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Kylmaagglutiniinit eli kylmévasta-aineet ovat yleenséd IgM-luokan vasta-aineita, jotka
aiheuttavat punasolujen agglutinaation eli yhteenliittymisen ja komplementin sitoutumi-
sen punasoluun lampdatilan laskiessa. Lampdétilan noustessa takaisin ruumiinlampdon
agglutinaatio purkaantuu, mutta komplementti pysyy Kiinnittyneené punasoluun kyeten
aiheuttamaan komplementtivalitteistd hemolyysia.

Kylmaagglutiniinit aiheuttavat erityispiirteitd verindytteenotossa ja naytteiden esikasit-
telyssd. Kylmdagglutiniinindytteet otetaan lamminndytteenoton mukaisesti tutkittaessa
kylmavasta-aineita tai kokoverta. Useimmat Kkliinisen kemian tutkimukset tehdaan
plasmasta tai seerumista, talléin lamminndytteenotto ei ole valttdmatontd kunhan plas-
ma tai seerumi erotellaan mahdollisimman nopeasti. Erottelemattomassa nédytteessa ag-
glutinaatio voi purkautua esimerkiksi kuljetuksesta aiheutuvan térinén johdosta aiheut-
taen hemolyysia.

Opinnaytetyon aihe on tydeldmalahtdinen ja se on saatu Fimlab Laboratoriot Oy:lta.
Opinnaytetyon tarkoituksena oli tuottaa tiivis ja kattava selvitys kylméagglutiniineista ja
niiden aiheuttamista erityispiirteista naytteenotossa ja esikasittelyssa. Tarkoituksena oli
my0s tuottaa lamminndytteenotto-ohje Fimlab Laboratoriot Oy:lle. Tavoitteena opin-
naytetyolla on parantaa tutkimustulosten luotettavuutta tarkentamalla néytteenotto- ja
esikasittelyohjeistusta, samalla kehittden omaa erikoisammattiosaamistamme.

Opinndytetyd on toiminnallinen opinnaytetyd, jossa on myos piirteitd kirjallisuuskatsa-
uksesta. Kirjallisuuden avulla on perehdytty kylmaagglutiniineihin ja niiden vaikutuk-
siin valituissa tutkimuksissa seké nédytteenottoon ja esikasittelyyn. Tamén perusteella on
tehty opinnaytetyon raporttiosio, joka toimi pohjana tuotokselle. Opinndytetyon toimin-
nallisena osiona tehtiin SFS-EN 1SO 15189 standardiin pohjautuvan kaksisivuisen
ldamminnéytteenotto-ohjeen Fimlab Laboratoriot Oy:lle.

Opinndytetyon luotettavuutta liséé siind kéytetty l&hdeaineisto, joka on padasiassa 2000-
luvulta. Suurin osa kaytetyistd lahteistd on kansainvélisia teoksia, joiden tekijoind on
alansa asiantuntijoita. Kylmaagglutiniinindytteissé lamminndytteenoton merkityksen
havainnollistamiseksi, tydhon on lisétty liitteiksi kaksi verenkuvatulosta néytteistd, jois-
sa on kylmaagglutiniineja.

Asiasanat: kylmaagglutiniini, lamminnéytteenotto, esiké&sittely, vasta-aine
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The objective of this study was to investigate through literature how cold agglutinins
affect the blood drawing and preanalytical stage of specified clinical chemistry tests
which were outlined to sodium and potassium, creatinine, C-reactive protein and hae-
matology laboratory tests such as complete blood count and prothrombin time. The top-
ic was provided by the clinical chemistry laboratory of Fimlab Medical Laboratories
Ltd. Another objective was to compile a warm blood drawing instructions for company
use.

Cold agglutinins or cold antibodies, as they are also referred to, are generally IgM-type
antibodies. They cause the red cells to agglutinate through complement binding, at tem-
peratures below the body temperature. Once the temperature rises back up to body tem-
perature the agglutination resolves but the complement factor stays on the red cell sur-
face causing haemolysis.

When investigating cold antibodies or whole blood sample, the blood must be drawn by
warm blood drawing instructions. Most clinical chemistry laboratory tests are per-
formed from either plasma or sera and therefore the blood drawing can be done without
the special warm blood drawing instructions. The plasma or sera should be separated
from red cells as soon as possible. After blood sample has cooled down and the aggluti-
nation has developed the sample should be handled with care in order to avoid resolving
the agglutination because this can cause haemolysis, and therefore have an effect on
some laboratory tests.

Key words: cold agglutinin, phlebotomy, preanalytics, antibody
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1 JOHDANTO

Kylmaéagglutiniinit eli kylmévasta-aineet ovat komplementtia sitovia vasta-aineita, jotka
sitoutumisen kautta aiheuttavat punasolujen agglutinaatiota eli yhteenliittymista ruu-
miinlampoa alemmissa lampdotiloissa. N&in ollen ne aiheuttavat erityistoimenpiteita
naytteenotossa ja naytteiden esikésittelyssa. (Juvonen & Savolainen 2007, 208; Petters-
son, Partanen & Vakkila 2007, 50.) Kylmavasta-aineet ovat melko harvinaisia, joten
erillistda lamminndytteenotto- tai esiké&sittelyohjeistusta ei vield Fimlab Laboratoriot

Oy:lla ole. Naytteenoton akkreditoinnin myota tarve naytteenotto-ohjeelle on syntynyt.

Opinndytetydomme aiheen saimme Fimlab Laboratoriot Oy:n keskitettyjen labora-
toriopalveluiden Kliinisen kemia yksikostd. Fimlab Laboratoriot Oy on Suomen suurin
laboratorioalan yritys, joka tarjoaa terveysalan laboratoriopalveluja Pirkanmaan ja Kan-
ta-Hameen seké Jamsan alueella. Fimlab laboratoriot Oy:n keskitetyt laboratoriopalve-
lut sek& hallinto sijaitsevat Tampereen yliopistollisen keskussairaalan vieressé, Biokatu
4:ss&. Muita toimipisteitd, kuten naytteenottopisteitd, on ympari Pirkanmaata ja Kanta-
Héamettd. Naistd toimipisteistd suurin osa naytteista kuljetetaan analysoitaviksi keskitet-
tyihin laboratoriopalveluihin. Fimlab Laboratoriot Oy on Pirkanmaan sairaanhoitopiirin

ja Kanta-Hameen kuntayhtyman omistama osakeyhtio. (Fimlab 2013.)

Opinndytetyossé kasittelemme kylmaagglutiniinien vaikutuksia kuuden maéarityksen
osalta: natrium (P-Na), kalium (P-K), kreatiniini (P-Krea), C-reaktiivinen proteiini (P-
CRP), perusverenkuva (B-PVK) ja tromboplastiiniaika (P-TT-INR). Ndma maaritykset
valitsimme yhdessa tydeldmaedustajien kanssa perustuen siihen, ettd ne ovat yleisimpia
Kliinisen kemian ja hematologian automaatiolla tehtévié tutkimuksia, ja ovat néin ollen
aiheuttaneet eniten keskustelua oikeasta toimintatavasta. Madritysten kasittelyssa
olemme ottaneet huomioon aikuisten viitearvot. Opinndytetydmme ulkopuolelle on ra-
jattu muun muassa ihopistonaytteenotto, vierianalytiikka, kryoglobuliinit ja verensiir-

toserologiset tutkimukset.

Opinndytetyémme tarkoituksena on tuottaa kattava informaatiopaketti kylméagglutinii-
neista Fimlab Laboratoriot Oy:n kayttoon. Opinndytetydbmme tavoitteena on parantaa

tutkimustulosten luotettavuutta lisédmalla tietoisuutta kylméagglutiniinien vaikutuksista



laboratoriotutkimuksiin. Opinndytetydémme on toiminnallinen opinnéytetyd, joka koos-
tuu raporttiosiosta ja tuotoksesta. Teorian raporttiosioon kerddmme soveltaen Kirjalli-

suuskatsausmenetelmaa.

Tuotoksemme pohjautuu teoriaosuudessa esitettyihin lamminn&ytteenoton ja -esikasitte-
lyn erityispiirteisiin, ndytteenottotoiminnan laadunvarmistukseen sek& kylméaagglutinii-
nien rakenteeseen ja toimintaan. Ndytteenottotoiminnan laadunvarmistusta kéasittelem-

me sitéd koskevien standardien kautta.

Kylmaéagglutiniineista ei ole aikaisemmin tehty opinnéytetditd, myods tutkimuksia ai-
heesta on tehty erittdin vahan. Loysimme vain yhden Suomessa tehdyn tutkimuksen
(Kosme & Remes 1999) liittyen autoimmuunihemolyyttiseen anemiaan, jossa oli ké&si-
telty my6s kylmdavasta-aineita. Kansainvaliset tutkimukset, jotka liittyvat kylmaagglu-
tiniineihin, tutkivat lahinnd kylmaagglutiniinien aiheuttamaa autoimmuunihemolyyttista
anemiaa ja sen hoitoa. Néin ollen suoraa tutkimusta kylmaagglutiniinien vaikutuksesta
naytteenottoon tai esiké&sittelyyn ei ole tai emme ainakaan sellaista 16ytaneet. Tasta

syysté opinndytetyoné tekemamme selvitys on aiheellinen.



2 KYLMAAGGLUTINIINIT

2.1 Vasta-aineet ja komplementtijarjestelméa

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit kuuluvat yhdessa veren luontaisen komplementtijér-
jestelmén kanssa humoraaliseen immuniteettiin eli solunulkoisten nesteiden valityksella
vaikuttavaan immuunijérjestelmadn. Immunoglobuliinit vastaavat vasta-ainevalitteisesté
immuniteetista. Vasta-aineiden avulla elimiston immuunipuolustus tunnistaa vieraita
organismeja tai niiden osia niille spesifisten antigeenien perusteella. Antigeenit voivat
olla rakenteita tai molekyylejé, jotka aikaansaavat immuunireaktion. Vasta-aineet kuu-
luvat hankittuun immuniteettiin eli ne kehittyvat syntyman jalkeen elimiston kohdatessa
uusia taudinaiheuttajia. Vasta-aineita syntyy myos rokottamisen seurauksena. Vasta-
aineiden esiasteet toimivat B-lymfosyyttien pinnalla reseptoreina. B-lymfosyytin akti-
voituessa siitd tulee plasmasolu, joka alkaa tuottaa reseptorinsa kaltaisia liukoisia vasta-
aineita, jotka kulkeutuvat verenkierron mukana. (Hanninen 2011, 97; Jokiranta & Sep-
pala 2011, 101-102.)

Immunoglobuliinit ovat glykoproteiineja. Niiden Y:n muotoinen perusyksikkd koostuu
proteiinirungosta ja siihen liittyneesta hiilihydraattiosasta. Immunoglobuliinit rakentu-
vat neljasta polypeptidiketjusta: kaksi kesken&an identtistd L-ketjua eli kevytketjua
(light chain) ja kaksi keskenaan identtistd H-ketjua eli raskasketjua (heavy chain). H- ja
L-ketjut muodostuvat rakenteellisista perusyksikoistéd eli domeeneista. Domeenit voivat
sisaltda paljon vaihtelua eli ovat niin sanottuja variaabeleita domeeneja, jotka kykenevat
tunnistamaan antigeenin. Muut ketjun domeenit ovat varsin samanlaisia ja niitd kutsu-
taan C-alueeksi eli vakioalueeksi (constant region). H-ketjussa on yleensa nelja ja L-
ketjussa kaksi domeenia. Kummassakin ketjussa on yksi variaabelidomeeni, mika osal-
listuu antigeeni& sitovan kohdan muodostukseen. Loput domeenit kuuluvat vakioaluee-
seen. Nain ollen HL-ketjuparissa on kaksi kohtaa, jotka kykenevét sitomaan samanlai-
sen antigeenin. H-ketjujen vakioalueita eli proteiinin toiminnallisesti itsenéisi& osia on
viitta péatyyppié ja immunoglobuliinit jaetaankin néiden perusteella eri luokkiin. Naita
luokkia ovat IgA, IgD, IgE, IgG ja IgM. Immunoglobuliinit voivat esiintyd mono- tai
polymeereind. Immunoglobuliinien rakennetta on esitetty kuvassa 1. (Judd 2009, 71;
Jokiranta & Seppala 2011, 102-106.)



