutkimusmateriaali koostui 160 verindytteestd, joista 80 oli otettu natriumsitraattiput-
keen ja 80 litiumhepariinigeeliputkeen. Molempien putkityyppien néytteista 40 naytetta
sentrifugoitiin 5 minuuttia ja 40 naytettd 10 minuuttia, Thermo Scientific SL 40R-sentri-
fugilla 2500 g:n suhteellisella sentrifugaalivoimalla. Jokaisen sentrifugoidun néytteen
plasma pipetoitiin manuaalisesti kolmeen fraktioon, joista mitattiin trombosyyttipitoisuus
Sysmex XE-5000-verenkuva-analysaattorilla. Tulokset késiteltiin IBM SPSS Statistics-
analysointiohjelmalla ja Microsoft Excel taulukkolaskentaohjelmalla.

Tuloksista selvisi, ettd plasman trombosyyttipitoisuudet olivat pa&saéntoisesti pienimmat
pintafraktioissa ja maarét nousivat pohjafraktiota kohden riippumatta sentrifugointiajasta
ja putkityypistd. Molempiin putkityyppeihin jai trombosyytteja selvésti enemman 5 mi-
nuutin kuin 10 minuutin sentrifugoinnilla. Pintafraktioiden trombosyyttipitoisuuksia tar-
kasteltaessa, 5 ja 10 minuutin sentrifugoinnin erot olivat tilastollisesti erittain merkitsevia
molemmissa putkityypeissa. Tuloksista voitiin vetéé se johtopaatos, ettd verindytteiden
nykyisin kaytossa olevaa 10 minuutin sentrifugointiaikaa ei voi lyhentdd 5 minuuttiin
kéytettdessd natriumsitraattiputkia ja litiumhepariinigeeliputkia eikd lapimenoaikoja
saada néin nopeutettua.

Asiasanat: sentrifugointi, trombosyyttivapaa plasma, l&pimenoaika
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Centrifugation is an essential pre-analytical step in clinical chemistry laboratories. By
centrifugation, blood samples are separated into different blood components. The goal is
to achieve as low-cellular serum or plasma as possible. Most of the clinical chemistry
assays are made of serum or plasma, and it depends on their purity, how reliable the ana-
Iytical results will be.

The topic of the study was received from the Clinical Chemistry Unit at Seingjoki Central
Hospital. The aim of the thesis was to research whether it is possible to shorten the 10
minutes centrifugation time in the Clinical Chemistry Unit for 5 minutes using sodium
citrate tubes and lithium heparin gel tubes and thereby accelerate sample turnaround
times. The purpose of the study was to compare the purity of the surface, middle and
bottom fractions separated from the plasma of centrifuged blood samples for 5 and 10
minutes by measuring their platelet count.

The study was carried out as a quantitative study. The experimental part of the study
material consisted of 160 blood samples, 80 of which were taken on a sodium citrate tubes
and 80 lithium heparin gel tubes. From the samples of both type of tubes, 40 samples
were centrifuged for 5 minutes and 40 samples for 10 minutes using a Thermo Scientific
SL 40R centrifuge at 2500 g of relative centrifugal force. The plasma of each centrifuged
sample was manually pipetted into three fractions of which the platelet count was meas-
ured with the Sysmex XE-5000 Blood Analyzer. The results were processed using the
IBM SPSS statistical analysis software and the Microsoft Excel spreadsheet program.

The results showed that the plasma platelet count mainly was at its lowest in surface frac-
tions and the amounts ascended towards the bottom fractions, regardless of the centrifu-
gation time and the tube type. It remained significantly more platelets after 5 minutes
centrifugation compared with 10 minutes centrifugation in both tube types. The differ-
ences between 5 and 10 minutes centrifugation time were statistically very significant in
both tube types when focusing on the platelet count in the surface fractions. The findings
indicate that it is not valid to shorten the 10 minutes centrifugation time to 5 minutes using
sodium citrate tubes and lithium heparin gel tubes. Thereby, the turnaround time cannot
be accelerated.

Key words: centrifugation, platelet free plasma, turnaround time



SISALLYS

JOHDANTO ..ottt e et stestenbeareeneens 5
VEREN OSAT .ottt bbb 7
VERINAYTEPUTKET ..ottt eseeae e es st en st 9
3.1 PUtKIMALErTAAlIT ... .cveeeecieceee e e 9
3.2 PULKIEN TISAAINEET ........oiviiiiiiiicieee e 10
4 SENTRIFUGOINTI c.oouiiieicce et 13
4.1 Verinaytteiden kasittely ennen sentrifugointia .........cccccoeevveieninneenns 13
4.2 Sentrifugin toiMiNtaperiaate ............cceveereiiieiieie e 14
5 LAPIMENOAIKA KLIINISESSA LABORATORIOSSA ........cccoevevrerernnn 16
6 VERISOLUJEN KONEELLINEN LASKENTA ..ottt 18
7 OPINNAYTETYON TAVOITE, TARKOITUS JA ONGELMAT ............... 20
8 TUTKIMUSMENETELMA ......cooioieieeeeceeeeeeeeee et 21
9 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS ..ottt 23
10 TULOKSET JA JOHTOPAATOKSET ...cocvvieceeteieeeeciee e 27
10.1 Fraktioiden trombosyyttipitoiSUUEL............ccvviieiiniiieee e 27
10.2 Fraktioiden trombosyyttipitoisuuksien keskiarvot...............ccccocvvvnnnnnne 30
10.3 Pintafraktioiden trombosyyttipitoisuudet ............ccccoceeveviieiiiie i, 31
10.4 T-teStEeN tUIOKSEL.........ceeeeeceee e 33
10.5 JONTOPEELOKSEL ..ot 34
11 POHDINTA ettt sttt ettt bbb sbesnenneas 36
11.1 Tutkimuksen objektiivisuus, eettisyys ja luotettavuus ............c.ccccevenee. 36
11.2 Jatkotutkimusaiheet ja OpiNNAYLEtYOPrOSESSI ........vvvvrieeieieieriesie e 37
LAHTEET ..ottt ettt sttt s e 40

LI T TEET e 43



1 JOHDANTO

Useimmat verindytteet, joista tehddén erilaisia tutkimuksia kliinisen kemian laboratori-
oissa, taytyy sentrifugoida ennen analysointia (Minder ym. 2011, 1). Sentrifugointi on
tarked preanalyyttinen vaihe, jonka tarkoitus on erottaa verisolut ja muut verenosat see-
rumista tai plasmasta, joista kulloinkin tarvittavien analyyttien méaritykset tehdaan. See-
rumiin tai plasmaan sentrifugoinnin jalkeen mahdollisesti jaaneet solut voivat haitata joi-
denkin analyyttien mittaamista ja siksi on tarkeéd, etta sentrifugointi onnistuu mahdolli-
simman hyvin. Esimerkiksi plasmaan jadneet trombosyytit eli verihiutaleet voivat nostaa
virheellisesti muun muassa kaliumin tai laktaattidehydrogenaasin pitoisuuksia. (Dimeski,
Solano, Petroff & Hynd 2011, 218.) Sentrifugoinnin onnistumiseen vaikuttavat kéytettava
suhteellinen sentrifugaalivoima (RCF, relative centrifugal force) eli g-arvo, lampétila ja

sentrifugointiaika (Minder ym. 2011, 1).

Ehdotus opinndytetyon aiheeksi saatiin Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian toi-
mintayksikosta ja opinnaytety0 tehdaan yhteistydssa toimintayksikon kanssa. Toimin-
tayksikoll& on tarve tallaiselle tutkimukselle ja aihe valittiin, koska se on kdytdnnonlahei-
nen ja riippuen tutkimuksesta saatavista tuloksista, niill4 on todellista merkitysta labora-

torion rutiinikéytantdihin. Aiheesta on olemassa melko véhén tutkimuksia.

Talla hetkelld Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikssa verindytteet
sentrifugoidaan 2500 g:n sentrifugaalivoimalla 10 minuutin ajan 20 °C lampétilassa.
Opinnaytetyossa tarkastellaan, miten sentrifugointiajan muutos 10 minuutista 5 minuut-
tiin vaikuttaa naytteiden plasman trombosyyttipitoisuuteen natriumsitraattiputkissa ja li-
tiumhepariinigeeliputkissa. Tutkimus rajataan néihin kahteen putkityyppiin, silla kyseisia
putkia kéytetddn eniten monien péivittaisten kliinisen kemian analyysien tekemiseen
(Kultti, 2017). Sentrifugin lampdétila (20 °C) ja g-arvo (2500 g) pidetdan tutkimuksessa
koko ajan samoina. Opinndytetyon tarkoituksena on selvittdd, saadaanko 5 minuutin
sentrifugointiajalla puhdasta plasmaa. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
mukaan sentrifugointi on onnistunut ja plasma puhdasta, jos trombosyyttien maaré on
pienempi kuin 10 000/pl (Sultan 2010, 234). Tutkimuksessa trombosyyttipitoisuudet mi-
tataan 5 ja 10 minuutin ajan sentrifugoitujen verindytteiden plasman pinta-, keski- ja poh-

jafraktioista eli eri kerroksista. Mittauksissa keskitytddn trombosyytteihin, koska ne ovat
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veren osista pienimpié ja kevyimpid, ja on todennakdista, ettd ne erottuvat sentrifugoin-
nissa viimeisina (Perez ym. 2013, 309). Mikali sentrifugointiaikaa voitaisiin lyhentdd 10
minuutista 5 minuuttiin, se nopeuttaisi naytteiden lapimenoaikoja ja siten myos tulosten
valmistuminen seka potilaiden diagnosointi ja hoidon aloitus nopeutuisivat. L&pimeno-
aika (TAT, turnaround time) on laboratorion laadun ja palvelun yksi tarkeimmista mitta-
reista. Se kuvaa aikaa, joka kuluu 1d&karin tekemésté laboratoriotutkimuspyynnosté val-
miisiin analyysituloksiin, joiden perusteella ladkari tekee potilaan hoitopéaatoksen. (Haw-
kins 2007, 179-180.)



2 VEREN OSAT

Verta on ihmisessa 7-8 prosenttia kehon painosta. Verenkierto yllapitaa elimiston koos-
tumusta, aineenvaihduntaa ja sisdisté tasapainoa, liséksi se turvaa koko elimistén solujen
hyvinvoinnin ja solunsisdiset toimintaedellytykset. Veren tehtavana elimistdssa on kul-
jettaa happea, hiilidioksidia, ravintoaineita, kuona-aineita, rakennusaineita seka hormo-
neja ja muita viestiaineita. Veren muita tarkeita tehtavia ovat elektrolyyttipitoisuuksien
ja osmoottisen paineen saately seka happo-emas-tasapainon saately ja yll&pito. Veri osal-
listuu myds immuunipuolustukseen ja lammon séételyyn seka kuljetukseen. (Leppéluoto
ym. 2015, 123-124; Sand ym. 2011, 316.)

Veri muodostuu verisoluista ja verisolujen nestemaisesta véliaineesta eli plasmasta. Ve-
risoluja ovat erytrosyytit eli punasolut, leukosyytit eli valkosolut ja trombosyytit eli veri-
hiutaleet. Verisoluista on erytrosyytteja yli 90 prosenttia ja niiden tehtdvé on kuljettaa
happea ja hiilidioksidia. Leukosyytteja ovat neutrofiilit, eosinofiilit, basofiilit, lymfosyy-
tit ja monosyytit ja ne ovat valttamattomia elimiston puolustusjarjestelméssa. Trombo-
syytit ovat keskeisessd osassa hemostaasissa eli verenvuodon tyrehdyttamisessa. (Leppa-
luoto ym. 2015, 124, 132; Sand ym. 2011, 316-317, 325.) Taulukosta 1 ndhd&én elimiston
veren solujen jakauma, esimerkiksi trombosyytteja on veressa 40-50 kertaa enemmaén

kuin valkosoluja (Leppaluoto ym. 2015, 127).

