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Tiivistelma

Tassa tutkimuksessa selvitettiin, onko verindyteputken vajaatdytolld vaikutusta alaniiniamino-
transferaasin (ALAT) ja aspartaattiaminotransferaasin (ASAT) pitoisuuteen. Vakuumisysteemia
kéytettdessd nayteputki tayttyy itsestdan tiettyyn ndytemadréan asti. Joskus erilaisista verindyt-
teenottoon liittyvistd seikoista johtuen nayteputki ei tayty kokonaan (putkessa olevaan merkki-
viivaan asti). Talloin ndyteputkeen j&& alipainetta, joka aiheuttaa punasolujen hajoamista eli he-
molyysid. Erityisesti ASAT:n maaritys karsii hemolyysistd, silla punasoluista vapautunut ASAT
nostaa virheellisesti analyysituloksia.

Tutkimuksen menetelma oli kvantitatiivinen. Aineisto kerattiin 13.-15.11.2012 Pohjois-Karjalan
ammattikorkeakoulun (nykyisin Karelia-ammattikorkeakoulu) bioanalytiikan koulutusohjelman
laboratoriossa. Otoskoko oli 14. Vapaaehtoisilta henkilGilta otettiin kaksi verindyteputkea, joista
toisen annettiin tayttyd normaalisti ja toinen jatettiin vajaaksi. Jokaisesta verindyteputkesta ana-
lysoitiin ALAT ja ASAT. Liséksi naytteiden plasman hemolysoitumisaste arvioitiin silmaméaa-
réisesti.

Néayteputkien vajaaksijattamisella ei ollut ALAT:n ja ASAT:n pitoisuuksiin merkittdvaa vaiku-
tusta. Yli puolet vajaaksijatetyista naytteista havaittiin vertailunaytettd enemman hemolysoitu-
neiksi.

Jatkotutkimusaihe on ndyteputkien vajaatayton vaikutus muiden analyyttien pitoisuuksiin
ALAT:n ja ASAT:n lisaksi.
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Abstract

The purpose of this study was to find out whether under-filling of blood collection tubes has an
effect on the analysed concentration of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate amino-
transferase (AST). Vacuum blood collection tubes aspirate a specific amount of blood. Some-
times during blood drawing the test tube does not take in enough blood. This leaves pressure in
the test tube which causes erythrocytes to rupture (haemolysis). Especially the analysis of AST,
suffers from in vitro haemolysis due to intracellular AST released to plasma.

This quantitative study was carried out in the laboratory of the Degree Programme in Biomedical
Science at North Karelia University of Applied Sciences between November 13 and 15, 2012.
The sample size was 14. Two blood sample tubes were collected from each voluntary person.
The first tube was filled normally while the other was purposefully left only partially full. The
blood samples were analysed for ALT and AST. Plasma haemolysis after centrifugation was
monitored visually.

Partial filling of the test tubes did not have a significant effect on ALT and AST concentrations.
Over half of the partially filled test tubes were more haemolysed compared to control group.

Further research could be carried out by studying the effect of under-filled blood collection tubes
on concentrations of analytes other than ALT and AST.
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1 Johdanto

Hemolyysié voidaan pitaa tarkedna analyysien héairiotekijand, mikali hemolyysi tapah-
tuu naytteenoton jalkeen ja mikaéli silla on vaikutusta analyysiin. Hemolyysi on yleinen
verindytteiden hylkadmisen syy sentrifugoinnin jalkeen. (Thomas 2002, 1.) Carraron,
Servidion ja Plebanin (2000, 306 - 307) tutkimuksessa hyl&tyista sentrifugoiduista nayt-
teistd 60 prosenttia todettiin visuaalisesti hemolysoituneiksi. Kaikkiaan 3,3 prosenttia
laboratorioon kliinis-kemiallista analyysia varten l&hetetyista naytteista olivat hemoly-
soituneita. Kolme prosenttia hemolysoituneista naytteista oli in vivo -syystd hemolysoi-

tuneita.

Lahtokohtana tdman tutkimuksen tekemiseen ovat omakohtaiset kokemukset kaytdnnon
harjoitteluista ja kesatoistd, joissa ohjaajat ja tydtoverit ovat neuvoneet avaamaan korkin
(mikali tutkittava analyytti tdman sallii) hemolyysin valttdmiseksi, mikali nayteputki ei
ole tullut vakuumisysteemilla tdyteen. Tahan tutkimukseen valittiin tutkittaviksi analyy-
teiksi kaksi yleistd maksaentsyymid, alaniiniaminotransferaasi seka aspartaattiamino-

transferaasi, jonka analysointiin hemolyysi vaikuttaa voimakkaasti (HUSLAB 2012).

2 Entsyymianalyyseihin vaikuttavat preanalyyttiset tekijat

2.1 Preanalytiikka

Laboratoriopalveluprosessin vaiheita ovat preanalyyttinen, analyyttinen ja postanalyyt-
tinen vaihe. Preanalyyttiseen vaiheeseen kuuluvat kaikki tapahtumat ennen analysointia:
tutkimuksen valinta ja suunnittelu, ndytteenotto, naytteen sailytys ja kuljetus, néytteen
vastaanotto laboratoriossa ja valmistaminen analyysikelpoiseksi. Naytteenoton ja nayt-
teen kasittelyn yhteydessa tulee toimia oikein, silld mikali ndyte ei ole halutunlainen,
laboratoriopalveluprosessin muut vaiheet ovat turhia. (Laitinen, 2004, 32; Tuokko, Rau-
tajoki, & Lehto 2008, 7) Preanalyyttisen vaiheen tarkeys laboratoriotutkimusprosessissa

on havainnollistettu kuvassa 1.
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Kuva 1. Laboratoriotutkimusprosessiin liittyvét virhetekijét ja niiden esiintymisen suh-
teellinen osuus kaikista virheista (Tuokko ym. 2008, 13).