] —— \ I
p

S
S A N/
1| e

IgM

KUVA 1. 1gG ja IgM. IgM:ssé on violetilla merkittynd kevytketjut ja siniselld raskas-
ketjut. 1gG:ssd on punaisella merkittyna variaabelidomeeni ja sinisellda vakiodomeenit.
(Jawetz, Melnick & Adelberg 1982, 160-161, muokattu.)

Autovasta-aineilla tarkoitetaan elimiston omia kudoksia ja rakenteita kohtaan hyokkéa-
Vid vasta-aineita, jotka voivat olla luokkaa IgG, IgM tai IgA. Yksilolla on lajille tyypil-
lisid antigeenejd, joita sanotaan alloantigeeneiksi. Jos yksilolta puuttuu lajilleen ominai-
sia antigeenejd, voi elimistdon muodostua allovasta-aineita, jolloin kyseessa on im-
munisaatio. Immunisaatio voi olla seurausta esimerkiksi verensiirrosta tai raskaudesta.
(Judd 2009, 71.)

Komplementti on ryhmé veren proteiineja, joiden padasiallisena tehtdvana on tuhota ja
poistaa kehoon joutuneita mikrobeja ja vieraita rakenteita. Komplementti kuuluu paa-
asiallisesti luonnolliseen immuniteettiin, mutta auttaa myos vasta-aineita komplemen-
toimalla eli tdydentdmall niiden kykyé tuhota mikrobeja. Komplementti tuhoaa vasta-
aineiden vieraiksi tunnistamat kohteet vaiheittain etenevan reaktiosarjan avulla, jossa
edellinen komponentti aktivoi seuraavan, joka jalleen aktivoi seuraavan komponentin.
Reaktiosarja johtaa niin sanotun membraaneja tuhoavan kompleksin (MAC: membrane
attack complex) muodostumiseen. MAC muodostaa kohdesolun pinnalle ioneja l&paise-

van reidn ja aiheuttaa solun osmoottisen lyysautumisen. (Meri 2011, 53-60.)



Kylméagglutiniinit ovat komplementtia sitovia, tyypillisesti IgM-luokan vasta-aineita.
Kylmaéagglutiniinit kykenevét sitoutumaan punasolujen pinta-antigeeneihin ruumiin-
lampoa alemmissa lampdtiloissa aiheuttaen komplementin aktivoitumisen. IgM-luokan
vasta-aineiden kiinnittymisestd seuraa punasolujen agglutinaatio. Kylmavasta-aineiden
ja komplementin sitoutuminen lisadntyy lampoétilan laskiessa lahelle 0°C:tta. Aggluti-
naatio purkaantuu, kun lampétila kohoaa 37°C:een tai yli. Komplementti jaa kuitenkin
kiinni punasolun pinnalle lampdtilan jalleen noustessa. Hemolyysi tapahtuu komple-
menttivalitteisesti, yleensd maksassa makrofagien toimesta, agglutinaation jo purkau-
duttua. Jaahtymisesta seuranneen komplementin aktivoitumisen hemolyyttinen teho on
voimakkaimmillaan kuitenkin vasta uudelleen lammetessd, 40°C:ssa. Kylmaagglutinii-
nien aiheuttaessa hemolyysié elimistdssd, on kyseessé autoimmuunihemolyyttinen ane-
mia eli AIHA. (Juvonen & Savolainen 2007, 208; Pettersson ym. 2007, 50.)

2.2 Autoimmuunihemolyyttisissa anemioissa esiintyvia vasta-aineita

Autoimmuunihemolyyttisissd anemioissa (AIHA) elimisto tuottaa vasta-aineita yhta tai
useampaa punasolukalvon antigeenid kohtaan. Tdmé johtaa siihen, ettd kudosten makro-
fagit kykenevét tuhoamaan vasta-aineilla peittyneet punasolut aiheuttaen hemolyysié ja
siten anemiaa. Autoimmuunihemolyyttinen anemia voi johtua joko lammin- tai kylmé-
vasta-aineista. (Cunningham & Silberstein 2005, 693, 699-700.)

2.2.1 Lamminvasta-aineet

Tyypillisimmin lamminvasta-aineet ovat 1gG-tyypin vasta-aineita, jotka eivét kykene
agglutinoimaan punasoluja, mutta Kiinnittyméalla punasoluihin lampétilan ollessa 37°C
tai yli, ne aktivoivat komplementin. Komplementin aktivoimisen kautta lamminvasta-
aineet voivat aiheuttaa elimistdssa hemolyysid, jolloin kyseessa on autoimmuunihemo-
lyysi, silla vasta-aineet hyokkaavét elimistén omia kudoksia vastaan. (Bain & Winn
2012, 274-277.)

Lamminvasta-aineiden kiinnittymistd on vaikea estad, silla se tapahtuu jo ruumiinlam-

mossd. N&in ollen lamminvasta-aineet, jotka kykenevéat komplementin aktivoimisen
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kautta hemolysoimaan punasoluja, aiheuttavat potilaalle erittdin vakavan hemolyyttisen
tilan. La&mminvasta-aineita voi muodostua elimistoon idiopaattisesti tai sekundaarisesti
eli liittyen toiseen tilaan. Sekundaarisesti lamminvasta-aineita voivat aiheuttaa esimer-
kiksi lymfoomat, autoimmuunitaudit, kuten SLE (systeeminen lupus erytematosus) seké
eraat infektiot. (Bain & Winn 2012, 274-277.)

2.2.2 Kylmavasta-aineet

Kylmaéaagglutinaatio johtuu yleensd IgM-luokan vasta-aineista, jotka kohdistuvat pu-
nasolujen pinnalla olevia l/i-antigeenejd kohtaan. Kylmaagglutiniinit aiheuttavat pu-
nasolujen agglutinaation ruumiinlampod matalammissa lampotiloissa. Ongelma muo-
dostuu siin& vaiheessa, kun elimiston aareisverenkierrossa lampdtila on matalampi kuin
sentraalisessa verenkierrossa. Talloin komplementti aktivoituu ja tdmé puolestaan aihe-
uttaa solujen tuhoutumisen yleisimmin hepaattisessa verenkierrossa. Solujen tuhoutu-
minen johtaa autoimmuunihemolyyttisen anemian muodostumiseen. (Cunningham &
Silberstein 2005, 693, 699-700.)

Titterilla tarkoitetaan seerumin korkeinta laimennosta, jossa reaktio on viela havaittavis-
sa. Serologiassa titteriarvo on yleisesti kaytetty tapa ilmoittaa vasta-aineen pitoisuus.
(Jawetz ym. 1982, 167; Tiilikainen, Vaara & Vaheri 1997, 920.) Kylmadagglutiniinien
agglutinaatiokyky riippuu niiden titteriarvosta ja sitd kautta myos niiden vaatima lampo-
tila vaihtelee potilaittain. Joillakin agglutinaatio tapahtuu jo hieman alle 37°C:ssa, kun
taas yleisemmin kylmdagglutiniinit tarvitsevat agglutinaatioon 28-31°C:n lampdtilan.
(Cold Agglutinin Disease 2007.) Lampatilan laskiessa riittavan alas, Kiinnittyvat kylma-
agglutiniinit punasolujen antigeeneihin (yleensa 1/i) aiheuttaen punasolujen agglutinaa-
tion. Agglutinaation liséksi, kylm&agglutiniinin kiinnittyminen aiheuttaa komplementti-
tekija C1:n aktivoitumisen, mika aktivoi edelleen komplementtitekijat C2 ja C4. C2:n ja
C4:n aktivoituminen aiheuttaa C3:n muuttumisen punasolujen pintaan kiinnittyvaksi
C3b:ksi. Lampdtilan noustessa kylmdagglutiniinit irtoavat punasoluista, jolloin solut
paasevat jalleen irtoamaan toisistaan eli agglutinaatio purkautuu. (Stone 2010, 3119;
Meri 2011, 53-56.)
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Komplementtitekija C3b pysyy kuitenkin yh& kiinnittyneené punasolujen pintaan. C3b
voi aiheuttaa komplementtitekija C5:n aktivoitumisen, mika johtaa MAC:n aktivoitumi-
seen aiheuttaen solujen intravaskulaarisen hemolyysin tuottamalla solukalvoon reién.
Solukalvon reidn vuoksi osmoottinen paine muuttuu aiheuttaen nestevirtauksen solun
sisdan, jolloin solu turpoaa ja hajoaa. (Stone 2010, 3119; Meri 2011, 53-56.)

Yleisimmin C3b:11a paallystetyt punasolut kuitenkin paatyvéat maksaan, jossa niilla on
kaksi vaihtoehtoa. Punasolut voivat tuhoutua maksan retikuloendoteliaalijarjestelmassa
fagosytoivien solujen vélitykselld, mika aiheuttaa ekstravaskulaarista hemolyysia. Toi-
saalta C3b:lla paallystetyt solut voidaan myds palauttaa verenkiertoon muokkaamalla
soluihin Kkiinnittynyt C3b C3d:ksi, jolloin solu ei tuhoudu elimistén immuunijérjestel-
massa. (Stone 2010, 3119; Meri 2011, 53-56.) Kylmaagglutiniinien kiinnittymista,

komplementin aktivoitumista ja aktivoitumisen seurauksia on esitetty kuvassa 2.
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KUVA 2. Kylmaagglutiniinien kiinnittyminen punasoluihin ja komplementtijarjestel-
man aktivoituminen. (Kuva: Lasse Pekkala 2013, mukaillen Stone 2010, 3119.)
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Kylméagglutiniinej& voi kehittyd elimistoon sekd idiopaattisesti ettd sekundaarisesti.
Kylmaéagglutiniinit voivat esimerkiksi joskus olla seurausta infektiosta. Kylméaagglu-
tiniineja voi esiintya varsinkin teini-ikaisilld ja nuorilla aikuisilla esimerkiksi Myco-
plasma pneumoniae- tai Ebstain Barrin-virus-infektioissa. T&lloin on kyseessé véliai-
kainen kylmaagglutiniinien esiintyminen veressd, sill& infektion parantuessa myos kyl-
maagglutiniinit katoavat jonkin ajan kuluessa. Sekundaarisia kylméagglutiniineja voi
esiintyd myos esimerkiksi lymfoomien yhteydessa. Kylméagglutiniinit ovat yleisia
my0s terveilld henkil6illa. Talloin kyseessa on matalan titterin omaavat vasta-aineet,
jotka eivat kykene kiinnittymadn punasoluihin tai aktivoimaan komplementtia yli
4°C:ssa, jolloin niilla ei ole yksillle kliinistd merkitystd. (Cold Agglutinin Disease
2007; Duffy 2009, 322, 328; Hoffbrand & Moss 2011, 82.)

Paroksysmaalinen kylmahemoglobinuria (PCH: paroxysmal nocturnal hemoglobinuria)
johtuu myos kylméagglutiniineista. Tama AIHA:n muoto johtuu kylmassa reagoivasta
IgG-luokan vasta-aineesta, jota kutsutaan Donath-Landsteiner vasta-aineeksi. PCH on
kaikista AIHA:n muodoista harvinaisin. Tama kylmé&agglutiniini on tyypillisesti spesifi
punasolun pinta-antigeeni P:td kohtaan. Ennen on uskottu paroksymaalisen kylméhe-
moglobinurian liittyvan syfilikseen, mutta nykyisin paroksymaalista kylmahemoglo-
binuriaa esiintyy lahinna lapsilla hengitysteiden virusinfektioiden kuten mononukleoo-
sin yhteydessa. (Petterson ym. 2007, 49-50; Duffy 2009, 331; Hod, Spitalnik, P. & Spi-
talnik, S. 2009, 103.)