Taulukko 1. Veren soluméaéarat (Leppéluoto ym. 2015, 127, muokattu)

SOLUTYYPPI MAARA YKSIKKO
ERYTROSYYTTI 3,9-5,7 102/
LEUKOSYYTTI 3,4-82 1091
TROMBOSYYTTI 150-360 109/

Verisuonistossa virratessaan veren solut jakaantuvat tasaisesti plasmaan. Plasma on [&-
pindkyvéd, vaaleakellertdvaa nestettd, joka koostuu padosin vedesta ja siséltda veren paa-
asialliset aineosat. Plasma siséltda vesiliukoisia aineita kuten elektrolyyttejd, ravintoai-
neita, hormoneita ja rasvoja. Liséksi plasmassa on noin 7 prosenttia plasmaproteiineja eli
valkuaisaineita. Plasmaproteiineja ovat albumiini, globuliinit ja fibrinogeeni. Albumiini
on muiden molekyylien kantajaproteiini, johon sitoutuu elimistdn aineenvaihduntatuot-

teet ja sen osuus plasmaproteiineista on noin 60%. Globuliinit muodostavat noin 40 % ja
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fibrinogeenit noin 4 % plasmaproteiineista. Plasmaproteiinit osallistuvat veren hyytymi-
seen, puskuroivat happo-emas-tasapainoa ja yllapitavat kolloidiosmoottista painetta. Im-
munoglobuliinit sitovat bakteereja ja viruksia. Soluaineenvaihdunnassa voidaan hyédyn-
tdd plasmaproteiinien osasia eli aminohappoja. Seerumissa eli veriherassa on muuten
sama koostumus kuin plasmassa, seerumista puuttuu ainoastaan veren hyytymistekijat ja
fibrinogeeni. Kliinisiin laboratoriotutkimuksiin voidaan kéyttaa joko kokoverta, plasmaa
tai seerumia. (Leppaluoto ym. 2015, 123-126; Sand ym. 2011, 316.)



3 VERINAYTEPUTKET

Yleisimmin kéytetyt verindyteputket ovat vakuumiputkia, jotka ovat kooltaan 75-100
mm pitkid, 13 mm halkaisijaltaan ja niihin voidaan ottaa 2-10 ml kokoverta (Bowen &
Remaley 2014, 32). Vakuumiputkien sisalla on alipaine, joka imee suonesta neulan kautta
putkeen automaattisesti ennalta maaritellyn maarén verta. Vakuumitekniikan kayttd on
turvallista, koska veri liikkuu suljetussa jarjestelméssa ja ndytteenottajan riski altistua ve-
riroiskeille on vahainen. (Tuokko 2014, 27.)

3.1 Putkimateriaalit

Vakuuminayteputket kehitettiin 1940-luvulla, jolloin ne valmistettiin lasista. Nykyisin I&-
hes kaikki kéytdssa olevat vakuumiputket ovat muovia, joka syrjaytti lasin putkimateri-
aalina 1990-luvulla. Yleisimmin putkissa kaytetyt muovilaadut ovat polyetyleeniteref-
talaatti (PET) ja polypropeeni (PP) tai ndiden kahden muovin yhdistelmat. Korkkien ma-
teriaaleina kaytetddn mm. polyeteenid, polypropeenia ja butyylikumia. (Bowen & Rema-
ley 2014, 31-33.)

Lasiin verrattuna muoviputket ovat kdytdssa turvallisempia, koska ne eivat rikkoudu yhta
helposti ja siten vahentévét laboratoriohenkilokunnan altistumista veriroiskeille seké ve-
ressé& mahdollisesti oleville taudinaiheuttajille. Lisaksi muoviputket kestavét suurempia
sentrifugointinopeuksia, ovat kevyempid ja niiden havittdminen on helpompaa ja halvem-
paa kuin lasiputkien. Toisaalta muoviputket lapéisevat paremmin kaasuja, miké voi vai-
kuttaa mitattavien analyyttien pitoisuuksiin. Useissa tutkimuksissa, joissa on verrattu
muovi- ja lasiputkilla tehtyjen mééritysten tuloksia, on kuitenkin todettu, ett4 kaasunla-
paisevyydestd johtuvat erot muovi- ja lasiputkien valilla eivéat ole kliinisesti merkittavié.
(Bowen & Remaley 2014, 32-33.)
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3.2 Putkien lisdaineet

Néyteputkissa kéytetdan erilaisia lisdaineita, kuten antikoagulantteja eli hyytymisenesto-
aineita, hyytymisaktivaattoreita tai veren komponenttien erottelua helpottavia geeleja.
Néyteputkien korkit on varikoodattu, minka perusteella tiedetdan, mita lisdainetta kussa-
kin putkessa on. (Warekois & Robinson 2016, 120).

Tutkittaessa kokoverta tai plasmaa, verindyte otetaan antikoagulanttia sisaltavaan nayte-
putkeen, jolloin ndytteen hyytyminen saadaan estettyd. Seerumista tehtavia méaérityksia
varten nayte otetaan lisdaineettomaan putkeen tai hyytymista nopeuttavaa hyytymisakti-
vaattoria sisaltdvaan putkeen, ja veren annetaan hyytyd. (Matikainen, Miettinen & Was-
strom 2016, 78.)

Antikoagulantti on putkissa jauheena, nesteend tai sumutteena putken sisaseinamissé. Su-
mutteen etuna on sen hyytymisté estavan vaikutuksen alkaminen jo ennen kuin putkea
sekoitetaan. Tdma parantaa nédytteiden laatua ja siksi sumutteen kayttd onkin yleistynyt.
Jauheen kéytté antikoagulanttina on sen sijaan véhentynyt. Jauhe jaa helposti putken
korkkiin kiinni aiheuttaen kontaminaatioriskin, silla ndytteenoton yhteydessé jauhe saat-
taa siirtyd neulan mukana seuraavaan nayteputkeen. Ndyte on sekoitettava putkea kaan-
telemélla valittdmasti naytteenoton jélkeen, jotta antikoagulantti sekoittuu kunnolla ve-
reen. (Matikainen ym. 2016, 72, 74.) Sitraatti, hepariini, ja EDTA eli etyleenidiaminotet-
raetikkahappo ovat yleisimmat antikoagulantit (Bowen & Remaley 2014, 34).

Kéytetty antikoagulantti valitaan tehtdvan laboratoriotutkimuksen mukaan. Natriumsit-
raattia kaytetdan hyytymisaika- ja laskotutkimuksissa. Sitraattiputkissa oleva natriumsit-
raatti estad veren hyytymisen sitoutumalla veren kalsiumiin. Hepariinia kdytetdan useim-
miten plasmandytteissa, kuten kalium-, proteiini- ja kolesterolitutkimuksissa. Heparii-
nigeeliputkissa oleva litium- tai natriumhepariini estaa fibriinin muodostumisen fibrino-
geenista ja estaa siten veren hyytymisen. Hepariinia on ihmisen elimistdssa luonnostaan
ja se ei hemolysoi eli hajota erytrosyytteja, eiké vaikuta néytteen pH-arvoon. EDTA-put-
ket soveltuvat hyvin hematologisiin maarityksiin, joita ovat mm. perusverenkuva ja he-
moglobiinimaaritys, silld EDTA sdilyttd4 hyvin verisolujen muodon ja koon. EDTA est&é
veren hyytymisen sitomalla veresta kalsiumin. Glukoosiputkissa kaytetddn natriumfluo-
ridia estdmaan glykolyysia eli glukoosin hajotusta. Glukoosiputkissa on liséksi oksalaat-
tia tai EDTA:ta antikoagulanttina. (Matikainen ym. 2016, 78.)
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Seerumiputkiin lisatddn hyytymisaktivaattoria, joka nopeuttaa veren hyytymisté. Liséai-
neettomassa seerumiputkessa hyytyminen kestad noin 60 minuuttia, mutta hyytymisakti-
vaattoria siséltdvassa putkessa veri hyytyy jo 30 minuutissa. Hyytymisaktivaattoreina
kaytetdan usein lasi- tai silikapartikkeleita, jotka lisdavat trombosyyttiaktivaatiota. Par-
tikkelit kiinnitetadn yleensé putken sisapinnalle sumutteena. Naytettd on sekoitettava riit-
tavésti, jotta veri padsee kosketuksiin aktivaattorin kanssa ja hyytyminen kaynnistyy.
(Warekois & Robinson 2016, 119, 121.)

Hyytymisaktivaattorina voidaan kayttdd myos trombiinia, joka lisad valittomasti veren
hyytymistd. Trombiini on entsyymi, joka pilkkoo fibrinogeenia fibriiniksi. Tutkimuksen
tulokset saadaan nopeasti, koska hyytyma muodostuu jo viidessa minuutissa, jonka jal-
keen putki voidaan heti sentrifugoida. Trombiini saa aikaan taysin kirkkaan ja fibriinitto-
man seerumin. Tallaista putkea voidaan kéayttaa esimerkiksi kiireellisissa paivystysnayt-
teissa ja potilailla, joilla on antikoagulanttild&kitys. (Warekois & Robinson 2016, 121;
BD 2014, 13.)

Verindyteputkissa voi olla mukana geeli, joka helpottaa veren osien erottelua (Matikainen
ym. 2016, 78.) Geelina kéytetadn polymeerigeelid, jonka tiheys on pienempi verrattuna
soluihin, mutta suurempi verrattuna plasman ja seerumin tiheyteen. Kun vakuumigeeli-
putkessa olevaa naytettd sentrifugoidaan, geelin viskositeetti pienenee ja geeli muuttuu
nestemaiseksi. Geeli asettuu putken pohjalla olevan solukerroksen ja putken pinnalla ole-
van plasman tai seerumin véliin. Sentrifugoinnin jalkeen geeli kovettuu ja muodostaa ker-
rosten véliin lilkkumattoman ja kiintedn esteen, joka pitad veren osat erillaan. (Warekois
& Robinson 2016, 121; Bush & Cohen 2003, 308-309.)

Geeli estdd myos kontaminaatioita eri kerrosten valilla. Esimerkiksi hepariinigeeliput-
Kissa, joilla méadritetddn kaliumia, geeli estaa erytrosyyteista vapautuvan kaliumin péésyn
eroteltuun plasmaan. (Warekois & Robinson 2016, 121.) Liséksi geelill4 eroteltua ndy-
tettd voidaan analysoida, késitell& ja sdilyttaa alkuperdisessa putkessa, ilman erottelua uu-
teen putkeen. (Bush & Cohen 2003, 308). Vakuumiputkien geeli saattaa kuitenkin aiheut-
taa myo6s ongelmia analytiikkaan. Jotkut ladkeaineet ja analyytit voivat imeytya geeliin.
Seurauksena niiden konsentraatio pienenee plasmassa tai seerumissa, aiheuttaen virheel-

lisia analyysituloksia. Erytrosyytit voivat kulkeutua putken pohjalta geeliesteen ohi plas-
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maan tai seerumiin, jos geeli ei ole kiinnittynyt tarpeeksi tiukasti putken seinamiin. Gee-
listd voi myos irrota palasia tai vapautua jotakin haitallista ainetta, kuten silikoni6ljya,
naytteeseen ja ndma voivat vaikuttaa tuloksiin ja hairitd analysaattorin toimintaa. (Bowen
& Remaley 2014, 36-37.)