Preanalyyttisen vaiheen aikana ndytteessd voi tapahtua fysikaalisista, kemiallisista ja
mikrobiologisista ilmidista johtuvia muutoksia. Erds ndista ilmidistd, solujen ainesosien
siirtyminen soluista plasmaan, on tarked etenkin tdman tutkimuksen nakokulmasta.
(Tuokko ym. 2008, 114.) Naytteenoton ja ndytteen késittelyn aikana voi tapahtua hemo-
lyysia eli punasolujen hajoamista. Punasolujen sisaltdmat ainesosat siirtyvét plasmaan ja

voivat vadristaa analyysituloksia, joko laskien tai nostaen niita.

2.2 Hemolyysi

Veri on kudos, joka muodostuu nestemaisestd plasmasta ja eldvistd verisoluista. Néita
soluja ovat punasolut, valkosolut sek& verihiutaleet. Punasolut ovat muodoltaan kiek-
komaisia ja keskeltd litistyneitd, mik& tekee niiden pinta-alasta suhteessa suuremman
verrattuna niiden tilavuuteen. Punasolut sisaltdvat hemoglobiinimolekyyleja ja muita
valkuaisaineita, 1&hinnd entsyymeja. Hemoglobiinin osuus punasolun valkuaisaineista

on noin 95 prosenttia. Hemolyysin seurauksena punasolun sisaltdmat aineet vapautuvat



plasmaan. Plasma itsessaan koostuu 92 % vedesta ja n. 7 % proteiineista. (Bjalie, Haug,
Sand, Sjaastad & Toverud 2008, 268 - 269)

In vivo -hemolyysi on elimistdn sisalla tapahtuvaa punasolujen hajoamista. Vasta-
aineet, erilaiset la&kkeet tai myrkyt, perinndélliset sairaudet, virheellinen entsyymituotan-
to tai tulehdukset voivat aiheuttaa in vivo -hemolyysié. In vivo -hemolyysi on in vitro -
hemolyysia kliinisesti merkittdvampi [0ydds patologisen syntytapansa takia. On tarkeé&a
selvittad hemolyysin syy ja erottaa in vivo - ja in vitro -hemolyysi toisistaan. (Thomas,
2002, 2.)

Néaytteenoton jalkeista in vitro- eli elimiston ulkopuolella tapahtuvaa hemolyysia aiheut-
tavat useat tekijat. Naita ovat esimerkiksi ndyteputken ravistaminen, seerumindytteiden
sentrifugoiminen ennen néytteen hyytymistd, nayteputkien sisaltdama yli- tai alipaine,
hypotonisesta liuoksesta aiheutuva veren laimeneminen ja ndyteputkien virheellinen
séilytys tai kuljetus. (Thomas 2002, 2.) Téssé tutkimuksessa néytteet pyritdan ottamaan
vakuuminaytteenottotekniikalla, silla talla tavoin voidaan tutkia naytteenotossa verindy-
teputkeen jadvan alipaineen mahdollisesti aiheuttaman hemolyysin vaikutuksia ASAT:n
ja ALAT:n pitoisuuksiin.

Hemolyysi voidaan nékyvasti havaita, kun seerumin hemoglobiinipitoisuus on yli 20
mg/dl. Hemolyysista kertoo plasman tai seerumin punertava tai punainen véri (kuva 2).
In vitro -hemolysoituneista néytteistd mitataan kohonneita kalium-, LD- ja ASAT-
arvoja, alentuneita haptoglobiinipitoisuuksia, kohonneita konjugoimattoman bilirubiinin
pitoisuuksia ja retikulosyytti-indeksin nousua. (Thomas 2002, 2) Islab (2012) ilmoittaa

plasman hemoglobiinin viitearvoksi alle 50 mg/I.

50 100 250 500 1000

Kuva 2. Hemoglobiinin pitoisuus seerumissa tai plasmassa (mg/dl) (Mayo Medical La-
boratories 2008).

Minimal Hgb 20



Lievélld hemolyysill4 on vain pieni vaikutus useimpiin analyyseihin. Vakava hemolyysi
voi aiheuttaa ndytteen laimenemista, mikali punasoluissa tutkittavan analyytin pitoisuus
on pienempi kuin plasmassa. Toisaalta, mikali tilanne on pdinvastainen ja analyyttia
esiintyy suuremmissa pitoisuuksissa punasoluissa, hemolyysin takia kyseessé olevan
analyytin pitoisuus plasmassa kasvaa. Esimerkiksi aspartaattiaminotranferaasin aktiivi-
suus kasvaa 2 % aina hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa 10 mg/dl. (Burtis & Ashwood
1999, 49-50.) Liséksi plasman hemoglobiini voi aiheuttaa ongelmia tiettyja analysoin-
timenetelmid kéytettdessd varinmuutoksen takia (Frank, Bermes, Bickel & Watkins
1978, 1).

Verinaytteenottotekniikka voi aiheuttaa naytteen hemolysoitumista. Suurten neulojen
kayton yhteydessa verisuoneen kohdistuva imu on suurempaa ja on havaittu hemolyysia
enemman kuin ohuita neuloja kéytettéessa, jolloin veri virtaa suonesta neulan kautta
putkeen hitaammin ja tasaisemmin. (Thomas 2002, 1.) Vakuumindytteenotossa tavalli-
simmin kéytettyjen neulojen G-arvot eli neulan ulkohalkaisijan lapimitat ovat 20-23
(Tuokko ym. 2008, 39).