Noin 7 %:lla AIHA-potilaista diagnostiset kriteerit tayttyvat seka lammin-AlHA:n ettd
kylm&agglutiniinisyndrooman osalta. Naitd tapauksia kutsutaan yhdistelma-AIHA:ksi
(combined warm and cold AIHA). Yhdistelma-AIHA potilaiden suora antiglobuliinites-
ti on positiivinen seké 1gG:n ettd C3:n tai C3d:n suhteen. Yhdistelma-AlIHA-potilaiden
seerumista on l0ydettavissa IgM-luokan kylmahemagglutiniineja sekéd 1gG-luokan Iam-
minvasta-aineita. YhdistelIma-AlHA:ssa kylméagglutiniinien reaktiolampdtila on muista
kylméaagglutiniineista poiketen 30°C tai tata korkeampi. (Petz 1997, 1024; Duffy 2009,
326; Bain & Win 2012, 277.)
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3 TUTKIMUKSET

Analyytilla tarkoitetaan analyysin eli tutkimuksen kohteena olevaa ainetta (Sivistys-
sanakirja). Opinndytetyon toimeksiantaja rajasi aiheemme koskemaan seuraavia ana-
lyytteja: plasman/ seerumin natrium (P/S-Na), kalium (P/S-K) kreatiniini (P/S-Krea) ja
C-reaktiivinen proteiini (P/S-CRP). Naiden analyyttien lisdksi aiheeseemme kuuluvat
my0s seuraavat maaritykset: plasman tromboplastiiniaika (P-TT) ja kokoveren perusve-
renkuvatutkimus (B-PVK). Nama madritykset toimeksiantaja perusteli silld, ett4 ne ovat
yleisimpia tutkimuksia kliinisen kemian ja hematologian automaatiolla. Naiden tutki-
musten kautta keskustelu kylméagglutiniinien aiheuttamista vaikeuksista ndytteenotossa
ja esikaésittelyssé on kaynnistynyt. Veriryhmaserologiset tutkimukset on rajattu tydémme

ulkopuolelle, vaikkakin myds niihin kylméaagglutiniinien vaikutus on suuri.

3.1 Natrium ja kalium

Elektrolyytit ovat yhdisteitd, jotka elimistossa esiintyvat séhkoisesti varautuneina eli
ioni-muodoissa, kationeina eli positiivisesti varautuneina seka anioneina eli negatiivi-
sesti varautuneina. Elektrolyyteilla on monia tarkeité tehtavia elimistdssa, kuten erilais-
ten nestetilojen tilavuuksien ja osmoottisen paineen sekd happo-emastasapainon yllapi-
to. Liséksi elektrolyytit saatelevat hermo-, sydanlihas- sekd luurankolihassolujen toi-

mintaa ja osallistuvat monien aineenvaihduntareaktioiden saatelyyn. (Uotila 2010, 93.)

Yksi elektrolyyttien tarkeimmista tehtévista elimistdssa on huolehtia neste- ja elektro-
lyyttitasapainosta. Vesi muodostaa ihmisen ruumiinpainosta noin 60 %, ja 66 % tasta
vedesta on intrasellulaarista eli solun sisdista vettd, ja 33 % ekstrasellulaarista eli solun
ulkopuolella olevaa vettd. Vesi toimii elimistossé liuottimena erilaisille yhdisteille ja
muodostaa elintérkeille reaktioille tapahtumaympériston. (Marshall & Bangert 2008,
15; Uotila 2010, 9394.)

Ekstrasellulaarinesteiden selvasti vallitsevin kationi on natrium (Na®), jota on solun
ulkoisen nesteen kationeista jopa yli 90 %. Plasma kuuluu solun ulkoisiin nesteisiin ja

siitd madritettynd vapaan natriumin viitearvo on 137-144 mmol/I. Vapaata natriumia on
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noin 70 % natriumin kokonaismé&é&rastd, loput natriumista on kiinnittyneend luukudok-
seen. Natriumin pitoisuus ekstrasellulaarinesteessé huolehtii siitd, ettd negatiivisesti ja
positiivisesti varautuneiden ionien pitoisuudet pysyvat tasapainossa toisiinsa néhden.
(Marshall & Bangert 2008, 15; Uotila 2010, 94-95; Fimlab: ohjekirja 2012f.)

Intrasellulaarisessa nesteessa vallitsevana kationina on kalium (K™), jota on solun siséi-
sen nesteen Kkationeista 80 %. Kaliumin pitoisuus plasmassa on pieni verrattuna solun-
sisdiseen pitoisuuteen, mutta madritykset tehdaan silti plasmasta helpomman saatavuu-
den vuoksi. Plasmassa kaliumin viitearvo on 3,3-4,8 mmol/l. Vapaata kaliumia on noin
90 % kaliumin kokonaismaarastd, loput kaliumista on sitoutuneena punasoluihin seké
luu- ja aivokudokseen. Kuten natrium ekstrasellulaarinesteessd, huolehtii kalium intra-
sellulaarinesteessa ionitasapainon sailymisestd. (Marshall & Bangert 2008, 16; Uotila
2010, 96; Fimlab: ohjekirja 2013b.)

Natrium ja kalium maaritetdan kliinisen kemian laboratoriossa potentiometrialla kaytta-
en ioniselektiivisia elektrodeja. Naytemateriaalina maarityksissé kaytetdan seerumia tai
litiumhepariiniplasmaa. Hemolyysi vaikuttaa molempien analyyttien pitoisuuksiin. Ka-
liumin arvo nousee sen vapautuessa punasolujen sisalta plasmaan hemolyysin seurauk-
sena. Kalium myds suositellaan maaritettavaksi mahdollisimman pian naytteenoton jal-
keen, ettei kaliumvuotoa ehdi tapahtua solun sisalta tuloksia hairitsevésti. Natriumin
arvo puolestaan laskee hemolyysissa johtuen hemolyysin laimentavasta vaikutuksesta
naytteeseen. (Lippi ym. 2008, 766—768; Marshall & Bangert, 2008, 26.)

3.2 Kreatiniini

Lihaksissa on kreatiinia ja kreatiinifosfaattia, joita kdytetdan lihasten energiantuotan-
nossa. Lihasten energia-aineenvaihduntareaktioissa kreatiinista muodostuu kreatiniinia,
jota elimisto ei pysty kdyttdmaan, vaan se pitdd saada havitettyd. Kreatiniini siirtyy te-
hokkaasti lihaksista verenkiertoon ja sitd kautta munuaissuodatuksen kautta virtsaan.
Jos erittyminen on munuaistaudin vuoksi hairiintynyt, nousee kreatiniinin pitoisuus ve-
ressa. Plasman tai seerumin kreatiniinimaaritys on sen edullisuuden vuoksi edelleen
tavallisin munuaisten seulonta- ja seurantatutkimus, vaikka se heijastaa munuaismuu-

toksia vain 50 % herkkyydell&, jolloin muutokset havaitaan vasta viiveelld. Kreatinii-
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niarvoon vaikuttaa myds muun muassa potilaan lihasmassa ja ravitsemus. Normaalialu-
een tulos ei poissulje munuaisvauriota, mutta suurentunut arvo viittaa siihen. (Marshall
& Bangert 2008, 72—-73; Mustajoki & Kaukua 2008; Kouri 2010, 123.)

Plasman kreatiniinimaaritykseen kaytetddn Fimlab Laboratoriot Oy:ssé entsymaattista
substraattiméaaritystd. Naytteend kaytetdaan litiumhepariiniplasmaa. Kreatiniinin tulok-
siin hemolyysi voi vaikuttaa kohottavasti, jos mitattava reaktiotuote absorboi valoa sa-
malla aallonpituudella kuin hemoglobiini eli 415 nm. Kreatiniinin viitearvot ovat mie-
hilla 60-100 pmol/l ja naisilla 50-90 pmol/l. (Thomas 2002; Fimlab: ohjekirja 2012d.)

3.3 C-reaktiivinen proteiini

Akuutin faasin reaktiolla tarkoitetaan proteiinimuutoksia, jotka liittyvat muun muassa
infektioihin, kudoskuolioihin ja joihinkin autoimmuunisairauksiin, kuten nivelreumaan
sekd Crohnin tautiin. Talléin eréissad plasman proteiinien pitoisuuksissa tapahtuu nou-
sua. Naista proteiineista C-reaktiivinen proteiini (CRP) kohoaa hyvin nopeasti ja myos
laskee nopeimmin tilanteen rauhoituttua. Tdmén vuoksi CRP on kliinisesti eniten kay-
tetty akuutin faasin osoittajaproteiini. (Marshall & Bangert 2008, 258; Irjala 2010, 137.)

Leukosyyttien liikkuvuus lisdantyy CRP:n vaikutuksesta. CRP myos tehostaa fagosy-
toosia seka aktivoi komplementtijarjestelman. CRP on epéspesifinen, silla sen tulokses-
ta ei voida suoraan paatella johtuuko arvon nousu infektiosta, autoimmuunisairaudesta
vai jostakin muusta akuutin faasin reaktiosta. Epaspesifisyydestda huolimatta CRP:n
madritysta kdytetd&n paljon muun muassa virus- ja bakteeri-infektioiden erotusdiagnos-
tilkassa. Lisaksi CRP-maarityksen indikaatioina ovat muun muassa leikkausten jalkeis-
ten infektioiden osoittaminen sekd kudosvaurioiden suuruuden arviointi. (Marshall &
Bangert 2008, 258; Irjala 2010, 137.)

Fimlab Laboratoriot Oy:ss& CRP madritetddn immunokemiallisella menetelmalla liti-
umhepariiniplasma-néytteestd. CRP:n viitearvo on alle 10 mg/l. CRP-méarityksella ei
ole merkittavasti héiritsevid tekijoitd, mutta senkin arvoon hemolyysi voi vaikuttaa

naytteen laimenemisen kautta. (Fimlab: ohjekirja 2012b.)
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3.4 Perusverenkuva

Perusverenkuvatutkimus on kaytetyimpia terveydenhuollon laboratoriotutkimuksia.
Perusverenkuvatutkimuksessa mitataan verindytteestd punasolujen, trombosyyttien ja
leukosyyttien maarat, hemoglobiinipitoisuus sek& punasolujen keskitilavuus (MCV).
Néiden avulla lasketaan liséksi veren hematokriittiarvo eli punasolujen tilavuusosuus
sekd punasoluvakiot MCH eli punasolujen hemoglobiinin keskimassa seka MCHC eli
punasolujen hemoglobiinin keskimassakonsentraatio. (Mahlaméki 2004, 269; Matin-

lauri & Vilpo 2010, 249-250.) Perusverenkuvan viitearvot on esitetty taulukossa 1.

TAULUKKO 1. Perusverenkuvan viitearvot (Fimlab: ohjekirja 20129)

Leuk Hb HKR Eryt MCH | MCV Trom
x10E9/1 | g/l osuus x10E12/l | pg fl x10E9/I

Naiset |3.4-8.2 | 117-155 | 0.35-0.46 |3.9-52 |27-33 | 82-98 | 150-360

Miehet | 3.4-8.2 | 134-167 | 0.39-0.50 |4.3-5.7 |27-33 | 82-98 | 150-360

Hematokriitin (B-HKR) madritysta kaytetadn veren hapenkuljetuskapasiteetin ja neste-
tasapainon arvioimisessa. Hematokriitin arvo ilmoittaa punasolujen osuuden koko veren
osuudesta. Solulaskijoilla hematokriitti lasketaan punasolujen méarén ja keskitilavuu-
den avulla. Hemoglobiinipitoisuus ja hematokriitti korreloivat toistensa kanssa eli he-
moglobiiniarvon noustessa myds hematokriittiarvo nousee ja toisinpdin. (Mahlamaki
2004, 270-271; Matinlauri & Vilpo 2010, 249-250.)

Hemoglobiini (B-Hb) on proteiini, jota on punasolujen sisélla vastaamassa hapenkulje-
tuksesta elimistdssa. Hemoglobiinin maaritysta kaytetdan esimeriksi anemioiden ja po-
lysytemioiden diagnostiikkaan. Anemiassa hemoglobiiniarvo on pienentynyt ja po-
lysytemiassa suurentunut. Hemoglobiinipitoisuus mitataan kolorimetrisesti syaanimet-
hemoglobiini- tai lauryylisulfaattimenetelmalla 540 nm:n aallonpituudella. (Mahlamaki
2004, 270-271; Matinlauri & Vilpo 2010, 249-250.)

Veren punasolupitoisuus (B-Eryt) ilmoittaa, kuinka monta punasolua on litrassa verta.
Punasolujen maara mitataan verensolulaskimella erilliselld erytrosyyttikanavalla, joka
erottelee punasolut trombosyyteistd sdhkonjohtokyvyn muutosten avulla. Menetelméssa

impulssin koko on verrannollinen solun kokoon eli erotus tapahtuu solun koon erotuk-
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sen avulla. (Savolainen 2010, 71.) Punasolumé&aran suora merkitys on kliinisesti vahai-
nen, mutta arvo on vélttdmaton toistettavien punasoluindeksien laskemiseen ja siksi B-
Eryt méaritetaan solulaskijoiden avulla (Matinlauri & Vilpo 2010, 250).