BD:n Vacutainer® Barricor™ plasmaputkessa on sisalla muovista valmistettu mekaani-
nen erottelija geelin sijaan. Verindytetta otettaessa erottelija on putken yl&osassa sellai-
sessa asennossa, etta veri paasee virtaamaan erottelijan lapi putkeen. Erottelija muodos-
tuu kahdesta osasta, jotka ovat tiheydeltdan erilaisia. Tall4 varmistetaan erottelijan aset-
tuminen aina oikeaan asentoon sentrifugoinnin aikana. Toinen osista on elastinen ja se
venyy sentrifugoinnin aikana, samalla kun erottelija laskeutuu alemmas putkessa. Erotte-
lijan ja putken siséseinamien véliin muodostuu avoimet kanavat, jotka pysyvét auki koko
sentrifugoinnin ajan. Kanavien kautta suurin osa soluista ehtii kulkeutua plasmasta put-
ken pohjalle. Kanavat sulkeutuvat vasta sentrifugoinnin loppuvaiheessa, kun sentrifugin
vauhti hidastuu. Talléin elastinen osa palautuu takaisin alkuperdiseen muotoonsa ja muo-

dostaa tiiviin esteen plasman ja solukerroksen vélille. (BD 2017a; 2017b.)

Barricor-putken avulla saadaan nopeasti puhtaita ja korkealaatuisia plasmanéytteita. Put-
kivalmistajan mukaan Barricor-putkelle riittd4 jopa kolmen minuutin sentrifugointiaika
ja 4000 g:n sentrifugaalivoima. Valmistajan sentrifugointisuositukset putkelle vaihtelevat
3-10 minuutin ja 1850-4000 g:n vélilla. Lyhyempien sentrifugointiaikojen ansiosta myds
naytteiden kasittelyajat lyhenevét ja lapimenoaikoja on mahdollista nopeuttaa. (BD
2017b; 2017c.) Mekaanisen erottelijan ansiosta Barricor-putkella saadaan puhtaampaa
plasmaa verrattuna plasmageeliputkeen. Barricor-putken plasmaan jaa sentrifugoinnin
jalkeen 55 % vahemman trombosyytteja kuin BD:n plasmageeliputkeen. Barricor-putken
erottelijasta ei irtoa yhta helposti artefaktoja plasmaan kuin geelista. (BD 2017d.) Lisaksi
erottelija on paallystetty aineella, joka est&a solujen tarttumisen erottelijan pintaan ja ana-
lyyttien imeytymisen erottelijan siséan (BD 2017D).
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4 SENTRIFUGOINTI

Laboratorioanalyyseja tehdaan kokoverestd, plasmasta ja seerumista. Verinaytteet kasi-
telld&n naytteenoton jalkeen kunkin néytetyypin vaatimalla tavalla. (Matikainen ym.
2016, 81.) Kun mé&éritys tehdaan kokoverestd, ndytetta ei tarvitse esikéasitell4 ennen ana-
lysointia. Suurin osa analytiikasta tehdadn kuitenkin plasmasta tai seerumista, jotka ero-
tetaan kokoveresta sentrifugoimalla. (Akerman 2014, 79.) Kun veri sentrifugoidaan ndy-
teputkessa, siité erottuvat veren eri osat kuvan 1 mukaisesti (Warekois & Robinson 2016,
103).

=\

Plasma

55% Water 90%
Solutes 10%

Leukocytes and

e -
>- thrombocytes

(platelets)

Formed

elements
45% Erythrocytes

\ )
KUVA 1. Veren koostumus (Warekois & Robinson 2016, 103)

4.1 Verinaytteiden kasittely ennen sentrifugointia

Seerumindytettd seisotetaan ennen sentrifugointia, kunnes putkeen muodostuu hyytyma.
Hyytymisen on tapahduttava taydellisesti, koska huonosti hyytynyt ndyte jatkaa hyyty-
mista vield sentrifugoinnin jalkeenkin, mik& hairitsee naytteen analysointia. Huoneen-
lampoinen nayte hyytyy 30-60 minuutissa. Viiledt naytteet ja hyytymishéiridista kérsi-
vien seka antikoagulanttihoitoa saavien potilaiden ndytteet hyytyvét tatd hitaammin.
Sentrifugoinnin aikana punasoluhyytymé& painuu putken pohjalle, hyytyman paélle j&&
ohut valkosolukerros ja paéallimmaisena putkessa erottuu seerumi. Plasmanaytteet otetaan
antikoagulanttia siséltaviin putkiin ja ne voidaan sentrifugoida heti ndytteenoton jalkeen,
jolloin putken pohjalle jaa kerros irrallisia verisoluja ja niiden yl&puolelle plasma. Trom-

bosyytit erottuvat sentrifugoinnissa viimeisina valkosolujen paalle, koska ne ovat pienié
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ja kevyita soluja. (Matikainen ym. 2016, 81; Guder ym. 2009, 44; Perez ym. 2013, 309;
Warekois & Robinson 2016, 238.)

Verinaytteet suositellaan sentrifugoitavan viimeistaan kahden tunnin kuluttua néaytteen-
otosta. Mitattavan analyytin séilyvyydesta riippuu, miten nopeasti nayte on eroteltava.
(Warekois & Robinson 2016, 263.) Suurin osa naytteista sentrifugoidaan huoneenlam-
poisind, mutta osa naytteista sdilyy vain kylmdssé ja ne taytyy sentrifugoida 4 °C:ssa
(Matikainen ym. 2016, 81). Nayteputkia ei voi séilyttda liian kauan sentrifugoimatta,
koska solujen aineenvaihdunta jatkuu putkessa naytteenoton jalkeenkin. Tall6in aineita
siirtyy soluista plasmaan tai seerumiin ja péinvastoin. Tdman seurauksena esimerkiksi
kaliumin ja laktaattidenydrogenaasin pitoisuudet ndytteessé voivat nousta virheellisen
korkeiksi tai ndytteen glukoosipitoisuus voi laskea virheellisen matalaksi. (Tuokko, Rau-
tajoki & Lehto 2008, 114; Warekois & Robinson 2016, 263.)

4.2 Sentrifugin toimintaperiaate

Sentrifugia kaytetaan verindytteiden esikasittelyyn. Laitteen avulla erotellaan verindyttei-
den solut plasmasta tai seerumista. Verindyteputket laitetaan sentrifugin pyorivaan root-
toriin, jota pydritetaan suurella kierrosnopeudella (rpm, revolutions per minute). Tavalli-
sissa sentrifugeissa roottorin pyorimisnopeus on 1800-4000 kierrosta minuutissa. Ti-
heydeltddn suurimmat eli raskaimmat partikkelit painuvat putken pohjalle keskipakois-
voiman vaikutuksesta ja plasma tai seerumi jaa solukerroksen péélle. (Turgeon 2016, 145;
Héanninen, Ruismaki, Seikola & Sl6ér 2007, 101.) Tata partikkeleihin kohdistuvaa voi-
maa kutsutaan suhteelliseksi sentrifugaalivoimaksi (RCF, relative centrifugal force). RCF
ilmaistaan g-arvona, joka kuvaa sentrifugin tehokkuutta. Arvo ilmaisee, kuinka monin-
kertainen nesteen kiihtyvyys on maan vetovoiman aiheuttamaan kiihtyvyyteen verrat-
tuna. Esimerkiksi 500 g tarkoittaa sit4, ettd nesteen kiihtyvyys néyteputkessa on 500 ker-
taa suurempi kuin maan vetovoima. Kun tiedetddn roottorin sade ja sentrifugin Kierros-
nopeus, g-arvo voidaan laskea. Roottorin sade mitataan sentrifugin keskiakselin keski-
kohdasta nayteputken pohjaan, putken ollessa vaakatasossa roottorissa. (Majekodunmi
2015, 67-68.) Arvo lasketaan seuraavalla kaavalla, jossa n = kierrosnopeus (rpm) jar =

roottorin sade (m):

g=0,001117 xn?xr
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Kierrosnopeudet ovat kuitenkin sentrifugikohtaisia ja ne eivét ole keskenaan vertailukel-
poisia erikokoisilla sentrifugeilla. Mit& suurempia pydrimisnopeus ja roottorin koko ovat,
sitd tehokkaammin erottuminen tapahtuu. Td&mén takia g-arvo on kéyttokelpoisempi pa-
rametri kuvaamaan sentrifugin tehokkuutta. (Hanninen ym. 2007, 101.) Akermanin ja
Anttilan (2017) mukaan kierrosnopeus voidaan tarvittaessa laskea seuraavalla kaavalla,

jossa RCF = suhteellinen sentrifugaalivoima eli g-arvo ja r = roottorin sdéde (mm):

RCF
rx1,118

rpm = x 1000

Putkivalmistajat antavat omat suosituksensa kunkin putkityypin sentrifugointiarvoiksi.
Yleensé sentrifugoinnin ohjeellisiksi g-arvoiksi suositellaan 1000-2500 g:ta, lampoti-
laksi 20-24 °C ja sentrifugointiajaksi 5-15 minuuttia. Tavoitteena on, etta solut erottuvat
mahdollisimman hyvin plasmasta ja seerumista. (Akerman 2014, 80.) Mikali esimerkiksi
plasmaan j&& sentrifugoinnin jalkeen trombosyytteja, voivat kaliumin, laktaattidehydro-
genaasin, happaman fosfataasin ja epdorgaanisen fosfaatin pitoisuudet naytteessa nousta
virheellisesti (Guder, Narayanan, Wisser & Zawta 2009, 44).

Tutkimuksessaan Minder ym. (2011) kyseenalaistivat World Health Organization
(WHO) suosituksen 15 minuutin sentrifugointiajasta, joka ei heidan mielestdan perustu
tieteellisiin tutkimuksiin. Tutkimuksessa verrattiin erilaisia sentrifugointiaikoja ja tehtiin
Kliinisen kemian ja immunologian maarityksia tavoitteena tutkia eroavatko tulokset mer-
kittdvasti toisistaan. Tutkimuksessa oli mukana 74 parametria ja naytteita 44 potilaasta.
Kéytossa oli Rotixa 50 RS Hettich sentrifugi ja Roche Cobas 6000 analysaattori seka
Greiner Bio-Onen kaksi erilaisilla erottimilla varustettua litiumhepariinigeeliputkea.
Naytteitd sentrifugoitiin 2180 g:lla 10 ja 15 minuutin ajan ja 1870 g:lla 7 minuutin ajan.
Raportissa eri sentrifugointiajat eivét tuoneet tuloksiin merkittavia eroja, vain 3,6 pro-
senttia tilastollisista testituloksista jai p < 0,05: n merkitsevyystason ulkopuolelle. Rapor-
tissa esiteltiin, ettd 7 tai 10 minuutin sentrifugointiaika antoi samanlaiset testitulokset ver-
rattuna WHO: n suosittelemaan 2000-3000 g:n sentrifugaalivoimaan ja 15 minuutin
sentrifugointiaikaan (WHO 2002, 10).
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5 LAPIMENOAIKA KLIINISESSA LABORATORIOSSA

Analysoitavien ndytteiden lapimenoaika (TAT, turnaround time) on Kliinisissé laborato-
rioissa laadun ja laboratorion tehokkuuden mittari. Kokonaislapimenoaikaan (total TAT)
voidaan méaéritelld kuuluvaksi yhdeksén vaihetta, jotka ovat tutkimuspyynnon tekeminen,
naytteenotto, néytteen identifiointi, kuljetus laboratorioon, esikasittely (esim. sentri-
fugointi ja naytteen erottelu), ndytteen analysointi, tulosten varmistaminen ja raportointi
tilaavalle laé&karille, tulosten tulkinta ja tulosten perusteella tehtavét hoitopéatokset. (Stot-
ler & Kratz 2012, 724; Goswami, Singh, Chawla, Gupta & Mallika 2010, 376-377.)