Né&ytteenottajan tulee seurata ndyteputken tayttymistad. Nayteputkien riittdmaton taytty-
minen voi johtua ndyteputken alipaineen alenemisesta tai haviamisesta. Talldin nayte-
putki ei tayty tarpeeksi suhteessa nayteputkessa olevaan antikoagulanttiin tai muuhun
lisdaineeseen, mika aiheuttaa virheellisid analysointituloksia. Alipaineen puuttumisen

syyna voi olla vanhentunut tai viallinen nayteputki. (Tuokko ym. 2008, 40-41.)

Néaytteenottajia ohjeistetaan oikeaoppiseen nadytteenottoon. Yksi noudatettava ohje va-
kuumindytteenotossa on, ettd putken annetaan tayttyd aina verentulon loppumiseen.
Mikali putki ei tdyty merkkiviivaan asti, ndytteenoton paatyttyd néaytteenottajan on ”il-
mattava” putki eli paastettdvd ndyteputkeen ilmaa aukaisemalla ndyteputken korkki.
Siipineulaa kaytettdessa suositellaan ensimmaiseksi putkeksi ns. hukkaputkea, silld sii-
pineulan tyhja letku aiheuttaa nayteputken vajaatayton. Se voi aiheuttaa ongelmia sel-
laisten lisdaineiden kohdalla, jotka vaativat tiettyd lisdaineen ja veren suhdetta. (HUS-
LAB 2010) Kun nayte on saatu putkeen, putkea on sekoitettava huolellisesti putken
valmistajan ohjeiden mukaisesti. Sekoittaminen tapahtuu siten, ettd ilmakupla kulkee

putken péasta toiseen. Talla varmistetaan lisdaineen kunnollinen sekoittuminen nayttee-



seen. Nayteputken ravistaminen on yksi ndytteen hemolysoitumisen aiheuttaja. (Tuokko
2008, 41.)

3 Aminotransferaasit ja entsyymianalyysi

3.1 Entsyymianalyysin periaatteita

Entsyymiaktiivisuutta on alettu kehittamistydn tuloksena tutkia ensinnédkin entsyymin
maaréna tai toimivuutena. Toiseksi voidaan tutkia entsyymien vapautumista kudoksista
ja elimista verenkiertoon eri sairauksien yhteydessa. Liséksi voidaan mitata substraatti-
en tai analyyttien maaraa naytteissa. Entsyymiproteiinin maaran mittaaminen ja aktii-
visuusmittaus on tarpeellista my6s toimimattoman entsyymin rakenteen tutkimisessa.
Entsyymireaktioissa tarvitaan yleensé spesifinen koentsyymi reaktionopeuden saatami-
seksi riittdvaksi sen toimintaa ajatellen. Entsyymireaktion nopeuteen vaikuttavat etenkin
pH ja lampé6tila. pH:n on oltava optimaalinen ja tarkka. Entsyymien toiminta vaatii
useimmiten fysiologisen pH-alueen (7,1-7,6). Entsyymianalyysimenetelmien kansainva-
lisissé suosituksissa lampdtila on +37 °C. Muita reaktion kinetiikkaan vaikuttavia teki-
JOité ovat esimerkiksi koentsyymien mééra ja reaktioseoksessa olevien aktivaattoreiden
konsentraatiot. Kansainvalisissa suosituksissa ja entsyymien aktiivisuusmittausten stan-
dardoinnissa kdytetdan termeja preinkubaatio ja lag-faasi. Preinkubaatio on minimiaika,
jossa reaktion eri komponentit liittyvat toisiinsa. T&méa aika voi vaihdella muutamasta
sekunnista muutamaan minuuttiin. Lag-faasi on aika, jonka lineaarisen reaktion alkami-
nen vaatii substraatin tai naytteen lisédmisen jalkeen. Tama vaihe kestda useimmiten 0-2
minuuttia. (Penttilad 2004a, 82-84.)

3.2 Alaniiniaminotransferaasi (ALAT)

Alaniiniaminotransferaasia, lyhennettynd ALAT, esiintyy suurina pitoisuuksina mak-
sassa ja jonkin verran munuaisissa, sydamessd, luurankolihaksissa, haimassa, pernassa

ja keuhkoissa. Kohonneet ALAT-tasot johtuvat yleensa maksasairaudesta, johon liittyy
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jonkinasteista maksakudoksen nekroosia, kuten kirroosi, karsinooma, viruksen tai alko-
holin tai ladkkeiden aiheuttama toksinen hepatiitti tai obstruktiivinen ikterus. ALAT-
arvo on yleensa ASAT-arvoa korkeampi potilailla, jotka sairastavat akuuttia virus- tai
toksista hepatiittia. Sen sijaan kroonista maksatautia sairastavilla ASAT-arvot ovat
ALAT-arvoja korkeammat. ALAT on yleisesti ottaen ASAT:ia maksaspesifisempi ent-
syymi (taulukko 1). ALAT-arvojen nousua voidaan havaita myos vakavan trauman,
lihastautien, hypoksian, sydanlihasvaurion ja hemolyyttisen taudin yhteydessa. (Thermo
Scientific 2009.) Islab (2012) ilmoittaa ALAT:n plasman viitearvoiksi naisilla 10-45 U/I
jamiehilld 10-70 UI/I.

Taulukko 1. ALAT:n ja ASAT:n aktiivisuudet eri kudoksissa verrattuna seerumiin.
(Burtis & Ashwood 1999, 652).