Peruspunasoluindeksit ovat kaytannollisia anemioita selviteltdessa. MCV eli punasolu-
jen keskitilavuus kuuluu mitattaviin perusparametreihin ja MCH eli punasolujen hemo-
globiinin keskimassa ja MCHC eli punasolujen hemoglobiinin keskimassakonsentraatio
saadaan laskennallisesti muiden suureiden avulla. MCV kertoo punasolujen koon ja silla
voidaan esimerkiksi anemiat erotella mikro-, normo- ja makrosytéarisiin. MCH ja
MCHC kertovat hemoglobiinin maarasta punasoluissa ja niiden avulla voidaan erotella
punasoluja hypo-, normo- ja hyperkromisiin. (Matinlauri & Vilpo 2010, 250; Hoffbrand
& Moss 2011, 27.) MCHC on yleensa tarpeeton parametri, joka joskus saattaa nousta
sferosytoosissa (Fimlab Kanta-Hame: laboratorio-ohjeet). Huslab:n ohjekirjan (2013)
mukaan MCHC:n viitevali on 320-355 g/l seké naisilla ettd miehill&d (Huslab: ohjekirja
2013).

Veren leukosyyttiméaaré (B-Leuk) ilmoittaa kuinka monta leukosyyttia eli valkosolua on
litrassa verta. Leukosyyttien méara mitataan verensolulaskimella erillisell& leukosyytti-
kanavalla. Leukosyyttiarvo voi kohota esimerkiksi erilaisissa tulehdustiloissa seké pa-
hanlaatuisissa veritaudeissa. Pienentynyt leukosyyttiarvo voi viitata esimerkiksi luu-
ydinkudoksen toksiseen tai maligniin vaurioon. (Mahlaméki 2004, 270-271; Matinlauri
& Vilpo 2010, 250-251; Savolainen 2010, 71; Fimlab: ohjekirja 2012e.)

Veren trombosyyttimééra (B-Trom) kertoo trombosyyttien kokonaismaarasta elimistos-
sé. Verenkuva-analysaattoreilla laskettaessa veren trombosyyttien maarittdminen tapah-
tuu luotettavasti ja toistettavasti. Hyvin matalat trombosyyttitulokset tarkistetaan manu-
aalisesti mikroskoopissa. Verenkuva-analysaattori mittaa trombosyytit leukosyytti- tai
erytrosyyttikanavalla perustuen niiden kokoeroon muihin soluihin n&dhden. Kohonneet
trombosyyttiarvot voivat liittyd esimerkiksi kroonisiin tulehdustiloihin tai veren malig-
neihin sairauksiin. Laskeneet trombosyyttiarvot liittyvat puolestaan esimerkiksi hema-
topoieettisen jarjestelman hairidihin. (Mahlamaki 2004, 270-271; Fimlab: ohjekirja
2012i.)
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Perusverenkuvan méaérittamiseen kéaytetdan yleisesti EDTA-kokoverta. Solulaskennassa
ongelmia voivat muodostaa kylmaagglutiniinit, ndytteen lipeemisyys, suuri leukosyyt-
timaara sekd IgM-paraproteiini. AIHA-potilailla agglutinaatio aiheuttaa sen, ettd pu-
nasoluarvot eivét valttamattd ole luotettavia. Agglutinaatio voidaan havaita automaatti-
sista solulaskentatuloksista esimerkiksi MCHC:n ja/tai MCV:n suurenemisena. Joillakin
henkil6illa voivat trombosyytit agglutinoitua EDTA:n vaikutuksesta aiheuttaen virheel-
lisen matalan trombosyyttiarvon. Talléin kyseessa on pseudotrombosytopenia. Hyvin
matalat trombosyyttiarvot tulisi tarkistaa mikroskoopilla agglutinaation varalta. (Mah-
lamaki 2004, 272—-273; Matinlauri & Vilpo 2010, 250.) Agglutinaation havaitsemista ja

vaikutuksia on esitetty liitteissa 1 ja 3.

3.5 Tromboplastiiniaika

Tromboplastiiniaikamaaritykselld (P-TT) mitataan K-vitamiinista riippuvien hyytymis-
tekijoiden osuutta hyytymistapahtumassa. K-vitamiinista riippuvat hyytymistekijat ovat
maksan syntetisoimia ja ne kuuluvat ulkoiseen eli kudostekijan kautta aktivoituvaan
jarjestelmadn. K-vitamiinista riippuvaisia hyytymistekijoitd ovat FIlI, FVII ja FX.
Tromboplastiiniaikamaaritysta kéytetdan varfariinilla toteutetun antikoagulanttihoidon
seurantaan. Tromboplastiiniajalla voidaan saada tietoa myos K-vitamiinin puutoksesta
sekd maksan proteiinisynteesin tilasta. (Mahlamaki 2004, 316-317; Fimlab: ohjekirja
2012h; Laffan & Manning 2012, 409-410.)

Madritykseen kéytetadn reagenssina kudostromboplastiinia, johon on lisatty fibrinogee-
nia ja hyytymistekija FV:sta. Reagenssissa on kaikkia muita hyytymistekijoita ylimaa-
rin, mutta siitd puuttuvat kokonaan tekijat FII, FVII ja FX, joita tutkimuksella maarite-
taan. Jos tutkittavalla on vajausta kyseisissa hyytymistekijoissd, on hyytymisaika piden-
tynyt. (Joutsi-Korhonen & Koski 2010, 279; Laffan & Manning 2012, 409-410.)

Oraalisen antikoagulanttihoidon seurannassa kéytetdan kansainvalistd INR-tulostusta
(P-TT-INR), joka yhdenmukaistaa tulostason, vaikka maaritykset tehtéisiin eri valmista-
jien reagensseilla. P-TT-INR tuloksen tulee olla valilla 0,9-1,2 ilman antikoagulantti-
hoitoa. Antikoagulanttihoitoa saavilla viitevéli on 2—-3. Muihin tutkimusindikaatioihin
sopii paremmin tromboplastiiniajan prosenttitulostus (P-TT-SPA), jonka tulostason tu-
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lee olla vélilla 70-130 %. Alentunut prosenttiosuus voi viitata esimerkiksi K-vitamiinin
vajaukseen tai maksan vajaatoimintaan. (Mahlamaki 2004, 317; Joutsi-Korhonen &
Koski 2010, 280; Fimlab: ohjekirja 2012h.)

Néaytteend maarityksessd kaytetddn yleisesti sitraattilaimennettua plasmaa (1:9). Néyte-
putken tulee olla téytetty tarkasti merkkiviivan mukaisesti, jotta laimennussuhde on
oikea ja tulokset luotettavia. Tulosten luotettavuutta lisad myos sitraatin tasainen sekoit-
tuminen naytteeseen, jonka vuoksi ndyte on sekoitettava huolellisesti heti ndytteenoton
jalkeen. Nayte sailyy 1-3 vuorokautta huoneenlammadssé. Naytettd ei saa sailyttad jaa-
kaappilampdtilassa, silla hyytymistekijat FVI1, FXI ja FXII aktivoituvat. Naytteenotossa
tulee valttaa Kiristyssiteen kayttod ja naytteen tulee virrata vapaasti nayteputkeen, silla
hemolyysi saattaa hairitd méaaritystéd. (Laffan & Manning 2012, 403404, 410.)
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4 NAYTTEENOTTO JA ESIKASITTELY

Erilaisten ndytteiden otto ja analysointi ovat pohjana hyvin monissa potilaan tilaa selvit-
tavissé tutkimuksissa ja tautien diagnosoinnissa. Naytteenotto on merkittdva vaihe labo-
ratoriotutkimusprosessia ja sen onnistumista. Oikeaan aikaan, oikeasta paikasta ja oike-
alta potilaalta otettu laadukas néyte on merkittdvd osa luotettavan tuloksen saamista.
(Suomen Bioanalyytikkoliitto ry: ndytteenotto 2013.)

Laboratoriotutkimusprosessi jaetaan kolmeen vaiheeseen: preanalyyttiseen-, analyytti-
seen- ja postanalyyttiseen vaiheeseen. Preanalyyttinen vaihe sisaltaa toimenpiteet ennen
naytteen analysointia. Siihen kuuluvat esimerkiksi tutkimuksen tarpeen toteaminen,
tutkimuspyynnén tekeminen, potilaan ohjaus tutkimukseen, ndytteen ottaminen seka
naytteen sailytys, kuljetus ja esikasittely. Analyyttinen vaihe sisaltaa tutkimuksen suori-
tusvaiheen, huomioiden laadunvarmistukselliset vaatimukset. Postanalyyttinen vaihe
seuraa analyyttista vaihetta, siind tutkimuksen tulos on jo saatu ja keskitytadan analysoi-
maan sen luotettavuutta ja todenmukaisuutta. Postanalyyttiseen vaiheeseen kuuluvat
mya0s esimerkiksi tulosten hyvaksyminen ja tilaajalle toimittaminen seké tulosten tulkin-
ta, arviointi ja tuloksen pohjalta tehtéva hoitopéatds. (Tuokko, Rautajoki & Lehto 2008,
7; Seppala & Tuokko 2010, 23-24.)

4.1 Verinaytteenotto

Preanalyyttiseen vaiheeseen kuuluva oikein otettu ndyte on merkittdvd osuus laborato-
riotutkimuksen laadukasta suorittamista. Luotettavan tuloksen saamiseksi tarvitaan oi-
kealta potilaalta, oikeaan aikaan, oikeasta paikasta, oikealla tavalla otettu, laadukas nay-
te. Bioanalyytikon tehtdviin kuuluu pé&attad, tayttddko otettu nayte tarvittavat laatuvaa-
timukset. Analyysimenetelmien ja -laitteiden kehityksestd ja analyysivaiheen hyvista
laadunhallintajarjestelmisté johtuen analyyttinen vaihe on nykypaivané hyvin hallinnas-
sa. Preanalyyttiseen vaiheeseen liittyvat ongelmat muodostavat suurimman osan ana-
lyysien epavarmuuteen vaikuttavista tekijoistd. (Seppéld & Tuokko 2010, 24; Suomen
Bioanalyytikkoliitto ry: ndytteenotto 2013.)
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Viitearvot, joiden mukaan analyysiprosessissa saatua tulosta arvioidaan, perustuvat va-
kioituun naytteenottoon, jonka vuoksi oikeaoppisen naytteenoton merkitys on suuri,
jotta tulos on luotettavasti verrattavissa viitearvoihin. Preanalyyttisen vaiheen vakioimi-
seksi ja epdvarmuuden poistamiseksi naytteenotossa tulee noudattaa selkeitd, voimassa
olevia, standardien mukaisia menettelytapoja ja niiden valvontaa. (Seppéld & Tuokko
2010, 24; Suomen Bioanalyytikkoliitto ry: naytteenotto 2013.)

Néaytteenotto alkaa aina potilaan identifioinnilla eli henkil6llisyyden varmistamisella.
Identifionti suoritetaan pyytdmallé asiakasta kertomaan nimensé ja henkiltunnuksensa.
Mikali asiakas ei pysty henkil6tietojaan itse kertomaan, varmistetaan henkil6llisyys
henkil6llisyystodistuksesta, rannekkeesta tai hoitohenkilokunnalta. (Tuokko ym. 2008,
37-38; Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2011.)

Néytteenotossa edetdédn jarjestelméllisesti vaiheittain. Jokaisessa vaiheessa on tirkeéda
suojata itseddn seka potilasta erilaisilta tartunnoilta. Potilaan suojaamiseksi on ehdotto-
man tarkead, ettd naytteenottaja desinfioi katensa huolellisesti jokaisen potilaan valissa.
Né&ytteenottaja voi suojata itsedan erilaisilla kertakayttoisilla vélineilld, kuten suojakési-
neilld ja hengityssuojaimella. Tutkimuskohtaiset erityisvaatimukset esivalmisteluista,
naytteenotosta, kuljetuksesta ja sailytyksestd seka kasittelysta tulee tarkistaa laboratori-
on ohjekirjasta ennen naytteenottoa. Jotkut tutkimukset esimerkiksi vaativat potilaan
paastoamista tai laédkkeettomyytta ja jotkut tutkimukset tulee ottaa ilman Kiristyssidetta,
makuuasennossa tai esimerkiksi tiettyyn kellonaikaan. Esivalmistelujen noudattamatta
jattdminen saattaa johtaa uuden naytteen ottoon tai virheellisiin tuloksiin ja sita kautta
virheellisiin hoitopééatoksiin. (Tuokko ym. 2008, 39; Seppala & Tuokko 2010, 24; Fim-
lab: Tietoa laboratoriotutkimuksiin tulevalle 2013.)