Lapimenoaika voidaan jaotella preanalyyttiseen, analyyttiseen ja postanalyyttiseen vai-
heeseen naytteenkasittelyn eri vaiheiden perusteella (Goswami ym 2010, 377). Preana-
lyyttisid vaiheita ovat kaikki ennen nédytteen varsinaista analysointia tapahtuvat vaiheet,
ja postanalyyttiset vaiheet puolestaan tapahtuvat analysoinnin jalkeen (Matikainen ym.
2016, 12). Pre- ja postanalyyttiset vaiheet muodostavat noin 75 % kokonaisldpimeno-
ajasta. Laboratoriot eivéat kuitenkaan taysin pysty kontrolloimaan kaikkia laboratorion ul-
kopuolella tapahtuvia pre- ja postanalyyttisia vaiheita, esimerkiksi kuljetuksiin kuluvaa
aikaa. Tallaiset ei-analyyttiset viivastykset voivat muodostaa jopa 96 % kokonaislépime-
noajasta. Siksi laboratorioiden on toisaalta mahdotonta kéyttdd kokonaislapimenoaikaa
luotettavana laboratorion laadunvarmistuksen mittarina. Laboratoriot ilmoittavatkin
usein naytteen lapimenoajaksi sen ajan, joka kuluu laboratoriossa ndytteen tietojérjestel-
maan Kkirjaamisesta valmiin tuloksen vastaamiseen. Talléin lapimenoajan méérittely pe-
rustuu niihin naytteen kasittelyn vaiheisiin, joita laboratorio pystyy itse luotettavasti kont-
rolloimaan. Laakarit puolestaan pitavat yleisesti ldpimenoaikana nédytteen tilaamisen ja
tulosten raportoinnin vélist aikaa. (Goswami ym. 2010, 376; Stotler & Kratz 2012, 724—
725.)

Lapimenoaika on tarked ja havaittavissa oleva osa laboratorion palvelua ja monet laakérit
pitavét lapimenoaikaa tarkeimpéna laboratorion toiminnan mittarina (Hawkins 2007,
179). Laakarit haluavat analyysien tulokset nopeasti, jotta potilaalle saadaan diagnoosi
mahdollisimman varhaisessa vaiheessa, pystytdan paattdmaan potilaan hoidosta ja voi-
daan tehda kotiutuspééatoksia paivystyksesta tai osastolta. Mahdollisimman nopealla lapi-
menoajalla ja toiminnan tehostamisella sairaalat tavoittelevat myds kustannussaastojéa.

Lapimenoaikojen mittaaminen ja nopeuttaminen ovat yksi oleellinen osa laboratorioiden
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laadun hallintaa, mink& avulla pyritd&dn parempaan asiakas- seké potilastyytyvaisyyteen.
(Goswami ym 2010, 376.)

Kao, Shu ja Yen (2010) tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia laboratorion lapimenoajan
nopeuttamista. Tyossa tutkittiin 4000 g:n, 5000 g:n, 6000 g:n, 7000 g:n ja 8000 g:n suh-
teellisen sentrifugaalivoiman vaikutusta hyytymistutkimuksiin, kun sentrifugointiaika oli
1 minuutti. Referenssind toimivat naytteet, joita sentrifugoitiin 15 minuuttia 1500 g:n voi-
malla. Tutkimuksessa kaytettiin Greiner Vacuetten 2 ml:n natriumsitraattiputkia ja sentri-
fugointiin kaytettiin KUBOTA 3700 sentrifugia, referenssilaitteena oli KUBOTA 5420
poytasentrifugi. Tutkimuksessa mitattiin sentrifugoidun supernatantin eli plasman trom-
bosyyttipitoisuus ja verrattiin lisdksi hyytymistutkimusten tuloksia. CLSI:n (Clinical and
Laboratory Standards Institute) mukaan trombosyyttivapaassa plasmassa verihiutale-
maaré jaa alle 10 000/ul ja he suosittelevat tdiman saavuttamiseksi 15 minuutin sentri-
fugointia 1500 g:n suhteellisella sentrifugaalivoimalla. Tutkimusraportissa todettiin, etté
1 minuutin sentrifugointi 7000 g:n voimalla riitti trombosyyttivapaan plasman aikaansaa-
miseksi. Tutkimus osoitti, ettei merkittavia eroja 16ytynyt maaritysten tuloksissa referens-

simenetelmé&an verrattuna, liséksi lapimenoaika nopeutui 14 minuuttia.

Toisin kuin edellisessa tutkimuksessa, Holland ja Dombourian (2012) kéyttivét tutkimuk-
sessaan automatisoitua naytteen kasittelyjarjestelmad manuaalimenetelmén sijaan. Kay-
tossé olevaa 10 minuutin sentrifugointiajan ja 1600 g:n sentrifugaalivoiman yhdistelmaa
verrattiin 4 minuutin sentrifugointiaikaan ja 1900 g:n sentrifugaalivoimaan. Tutkimuk-
sessa testattiin ajan vaikutusta kemian maéritysten tuloksiin ja laboratorion I&pimenoai-
kaan. Kaksi paria laskimoverinaytteita kerattiin 20 terveesta vapaaehtoisesta BD Vacutai-
nerin seerumigeeliputkiin ja litiumhepariinigeeliputkiin. Seerumigeeliputken annettiin
hyytya 30 minuuttia ennen kasittelyd. 10 minuutin sentrifugointi suoritettiin kayttaméalla
Drucker 642 VES poytasentrifugia ja suhteellista sentrifugaalivoimaa 1600 g. 4 minuutin
sentrifugointi suoritettiin Beckman Coulterin automaatiolinjaston ndytteenkasittelyjarjes-
telmall& ja 1900 g:n sentrifugaalivoimalla. Sentrifugointiajan lyhentdminen 4 minuuttiin
ei vaikuttanut merkittavasti tulosten tilastolliseen tarkkuuteen, keskimaaraisen prosentu-
aalisen eron ollessa kaikilla analyyteilld alle 3%. Vaikutus oli merkittdva lapimenoaikaan,
joka nopeutui jopa 10 minuuttia. Ottaen huomioon putkivalmistajien hyvinkin erilaiset
suositukset sentrifugointiolosuhteista, johtuen mm. nayteputkien lisdaineiden erilaisista
kemiallisista koostumuksista, tulokset eivat valttamétta ole yleistettavissa eri valmistajien

nayteputkille.
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6 VERISOLUJEN KONEELLINEN LASKENTA

Verenkuva-analysaattoria kdytetddn normaalisti koneelliseen erytrosyyttien, leukosyyt-
tien ja trombosyyttien laskentaan sekd hemoglobiinipitoisuuden mittaamiseen kokove-
resté (Savolainen 2014, 70). Tassa opinndytety0ssé keskitytddn mittaamaan ja tutkimaan
ldhinnd plasman trombosyyttien méardd. Opinndytetyon kokeellisen osuuden mittauk-
sissa kaytettiin Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian laboratorion Sysmex XE-
5000-verenkuva-analysaattoria (kuva 2). Laitteen toiminta perustuu radiotaajuuteen, sah-
koiseen impedanssiin ja optisen valonsironnan mittaamiseen seka fluoresenssivirtaussy-

tometriaan (Savolainen, Pelliniemi & Koski 2014, 87).

KUVA 2. Sysmex XE-5000 (Kuva: Sippola 2017)

Mittausmenetelmassa, joka perustuu sahkdiseen impedanssiin, ndyte laimennetaan ensin
elektrolyyttiliuokseen. Liuos on hyvéa sahkdnjohde, pdinvastoin kuin solut. Elektrolyytti-
liuos soluineen kulkee pienen mitta-aukon l&pi, jossa kahden elektrodin valilla on s&hko-
virta. Solut synnyttavét elektrodien valilla 1api kulkiessaan hetkellisia vastuksen muutok-
sia, jotka muodostavat laskettavia pulsseja. Naista pulsseista saadaan selville partikkelien
madrd ja solun koko, joka on verrannollinen pulssin korkeuteen. Menetelmén kayttaessa
virtaussytometriaa ja optista valonsirontaa, virtauskammiossa paineistetussa vaippanes-
teessé virtaaviin soluihin kohdistetaan laservalonsade, jonka valo siroaa kaikkiin suuntiin
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sen osuessa soluun. Siroavaa valoa mitataan kahdesta eri suunnasta, valodetektorit keraa-
vt eri suuntien sironnat ja sirontatiedot muunnetaan dataksi. Sivusironta kertoo solujen
granulaarisuudesta, tumien monimuotoisuudesta ja tuma-sytoplasmasuhteesta ja eteen-
pain siroava valo kertoo solujen koosta. Néiden tietojen perusteella solut voidaan tunnis-
taa. Solujen tunnistamista voidaan parantaa fluoresoivalla vériaineella, joka sitoutuu so-
lujen nukleiinihappoihin. (Kurvinen 2017; Savolainen 2014, 71; Savolainen, Pellinniemi
& Koski 2014, 87.)

Sysmex XE-5000-verenkuva-analysaattori mittaa leukosyytit WBC/BASO-kanavalla ja
hemoglobiini mitataan fotometrisesti. Erytrosyytit, trombosyytit ja hematokriitti mitataan
punasolukanavalla sahkoisen impedanssin avulla. Ns. optiset trombosyytit voidaan myo6s
laskea retikulosyyttikanavalla virtaussytometrian ja optisen valonsironnan avulla. Talléin
solut vérjataan ja tunnistetaan eteenpéin sironneen valon ja sivulle heijastuneen fluore-
senssivalon perusteella. Lopuksi verenkuva-analysaattorin eri kanavilta saadut tulokset
yhdistetdan ja ne siirtyvét tietokoneelle IPU-ohjelmiston potilastulosvalikkoon. (Aker-
man 2015.)
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7 OPINNAYTETYON TAVOITE, TARKOITUS JA ONGELMAT

Opinnaytetyon tavoite on tutkia, onko verindytteiden lapimenoaikojen nopeuttamiseksi
mahdollista lyhent&dd Seindjoen kliinisen kemian toimintayksikdssa nykyisin kaytossa
olevaa 10 minuutin sentrifugointiaikaa 5 minuuttiin kdytettdessa natriumsitraattiputkia ja
litiumhepariinigeeliputkia. Sentrifugointiajan muutos 5 minuuttiin hyodyttaisi laborato-
riota, ladkareitd ja ennen kaikkea potilaita. Laboratoriotulosten vastausnopeus parantuisi,
la&karit saisivat tulokset nopeammin kayttoonsa ja potilaat saisivat diagnoosin ja hoidon

nopeammin.

Opinnaytetyon tarkoituksena on selvittdd, saadaanko 5 minuutin sentrifugoinnilla trom-
bosyyttivapaata plasmaa. Tama saadaan selville vertaamalla 5 ja 10 minuutin ajan sentri-
fugoitujen verindytteiden plasmasta eroteltujen pinta-, keski- ja pohjafraktioiden trombo-

syyttipitoisuudet natriumsitraattiputkissa ja litiumhepariinigeeliputkissa.