ALAT ASAT

Sydén 450 7800

Maksa | 2850 7100

Luustolihas 300 5000

Munuaiset | 1200 4500

Haima 130 1400
Perna 80 700
Keuhkot 45 500
Punasolut 7 15

Seerumi 1 1

Alaniiniaminotransferaasin aktiivisuusmittaus on vakioitu kansainvéliselld tasolla Inter-
national Federation of Clinical Chemistryn (IFCC) toimesta. ALAT katalysoi alaniinin
transaminaatiota a-ketoglutaraatiksi, muodostaen glutamaattia ja pyruvaattia (kuvio 1,
kohta 1). Reagenssin sisaltdma laktaattidehydrogenaasi (LD) pelkistdd muodostuneen
pyruvaatin laktaatiksi samalla, kun pelkistynyt NADH hapettuu NAD:ksi (nikotiiniami-
diadeniinidinukleotidi) (kuvio 1, kohta 2). Analyysissa mitataan kineettisesti NADH:n
hapettumisesta johtuvaa absorbanssin laskua ajan funktiona aallonpituudella 340 nm.
LD pelkistéda nédytteessa olevan pyruvaatin preinkubaatiovaiheen aikana, mika estéa sitéa
hairitsemésté analyysia (kuvio 1, kohta 3). (Burtis ym.; Thermo Scientific 2009; Pentti-
14 20044, 82, 84.)
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(1) alaniini+ a-ketoglutaraatti yruvaatti + glutamaatti

— s P

LD
(2) pyruvaatti+ NADH __ laktaatti+ NAD

LD
(3) ndytteen pyruvaatti+ NADH 5 laktaatti + NAD

Kuvio 1. Alaniiniaminotransferaasin méaaritys (Thermo Scientific 2009).

3.3 Aspartaattiaminotransferaasi (ASAT)

Aspartaattiaminotransferaasi, lyhennettynd ASAT, on alaniiniaminotransferaasin ohella
Kliinisesti merkittavin aminotransferaasientsyymi. ASAT on ALAT:ia epdaspesifisempi
maksaentsyymi, silld sit4 voi vapautua verenkiertoon ei vain maksasoluista, vaan myos
sydamestd, luurankolihaksista, aivoista, munuaisista ja punasoluista. Plasman ASAT-
arvo nousee edella mainittujen kudosten sairauksissa, kuten sydaninfarktissa, viruksen
aiheuttamassa hepatiitissa, maksakudoksen nekroosin, kirroosin ja lihasdystrofian yh-
teydessd. (Thermo Scientific 2008.) Maksasairauksien yhteydessa ASAT- ja ALAT-
arvojen suhdetta tarkastelemalla voidaan tehdd paatelmid maksasairauden vaikeudesta
(Penttila 2004b, 236). Aspartaattiaminotransferaasin aktiivisuus on punasoluissa jopa
40-kertainen verrattuna plasmaan (Tuokko ym. 2008, 115). Potilailla, joilla ASAT-arvot
ovat viitevélill4, voidaan havaita kasvaneita ASAT-aktiivisuuksia, kun plasman hemo-
globiinipitoisuus on 1,5 g/l. (Thomas 2002, 3.) Islabin (2012) viitearvot plasman
ASAT:lle ovat naisilla 15-35 U/l ja miehilla 15-45 U/I.

Aspartaattiaminotransferaasin aktiivisuusmittaus on vakioitu kansainvaliselld tasolla
International Federation of Clinical Chemistryn (IFCC) toimesta. ASAT Kkatalysoi as-
partaatin transaminaation a-ketoglutaraatiksi muodostaen glutamaattia ja oksaloasetaat-
tia (kohta 1, kuvio 2). Malaattidehydrogenaasi (MD) pelkistdd muodostuneen oksalo-
asetaatin malaatiksi samalla, kun pelkistynyt NADH hapettuu NAD:ksi (kohta 2, kuvio
2). Naytteessa oleva pyruvaatti héiritsee méaaritysta, mink& takia reagenssiin on lisatty

pyruvaattia pelkistavaa laktaattidehydrogenaasia (LD) (kohta 3, kuvio 2). Analyysissa
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mitataan kineettisesti NADH:n hapettumisesta johtuvaa absorbanssin laskua ajan funk-
tiona aallonpituudella 340 nm. (Burtis ym. 1999, 654-655; Thermo Scientific 2008.)

(1) aspartaatti+ a-ketoglutaraatti oksaloasetaatti + glutamaatti

MD
(2) oksaloasetaatti+ NADH _y malaatti+ NAD

LD
(3) ndytteen pyruvaatti+ NADH 5 laktaatti+ NAD

Kuvio 2. Aspartaattiaminotransferaasin méaritys (Thermo Scientific 2008).

4 Tutkimuksen tarkoitus

Tutkimuksessa tarkasteltiin kahta yleisesti maksavaurioiden tutkimisessa kédytettya ent-
syymid, alaniiniaminotransferaasia ja aspartaattiaminotransferaasia. Tutkimuksen tar-
koituksena oli selvittdd, eroavatko vajaaksi jaaneen nayteputken ALAT- ja ASAT-

pitoisuudet oikeaoppisesti otetun ndytteen pitoisuuksista.

Tutkimuksen oli tarkoitus vastata seuraaviin kysymyksiin:

1. Onko vertailtavien ndytteiden pitoisuuksien valill4 eroa?
2. Mistéd mahdolliset pitoisuuserot johtuvat?
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5 Tutkimuksen toteutus

5.1 Tutkimuksen toteutuksen aikataulu

Vapaaehtoisia henkil6itd pyydettiin henkilokohtaisesti osallistumaan tutkimukseen en-
nen varsinaisen tutkimuksen aloittamista. Naytteiden antajiksi pyydettiin padasiassa
Pohjois-Karjalan ammattikorkeakoulun bioanalytiikan opiskelijoita ja laboratorioviik-
kojen asiakkaita. Naytteenotto ja naytteiden analysointi suoritettiin 13.-15.11.2012 vali-
send aikana, Pohjois-Karjalan ammattikorkeakoulun bioanalytiikan opiskelijoiden jéar-
jestamien laboratorioviikkojen aikaan, bioanalytiikan koulutusohjelman opetuslaborato-
riossa, joka sijaitsi timén tutkimuksen tekemisen hetkelld Pohjois-Karjalan ammattikor-
keakoulun Liiketalouden ja tekniikan keskuksessa. Bioanalyytikko-opiskelijat tarjosivat

laboratorioviikkojen aikana muutamia yleisia kliinisia laboratoriotutkimuksia.