Verinaytteenoton aluksi valitaan tarvittavat valineet. Laskimoverindytteenottoon tarvi-
taan néyteneuloja, ndyteputkia, neulanpidike, vanulappuja ja puhdistusainetta, Kiristys-
side, ihoteippid sek& jateastiat neuloille sek& muille jatteille. Naytteenottoputket valitaan
pyydettyjen tutkimusten mukaan. Osa ndyteputkista on lisdaineettomia ja joissakin on
erilaisia lisdaineita esimerkiksi estdméaan ndytteen hyytymistd, estdmaan ndytteessa ta-
pahtuvaa glykolyysia tai aktivoimaan hyytymisjarjestelmad. Tiettyd tutkimusta varten
on olemassa tietty nayteputki ja vaarassé ndyteputkessa oleva ndyte ei yleensa sovellu
tutkimukseen. Naytteenottojarjestystd valittaessa tulee ottaa huomioon ndyteputkien
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sisaltamat lisdaineet, silld ne voivat siirtyd neulan valitykselld ndyteputkesta toiseen,
jonka seurauksena néyte ei enda valttaméattd sovellu haluttuun tutkimukseen. Lisaksi
joskus on tarpeen ottaa ensin hukkaputki, varsinkin jos samasta potilaasta otetaan vain
yksi néyteputki. Lis&aineelliset ndyteputket tulee myos tayttad tarkasti merkkiviivaan
asti, jotta lisdainetta on ndytemaaradn nédhden oikeassa suhteessa. Lis&aineelliset néayte-
putket tulee sekoittaa ndytteenoton jalkeen huolellisesti, mutta helldvaraisesti, jotta lisa-
aine sekoittuu naytteeseen tasaisesti. NCCLS:n (National Committee for Clinical and
Laboratory Standards Institute, nykyisin CLSI eli Clinical and Laboratory Institute)
standardin H3—A4 perusteella suositellaan ndytteenottojérjestykseksi seuraavaa:

veriviljelypullot tai -putket (steriili ndyte)

seerumiputket, lisdaineeton

e sitraattiputket

e seerumiputket, joissa on naytteen hyytymista aktivoivaa lisaainetta
e hepariiniputket

e EDTA-putket

e glykolyysi-inhibiittoria sisaltdvat putket, ns. sokeriputki

(Tuokko ym. 2008, 40-41; Seppala & Tuokko 2010, 25-26; Kauppinen, Kemppainen &
Polvinen 2011, 20-21.)

Laskimoverindytteet otetaan yleensa kyyndrtaipeen laskimoista huolellisen tunnustelun
ja ihon puhdistuksen jalkeen. Puristussidetta voi yleensa kayttdd apuna suonen etsimi-
sessd, mutta se on l0ysattava valittomasti veren alkaessa virrata nayteputkeen. Mahdol-
lisia muita pistopaikkoja ovat kdmmenseldn sek& jalkapdydan laskimot, mutta ndma
paikat ovat asiakkaalle kivuliaampia ja niihin voi helpommin liittyd komplikaatioita,
kuten hermoon tai valtimoon pistaminen. Naytettd ei mydsk&an saa ottaa esimerkiksi
ké&destd, johon menee suonensisdinen laakitys, turvonneelta tai mustelmaiselta alueelta
tai raajasta, jossa on Kipsi. Kaytettdvd neula ja sen koko valitaan laskimon mukaan,
yleensd nayte saadaan vakuumineulalla, mutta ohuisiin suoniin tulee kayttd4 avo- tai
siipineulaa, silla voimakas vakuumin aiheuttama imu voi tukkia suonen, jolloin néytetta
ei saada. (Tuokko ym. 2008, 42-43; Helin & Rissanen 2010, 10.)

Néytteenoton jalkeen neula poistetaan suonesta ja pistokohtaan asetetaan taitos, jonka
l&pi pistokohtaa painetaan muutama minuutti verenvuodon tyrehdyttamiseksi. Nayte-
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putket identifioidaan asiakkaan tiedoilla ja nédytteet tarkistetaan esimerkiksi hyytymien
ja vajaatéyttoisyyden varalta. Naytteita sailytetaan ja kuljetetaan niiden vaatimalla taval-
la, jotta ndytemateriaali sailyy edustuskelpoisena ja antaa totuudenmukaisen kuvan asi-
akkaan senhetkisesté tilasta. Jos néytteet analysoidaan ndytteenottopdivand, sdilyvat ne
yleensd huoneenlamma@ssé. Osa naytteista tulee ottaa lampimaén tai kylmaan nayteput-
keen, osa tulee suojata valolta heti ndytteenoton jalkeen. Osaan tutkimuksista vaaditaan
valittémasti eroteltu plasma tai seerumi. Tutkimuskohtaiset sailytys- ja kuljetusohjeet
I0ytyvat ohjekirjoista, joihin naytteenottajien on syytd perehtyd jo ennen naytteenottoa.
Pidempiaikainen sdilytys tapahtuu jadkaapissa tai pakastimessa. Naytteiden kuljetuksen
laboratorioon tulisi tapahtua mahdollisimman pian nédytteenoton jélkeen erillisissé laati-
koissa, jotka tasaavat lampoéa laatikon sisélla. Naytteet eivét saa kuljetuksen aikana jaa-

tyd ja tarindd pitaa valttaa. (Kauppinen ym. 2011, 27.)

4.2 Esikasittely

Néaytteiden virheellinen kasittely, kuljetus tai sdilytys voi pilata hyvin otetun nédytteen ja
aiheuttaa suurenkin virheen analyysitulokseen sek& vaikeuttaa tulkintaa. N&dytteen saa-
puessa laboratorioon, nédytteenottoaika ja -tapa seka sailytys- ja kuljetusolosuhteet on
dokumentoitava siten, ettd tiedot ovat jaljitettdvissa. Néaytteelle tehddan vastaanottotar-
kistus, jolla arvioidaan ndytteen analyysikelpoisuus. Jos ndyte hylatdan, pitdd hylkaa-
miskriteerit kirjata. (Seppalda & Tuokko 2010, 32; Akerman, Savolainen, Pelliniemi &
Koski 2010, 80.)

Osa laboratorioanalytiikasta voidaan suorittaa suoraan kokoverindytteestd, jolloin ndy-
tettd ei tarvitse esikasitelld muuten kuin huolellisella sekoittamisella juuri ennen ana-
lysointia. Padosin kliinisen kemian analytiikka tehdaan plasmasta tai seerumista, hyy-
tymistutkimukset tehddan paasaantoisesti plasmasta. Erottelu tapahtuu sentrifugoimalla,
jolloin verindytteen eri komponentit eroavat toisistaan keskipakoisvoiman avulla. Solut
ja niiden osat painuvat nadyteputken pohjalle seerumin tai plasman ja&dessa pinnalle.
Seerumindytteessd ndyteputken pohjalle painuvat solujen mukana myo6s hyytymisteki-
jat, plasmandytteessa hyytymistekijat jaavat plasman sekaan. Sentrifugointivoimat ja -

ajat vaihtelevat ndyteputken sek& ndytteen mukaan. Suosituksia sentrifugointiasetuksik-
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si antavat niin reagenssivalmistajat kuin kansainvéliset suosituksetkin. (Akerman ym.
2010, 79-80.)

Osa analyyteista vaatii kylméhauteen sekd kylmaésentrifugoinnin, silla ne eivéat saily
elimiston ulkopuolella huoneenlammaossa. Kylmasailytyksen ja -sentrifugoinnin vaativat
esimerkiksi ammonium-ioni (P-NH4-ion) seké insuliini (P-Insu). (Akerman ym. 2010,
79-80; Fimlab: ohjekirja 2012a; Fimlab: ohjekirja 2013a.) Muita erityisesikasittelyja
lampdtilan huomioimisen liséksi ovat esimerkiksi naytteen suojaaminen valolta seka

naytteen erottelu tietyn aikarajan sisalla (Tuokko ym. 2008. 115-117).

4.3 Lamminndytteenoton ja -esikasittelyn erityispiirteet

In vitro-olosuhteissa kylman tyypin autovasta-aineet usein hajottavat normaaleja pu-
nasoluja 20-30°C:ssa, kun lasna on myds tuore humaanikomplementti. N&in tapahtuu
erityisesti silloin, kun naytteen pH on 6,5-7,0. Kylmaagglutiniinit vaativat erityiskasit-
telya niin ndytteenotossa kuin esikasittelyssékin. Henkiloilta, joilla on todettu kylmaag-
glutiniineja, tulee ndytteet ottaa esilammitettyihin ndyteputkiin esilammitetyilld néyt-
teenottovalineilld. Naytteenottovélineiden esilammittdminen voidaan tehda esimerkiksi
laittamalla valineet 30 minuutiksi 37°C:een inkubaattoriin. Esikésittely tulee suorittaa
37°C:ssa, kunnes seerumi tai plasma on eroteltu. Erottelun jalkeen agglutinoituneet pu-
nasolut on poistettu, jolloin jaljelle jadnytta seerumia tai plasmaa voidaan kasitella nor-
maalisti. (Bain & Win 2006, 242; Jury, Nagai & Tatsumi 2012, 6.)

Néaytteenoton jalkeen nédyteputkea pidetddn lampdhauteella 37°C:ssa, pystyasennossa,
kunnes punasolut ovat painuneet nayteputken pohjalle. Tdmén jalkeen pipetoidaan nayt-
teen paalle erottunut seerumi uuteen, esilammitettyyn ndyteputkeen, joka vield sentrifu-
goidaan, jotta paastaan eroon kaikista ndytteen punasoluista. Lammin sentrifugointi
voidaan tehdad esimerkiksi normaalissa sentrifugissa niin, ettd nayte asetetaan sentrifu-
giin astiassa, joka sisaltda 37-40°C:ksi lammitettyd vetta. Talla menetelmélla saadaan
hemolysoitumaton seerumi- tai plasmanayte, silla punasolut séilyvét kasittelyssa ehjana.
Nain tuotettu plasma- tai seeruminéyte voidaan l&hettad eteenpdin sellaisenaan. (Bain &
Win, 2012, 277-278; Jury ym. 2012, 6.)
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Kokoverindytteeseen suositellaan lisattdvan sitraatti-antikoagulanttia, joko happo-
sitraattidekstroosia (ACD: Acid-Citrate-Dextrose) tai sitraatti-fosfaattidekstroosia
(CPD: Citrate-Phosphate-Dextrose), jotka lisdadvat punasolujen sdilymistd jadkaappi-
lampotilassa. Sitraatti-antikoagulanttia suositellaan kéytettdvan erityisesti silloin kun
kokoverta halutaan séilyttad pitkdan esimerkiksi verensiirtotarkoituksessa tai silloin kun
halutaan tutkia punasolujen entsyymivarianttien toimintaa esimerkiksi entsyymipuutos
hemolyyttisissa anemioissa. (Bain & Win 2012, 278; Jury ym. 2012, 6; Roper & Layton
2012, 260.)

Fimlab Laboratoriot Oy:n tdman hetkisessa lampdnaytteenotto-ohjeessa sanotaan, ettd
nayteputket laitetaan naytteenoton ja sekoituksen jalkeen termoskannuun, jossa on lam-
pomittarilla 37°C:ksi varmistettua vettd. Lisaksi ohjeessa on huomioitu, etta nayteputkia
voi lammittéa jo etukéteen termoskannussa, mutta tdmé ei ole ohjeen mukaan valttama-
tontd. Nayte siis voidaan ottaa huoneenldampdisilla ndytteenottovélineilld, ainoastaan
séilytys ja kuljetus tapahtuvat lammitettynd. (Fimlab: ohjekirja 2012c.) Omien tydelé-
makokemuksiemme mukaan nédyte voidaan uudelleen lammittad myds vasta laboratori-
ossa ennen analysointia, jos naytetta ei ole otettu lAmminnéytteenoton ohjeiden mukaan.
Uudelleen lammityksell& saattaa kuitenkin olla vaikutuksia tutkimustuloksiin, eiké ag-
glutinaatio vélttamattd purkaudu kokonaan. Katso liite 2, jossa manuaalimenetelméall&

tehty hematokriittiarvo eroaa myods lammitetyn ndytteen solulaskintuloksesta.