Tutkimusongelmat:

1. Saavutetaanko natriumsitraattiputkien ja litiumhepariinigeeliputkien eri frakti-
oissa trombosyyttivapaa plasma 5 ja 10 minuutin sentrifugoinnilla?

2. Onko natriumsitraattiputkien ja litiumhepariinigeeliputkien plasman kolmessa eri
fraktiossa merkitsevia eroja trombosyyttipitoisuudessa 5 ja 10 minuutin sentri-
fugoinnilla?

3. Voidaanko 10 minuutin sentrifugointiaika lyhentda 5 minuuttiin kéytettdessa nat-

riumsitraattiputkia ja litiumhepariinigeeliputkia?
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8 TUTKIMUSMENETELMA

Tassa opinnaytetyossa kaytetdan kvantitatiivista eli méaéarallista tutkimusmenetelméaa.
Maaréllisen tutkimuksen on tarkoitus tuottaa perusteltua, luotettavaa ja yleistettavaa tie-
toa (Kananen 2008, 10). Mé&érallisessa tutkimusmenetelmdssa aineistoa kuvataan numee-
risesti ja etsitddn eri ominaisuuksien valisia riippuvuuksia. Tutkimuksen tuloksia kuva-
taan esimerkiksi erilaisilla tunnusluvuilla ja grafiikalla. (Heikkila 2014, 13, 15, 85, 192.)
Menetelma sopii tahan tutkimukseen erinomaisesti sen kokeellisen, numeerisen ja riip-

puvuuksia selvittdvan luonteen vuoksi.

Maaréllinen tutkimus pyrkii etsimaan saannonmukaisuuksia aineistosta jarjestelméllisen
tutkimustydn synnyttdmien teoreettisten késitteiden avulla. Teoria tarkoittaa tutkittavan
asian sisaltamia lakeja ja lainalaisuuksia. Madrallinen tutkimus pohjautuu aina teoriaan
ja mitattavat asiat muodostetaan useimmiten teorian pohjalta. Tutkimuksen rakenteelli-
nen kulku etenee teorian pohjalta kdytdnnon tutkimuksen suorittamiseen. Ja kaytdnnon
toiminnan jalkeen polku johtaa analyysin, tulosten ja tulkinnan kautta takaisin teoriaan.
(Vilkka 2007, 18, 25-26.)

Maarélliselle tutkimusmenetelmalle on ominaista muuttujien, eli erilaisilla mittavalineilla
mitattavissa olevien ominaisuuksien, valisten suhteiden ja erojen tutkiminen. Méaralli-
sessd tutkimuksessa mittaaminen on erojen tekemista havaintoyksikoiden valille ja nait-
ten erojen madrittelya erilaisilla symboleilla. Tutkimusaineistosta pyritdédn l6ytdmaan
syy-seuraussuhteita ja I16ytdmaan ne lainalaisuudet, joilla ndma suhteet selitetaan. (Vilkka
2007, 13-16, 23.) Tassa tutkimusraportissa avataan ja tulkitaan numeeriset tiedot sanal-

lisesti kuvaamalla muuttujien riippuvuuksia toisiinsa nahden.

Méérallinen tutkimus erotellaan eri tutkimustyyppeihin. Mé&éarallisen tutkimuksen tarkoi-
tus on joko selittdd, kuvata, kartoittaa, vertailla tai ennustaa. (Vilkka 2007, 19.) Tamé
opinnaytetyd kuuluu tutkimustyypiltddn lahinnd vertailevaan tutkimukseen. Vertaile-
vassa tutkimuksessa yritetddn tutkimuskohteen avulla ymmartad peremmin tutkittavaa

asiaa ja tuoda esiin mahdollisia eroja (Vilkka 2007, 21).

Tassa opinnéytetyossa kaytettiin IBM SPSS Statistics analysointiohjelmaa seka Micro-

soft Excel taulukkolaskentaohjelmaa. Tutkimuksesta saatua numeerista dataa analysoitiin
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kuvaajien ja taulukoiden kautta seké prosenttivertailujen ja T-testien avulla. Opinnéyte-
tyossa kaytetty T-testi on keskiarvotesti, jossa testataan, poikkeavatko kahden muuttujan
keskiarvot toisistaan ja mitataan naitten erojen merkitsevyytta. T-testin edellytyksena on
normaalisti jakautuneet muuttujat, mutta vahintdén 30 ryhméssa ei normaalijakautunei-
suutta ole valttamaton tutkia. Normaalijakaumassa eli Gaussin kéayrélld suurin osa ar-
voista sijaitsee keskiarvon laheisyydessa ja symmetrisesti keskiarvon molemmilla puo-
lilla. Testissd saadaan selville tilastollinen merkitsevyystaso Sig (significance), jota kut-
sutaan myos p-arvoksi. (Heikkila 2014, 99, 184-185, 211.) Tasséd opinnadytetydssa kay-
tettiin merkitsevyystason rajana p-arvoa 0,05. Taulukossa 2 kerrotaan p-arvon tulkinnasta
(Karjalainen 2010, 221).

TAULUKKO 2. p-arvon tulkinta (Karjalainen 2010, 221, muokattu)

p <0,001 Tilastollisesti erittdin merkitseva
0,001 <p<0,01 Tilastollisesti merkitseva

0,01 <p<0,05 Tilastollisesti melkein merkitseva
0,05<p<0,10 Tilastollisesti suuntaa antava

p > 0,05 Ei ole tilastollisesti merkitseva

T-testin kayttd edellyttdd ryhmien vélista riippumattomuutta ja talloin kéytetaan riippu-
mattomien otosten t-testid (Independent Samples Tests). Jos ryhmien vélill& on kuitenkin
selvé yhteys eiké riippumattomuus toteudu, kdytetaan riippuvien otosten t-testia (Paired-
Samples T Test). (Heikkila 2014, 209-210.) Tassa opinnaytetyossa kaytetyissa T-tes-
teissa verrattiin saman henkilon eri naytteita keskendan, eli testiryhmat olivat toisistaan
riippuvia. Talla perusteella valitsimme analysointiin toisistaan riippuvien parien t-testin
(Paired-Samples T Test).
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9 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

Opinnaytetyon aihe valittiin huhtikuussa 2017. Heti sen jalkeen aloitettiin teoria-aineis-
ton keruu ja kirjoitettiin opinnaytetydsuunnitelma. Kéytannon tutkimukseen tekoon péas-
tiin syksyll& ja verindytteet tutkimusta varten keréttiin 8.-11.8.2017 Etel4-Pohjanmaan
sairaanhoitopiirin Seingjoen keskussairaalan Y-laboratorion asiakkailta. Jokaiselta asiak-

kaalta kysyttiin suullinen lupa naytteenottoon.

Verindyteputkien keruu tapahtui normaalin verindytteenoton yhteydessa laboratoriohoi-
tajien toimesta. Jokaiselta luvan antaneelta asiakkaalta otettiin joko 2 ylimaardista nat-
riumsitraattiputkea (SPA-P) tai 2 ylimaaraista litiumhepariinigeeliputkea (Hep-Gel).
Kéytossa oli BD Vacutainerin® sinikorkkiset hyytymistutkimusputket (natriumsitraatti)

seké vaaleanvihredkorkkiset plasmageeliputket (PST II) (kuva 3).

KUVA 3. BD Vacutainer® natriumsitraattiputki ja litiumhepariinigeeliputki (Kuva: Lah-
tinen 2018)

BD Vacutainerin® sitraattiputkia kéytetddn laajalti hyytymistutkimuksissa ja niissa on
antikoagulanttina puskuroitua natriumsitraattiliuosta. Plasmageeliputkia puolestaan kay-
tetadn useisiin kliinisen kemian maarityksiin. Lisdaineena niissa on erottelun paranta-
miseksi akryylipohjaista geelid sek& putken seindméssé kuivasumutteena litiumheparii-
nia, joka estdd naytteen hyytymisen. Molemmat putket on valmistettu polyeteeniteref-
talaatista (PET). Lisaksi natriumsitraattiputkessa on polypropeenista (PP) valmistettu si-
séputki, joka estdd natriumsitraattiliuoksen haihtumista eli pitdd nesteméisen antikoagu-
lantin m&é&ran ja konsentraation pidempé&an oikeana. (BD 2014, 15, 18-19; Bowen & Re-

maley 2014, 33.) Tutkimukseen valittiin mukaan nimenomaan ndma kaksi putkityyppié,
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koska naita putkityyppeja kéytetddn eniten moniin paivittéisiin tutkimuksiin kliinisen ke-

mian laboratoriossa (Kultti, 2017).

Tarvittavat néytteet kerattiin neljana perakkéisena aamupdivana siten, ettda kahtena en-
simmaisena péivana keréttiin kaikki natriumsitraattiputket ja kahtena jalkimmaéisena
kaikki litiumhepariinigeeliputket. Jokaisena ndytteenottopdivan otettiin naytteet 20 asi-
akkaalta eli naytemateriaalia kertyi 40 ndyteputkea per péiva. Tah&n otoskokoon pééadyt-
tiin Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikén kemistien pohdinnan tu-
loksena. Tutkimusta varten tarvittiin kaikkiaan 80 natriumsitraattiputkea ja 80 litiumhe-
pariinigeeliputkea eli ndytteita keréttiin yhteensd 160 putken aineisto. Kunkin pdivén
néytteet kerattiin puoleenpdivadn mennessé ja putket sentrifugoitiin Thermo Scientific
SL 40R-sentrifugilla (kuva 4) 20 °C:ssa 2500 g:n suhteellisella sentrifugaalivoimalla.
Kummastakin putkityypista toista putkea sentrifugoitiin 5 minuutin ajan, ja toista putkea
sentrifugoitiin samalla suhteellisella sentrifugaalivoimalla 10 minuutin ajan. Tutkimuk-
sen vaiheet sentrifugoinnista lahtien suoritettiin opinnédytetyon tekijoiden toimesta.
Sentrifugoitujen ndytteiden plasma pipetoitiin manuaalisesti ja erotettiin silmamaaraisesti
kolmeen eri fraktioon, pinta-, keski- ja pohjafraktioon. Nayteputket sekoitettiin varovasti
kadnteleméll4 ja ajettiin Sysmex XE-5000 verenkuva-analysaattorilla manuaalisesti. Jo-
kaisen putken jokaisesta fraktiosta mitattiin solupitoisuudet. Erotelluista fraktioista mi-

tattiin perusverenkuva ja trombosyytit. Tutkimuksen parametreina ovat leukosyytit, eryt-

rosyytit, trombosyytit, hemoglobiini ja hematokriitti.