Laskimoverindytteet otettiin vapaaehtoisilta koehenkilGiltd. Verindytteitd otettiin jokai-

selta koehenkil6ltd yhteensa kaksi putkea.

1) Ensimmaéiseen putkeen ndyte otettiin oikeaoppisesti, varmistaen, ettd verta tulee
putkessa olevaan merkkiviivaan asti ja ettd naytteen tulo putkeen ei hidastu nayt-
teenoton aikana. (Vertailuryhma)

2) Toinen putki jatettiin vajaaksi, jolloin nayteputkeen jaa nayteputken ominaisuuksista

johtuva alipaine. (Koeryhma)

5.2  Tutkimusmenetelma

Tassa opinnaytetyotutkimuksessa kaytettiin kvantitatiivista eli maaréllista tai tilastollista
tutkimusmenetelmad. Kvantitatiivisella tutkimuksella halutaan vastauksia lukumé&ériin
ja prosenttiosuuksiin liittyviin kysymyksiin. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa otos on
lukumaaréltdén suuri ja edustava. Tutkimuksen kysymyksiin haetaan vastauksia kont-
rolloiduissa laboratorio-olosuhteissa. Td&mé tutkimus oli siis kokeellinen tutkimus. Ko-

keellisessa tutkimuksessa tutkitaan tutkitun muuttujan vaikutusta koeryhmaan. Saatuja
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tuloksia verrataan sitten vertailuryhméén, joihin koemuuttuja ei ole vaikuttanut. Ko-
keellista tutkimusta kaytetaan etenkin laéke- ja luonnontieteellisissa tutkimuksissa seké
sosiaalitieteissa. (Heikkila 2004, 15, 16, 21.)

5.3 Esitestaus

Ennen varsinaisessa tutkimuksessa tarvittavien naytteiden ottoa, testattiin koeasetelma
yhden koehenkilon naytteilld. Esitestauksen onnistumisen avulla voidaan tehdé tarvitta-
via muutoksia tutkimussuunnitelman toimintatapoihin ja varmistaa tutkimuksen onnis-
tuminen ja laitteiston toimiminen. Esitestauksen aikana kaydaan 1api koko tutkimuspro-
sessi, naytteenotosta analyysitulosten luotettavuuden arviointiin. Esitestauksessa kaytet-
tavia naytteitd maaré oli kaksi. Esitestaus ei tuonut muutoksia varsinaiseen tutkimuk-

seen.

5.4 Naytteiden hankkiminen

Tutkimukseen pyydettiin henkilokohtaisesti vapaaehtoisia henkil6itd antamaan nayttei-
t4. Henkiloité saatiin tutkimukseen 14. Jokaiselta tutkimukseen osallistuneelta henkil6l-
td otettiin kaksi ndyteputkea, ja jokaisesta putkesta tutkittiin alaniini- ja aspartaat-
tiaminotransferaasipitoisuudet (kaksi analyysia/putki). Opinnéytetydn tekija oli nayt-
teenottaja 71 prosentissa ndytteenottotilanteista. Laboratorioviikkojen jarjestdjina toimi-
neet bioanalyytikko-opiskelijat ja bioanalytiikan koulutusohjelman opettaja ottivat loput
naytteet.

Laskimoverindytteet otettiin Pohjois-Karjalan ammattikorkeakoulun tiloissa. Naytteet
otettiin jarjestelméllisesti siten, ettd ensin otettiin normaali vertailundyte (A-néyte).
Varmistettiin, ettd veri virtaa putkeen esteettomasti ja ettd verentulo putkeen ei hidastu
néytteenoton aikana. Toinen ndyte on vajaaksi jatettavéd nayte (B-nédyte). Naytteenottaja
tarkkaili verentuloa nédytteenoton aikana, ja ndyteputki irrotettiin ennen kuin putki oli
tayttynyt kokonaan. Tavoitteena oli, ettd verta on putkessa korkeintaan % putken merk-
kiviivan ilmoittamasta verimaarasta. Taman jalkeen ndyteputki sekoitettiin ja kasiteltiin

ohjeiden mukaisesti ja varmistettiin, ettei putkeen péése ilmaa.
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Tutkimuksessa kéytettiin vakuumitekniikkaa, joka on turvallinen potilaalle, ndytteenot-
tajalle sekd ymparistdlle, silla verta ei padse kulkeutumaan suljetun systeemin ulkopuo-
lelle (Tuokko 2008, 46). Vakuumindyteputkissa on tarkkaan madritetty alipaine, jonka
avulla saadaan néytteenotossa putkeen tietty tilavuus verta. Tata tutkimusta varten nay-
teputki otettiin pois ennen kuin koko putki oli tayttynyt, jolloin putkeen jéi tayttymatta
jaanyt alipaine. Kaytettavat nayteputket olivat Terumon valmistamia Venosafe 3,5 ml:n
litiumhepariinigeeliputkia. Putken siséreunassa on veren hyytymista estavaa litiumhepa-
riinia, joka toimii antikoagulanttina (Terumo 2013). Néytteenotossa kéytettiin Terumon

valmistamia Venoject Quick Fit -neuloja.