Esimerkiksi teoksissa Dacie and Lewis Practical Haematology (2012, 6, 277) ja Rossi's
Principles of Transfusion Medicine (2009, 330) on sanottu, ettd madritettdesséd nimen-
omaan kylméahemagglutiniineja (S-Kyhemag), niiden titteria tai niiden reaktiolampoti-
laa, tulee nayte ottaa ja séilyttdd lampimadssa aina siihen asti, kun seerumi on saatu ero-
tettua soluista. Samoissa lahteissa on myds mainintana, ettd nain tulee toimia myos sil-
loin, kun tutkimukseen tarvitaan tutkittavan punasoluja, kuten veriryhmaserologiset
tutkimukset sekd perusverenkuva. Teoksessa Dacie and Lewis Practical Haematology
(2012, 526) on kuitenkin veriryhméserologisten tutkimusten yhteydessd sanottu, etta
epéiltdessd kylmaagglutiniinejd, voidaan tutkimus uusia lammitetyilla reagensseilld ja
punasoluilla. (Rowley, Cantwell & Milkins, 2012, 526.)

Toisaalta joissakin l6ytamissdmme naytteenottokirjoissa, kuten Garza & Becan-

McBride (2008) koko lamminndytteenotto ja -esikésittely kuitataan sanomalla, ettd on
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erdita naytteita, jotka tulee sailyttaa 37°C:ssa, kunnes koko tutkimus on suoritettu. Tal-
laisiksi tutkimuksiksi mainitaan esimerkiksi kylmaagglutiniinit ja kryofibrinogeeni.
(Garza & Becan-McBride 2008, 107.) Teoksessa Kliiniset Laboratoriotutkimukset -opas
naytteiden ottoa varten on erityisesikasittelyistd mainittu ainoastaan kylmiin ja jaadytet-
tyihin naytteisiin liittyva esikasittely, lampiméassé suoritettavasta esikasittelysta ei ole
mink&anlaista mainintaa kyseisessa teoksessa (Tuokko ym. 2008, 116-117). L&mmin-
naytteenoton kaésittely Kirjallisuudessa vaihtelee siten, ettd naytteenoton oppikirjoissa
aiheeseen puututaan hyvinkin yleisella tasolla, kun taas esimerkiksi hematologian teok-

sissa aihetta kasitellaan tarkasti.
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5 NAYTTEENOTTOTOIMINNAN LAADUNVARMISTUS

Kaikkiin laboratoriotutkimuksiin liittyy erilaisia virhel&hteitd, jotka voidaan jakaa prea-
nalyyttisiin, analyyttisiin ja postanalyyttisiin virhel&hteisiin. Suurin osa virheista tapah-
tuu preanalyyttisessa vaiheessa (4668 %). Laboratoriotoimintaa ohjaavat erilaiset kan-
sainvaliset ja kansalliset standardit, suositukset ja ohjeet, joilla pyritddn véhentaméaan
tutkimustulosten vaihtelua ja virheitd. Suomen standardisoimisliitto (SFS ry) vastaa
Suomen standardikokoelmasta, joka vastaa maamme tarpeita ja siséltad myos kansain-
valisten ja eurooppalaisten sopimusten edellyttdmat kansalliset standardit. (Tuokko ym.
2008, 126.)

5.1 Standardit ja akkreditointi

Standardi on yhteinen menettelytapa, joka on luonteeltaan suositus, mutta viranomaiset
saattavat vaatia niiden kayttéd. Suomessa vahvistetun standardin tunnus on SFS, EN
tarkoittaa Euroopassa vahvistettua standardia ja 1SO puolestaan kansainvélisesti vahvis-
tettua standardia. Tunnusyhdistelméa SFS-EN ISO tarkoittaa standardia, joka on vahvis-
tettu kaikissa kolmessa organisaatiossa (Suomen, Euroopan ja kansainvélinen standardi-
soimisliitto). Kliinistd laboratoriotoimintaa Suomessa koskevat esimeriksi standardit
”SFS-EN ISO/IEC 17025: 2005 testaus ja kalibrointilaboratorioiden patevyys. Yleiset
vaatimukset.” sekd ”SFS-EN ISO 15189: 2003 L&aketieteelliset laboratoriot. Erityis-
vaatimukset laadulle ja patevyydelle.” (Tuokko ym. 2008, 126; Suomen standardisoi-
misliitto SFS ry 2013.)

Akkreditoinnilla tarkoitetaan patevyyden toteamista. Mittatekniikan keskuksen mukaan
akkreditointi on kansainvilisiin kriteereihin perustuva menettelytapa, jonka avulla toi-
mielimen pétevyys ja sen antamien todistusten uskottavuus voidaan luotettavasti tode-
ta”. (Mittatekniikan keskus 2013.) Finnish Accreditation Service eli FINAS on Suomen
kansallinen akkreditointielin, joka on itsendinen osa Mittatekniikan keskusta. FINAS:n
tehtaviin kuuluu muun muassa laboratoriotoiminnan patevyyden toteaminen. (Finnish
Accreditation Service 2013.)
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Akkreditoidulta laboratoriolta vaaditaan erilaisia ominaisuuksia pohjautuen erilaisiin
ohjeisiin, sdddoksiin ja standardeihin. ”Fimlab Laboratoriot Oy on FINAS- akkreditoin-
tipalvelun akkreditoima laboratorio. Patevyytemme on osoitettu kansainvélisten stan-
dardien SFS-EN 1SO 17025: 2005 ja SFS-EN 1SO15189: 2007 vaatimusten mukaisesti.
Patevyysalueeseen kuuluu laaja valikoima kliinisen kemian, hematologian, mikrobiolo-
gian, patologian ja genetiikan keskuslaboratoriossa (Biokatu 4) tehtdvaa analytiikkaa

sekd eri toimipisteiden ndytteenottoa.” (Fimlab 2013.)

5.2 Standardin mukainen naytteenotto-ohje

SFS-EN ISO 15189 -standardin mukaan akkreditoidussa laboratoriossa tulee olla kéy-
t0ssé ndytteenottoon ja kasittelyyn tarkat ohjeet. Ohjeiden tulee olla ndytteenotosta vas-
taavien henkildiden kaytossd. Ohjeet tulee sisallyttdd naytteenoton késikirjaan. Standar-
dissa on maaritelty tarkoin kaikki naytteenoton kasikirjaan merkittavat asiat. (SFS-EN
ISO 15819 2007, 44.)

SFS-EN ISO 15189 (2007) -standardissa on listattu muun muassa seuraavat naytteenot-
toon liittyvéat vaatimukset:
e Potilaille annettavat tiedot ja ohjeet ndytteenottoon valmistautumista varten
e Tiedot laboratoriopalvelujen kéyttdjille tutkimusten ladketieteellisistd indikaati-
oista ja oikeasta tutkimusten valinnasta
e Menettelyt potilaan esivalmistelua varten (ohjeet hoitajille ja ndytteenottajille)
e Menettelyt ndytteenottoon ja kuvaus naytteenottoastioista ja kaikista tarvittavista
lisdaineista
e Ohjeet otettavan naytteen tyypista ja maarasta
e Ohjeet ndytteenoton ajoituksesta tarpeen mukaan
e Ohjeet kaikkiin tarvittaviin kasittelyihin naytteenoton ja laboratorioon saapumi-
sen valilla, kuten kuljetusvaatimukset, jadhdytys, lammitys, véliton toimitus jne.
e Ohjeet ndytteen merkintéén
e Ohjeet potilaan yksityiskohtaiseen tunnistamiseen
e Ohjeet tutkittujen naytteiden sdilyttdmiseen
o Lisdksi kasikirjassa tulee olla ohjeet muun muassa kliinisen tiedon antamisesta

esimerkiksi la&kkeiden osalta sekéd ohjeet mahdollisiin lisatutkimuksiin
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6 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITE

Opinndytetydomme tarkoituksena on luoda kattava, selked ja yksinkertainen informaa-
tiopaketti kylmaagglutiniineista. Informaatiopaketin avulla toimeksiantajan tyontekijat
saavat selkean kuvan kylmaagglutiniineista, niiden aiheuttamista ongelmista seka rat-

kaisuista naihin ongelmiin naytteenoton ja esikasittelyn osalta.

Opinnaytetydmme tarkoituksena on myos tuotoksen muodossa toteutettava lamminnayt-
teenotto-ohje. LAmminnaytteenotto-ohjeen teemme perustuen SFS-EN ISO 15189 stan-
dardin mukaisesti madriteltyihin vaatimuksiin akkreditoidun laboratorion néytteenotto-
ohjeen osalta. Ohjeeseen kokoamme myds pienen ja kattavan paketin kylmaagglutinii-
neista, siitd mitd ne ovat, mista ne johtuvat ja miten ne kayttaytyvat.

Opinnaytetydbmme tavoitteena on parantaa tulosten luotettavuutta selkean ja kattavan
lamminn&ytteenotto-ohjeen avulla. Opinndytetydémme tavoitteena on myds parantaa

omaa ammatillista erikoisosaamistamme.
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7 OPINNAYTETYON MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Toiminnallisessa opinndytetydssé yhdistyy toiminnallisuus, teoreettisuus, tutkimukselli-
suus ja raportointi. Toiminnallisella opinndytety6lla tarkoitetaan opinnédytety6td, jossa
tarkoituksena on tavoitella kaytdnndn toiminnan opastamista, ohjeistamista, jarjestamis-
t4 tai jarkeistamistd. (Vilkka & Airaksinen 2003, 9-10, 16.) Opinndytetydmme on toi-
minnallinen, koska tarkoituksenamme on tuottaa lisatietoa toimeksiantajalle kylméag-
glutiniineista. Taman tiedon avulla he voivat kehittad naytteenottoa ja esikasittelya.

Ammattikorkeakoulussa tehtavét opinnaytetyot ovat kaytdnnonlaheisia. Aiheet opinnay-
tetOihin saadaan yleensa tyoelaméssa nousseiden tarpeiden pohjalta. Talldin opinnayte-
ty6 edistdd opiskelijan ammatillista kasvua ja antaa lisdarvoa opinnaytetyolle. Lisaksi
my0s opinndytetydn aiheen antaja hyotyy opinnaytetydsta ja sen tuloksista. Opinnéyte-
tyon avulla opiskelijan tulee kyeté osoittamaan omaavansa riittavét tiedot ja taidot opis-
kelemaltaan alalta. (Vilkka & Airaksinen 2003, 10, 16.)

Toiminnalliseen opinndytety6hon kuuluu raporttiosio ja tuotos. Toiminnallisen opinnay-
tetyon tarkoituksena on yhdistdd ammatillinen teoreettinen tieto kaytdnnon tyoskente-
lyyn. Kirjallinen raporttiosio toimii pohjana tuotokselle. Tuotos voi olla esimerkiksi
ohje tai ohjeistus, jolla pyritddn opastamaan kaytdnnon toimintaa. (Vilkka & Airaksinen
2003, 9, 10, 16, 65.)

Opinnaytetyomme tarkoituksena on kartoittaa ja selvittdad kylméaagglutiniinien aiheutta-
mia ongelmia naytteenotossa ja esikésittelyssd. Tydmme on Kkartoittava, sill4 sen tarkoi-
tuksena on selvittdd vahan tunnettua ilmiota. Opinnaytetyolla pyrimme teorian avulla
perustelemaan naytteenotossa ja esikasittelyssa kaytossa olevia menetelmia. Opinnayte-
tydomme on my0s selvittava, silld sen avulla pyrimme tekemdaan selvityksen kylmaag-

glutiniinien aiheuttamiin ongelmiin. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2002, 127-128.)

Opinnadytetytssa kaytamme myds kirjallisuuskatsauksellisia menetelmid. Salmisen
(2011) mukaan kirjallisuuskatsaus antaa mahdollisuuden tuottaa uutta tietoa jo valmiiksi
tutkitusta aiheesta. Kirjallisuuskatsaukset voidaan jakaa eri tyyppeihin. Né&ist4 yleisim-

min kaytetddn kuvailevaa kirjallisuuskatsausta. Kuvaileva kirjallisuuskatsaus voidaan
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jakaa narratiiviseen ja integroivaan muotoon. Narratiivinen kirjallisuuskatsaus on kaik-
kein kevyin muoto. Narratiivisella kirjallisuuskatsauksella voidaan antaa laaja-alainen
kuva késiteltdvasta aiheesta, vaikka lahdemateriaalia ei ole kéyty lapi systemaattisin
keinoin. Integroivaa kirjallisuuskatsausta voidaan kéyttaa silloin kun tutkittavaa ilmiota
halutaan kuvata mahdollisimman monipuolisesti, silla voidaan tuottaa my0s uutta tietoa
jo tutkitusta aiheesta. Integroiva kirjallisuuskatsaus antaa myés mahdollisuuden Kirjalli-

suuden tarkasteluun, Kriittiseen arvioimiseen ja syntetisointiin. (Salminen 2011, 6-8.)