KUVA 4. Thermo Scientific SL 40R-sentrifugi (Kuva: Lahnen & Sippola 2018)

Kéytannon tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd, jadko 5 minuutin sentrifugoinnilla
plasmaan enemman soluja kuin 10 minuutin sentrifugoinnilla, ja saavutetaanko 5 minuu-

tin sentrifugoinnilla kuvan 5 mukainen soluton ja trombosyyttivapaa plasma (Guder ym.
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2009, 45). Korkealaatuinen, hyvin verisoluista erottunut plasma ei sisélla verisoluja, so-

lujen jadnteitd tai mikrohyytymid (Dimeski ym. 2011, 218).
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KUVA 5. Vasemmalla trombosyyttivapaata plasmaa ja oikealla plasmaan on jaanyt trom-
bosyytteja sentrifugoinnista huolimatta (Guder ym. 2009, 45)

Mittaamalla fraktioiden solupitoisuudet selvitettiin, miten hyvin erottelu on onnistunut
plasman eri kerroksissa. Opinnaytety6 on perustutkimus ja se rajattiin koskemaan frakti-
oiden solupitoisuutta, koska tasta nakokulmasta tutkimuksia ei ole juurikaan tehty. Kay-
tannossa tutkimuksessa keskityttiin tarkastelemaan ensisijaisesti fraktioiden trombosyyt-
tipitoisuuksia, koska trombosyytit pieniné ja kevyina soluina erottuvat sentrifugoinnissa
viimeisind. On siis todennadkoista, ettd mikali plasmaan jaa soluja, ne ovat padasiassa
trombosyytteja. (Perez ym. 2013, 309.) Lisaksi tutkimuksessa Kiinnitettiin erityista huo-
miota pintafraktioiden trombosyyttiarvoihin. Plasma voidaan erotella sentrifugoinnin jal-
keen uusiin putkiin ennen analysointia, mutta suurin osa analyyteistd mitataan kuitenkin
suoraan primaériputken plasmasta geelin tai solujen péélta. Talloin analysaattori pipetoi
naytteen nimenomaan plasman pintafraktiosta ja siksi juuri pintafraktion trombosyyttipi-

toisuus on merkityksellisin. (Kultti 2018.)

Keratyn tutkimusaineiston kasittelyyn kaytettiin IBM SPSS Statistics-analysointiohjel-
maa ja Microsoft Excel taulukkolaskentaohjelmaa. Analysoinnissa verrattiin 5 ja 10 mi-
nuutin sentrifugointiajan vaikutusta molempien putkityyppien fraktioiden trombosyytti-
maéariin. Liséksi verrattiin eri fraktioiden trombosyyttimaarien suhdetta toisiinsa, suori-
tettiin prosenttivertailuja ja keskiarvotesteja. Plasman pintafraktiosta mitattiin viiden ja

kymmenen minuutin sentrifugoinnin jalkeisen trombosyyttimadrien ero ja testattiin eron
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tilastollisen merkitsevyys t-testilla. T-testi tehtiin erikseen natriumsitraattiputkella ja li-
tiumhepariinigeeliputkella. Kéytdnnossa verrattiin keskendén nadytteiden trombosyytti-
maadrien keskiarvoja pintafraktiossa.
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10 TULOKSET JA JOHTOPAATOKSET

Erytrosyytit ja leukosyytit erottuivat sentrifugoinnissa hyvin. Kaikki erytrosyytit erottui-
vat plasmasta putken pohjalle, erytrosyyttien maarén ollessa 0 koko aineistossa. Plasman
korkein leukosyyttitulos oli 0,23 x10%1 litiumhepariinigeeliputken pohjafraktiossa 10 mi-
nuutin sentrifugoinnilla. Hemoglobiiniarvot vaihtelivat arvojen 0-2 g/l vélillg, 0 oli kui-
tenkin yleisin tulos. Hematokriittiarvo oli O kaikissa tutkituissa naytteissa. Tutkimustu-
loksissa keskitytddn ainoastaan mitattuihin absoluuttisiin trombosyyttipitoisuuksiin seké

keskiarvoihin (ndytteittain ja fraktioittain).

10.1 Fraktioiden trombosyyttipitoisuudet

Sysmex XE-5000-verenkuva-analysaattorilla ajetuista plasman pinta-, keski- ja poh-
jafraktioista saatiin tulokset absoluuttisina trombosyyttipitoisuuksina. Nama arvot ovat
nahtéavissa liitteissa 1 ja 2 taulukoituna putkityyppien ja sentrifugointiaikojen mukaan.
Kuvioissa 1-4 havainnollistetaan fraktioiden absoluuttiset trombosyyttipitoisuudet néyt-
teittain. Ensin ké&sitell&4&n 10 ja 5 minuuttia sentrifugoidut natriumsitraattiputket, ja niiden

jalkeen 10 ja 5 minuuttia sentrifugoidut litiumhepariinigeeliputket.

Kuvioista 1 nahdaan 10 minuutin sentrifugoinnin vaikutus natriumsitraattiputkissa. Ylei-
sesti ottaen tassé putkityypissé plasman trombosyyttipitoisuudet ovat huomattavasti pie-
nemmat 10 kuin 5 minuutin sentrifugoinnin jalkeen. Kuviossa 1 erot eri ndytteiden trom-
bosyyttipitoisuuksien valilla ovat pienet. Kuviosta paljastuu, etta pintafraktiossa on véahi-

ten trombosyytteja ja mééara lisdéntyy pohjaa kohti mentéessa.
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KUVIO 1. Trombosyyttipitoisuudet natriumsitraattiputkien kolmessa fraktiossa naytteit-
tain 10 minuutin sentrifugoinnilla

Kuviossa 2 n&dhddan, ettd natriumsitraattiputkissa 5 minuutin sentrifugoinnilla plasman
trombosyyttipitoisuudet vaihtelevat huomattavasti eri ndytteiden valilla. Kuitenkin suurin
osa nayteputkien eri fraktioista on sentrifugoitunut yhdenmukaisesti niin, etta pintafrak-

tiossa on vahiten trombosyytteja.
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KUVIO 2. Trombosyyttipitoisuudet natriumsitraattiputkien kolmessa fraktiossa néytteit-
tain 5 minuutin sentrifugoinnilla
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Litiumhepariinigeeliputken ja 10 minuutin sentrifugoinnin yhdistelma néyttaa kuvion 3
mukaiselta. Plasman trombosyyttipitoisuudet ovat pienié ja hajonta on vahéista seka nayt-
teiden ettd fraktioiden vélilla. Kuviossa kiinnittad huomiota pinta- ja keskifraktion trom-
bosyyttipitoisuuksien pieni ero, kummankin fraktion saavuttaessa Vvélilla pienimmaén
trombosyyttipitoisuuden. Pohjafraktio paésééantoisesti kuitenkin siséltdd tassa kuviossa

eniten trombosyytteja.
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KUVIO 3. Trombosyyttipitoisuudet litiumhepariinigeeliputkien kolmessa fraktiossa
naytteittdin 10 minuutin sentrifugoinnilla

Kuviossa 4 on esitetty plasman trombosyyttipitoisuudet 5 minuutin sentrifugoinnin jal-
keen litiumhepariinigeeliputkissa. Kuviosta paljastuu jonkin verran hajontaa saman néyt-
teen eri fraktioiden trombosyyttipitoisuuksissa seka jonkin verran vaihtelua myos eri

naytteiden valilla. Tassékin putkityypissé eniten trombosyytteja [0ytyy pohjafraktiosta.
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KUVIO 4. Trombosyyttipitoisuudet litiumhepariinigeeliputkien kolmessa fraktiossa
naytteittadin 5 minuutin sentrifugoinnilla

10.2 Fraktioiden trombosyyttipitoisuuksien keskiarvot

Taulukkoon 3 on koottu kaikkien fraktioiden trombosyyttipitoisuuksien keskiarvot luo-

kiteltuna putkityypin ja sentrifugointiajan mukaan. Mittayksikkdnd on trombosyyttien

maéara litraa kohden ja yksikko on 10%/1. Havainnollisuuden vuoksi nama mittaustulokset

on siirretty myods kuvioon 5.

TAULUKKO 3. Trombosyyttien keskiarvot pinta-, keski- ja pohjafraktioissa

NAYTE- |SENTRI- PINTA- KESKI- | POHJA- | YK-
PUTKI FUGOINTIAIKA | FRAKTIO | FRAKTIO | FRAKTIO | SIKKO
SPA-P 10 MIN 9,78 15,38 19,18 10%1
SPA-P 5MIN 43,78 50,30 57,20 1091
HEP-GEL | 10 MIN 12,80 12,10 17,30 10%/1
HEP-GEL |5 MIN 19,25 21,90 35,13 1091

Kuviosta 5 ilmenee natriumsitraattiputkien ja litiumhepariinigeeliputkien plasman kaik-

kien fraktioiden trombosyyttipitoisuuksien keskiarvot 5 ja 10 minuutin sentrifugointien

jalkeen. Molemmissa putkityypeissa trombosyyttipitoisuudet nousevat pohjafraktiota
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kohden riippumatta sentrifugointiajasta. Pitoisuudet ovat paasaantoisesti pienimmat pin-
tafraktioissa. Ainoastaan 10 minuuttia sentrifugoiduissa litiumhepariinigeeliputkissa pie-
nin pitoisuus on keskifraktiossa, eron ollessa kuitenkin hyvin pieni verrattuna ko. putken
pintafraktioon. Molempiin putkityyppeihin ja& trombosyyttejd selvésti enemman 5 mi-
nuutin kuin 10 minuutin sentrifugoinnilla. Varsinkin 5 minuuttia sentrifugoiduissa nat-
riumsitraattiputkissa plasman trombosyyttipitoisuudet ovat jokaisessa fraktiossa huomat-

tavasti suuremmat kuin 5 minuutin ajan sentrifugoiduissa litiumhepariinigeeliputkissa.
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KUVIO 5. Fraktioiden trombosyyttipitoisuuksien keskiarvot putkityypeittéin

10.3 Pintafraktioiden trombosyyttipitoisuudet

Kuviosta 6 selviédg, ettd ndytteiden pintafraktioiden trombosyyttipitoisuudet vaihtelevat
selvasti riippuen putkityypista ja sentrifugointiajasta. Trombosyyttivapaan plasman raja-
arvona pidetéin 10 000 trombosyyttia/upl (=10 x 10%/1) (Rodak, Fritsma & Keohane 2012,
740.) Raja on merkitty viivalla kuvioon 6. Parhaiten tdmé tavoite saavutetaan 10 minuutin
sentrifugoinnilla natriumsitraattiputkissa, joissa 65 %:ssa pintafraktion trombosyyttipi-
toisuus on 10 000 trombosyyttid/ul tai sen alle. Naista putkista korkein mitattu pintafrak-
tion trombosyyttipitoisuus on 27 x 10%1 ja matalin 1 x 10%1 (liite 1). Litiumhepariinigee-
liputkissa 10 minuutin sentrifugoinnilla 27,5 % trombosyyttipitoisuuksista alittaa trom-
bosyyttivapaan plasman raja-arvon. Naista putkista korkein mitattu yksittdinen trombo-
syyttipitoisuus on 22 x 10%1 ja matalin 5 x 10%/1 (liite 2).
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Sentrifugointiajan ollessa 5 minuuttia, litiumhepariinigeeliputkista vain 10 %:ssa pinta-
fraktio on riittavan puhdasta. Suurimmillaan trombosyyttipitoisuus on 39 x 10%1 ja mata-
limmillaan 9 x 10%1 (liite 2). Eniten hajontaa pintafraktioiden trombosyyttipitoisuuksissa
on 5 minuuttia sentrifugoiduissa natriumsitraattiputkissa, joissa korkein yksittainen trom-
bosyyttipitoisuus on 103 x 10%1 ja matalin 10 x 10%1 (liite 1). Naissé putkissa vain 2,5 %
arvoista alittaa trombosyyttivapaan plasman raja-arvon, eli vain yhdessa 40 putkesta on

trombosyyttivapaa pintafraktio.
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KUVIO 6. Pintafraktioiden trombosyyttipitoisuudet ndytteittain
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10.4 T-testien tulokset

Riippuvien parien t-testilla testattiin taulukossa 4 nékyvia pintafraktioiden trombosyytti-

pitoisuuksien keskiarvoja putkityypeittéin.