Taulukko 2. Naytteiden A ja B kuvaus.

Nayte A | Nayteputken annetaan tayttya verelld merkkiviivaan asti.

Nayte B | Nayteputki irrotetaan neulanohjaimesta, kun néyteputki on korkein-
taan % taysi. Putkeen ei saa ennen sentrifugointia paasta ilmaa.

Nayteputket merkittiin selkeasti. Nayteputkeen liimattiin tarra (kuva 3), joka ilmaisee
ensinnadkin naytenumeron, joka on koehenkilén numero (1, 2, 3 jne.) ja toiseksi naytteen
tyypin. Normaalisti otettu ndyte merkittiin tunnisteella ”A” ja vajaaksi jatetty nayte
merkittiin tunnisteella ”B”. Jokaisesta ndyteputkesta tuli myds ilmi ndytteenoton ajan-
kohta eli paivamaéra ja kellonaika. Tarraan voitiin merkité lisatietoja, kuten naytteenot-

toon liittyvia poikkeuksia.

1 (naytenumero) B (naytteen tyyppi)
1.9.2012 (paivamaara)
Klo 10.25 (kellonaika)

(huomattavaa)

Kuva 3. Esimerkki putkitarran merkinngisté.
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5.5 Naytteiden esikasittely ja analysointi

Verindytteet sentrifugoitiin ja analysoitiin mahdollisimman pian nédytteenotosta. Sentri-
fugointi tapahtui Pohjois-Karjalan ammattikorkeakoulun opetuslaboratorion Heraeus
Sepatech Megafuge 1.0 -sentrifugilla. Sentrifugointinopeus ja -aika olivat 3200 r/min 10
minuutin ajan. Erottelun jalkeen on putkesta mahdollista havaita hemolyysi visuaalises-
ti. Hemolyysiaste (mg/dl) maariteltiin silmamaaréisesti kdyttden apuna asteikkoa (kuva

2) ja hemolyysiaste merkittiin analyysitulostaulukkoon.

Néytteet analysoitiin sentrifugoinnin jalkeen KoneLab Prime 60 -analysaattorilla. Rea-
gensseina kaytettiin Thermo Scientificin valmistamia ALT (GPT) - sekd AST (GOT) -

reagensseja.

Analysoinnin jalkeen naytteita séilytettiin ja&kaapissa parafilmilla suojattuna. WHO:n
(2002, 21, 23) mukaan sek&d ALAT ettd ASAT sdilyvat jadkaapissa 4-8 °C:n l&mpdtilas-

sa seitseman paivan ajan.

5.6 Laadunvarmistus

Laboratoriotutkimusten laatua hallitaan kliinisessa laboratoriotydskentelyssa seka siséi-
sesti ettd ulkoisesti. Sisainen laadunohjaus on osana kaikissa laboratoriomenetelmissa.
Liséksi laboratorio voi osallistua ulkoisiin laadunohjauskierroksiin. Labqualityn jarjes-
tdmiin lyhytjaksoisiin kierroksiin osallistuvat laboratoriot eivat tieda tutkimiensa néyt-
teiden arvoja. Naita tuloksia verrataan kotimaisella ja kansainvéliselld tasolla. (Penttila
2004c, 36, 38)

Tassa tutkimuksessa laboratorioanalyysien siséiseen laaduntarkkailuun kéytettiin Ther-
mo Scientificin valmistamia Nortrol- ja Abtrol -laaduntarkkailundytteitd. Kontrollindyt-
teet ajettiin kumpanakin paivand, ensimmaisend ja toisena pdivana kerran ennen varsi-

naisten ndytteiden analysoimista ja toisena péivana viela toisen kerran.
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6 Tutkimuksen tulokset

6.1 Naytteiden hemolysoitumisaste

Néytteissa voitiin havaita hemolysoitumisen lisdantymistd A- ja B-naytteiden vélilla.

Yli puolet B-naytteista oli enemman hemolysoituneita kuin vastaavat A-naytteet.

Taulukko 3. ALAT:n ja ASAT:n pitoisuuksien muutos-% ja hemolyysiasteen muutos
A- ja B-naytteiden vélilla. (+ = hemolyysid havaittiin enemmén B-nédytteessa A-
ndytteeseen verrattuna)

Naytenro ALAT ASAT Hemolyysi
1 7,69% -5,88% +
2 -7,14% 4,77% +
3 0% 0%

4 5,41% 0% +
5 3,23% -2,38%
6 10,87% 8,33% +
7 0% 5,55%
8 0% 0% +
9 0% 4,35% +
10 -3,57% 9,09% +
11 7,69% 5,88%
12 0% 0% +
13 -10% 0%
14 0% 0%

Taulukosta 3 ndhd&an, ettd pitoisuuden muutos ei aina johtunut hemolyysin lisdéantymi-
sestd. On epéselvad, johtuvatko pitoisuuserot nimenomaan hemolyysista. ALAT-
pitoisuus oli korkeampi 36 prosentissa B-naytteista. 43 prosentissa B-néytteissa ASAT-
pitoisuus oli korkeampi kuin vastaava A-néyte. Taulukosta 4 nahddén ndytteissa havait-
tu hemolyysitaso, joka on arvioitu kuvaan 2 verraten (s. 8).
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Taulukko 4. Naytteiden hemolyysiaste mg/dl

Naytenumero | A-nayte B-nayte
1 - 20
2 - 20
3 - -
4 - 20
5 - -
6 - 20
7 - -
8 - 20
9 - 20

10 20 50
11 - -
12 - 20
13 - -
14 - -

6.2 Tulosten tilastollinen analysointi

Laboratoriotestien  tuloksista  laskettiin  tilastollisia  tunnuslukuja  Excel -
taulukkolaskentaohjelmaa kéyttden. Namé tunnusluvut olivat keskiarvo, keskihajonta,

mediaani, variaatiokerroin seka keskivirhe. Lisaksi tehtiin t-testi.