Opinnaytetydbmme raporttiosion teorian metodisena menetelmané kaytdmme Kkirjalli-
suuskatsausta, joka on mahdollisimman kevyt ja laaja-alainen sekd antaa mahdollisuu-
den tutkittavan ilmién monipuoliseen kuvailuun. Pohdinnassa pyrimme kriittisesti myos

arvioimaan kayttdaméamme aineistoa.

Teoreettista aineiston keruuta teemme lahdemateriaaleista, kuten artikkeleista ja aihetta
kasittelevista Kirjallisista teoksista. Suomenkielistd materiaalia on saatavilla melko va-
han, jonka vuoksi valtaosa lahteistd on kansainvalisid. Lisaksi olemme saaneet kéyt-
toomme Fimlab Laboratoriot Oy:n materiaalia ndytteenottoon ja laboratoriotoimintaan
liittyvista standardeista sekd nykyisesté naytteenotto- ja esikasittelyohjeistuksista.
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8 OPINNAYTETYOPROSESSI

Opinndytetyon aiheen saimme syksylla 2012 opinndytetytaiheseminaarin yhteydessa.
Aihe kuulosti kiinnostavalta, silla pohjatietoja kylmaagglutiniineista meilla kummalla-
kaan ei tuolloin juuri ollut. Aihe myos oli selked ja pelkén otsikon perusteella pystyi jo
melko pitkalle paattelemaan, mité tyolla halutaan selvittda. Liséksi tuolloin ajattelimme,
ettd aiheeseen kuuluisi tutkimusosio, minka olisimme halunneet suorittaa. My6hemmin

meille selvisi, ettd tutkimuksen teko tastd aiheesta ei néissé aikarajoissa ole mahdollista.

Aiheen saamisen jalkeen tydstimme viikon sisalla ideapaperin, johon kokosimme aja-
tuksiamme opinnéytetydn suhteen. Tuolloin aloimme tydstaméaédn myds opinndytetyo-
suunnitelmaa saamamme otsikon perusteella. Ty6eldamén edustajat, laboratorioesimiehet
Merja Lammin ja Nina Isomden Fimlab Laboratoriot Oy:std, tapasimme lokakuun 2012
lopulla. Tuolloin meille selvisi aiheestamme enemmaén, kuten suunnittelemamme tutki-
musosion suorittamisen mahdottomuus ndissa aikarajoissa. Tapaamisessa rajasimme
my0s tyossdmme Kkésiteltdvat maaritykset. Tapaamisen jalkeen teimme opinnéytetyo-
suunnitelman lahestulkoon alusta ja saimme sen valmiiksi joulukuussa 2012. Uudistettu
opinndytetydsuunnitelma yhdesséd lupa- ja sopimuspapereiden kanssa toimitettiin tyo-

elaméan tammikuussa 2013. Luvan opinnaytetyéllemme saimme 8.1.2013.

Opinndytety6ta padsimme varsinaisesti aloittamaan huhtikuun 2013 puolivélissa, silla
alkuvuoden olimme ammattia edistavassa harjoittelussa eri paikkakunnilla. Ennen huh-
tikuuta olimme jo etsineet ja tutustuneet tyohomme liittyvaéan lahdeaineistoon. Opinnay-
tetyon teoriaosuutta tehdessd mietimme, mitd asioita sisallytdmme teoriaosuuteen ja
mit4 jatamme pois. Samalla pohjustimme ajatusta tuotoksen siséallostd. Paadyimme pi-
tdmaan tuotoksen tiiviina ja informatiivisena pakettina, johon sisallyttaisimme kayttoin-

dikaatiot lamminn&ytteenotosta sekd lamminndytteenoton ja esikasittelyn erityispiirteet.

Teoriaosuuden havainnollistamiseksi halusimme liittd44d opinndytetychon verenkuva-
analysaattorin tulosteita kylméagglutiniininaytteistd, jotka on analysoitu ilman [ammi-
tysté sek& uudelleen lammitettynd. Kédvimme pyytdmaéssa tulosteita Fimlab Laboratoriot

Oy:n hematologian automaatiolta. Tulosteet ovat opinndytetydomme liitteet 1-4.
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Ensimmaisessé ohjauskeskustelussa kd&vimme, kun teoriaosuus oli melko valmis. Ohja-
uskeskustelun jalkeen tarkensimme joitakin kohtia ja etsimme muutaman lahteen lisaa.
Teoriaosuuden saimme valmiiksi toukokuun 2013 alussa ja léhetimme sen ty6elaméaan
kommentoitavaksi. Saamiemme kommenttien pohjalta teimme teoriaosuuteen pienié
korjauksia ja tarkennuksia. Teoriaosuuden valmistuttua suunnittelimme ja teimme stan-
dardin mukaisen tuotoksen, jonka jalkeen keskityimme opinndytetyon pohdinnan teke-
miseen ja hienosadtoon. Tuotoksen ja pohdinnan saimme valmiiksi toukokuun 2013
lopulla. Kdvimme ohjaavien opettajien kanssa uudelleen ohjauskeskustelussa touko-
kuun 2013 lopulla.

Kesédkuun 2013 alussa olimme muokanneet opinnaytetydomme lopulliseen versioon.
Ké&vimme viel& ohjauskeskustelussa ohjaavien opettajien kanssa, jonka jalkeen teimme
pienid muutoksia muun muassa opinnaytetyon tavoitteeseen ja tarkoitukseen seké tuo-
tokseen. Lahetimme opinnaytetydmme tyoelamén edustajille sisallon tarkistukseen ke-
sékuussa 2013.

Kesélld 2013 teimme opinndytetydmme tiivistelmén sekd englanninkielisen abstraktin.

Saimme elokuun 2013 alussa kommentit sisallon tarkistuksesta ty0elamastd. Lisaksi
luetutimme opinnaytetydémme tuttavillamme ja luimme sen myos itse muutaman kuu-
kauden tauon jalkeen uudelleen. Saamamme palautteen ja omien huomioidemme perus-

teella teimme viimeiset muutokset opinndytetybhomme.

Ohjaavien opettajien kanssa kdvimme viimeisessa tapaamisessa elokuussa 2013. Taman
jalkeen lahetimme opinndytetydmme opponenteille luettavaksi. Valmiin opinnédytetydn
palautimme arvioitavaksi syyskuussa 2013. Opinnéytetyon esitimme seminaarissa loka-
kuussa 2013.
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9 TUOTOKSEN KUVAUS

Tuotoksena olemme tehneet standardin mukaisen, kaksisivuisen lamminndytteenotto-
ohjeen, johon olemme tiivistdneet teoriaosiossa kuvaamamme vaiheet. Tuotoksen
olemme jakaneet johdantoon, indikaatioihin, lamminndytteenottoon ja ndytteen saily-
tykseen, esikasittelyyn ja kuljetukseen. Tuotoksen pohjalta toimeksiantaja voi itse so-

veltaa ohjetta omaan kaytt6onsé sopivaksi.

Johdannossa késittelemme yleisesti kylmdagglutiniineja, niiden vaikutuksia ja aiheutta-
jia. Indikaatioissa selvenndmme milloin ldmminndytteenotto-ohjetta tulee noudattaa.
Lamminndytteenottoon olemme tiivistaneet ndytteenoton teknisen suorituksen. Néytteen
séilytykseen, esikésittelyyn ja kuljetukseen olemme huomioineet eri ndytemateriaalien

erityispiirteet.

Tuotos toimitetaan vain toimeksiantajalle ja néin sité ei liitetd julkaistavaan opinnéyte-
tyohon. Yrityksen toimintamenetelmien ja muiden liikesalaisuuksien vuoksi tuotos on
vain toimeksiantajan kaytdssé. Opinndytetydmme liitteend oleva tuotos on oma néke-
myksemme lamminndytteenotto-ohjeesta. Tuotos toimitetaan toimeksiantajalle sahkoi-
sessd muodossa, jotta he voivat muokata ja paivittdd ohjetta haluamaansa muotoon.
Luovutuksen yhteydessa tuotoksen kayttdoikeus siirtyy toimeksiantajalle, mutta teki-
janoikeudet séilyvat meilla.

Tuotosta suunnitellessa pohdimme kuvien kayttamista tuotoksessa. Aluksi ajattelimme
kayttdd valokuvia tarvittavista valineistd. Pohdinnan jalkeen paadyimme kuitenkin jat-
tdmaan valokuvat pois, silld mielestimme ne eivat anna lisarvoa tuotokselle, silla us-

komme vélineiden olevan kéyttdjille entuudestaan tuttuja.
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10 POHDINTA

Opinndytetydomme tavoitteena oli parantaa tulosten luotettavuutta tuottamalla selke&
informaatiopaketti kylm&agglutiniineista sek& niiden aiheuttamista ongelmista nayt-
teenotossa ja esikasittelyssa. Teoriaosuuteen olemme kerdnneet lahdemateriaaleista mie-
lestimme kattavan paketin kasitellen vasta-aineita, autoimmuunihemolyyttisia anemioi-
ta, annettuja maarityksia, naytteenottoa seké esikasittelyé ja naytteenoton laadunvarmis-
tusta. T&méan teoriaosuuden avulla voidaan parantaa tyontekijoiden tietoisuutta kylmé-
agglutiniineista seka niiden vaikutuksista, mika puolestaan vaikuttaa tulosten luotetta-

vuuteen.

Opinnaytetydomme tarkoituksena oli kirjallisuuden pohjalta pohtia Fimlab laboratoriot
Oy:n lamminndytteenotto-ohjeistusta, sen riittavyytta ja oikeellisuutta. Alkuperdinen
lamminnéytteenotto-ohje oli liitettynd ohjeistukseen erityiskasittelyd vaativasta nayt-
teenotosta, jossa lamminndytteenottoa oli kasitelty hyvin suppeasti. Ohjeessa oli ké&sitel-
ty ainoastaan lamminndytteenoton suoritusta, erikseen ei oltu selvitetty milloin ja mista
syysta lamminndytteenotto tulisi suorittaa tai millaisia virhelahteita syntyy jos ohjetta ei
noudateta. Lisaksi ohjeessa lammon sailyttdmiskeinoksi on mainittu vain termoskannu.
Koimme, ettd lamminndytteenotto-ohjetta voisi laajentaa ja tdsta syysta paadyimme
tekemaan laajemman lamminndytteenotto-ohjeen. Tuotoksen teossa olemme kayttaneet
standardin mukaisia vaatimuksia. Tuotos toimitetaan tydelamaan opinndytetyon raport-

tiosion mukana seké séhkoisena etta kansitettuna versiona.

Kylmaagglutiniinien vaikutus valittuihin tutkimuksiin

Kylmaagglutiniinit ovat tyypillisesti IgM-luokan vasta-aineita, jotka kykenevét sitou-
tumaan punasolujen pinta-antigeeneihin ruumiinlampoéa alemmissa lampétiloissa. Sitou-
tuminen aiheuttaa punasolujen agglutinoitumisen sekd komplementin aktivoitumisen.
Uudelleen lammetessa IgM kylmdvasta-aine irtoaa punasolusta, jolloin agglutinaatio
purkautuu. Komplementtitekija C3b pysyy kuitenkin kiinnittyneenéd punasolun pinnalla
aiheuttaen hemolyysin intra- tai ekstravaskulaarisesti lampotilan noustessa ruumiinlam-

poon tai korkeammalle.
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Kirjallisuuden (Bain & Win 2006; Jury, Nagai & Tatsumi 2012) mukaan henkil6ilt,
joilla on todettu kylméagglutiniineja, néytteet tulee ottaa lamminnéytteenotto-ohjeiden
mukaisesti. Tutkimuksesta riippuen nayte voidaan myods uudelleen lammittdd ennen
analysointia. Kirjallisuudessa muun muassa Dacie and Lewis: Practical Haematology
(2012) ja Rossi’s Principles of Transfusion Medicine (2009) painotetaan l&mminndyt-
teenottoa erityisesti silloin, kun tutkimuksen kohteena ovat nimenomaan kylmavasta-
aineet. Lahteiden mukaan nayte tulee pitda lampimané siihen asti kun plasma tai seeru-
mi on eroteltu kokoverindytteestd. Kokoverindytteesta tehtavat maaritykset puolestaan
tulee tehda lampimassg, jotta kylmdagglutiniinit eivat vaikuttaisi lopputulokseen.