TAULUKKO 4. Pintafraktioiden trombosyyttipitoisuuksien keskiarvot

NAYTEPUTKI | SENTRIFUGOINTIAIKA | TROMBOSYYTIT/ | YKSIKKO
PINTAFRAKTIO

SPA-P 10 MIN 9,78 1091
SPA-P 5MIN 43,78 1091
HEP-GEL 10 MIN 12,80 109/
HEP-GEL 5MIN 19,25 1091

Taulukosta 5 nahdaan, etté riippuvien parien t-testilla tulokseksi saatu p-arvo (Sig) oli
0,00 kummallakin putkityypilla verrattaessa 5 ja 10 minuutin ajan sentrifugoituja putkia.
Tama tarkoittaa sité, ettd pintafraktioiden trombosyyttipitoisuuksissa 5 ja 10 minuutin
sentrifugoinnin erot ovat tilastollisesti erittain merkitsevia sek& natriumsitraattiputkea

ettd litiumhepariinigeeliputkea kaytettaessa.

TAULUKKO 5. Pintafraktioiden trombosyyttipitoisuuksien valinen t-testi

VERTAILTAVAT PINTAFRAKTIOT/SENTRIFUGOINTIAIKA p-ARVO
SPA-P/10 MIN SPA-P/5 MIN 0,00
HEP-GEL/10 MIN HEP-GEL/5 MIN 0,00

Riippuvien parien t-testilla testattiin my0s pinta-, keski- ja pohjafraktion trombosyyttipi-
toisuuksien vélisia merkitsevyyseroja kummallakin putkityypilla 5 sekda 10 minuutin
sentrifugointiajalla. T-testien tulokset ovat nahtavissa taulukossa 6. P-arvot olivat mel-
kein poikkeuksetta 0,00 eli erot olivat tilastollisesti erittdin merkitsevia muutamaa p-ar-
voa lukuun ottamatta. 10 minuuttia sentrifugoidun litiumhepariinigeeliputken pinta- ja
pohjafraktion vélinen p-arvo oli 0,01, ero oli kuitenkin viela tilastollisesti merkitseva.
Samalla putkityypilla- ja sentrifugointiajalla pinta- ja keskifraktion véalinen merkitsevyys-
taso ei kuitenkaan ollut en&a tilastollisesti merkitsevé p-arvon ollessa 0,23. Tama olikin

ainut saatu tulos, missa fraktioiden valiselle erolle ei 16ytynyt tilastollista merkitsevyytta.
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TAULUKKO 6. Riippuvien parien t-testi eri fraktioiden vélill&

PUTKITYYPPI | SENTRIFUGOINTIAIKA | VERTAILTAVAT | p-ARVO
FRAKTIOT
SPA-P 5 MIN PINTA KESKI 0,00
SPA-P 5 MIN KESKI POHJA | 0,00
SPA-P 5 MIN PINTA | POHJA | 0,00
SPA-P 10 MIN PINTA KESKI 0,00
SPA-P 10 MIN KESKI POHJA | 0,00
SPA-P 10 MIN PINTA | POHJA | 0,00
HEP-GEL 5 MIN PINTA KESKI 0,00
HEP-GEL 5 MIN KESKI POHJA | 0,00
HEP-GEL 5 MIN PINTA POHJA | 0,00
HEP-GEL 10 MIN PINTA KESKI 0,23
HEP-GEL 10 MIN KESKI POHJA | 0,00
HEP-GEL 10 MIN PINTA POHJA | 0,01

10.5 Johtopéaatokset

Tutkimuksen tuloksista selvisi, ettd plasman trombosyyttipitoisuudet olivat paasaantoi-
sesti pienimmat pintafraktioissa ja maarat nousivat pohjafraktiota kohden riippumatta
sentrifugointiajasta ja putkityypistd. Parhaiten trombosyyttivapaan plasman raja-arvo, 10
000 trombosyyttid/ul tai alle, saavutettiin 10 minuutin sentrifugoinnilla natriumsitraatti-
putkien pintafraktiossa, 65 % naista ndytteista alitti raja-arvon. Litiumhepariinigeeliput-
kien pintafraktiossa trombosyyttivapaan plasman raja-arvon saavutti 27,5 % naytteista 10
minuutin sentrifugoinnilla. Litiumhepariinigeeliputkista vain 10 %:ssa pintafraktio oli
riittdvan puhdasta sentrifugointiajan ollessa 5 minuuttia. Natriumsitraattiputkien pin-
tafraktiossa 5 minuutin sentrifugoinnilla vain 2,5 % arvoista alitti trombosyyttivapaan
plasman raja-arvon. Keski- ja pohjafraktioissa ei saavutettu trombosyyttivapaan plasman
pitoisuuksia. Seka keski- ettd pohjafraktioissa trombosyyttipitoisuuksien keskiarvot vaih-
telivat huomattavasti natriumsitraattiputkissa 5 ja 10 minuutin sentrifugoinnilla, vaihte-
luvalin ollessa 15,38-57,20 x 10%I. Litiumhepariinigeeliputkissa vastaava ero oli paljon

pienempi vaihteluvalin ollessa 12,10-35,13 x 10%/I.
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Molempiin putkityyppeihin jai trombosyytteja selvasti enemman 5 minuutin kuin 10 mi-
nuutin sentrifugoinnilla. Litiumhepariinigeeliputkissa trombosyyttipitoisuudet olivat
huomattavasti pienemmat kuin natriumsitraattiputkissa 5 minuutin sentrifugoinnilla. Ole-
tettavasti litiumhepariinigeeliputken geeli vaikuttaa jonkin verran tuloksiin, koska oikein

toimiessaan geeli tehostaa solujen erottumista plasmasta.

Riippuvien parien t-testissa verrattiin plasman pintafraktioiden trombosyyttipitoisuuksia
eri sentrifugointiaikojen jalkeen kummallakin putkityypilla. Saatu tulos (p-arvo 0,00) tar-
koittaa, etta pintafraktioiden trombosyyttipitoisuuksissa 5 ja 10 minuutin sentrifugoinnin
erot ovat tilastollisesti erittain merkitsevid molemmissa putkityypeissé. Riippuvien parien
t-testill& testattiin myos pinta-, keski- ja pohjafraktion vélisid merkitsevyyseroja kummal-
lakin putkityypilla 5 sekd 10 minuutin sentrifugointiajalla. P-arvot olivat melkein poik-

keuksetta 0,00 eli erot olivat tilastollisesti erittdin merkitsevia.

Opinnaytetyon tuloksista voitiin vetaa se johtopaatds, ettd 5 minuutin sentrifugoinnilla ei
saavuteta riittdvan puhdasta plasmaa kummassakaan putkityypissa. Tamén havainnon pe-
rusteella Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikdssa nykyisin kay-
t0ssé olevaa verinaytteiden 10 minuutin sentrifugointiaikaa ei ole perusteltua lyhent&a 5
minuuttiin kéytettdessd natriumsitraattiputkia ja litiumhepariinigeeliputkia. N&in ollen

ldpi-menoaikojakaan ei saada nopeutettua, koska sentrifugointiaikaa ei voida lyhentaa.

Opinndytetyosta saadut tulokset eivat ole yhtenevaisia aiempien tutkimuksien tulosten
kanssa. Tama selittyy todennakaisesti silld, ettd aiemmat tutkimukset eroavat yksityis-
kohdiltaan tasta opinndytetyostd, jossa keskitytaan tutkimaan nimenomaan plasman trom-
bosyyttipitoisuuksia, eika tutkita sentrifugoinnin vaikutusta yksittaisten analyyttien tu-
loksiin. Kao, Shu ja Yen (2010) tutkimuksessa todettiin, ett4 jopa 1 minuutin sentri-
fugointi tuottaa trombosyyttivapaata plasmaa natriumsitraattiputkissa, mutta se vaatii
7000 g:n sentrifugaalivoiman. Minder ym. (2011) tutkimus osoitti, ettd litiumheparii-
nigeeliputkien sentrifugointi 1870 g:lla 7 minuutin ajan antoi saman tasoisia kemian ja

immunologian tuloksia kuin 10 tai 15 minuutin sentrifugointi 2180 g:lla.
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11 POHDINTA

Opinnaytetyon tavoitteena oli selvittdd, onko verindytteiden lapimenoaikojen nopeutta-
miseksi mahdollista lyhent&é Seindjoen kliinisen kemian toimintayksikdssa nykyisin kéy-
t0ssé olevaa 10 minuutin sentrifugointiaikaa 5 minuuttiin kdytettdessa natriumsitraatti-
putkia ja litiumhepariinigeeliputkia. Tutkimuksen kokeellisessa osassa selvitettiin, riit-
tadko 5 minuutin sentrifugointi trombosyyttivapaan plasman muodostumiseen. Opinnay-
tetyon tarkoituksena oli verrata 5 ja 10 minuutin ajan sentrifugoitujen verindytteiden plas-
masta eroteltujen pinta-, keski- ja pohjafraktioiden puhtautta mittaamalla fraktioiden
trombosyyttipitoisuudet.

Tulokset osoittivat, ettd molempiin putkityyppeihin jai trombosyyttejd huomattavasti
enemman 5 minuutin kuin 10 minuutin sentrifugoinnilla. Plasman trombosyyttipitoisuu-
det olivat pienimmat pintafraktioissa. Pintafraktioissa erot 5 ja 10 minuutin sentrifugoin-
nin valilla olivat kuitenkin tilastollisesti erittain merkitsevia. Natriumsitraattiputkissa 5
minuutin sentrifugoinnilla vain yhdessa ja litiumhepariinigeeliputkissa vain neljassa put-
kessa pintafraktion plasma oli trombosyyttivapaata. Keski- ja pohjafraktioissa ei saavu-
tettu lainkaan trombosyyttivapaita pitoisuuksia kummallakaan sentrifugointiajalla. Opin-
naytetyon tuloksista vedettiin johtopédatos, ettd sentrifugointiaikaa ei voi lyhentaa, eika

ldpimenoaikoja saada siten nopeutettua.

11.1 Tutkimuksen objektiivisuus, eettisyys ja luotettavuus

Madrallinen tutkimus on yleistava tutkimus. Pieni tutkittavien joukko toimii otoksena,
joka edustaa koko joukkoa eli perusjoukkoa. (Kananen 2008, 10.) Maarallisen tutkimuk-
sen tavoitteena on suuri vastaajien maaréd. Otoksen vahimmaismaarana pidetéén usein lu-
kua 100. Otoksen suuruus on suoraan verrannollinen tulosten edustavuuteen. Mité suu-
rempi otos, sitd paremmin tulos vastaa koko perusjoukon tuloksia. (Vilkka 2007, 17.)
Tassa opinnaytetydssd satunnaisotos oli yhteensa 160 néyteputkea. Tama maéara sisélsi
80 nayteputkea kutakin putkityyppid. Tutkimuksen otoksen pienehkt koko asettaa siis

epavarmuustekijoité tulosten soveltamiseksi suurempaan perusjoukkoon.
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Maarélliselle tutkimukselle on tarkead, ettd tutkimus on objektiivinen. Tavoitteena on
puolueettomuus, niin itse tutkimuksen teossa kuin tutkimustuloksissakin. Tutkimuksen
objektiivisuus edellyttdd myds puolueetonta tulosten tulkintaa. Tatd on kdytdnndssa mah-
dotonta kokonaan saavuttaa. Tutkimuksen tulkinnassa tukeudutaan aina johonkin ulko-
puoliseen viitekehykseen, mihin tulokset asetetaan. Tulosten tulkinta vaistamaétta vaihte-
lee viitekehyksen mukaan. Myds mm. erilaiset valmiit teoriat, mallit ja tutkimusperinteet
vaikuttavat tulosten tulkintaan. (Vilkka 2007, 16.)