Taulukko 5. ALAT:n tilastolliset tunnusluvut (n=14).

A-nayte B-nayte
keskiarvo U/I 25,36 25,93
keskihajonta 15,77 16,62
mediaani U/I 21 21
variaatiokerroin 62,19 64,08
keskivirhe 4,21 4,44

ALAT-analyysien tunnusluvuista voidaan nahdd, ettd B-naytteiden keskiarvopitoisuus
on hieman korkeampi kuin A-ndytteiden. My6s hajonta on suurempaa B-ndytteiden

kesken.
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Taulukko 6. ASAT:n tilastolliset tunnusluvut (n=14).

A-nayte B-nayte
keskiarvo U/I 21,14 21,57
keskihajonta 8,20 7,98
mediaani U/| 19 19,5
variaatiokerroin 38,77 36,98
keskivirhe 2,19 2,13

ASAT-analyysien tilastollisten tunnuslukujen mukaan B-naytteiden keskiarvopitoisuus
on hieman korkeampi kuin A-naytteiden. Keskihajonta on A-naytteiden kesken suu-

rempi.

6.3 T-testi ja p-arvot

Tassa tutkimuksessa haluttiin selvittad, onko putken vajaataytolla vaikutusta ALAT:n ja
ASAT:n analysointiin. Tutkimuksen hypoteesien eli ennakkokasitysten, jotka perustuvat
teorioihin tai aikaisempiin tutkimuksiin, paikkansapitavyys tietyssa perusjoukossa pyri-

taan todistamaan.

Tilastollisena testind tassd tutkimuksessa kaytettiin t-testid. Taté varten asetettiin nolla-
hypoteesi (Hp) sek& vastahypoteesi (H;). Nollahypoteesin mukaan muuttujien vélilla ei
ole riippuvuutta eika eroa ole. Vastahypoteesin mukaan muuttujien valilla on riippu-
vuutta. (Heikkild 2004, 191.)

Ho) B-ndytteiden pitoisuus ei eroa A-nédytteen pitoisuudesta.

H,) B-ndytteiden pitoisuus eroaa A-naytteiden pitoisuudesta.

Tassa tutkimuksessa kaytettiin toisistaan riippuvien parittaisten otosten kaksisuuntaista
testausta. Testissé kaytetty merkitsevyystaso eli riskitaso (p-arvo) oli 0,05 (5%). Heikki-
lan (2004, 194) mukaan merkitsevyystaso "ilmoittaa, kuinka suuri riski on, ettd saatu
ero tai riippuvuus johtuu sattumasta”. T-testilld saatu p-arvo oli sekd ALAT- ettd
ASAT:n tuloksia tarkastellessa yli merkitsevyystason, eli nollahypoteesi j&i voimaan. B-
naytteiden pitoisuus ei siis eroa merkitsevésti A-ndytteiden pitoisuudesta 5%:n merkit-

sevyystasolla.
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7 Pohdinta ja johtopaatokset

7.1 Tutkimuksen luotettavuus

Tutkimuksen luotettavuutta voidaan tarkastella sen reliaabeliuden ja validiuden kautta.
Tutkimuksen reliabiliteetti tarkoittaa sitd, ettd tutkimus on toistettava ja ettd tutkimus ei
anna sattumanvaraisia tuloksia, riippumatta tutkimuksen suorittajasta. Jotta tutkimus
olisi validi, tutkimuksessa on saatava tietoa juuri siitd asiasta, misté oli tarkoitus saada
tietoa. (Vilkka 2007, 149-152)

Tahan tutkimukseen liittyi reliaabeliusongelmia, erityisesti B-naytteiden ottamisessa.

Néaytteenoton aikana oli vaikea arvioida veren maaraa putkessa (kuva 4).

Kuva 4. Naytemaaréa erosi paljon B-nédyteputkissa.
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Jos ndytteet olisi otettu siipineulalla tavallisen vakuumisysteemin sijasta, olisi veren
maarén arvioiminen ollut ehka helpompaa, silld siipineulaa kaytettdessé putkea olisi
voitu pitdd pystyasennossa. Myos nayteputkiin olisi voitu merkitéd etukéateen merkkivii-

vat.

B-ndytteiden korkeamman keskiarvopitoisuuden syy jai epaselvaksi. Tutkimuksessa
kaytetty naytemaara (14) oli pieni. Suuremman otannan, vahintaan 30, kautta oltaisiin
saatu luotettavampia tuloksia. Naytteiden hemolyysiaste arvioitiin silmaméaaraisesti.
Objektiivisempia ja tarkempia tietoja hemolyysistd saataisiin, mikéli kaytossa olisi

plasman hemoglobiinimittari.

Tulosten analysoinnissa kéytettiin t-testid. T-testin mukaan nollahypoteesi jai voimaan,
mutta koska tutkittu ryhma oli pienempi kuin 30, on johtop&é&tosten tekemisessa oltava
varovaisia. (Heikkil& 2004, 225.)