Loytamissamme lahdemateriaaleissa ei ole késitelty kylmdavasta-aineiden vaikutusta
kliinisen kemian analyytteihin. Kliinisen kemian analyyteista useimmat tutkitaan plas-
masta tai seerumista. Kylmé&agglutiniinit aiheuttavat punasolujen agglutinaation 1amp0o-
tilan laskiessa ja komplementtivalitteisen hemolyysin ld&mpdtilan noustessa. Seerumia
tai plasmaa kasiteltdesséd punasolujen agglutinaatio ei haittaa maarityksia, joten nayte
voidaan ottaa normaalisti huoneenlamma@ssa. Hemolyysi sen sijaan vaikuttaa moniin
kliinisen kemiallisten analyyttien tuloksiin, joten ndytteen uudelleen l[ammittamista tuli-
si valttad, kunnes plasma tai seerumi on eroteltu. Loytdamamme kirjallisuuden perusteel-
la olemme sitd mieltd, ettd tutkittaessa kliinisen kemian analyytteja ja muita plasmasta
tai seerumista tehtdvia tutkimuksia, lamminnaytteenotto ja -esikésittely eivat ole tarpeel-

lisia, kunhan varmistetaan ettei ndyte padse hemolysoitumaan.

Perusverenkuvatutkimus tehdaan kokoverestd, jolloin tutkitaan myds punasoluja. Nain
ollen punasolujen agglutinaatio héiritsee maaritysta. Liitteessd yksi on lamminnayt-
teenotto-ohjeiden mukaisesti otettu ndyte, joka on kuitenkin p&&ssyt jaahtymaan ennen
maadritystd, joten laite on halyttdnyt muun muassa punasolujen agglutinaatiota. Taman
vuoksi nayte on uudelleen méaritetty puolen tunnin lammityksen jalkeen. L&mmityksen
vaikutus nakyy liitteessd kaksi. Tulosteita vertaillessa nédhdaan, kuinka agglutinaatio
osittain purkaantuu: punasolujen mééréd kasvaa, hematokriittiarvo nousee ja MCH seka
MCHC pienenevat. Liitteeseen kaksi on merkitty my6s manuaalisesti tehdyn hemato-
kriitin arvo, joka eroaa kummastakin analysaattorituloksesta ja tasté syysta perusveren-
kuva on vastattu vajaana. Liitteisséd kolme ja neljd nahddan agglutinaation vaikutukset
vield selvemmin. Agglutinoitunut ndyte voidaan yleensé uudelleen lammittaé perusve-

renkuvatutkimusta varten, kuten yll& on todettu. T&ll6in punasolut eroavat toisistaan.



37

Uudelleen lammittdminen ei kuitenkaan aina pura agglutinaatiota kokonaisuudessaan,
mika vaikeuttaa tulosten tulkintaa, kuten edelld (liite 2) esimerkiksi hematokriitin koh-
dalla on tapahtunut. Lisaksi naytteen hemolysoituminen uudelleen lammityksessa vai-
kuttaa tuloksiin, jonka vuoksi perusverenkuvaa tutkittaessa on suositeltavaa, etta nayt-
teenotossa noudatetaan lamminndytteenoton ohjeita. Naistd syistd laboratorion tulee

harkita soveltuuko lamminndytteenotto hajautettuun néaytteenottoon.

Eettisyys ja luotettavuus

Opinnaytetydbmme luotettavuutta lisdd kayttamédmme l&hdeaineisto, joka on pédasialli-
sesti 2000-luvulta ja uusimmat julkaisut aivan viime vuosilta. Kylmaagglutiniineihin on
Kiinnitetty ensimmaisen kerran huomiota jo 1900-luvun alussa. Tésté syysta alkuperéis-
teokset ovat 1900-luvun alusta, mutta emme kokeneet tarpeelliseksi etsia ja kayttaa néi-
t& alkuperdislahteitd, silla uusimmat teokset sisaltdvat saman tiedon paivitettynd nyky-
aikaan. Suurin osa kayttamistamme lahteistd on kansainvélisia teoksia, koska suomen-
Kielistd aineistoa ei juurikaan ollut saatavilla. Olemme pyrkineet kdyttdmaan hyvaa lah-
desynteesi, jotta teoriaosio olisi luotettavampaa. Lahteemme muodostuvat suurimmak-
si osaksi kokoomateoksista, joiden tekijéind on useita alansa asiantuntijoita. Oppikirjoja
olemme pyrkineet vélttamaan, mutta esimerkiksi ndytteenotosta ei oikeastaan ole tarjol-
la muuta Kirjallisuutta kuin oppikirjoiksi tehtyja teoksia. Laboratorioiden ohjekirjoja
olemme myds pyrkineet valttamaan, mutta esimerkiksi analyyttien viitearvoina ha-
lusimme kayttad Fimlab Laboratoriot Oy:n viitearvoja silloin, kun ne olivat kdytettavis-

sa.

Havainnollistaaksemme kylmaagglutiniinien vaikutusta perusverenkuvatutkimukseen
saimme hematologian laboratoriosta Sysmex XE-5000 -solulaskimen tulosteet. Tulos-
teet ovat potilasnéytteistd, joten niistd on poistettu potilaan tunnistetiedot. N&in ollen

potilaita ei voida identifioida tulosteiden perusteella.

Opinndytetydssé kayttdmamme kuvat on muokattu alkuperdisista l&hteist4 ja tasta syys-
t4 emme tarvitse lupia kuvien kayttoon. Opinndytetydmme eettisind kysymyksina esille
nousivat toimeksiantavan yrityksen omat toimintamenetelmat sekd muut yrityssalaisuu-
det. T&sta syysté tuotostamme ei julkaista Internetissé vaan se on vain Fimlab Laborato-

riot Oy:n kéytossa.
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Jatkoaiheet

Opinnaytety6td tehdessaimme jatkotutkimusaiheeksi nousi kaytannoén tutkimus kylma-
agglutiniinien vaikutuksesta késiteltyihin méaarityksiin, esimerkiksi vertailu lampiméssa
ja huoneenlammossa otettujen naytteiden vélilla. Kylméagglutiniinindytteita tulee labo-
ratorioon tutkittavaksi suhteellisen harvoin ja siksi opinnaytetyon aikarajoissa tutkimuk-
sen toteuttaminen ei ole mahdollista. Esittdisimme kuitenkin, ettd aineistoa voitaisiin
koota laajemmalla aikajanalla ja tuloksien analysointi voitaisiin antaa tehtavéksi opin-
naytetyond. Mielestdmme tdma voitaisiin toteuttaa siten, ettd esimerkiksi yrityksen in-
tranetissa tai ryhmasahkoposteilla informoitaisiin naytteenottohenkilokuntaa tehtavasta
tutkimuksesta ja ohjeistettaisiin heité ottamaan potilailta, joilla on todettuja kylmaagglu-
tiniineja, naytteet seka lamminndytteenotto-ohjeen mukaisesti ettd normaalisti huoneen-

lammaodssd. Molemmat néytteet analysoitaisiin ja tulokset kerattaisiin vertailtavaksi.

Liséksi kylméagglutiniinien vaikutusta muihin tutkimuksiin, kuten verensiirtoserologi-
siin tutkimuksiin seké spesifisiin kylmahemagglutiniini- ja kryoglobuliinitutkimuksiin
voisi tutkia tarkemmin. Lisdksi jatkotutkimusaiheeksi nousivat ihopistondyte ja siitd
tehtavat tutkimukset, kuten vieritestit ja verikaasuanalyysit. Jatkoaiheena voisi liséksi
selvittdd kylmaagglutiniinien vaikutusta tutkimuksiin, jotka tulee ottaa kylmanayt-
teenotto-ohjeita noudattaen, kuten ammonium-ionin maaritys. Néita jatkotutkimusaihei-
ta perustelemme silla, ettd opinndytetydmme pohjautuu vain Kirjallisuuteen ja opinnay-
tetydomme ulkopuolelle rajattiin ihopistondytteenotto, kryoglobuliinit, verikaasut, vieri-
laitteet sek& muut kuin tyossa késitellyt kliinisen kemian analyytit.

Kylmaagglutiniinien vaikutusta kliinisen kemian analyytteihin emme kirjallisuudesta
Ioyténeet. Kirjallisuuden pohjalta paattelimme, ettd tutkittaessa plasmaa tai seerumia
kylmé&agglutiniinit eivat vaikuta tutkimustuloksiin, muutoin kuin mahdollisen hemolyy-
sin kautta. Tama paatelmé pitdisi kuitenkin todistaa empiiriselld tutkimuksella. Kokove-
restd tehtdvissa tutkimuksissa, kuten perusverenkuva, nayte tulee kasitell& l&mpimassa,
kunnes tutkimus saadaan tehtyd. Naytteen uudelleen l&mmitys ei mydskaan aina pura
agglutinaatiota kokonaisuudessaan, jolloin se aiheuttaa virhetta tutkimustuloksiin. Jotta
nayte pysyisi vakioidusti 37°C:ssa, mielestdamme nayte tulisi pitad lampokaapissa. Tama
puolestaan vaikeuttaa hajautettua naytteenottoa, ndytteen kuljetusta seka esikasittelya ja

itse tutkimuksen suorittamista.
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Oma oppimisprosessi

Opinnaytetydmme aiheen valitsimme siksi, ettei meilla ollut etukateen kovinkaan paljon
tietoa kylmdagglutiniineista tai niiden vaikutuksesta ndytteenottoon ja esikésittelyyn.
Aluksi oletimme, ettd tyohomme kuuluisi tutkimusosio, jota ei kuitenkaan aikarajojen
puitteissa ollut mahdollista suorittaa. Opinndytetydmme oli kuitenkin myos ilman tut-
kimusosiota tarpeeksi laaja ja melko ty6lés, silla lahdemateriaalia oli saatavilla melko
niukasti, varsinkin koskien yksittaisiin tutkimuksiin liittyvaa lamminnéytteenottoa ja -
esikasittelyd. Opinnaytetyollamme oli selked tavoite ja tarkoitus, jonka pystyimme tayt-
tdmaan. Myos tuotoksemme on merkittava, silla Fimlab Laboratoriot Oy:n ldmminndyt-

teenotto-ohjeistus on téhén asti ollut hyvin suppea.

Opinnaytetyotd tehdessamme olemme oppineet paljon uutta niin vasta-aineista, komp-
lementintoiminnasta, punasolujen pinta-antigeeneista kuin naytteenoton erityispiirteista
sekd standardien mukaisen laboratorion ndytteenotto-ohjeistuksen vaatimuksista.
Olemme oppineet myods etsiméan tietoa eri lahteistd ja kdyttdmaan niita kriittisesti.
Opinnaytetyoprosessin aikana olemme kyenneet hyddyntdméan yhteistyotaitoja niin
keskendmme kuin myos tyéelamayhteyksien kanssa. Lisaksi olemme saaneet apua ysta-

viltamme esimerkiksi kuvitukseen.
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Liite 1. Sysmex XE-5000 tuloste ennen lammitysta, nayte 1.

Sample No.:
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Liite 2. Sysmex XE-5000 tuloste lammityksen jélkeen, ndyte 1.

Sample No.:
Patient ID:
Name:
Comments:
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Morph. Count
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Liite 3. Sysmex XE-5000 tuloste ennen lammitystd, nayte 2.

Sample No.: 5818969 Rack:000751 Tube: 8 13/05/2013  11:40:30
Patient ID: Ward: Dr.:

Name: Birth: Sex:Male
Comments: Inst.ID:  XE-5000-1
Positive
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Liite 4. Sysmex XE-5000 tuloste lammityksen jélkeen, ndyte 2.

Sample No.: 5818969 Rack: Tube: 0 13/05/2013  13:12:26
Patient ID: Ward: Dr.:
Name: Birth: Sex:
Comments: Inst.ID:  XE-5000-3
Negative
DIFF WBC/BASO
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Liite 5. Tuotos

Lamminnaytteenotto-ohje

Lamminndytteenotto-ohje on poistettu opinnédytetydn Theseus-versiosta toimeksiantajan

pyynnosta.