Eettisyys tutkimuksen aikana edellyttda tutkijan ja tutkittavan mahdollisimman etdista
suhdetta toisiinsa (Vilkka 2007, 16). Tassa opinndytety0Ossa eettisyys taattiin ottamalla
naytteet sattumanvaraisesti vapaaehtoisilta Y-laboratorion asiakkailta ilman henkilGtieto-
jen merkitsemista naytteisiin. Naytteet nimettiin keksittyjen testipotilaiden nimilla ja tun-
nuksilla. Tutkimuksen eettisyys varmistettiin myds kysymalla vapaaehtoisilta asiakkailta
suullista lupaa naytteenottoon. Tassa tapauksessa suullinen lupa riitti, koska tutkimus teh-
tiin Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikon luvalla laboratorion
oman toiminnan kehittdmiseksi ja tutkimuksessa ei kasitelty henkilétietoja (Laki ihmisen

elimien, kudoksien ja solujen ladketieteellisesta kaytosta 2001).

Opinnéaytetyon luotettavuus varmistettiin huolellisella suunnittelulla, jatkuvalla tiedonke-
ruulla ja tulosten huolellisella késittelylla. Lahteet valittiin myos huolellisesti, kiinnittaen
huomiota lahteiden alkuperaén, luotettavuuteen ja laadukkuuteen. Luotettava tutkimus
mittaa tarkasti haettua asiaa (validiteetti), on toistettavissa (reliabiliteetti) ja antaa oikeita
vastauksia tutkimuskysymyksiin. Tarkeitd keinoja tdimén saavuttamiseksi ovat oikein ase-
tetut, yksiselitteiset ja koko tutkimusongelman kattavat tutkimuskysymykset. (Heikkila
2014, 27-28; Kananen 2008, 79-81.) Validissa tutkimuksessa tehdaan oikeita johtopaa-
toksia jotka vastaavat tutkimusongelmiin. Validiteetti merkitsee myos oikean tutkimus-
asetelman kautta tulosten yleistettavyyttd. Tutkimuksen reliabiliteetti merkitsee analy-
soinnin johdonmukaisuutta ja tulosten pysyvyytta tutkijasta riippumatta. (Karjalainen
2010, 16.)

11.2 Jatkotutkimusaiheet ja opinnaytety0prosessi

Opinnaytety6ssa tulosten trombosyyttipitoisuuksissa oli selvasti potilaskohtaisista eroja.
Oletettavasti potilaan kokonaistrombosyyttipitoisuudella voi olla huomattava vaikutus
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sentrifugoidun plasman trombosyyttipitoisuuteen eli sentrifugoinnin onnistumiseen. Tut-
kimuksessa olisi ollut mielenkiintoista mitata myds potilaan veren kokonaistrombosyyt-

tipitoisuus asiayhteyden varmistamiseksi.

Tutkimusta tehtdessa ja tuloksia raportoitaessa herési kysymys, riittddko nykyinen Seind-
joen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikdssé kéytossd oleva 10 minuutin
sentrifugointiaika puhtaan plasman saavuttamiseksi. Taman tutkimuksen mukaan nat-
riumsitraattiputkissa 10 minuutin sentrifugoinnilla 65 %:ssa pintafraktio oli trombosyyt-
tivapaata, litiumhepariinigeeliputkissa vastaava luku oli vain 27,5 %. Jatkotutkimuksena
voisi verrata mahdollisia eroja, jotka muodostuvat 10 ja 15 minuutin sentrifugoinnilla
plasman puhtauteen. Tutkimuksen laajentaminen eteenpdin voisi koskea myo6s sitd,
kuinka trombosyyttipitoisuus vaikuttaa mitattaessa eri analyytteja. Mukaan otettavia tut-

kimuksia voisivat olla mm. INR, LD ja kaliumpitoisuus.

Plasman trombosyyttipitoisuus oli tdmén tutkimuksen mukaan jérjestelmallisesti pienim-
mill&dén pintafraktiossa putkityypista ja sentrifugointiajan muutoksista huolimatta. Talla
hetkell& maakunnasta Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian laboratorioon analysoi-
tavaksi lahetettdvat INR-naytteet sentrifugoidaan ja erotellaan lahettdvassa laboratori-
0ssa, elleivat naytteet ehdi samana péivana perille. (Kultti 2017). Eroteltu plasma sisaltaa
kaikki plasman fraktiot, joten sen trombosyyttipitoisuus on suurempi kuin pelkén pin-
tafraktion trombosyyttipitoisuus. Jos nayteputket lahetettdisiin kokoverena kliinisen ke-
mian laboratorioon, sielld suoritettaisiin sentrifugointi ja analysointi tapahtuisi plasman
pintafraktiosta. Jatkotutkimusaiheena voisi olla ndiden kahden eri preanalyyttisen toimin-

tatavan vertailu ja niiden vaikutus trombosyyttipitoisuuksiin ja analysointituloksiin.

Opinnaytety6té oli antoisa tehdd, koska opimme paljon uutta tilastollisesta analysoin-
nista, Microsoft Excel-ohjelman k&ytosté ja parityoskentelystd. Opimme aikataulutta-
maan tydskentelydmme sopiviin jaksoihin, ty6 eteni sujuvasti ja parityoskentelymme su-
jui ongelmitta. Haastetta tyohon toi etenkin se, ettd kumpikaan ei ollut aikaisemmin teh-
nyt kvantitatiivista tutkimusta. Koko méaarallinen tutkimusprosessi oli siis vieras ja vaati
perehtymistd. Varsinkin mittauksista saatujen tulosten tilastollista kasittelya ja testausta
piti opiskella, ennen kuin pystyimme tarkoituksenmukaisesti késitteleméén ja arvioimaan
aineistoa ja tuloksia. Tahan saatiin onneksi hyvaa ohjausta opinnaytetyota ohjaavalta ke-

mistilta ja tilastotieteen opettajalta. My6s ohjaava opettaja oli hyvin tavoitettavissa ja
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saimme haneltd ohjauskeskusteluissa rakentavaa palautetta tyomme kehittdmiseksi. Teo-
riatietoa opinnaytetyohon loytyi hyvin. Ainoastaan aiempia tutkimuksia sentrifugointiin
liittyen oli haasteellista 16ytdd. Suomalaisia tutkimuksia ei 16ytynyt ollenkaan ja ulko-
maalaisissakin tutkimuksissa oli yleensa tutkittu asiaa jostakin eri nakdkulmasta verrat-
tuna omaan tutkimukseemme. Itse tutkimuksen teko sujui suunnitellun aikataulun mukai-
sesti ja tutkimuksen tulokset antoivat tarvittavat vastaukset tutkimuskysymyksiin. Tutki-
mus antoi selkedn tuloksen, ettd Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayk-

sikdssa nykyisin kaytdssé olevaa 10 minuutin sentrifugointiaikaa ei ole syyté lyhentaa.
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LITTEET

Liite 1. Trombosyyttien absoluuttiset pitoisuudet natriumsitraattiputkissa. 1(2)
Yksikkona 1091

1 10 min 4 8 8
5 min 61 69 68
2 10 min 9 14 15
5 min 55 63 70
3 10 min 8 18 27
5 min 21 27 29
4 10 min 6 6 12
5 min 36 46 53
5 10 min 27 31 31
5 min 44 50 49
6 10 min 11 24 18
5 min 68 73 75
7 10 min 17 17 22
5 min 103 110 125
8 10 min 3 7 7
5 min 19 22 30
9 10 min 17 25 26
5 min 24 27 45
10 10 min 11 17 17
5 min 49 52 73
11 10 min 5 10 12
5 min 17 23 28
13 10 min 10 29 27
5 min 62 75 77
14 10 min 5 17 23
5 min 37 a4 49
15 10 min 1 6 10
5 min 36 42 40
16 10 min 17 18 21
5 min 25 26 35
17 10 min 6 12 16
5 min 29 36 45
18 10 min 8 12 27
5 min 20 27 42
19 10 min 5 10 20
5 min 38 41 46
20 10 min 6 13 17
5 min 32 36 42
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2(2)

20 10 min 13 23 19
5 min 66 75 74
21 10 min 9 19 17
5 min 50 59 63
22 10 min 8 14 14
5 min 39 48 49
23 10 min 6 17 21
5 min 19 19 30
24 10 min 19 27 36
5 min 41 45 62
25 10 min 8 9 7
5 min 29 39 55
26 10 min 7 8 17
5 min 10 12 0
27 10 min 23 28 28
5 min 58 62 76
28 10 min 9 11 20
5 min 42 56 57
29 10 min 7 9 11
5 min 57 64 67
30 10 min 13 15 17
5 min 47 57 69
31 10 min 10 21 46
5 min 76 93 115
32 10 min 11 17 15
5 min 57 66 64
33 10 min 9 11 19
5 min 43 46 53
34 10 min 2 3 4
5 min 12 12 31
35 10 min 19 27 33
5 min 83 97 103
36 10 min 8 10 15
5 min 60 65 68
37 10 min 8 13 26
5 min 18 27 31
38 10 min 12 20 21
5 min 50 52 65
39 10 min 11 15 14
5 min 60 69 73
40 10 min 3 4 11
5 min 58 60 62
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Liite 2. Trombosyyttien absoluuttiset pitoisuudet litiumhepariinigeeliputkissa.

Yksikkona 10%/1. 1(2)
[Naytenro _[Sentrifugointiaika ___Pintafraktio _Keskifraktio _Pohjafraktio
1 10 min 22 28 48

5 min 16 18 36
2 10 min 12 18 20
5 min 23 26 44
3 10 min 15 10 14
5 min 12 14 19
4 10 min 12 10 11
5 min 19 21 28
5 10 min 9 8 18
5 min 28 30 33
6 10 min 8 9 17
5 min 12 12 18
7 10 min 15 17 20
5 min 30 38 a4
8 10 min 9 6 17
5 min 23 23 29
9 10 min 13 9 26
5 min 12 14 30
10 10 min 6 5 7
5 min 15 17 26
11 10 min 9 8 16
5 min 14 17 71
12 10 min 11 5 13
5 min 17 20 24
13 10 min 7 7 8
5 min 9 10 11
14 10 min 10 14 23
5 min 9 10 38
15 10 min 7 13 26
5 min 15 23 32
16 10 min 12 10 13
5 min 10 9 9
17 10 min 8 7 12
5 min 15 12 13
18 10 min 12 16 17
5 min 20 24 34
19 10 min 12 11 19
5 min 9 9 25
20 10 min 5 5 26
5 min 22 22 23
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2(2)

21 10 min 11 9 12
5 min 13 21 22
22 10 min 17 7 12
5 min 20 20 24
23 10 min 16 13 13
5 min 30 27 38
24 10 min 18 15 13
5 min 35 34 39
25 10 min 18 14 10
5 min 23 22 26
26 10 min 11 12 15
5 min 13 14 23
27 10 min 22 21 25
5 min 16 16 19
28 10 min 11 11 14
5 min 15 20 34
29 10 min 17 14 8
5 min 32 31 33
30 10 min 12 9 10
5 min 28 42 60
31 10 min 9 10 13
5 min 19 19 29
32 10 min 16 20 21
5 min 16 27 47
33 10 min 11 14 12
5 min 17 24 60
34 10 min 19 16 34
5 min 15 23 44
35 10 min 18 13 12
5 min 16 27 31
36 10 min 12 12 21
5 min 21 27 68
37 10 min 16 18 20
5 min 39 39 50
38 10 min 12 14 29
5 min 24 21 45
39 10 min 16 8 8
5 min 26 27 47
40 10 min 16 18 19
5 min 22 26 79