7.2 Tutkimuksen eettisyys

Tieteellisessa tutkimuksessa tulee ottaa huomioon useita etiikkaan liittyvia kysymyksia.
Erds tamén tutkimuksen osa edellyttda koehenkildiden kéayttéa laskimoverindytteenoton
muodossa. Tahéan liittyva ongelma on, miten koehenkil6ilta hankitaan suostumus tutki-
mukseen osallistumisesta ja miten heille annetaan tietoa tutkimuksen tarkoituksesta ja
siihen liittyvista riskeista. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2004, 25-27.) T&assa opinndy-
tetyotutkimuksessa verindytteet saatiin vapaaehtoisilta henkil6ilta, jotka saivat tietoa
tutkimuksesta ja sen tarkoituksesta. Plagiointia ja muunlaista eparehellisyytta valtettiin.
Kéytetyt lahteet ovat nékyvilla, eika aiempien tutkimusten tekijoiden saamia tuloksia
vahatelty tai vaaristelty. (Vilkka 2007, 164-166.) Tutkimuksessa ei kerétty verinayttei-
den antajien henkil6tietoja, ja kaikki néytteet kulkivat laboratoriotutkimusprosessissa

pelkastddn ndytenumerotunnistein.
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7.3 Jatkotutkimusaiheet

Taman opinndytetyon tulokset eivét olleet sen epatarkkuuden, suppeuden ja otoskoon
pienuuden vuoksi vield tarpeeksi luotettavia. Jatkossa tutkimusta voisi kehittaa tekemal-
I& ndytteenotosta tarkempaa vakioimalla B-ndyteputkiin otettava verimaéra. Mielenkiin-
toinen jatkotutkimusaihe olisi myds, onko ndyteputkien vajaataytolld vaikutusta muiden
analyyttien pitoisuuksiin ALAT:n ja ASAT:n liséksi.
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Liite 1

Naytteenotto-ohje

Opinnaytetyotutkimukseeni tarvitsen jokaiselta koehenkilolta kaksi verindyteputkea.

Verinaytteet otetaan litiumhepariinigeeliputkeen vakuumitekniikalla. Naytteenottajien

tarvitsee siis ottaa asiakkailta yksi yliméaardinen nayteputki (ndyte B, kuvattu alla).

Nayte A - otetaan normaalisti ja oikeaoppisesti, varmistaen, ettd verta on nayteputken

merkkiviivaan asti. (sama putki mista laboratorioviikkojen rasva-arvot analysoidaan)

N&yte B - ndyteputki irrotetaan neulanohjaimesta ennen kuin ndyteputki on tayttynyt
kokonaan, verta saa olla putkessa korkeintaan % merkkiviivan osoittamasta veriméaras-

ta. Nayteputkea ei saa avata eikd putkeen saa paastd ilmaa ennen sentrifugointia. Naytet-

téd voidaan kasitella muutoin normaalisti.

Néyteputken tunnistetarrasta on tultava selkedsti ilmi, ettd kyseessd on tutkimukseeni
soveltuva nayte. Litiumhepariinigeeliputkiin otettujen néytteiden tarraan merkitéan iso
7T, sekd joko ”A” tai "B” (ks. ylld). Lisédksi tarraan merkitddn niytteenoton pdivamaa-

ré ja kellonaika.

Kiitos jo etukateen!

Sari Leskinen
sari.leskinen@edu.pkamk_fi
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Naytteiden kaytto opinnadytetydtutkimuksessa
Mikali annatte luvan, ndytteitdnne kaytetd&n opinnadytetydtutkimuksessa. Naytteenottaja
ottaa tata tarkoitusta varten yhden ylimaaraisen nayteputken.
Tutkimuksessani tarkastelen kahta entsyymid, alaniiniaminotransferaasia (ALAT) ja
aspartaattiaminotransferaasia (ASAT). Tutkimuksen tarkoituksena on selvittdd eroaako
vajaaksi jatetyn ndyteputken ALAT- ja ASAT-pitoisuudet oikeaoppisesti otetun nayt-
teen pitoisuuksista.
Ylimaardinen ndyte otetaan muiden naytteiden yhteydessd, eikd ndytteenotto aiheuta
Teille vaaraa. Naytteet kasitelladn opinnédytetydtutkimuksen aikana taysin nimettomasti,
eiké naytteiden alkuperad voi tunnistaa opinnaytetydssani.
Opinnaytetyon toimeksiantaja on Pohjois-Karjalan ammattikorkeakoulun bioanalytiikan
koulutusohjelma.

Kiitos!

Sari Leskinen, bioanalyytikko-opiskelija

sari.leskinen@edu.pkamk_fi
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ALAT

Kahden otoksen t-testi olettaen varianssit yhtasuuriksi

A B
Keskiarvo 25,35714 25,92857
Varianssi 248,7088 276,0714
Havainnot 14 14
Yhdistetty varianssi 262,3901
Arvioitu keskiarvojen ero 0
va 26
t Tunnusluvut -0,09333
P(T<=t) yksisuuntainen 0,463177
t-kriittinen yksisuuntainen 1,705618
P(T<=t) kaksisuuntainen 0,926354
t-kriittinen kaksisuuntainen 2,055529

ASAT

Kahden otoksen t-testi olettaen varianssit yhtasuuriksi

a b
Keskiarvo 21,14286 21,57143
Varianssi 67,20879 63,64835
Havainnot 14 14
Yhdistetty varianssi 65,42857
Arvioitu keskiarvojen ero 0
va 26
t Tunnusluvut -0,14018
P(T<=t) yksisuuntainen 0,444799
t-kriittinen yksisuuntainen 1,705618
P(T<=t) kaksisuuntainen 0,889597

t-kriittinen kaksisuuntainen 2,055529




ABTROL

REF 981044
LOT F114E
exp. 2012-12
NORTROL

REF 981043
LOT F113E
exp. 2012-12

ALT/GPT (IFCC) Reag A + Reag B

REF 981769
LOT H107
exp. 2013-03

AST/GOT (IFCC) Reag A + Reag B

REF 981771
LOT H871
exp. 2013-11
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