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Aivo-selkaydinneste, eli likvor, on kirkas ja soluton neste, joka pehmustaa ja ym-
paroi aivoja ja selkaydinta. Se auttaa tukemaan aivojen laskimorakenteita ja on
tarkea osa aivojen homeostaasissa ja aineenvaihdunnassa. Aivoselkaydinnes-
tettd taydentyy jatkuvasti aivojen suonikalvon avulla ja imeytyy verenkiertoon.
Likvorista voidaan diagnosoida aivojen ja selkaytimen sairauksia ja tilaa. Likvor
kerataan selkaydinpunktiolla. Likvornaytteesta voidaan tutkia erilaisilla menetel-
milla mm. nestepaine, proteiinit, glukoosi, erytrosyytit, leukosyytit, kemikaalit,
bakteerit, virukset sekad muita invasiivisia organismeja ja vieraita aineita.

Opinnaytety0ssa keskityimme solujen, erytrosyyttien ja leukosyyttien, sailymisen
vertailuun mikro-EDTA-putkessa ja tehdaspuhtaassa putkessa. Solujen esiinty-
minen selkaydinnesteessa on aina indikaatio sairaudesta tai vammasta, joka
vaatii sairaalahoitoa. Selkaydinnesteen solut lasketaan mikroskoopilla Blrkerin
kammiossa.

Opinnaytetyon tarkoitus oli verrata likvorin solujen sailyvyytta sailontaaineelli-
sessa ja sailontaaineettomassa putkessa. Opinnaytetyon tavoite oli saada lisaai-
kaa naytteen analysointiin. Aiheen antoi Seinajoen keskussairaala. Opinnaytetyo
oli seka tutkimuksellinen etta kvantitatiivinen, silla siind maaritettiin likvorin solu-
jen, erytrosyyttien ja leukosyyttien, maara eri ajanjaksona vertaamalla kahta eri-
laista putkea keskenaan. Opinnaytetydssa vertailtin 10 likvornaytteen solujen
sailyvyytta laskemalla naytteen solut heti, 2h ja 4h naytteenoton jalkeen.

Opinnaytetyon haasteena oli vahainen naytemaara seka pitka valimatka Seina-
joen laboratorion ja Tampereen valilla. Tulosten pohjalta likvorin solujen sailyvyys
ei muutu putkea vaihtamalla. Jatkotutkimuksen haasteena lienee aineiston ke-
raaminen, mutta laajemmilla resursseilla toteutettu jatkotutkimus olisi varmasti
tarpeen.

Asiasanat: likvor, solujen sailyvyys, erytrosyytti, leukosyytti



ABSTRACT

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

POKELA, KAISA-MARI & RANTA, JANIKA:
Preservation of Cells in Cerebrospinal Fluid Samples

Bachelor's thesis 28 pages
September 2020

Cerebrospinal fluid (CSF) is a clear fluid which surrounds the brain and the spinal
cord, which acts as both a chemical and a physical buffer. Normally cerebrospinal
fluid does not contain any cells such as erythrocytes or leucocytes, thereby the
presence of these cells may be an indicator of an underlying issue. This thesis
focuses on examining how these cells could be better preserved in clinical sam-
ples by using the preservative EDTA, which is also used to preserve peripheral
blood samples. Analysing cerebrospinal fluid samples yields important data when
diagnosing inflammatory and degenerative diseases affecting the nervous sys-
tem, but the samples must be analysed urgently as the cells begin to deteriorate
quickly. In this thesis the preservation of cells in cerebrospinal fluid was compared
between two different sample tubes: the preservative-free sample tube and the
EDTA sample tube. The erythrocytes and leucocytes were counted separately
three times using Burker's chamber. The results do not suggest the preservative
made a difference to the cell preservation, but due to the sample size being un-
expectedly scarce any credible conclusions could not be formed. However, other
research suggests the preservative does not affect the preservation of the cells.
Further research on this topic should consider the time needed to collect a large
number of samples necessary to attain substantial results.

Key words: cerebrospinal fluid, cell preservation, erythrocytes, leucocytes
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1 JOHDANTO

Likvor eli aivo-selkaydinneste on kirkasta ja varitonta nestetta inmisen selkayti-
messa, jota on elimistdssa kerrallaan noin 150 ml, ja sita syntyy vuorokaudessa
noin puoli litraa. Normaalitilassa siina ei ole lainkaan punasoluja, ja vain alle 4
valkosolua/ mm3, joista suurin osa on mononukleaarisia lymfosyytteja. (Soinila
2015.) Likvorilla on useita fysiologisia tehtavia, kuten toimia aivojen aineenvaih-
duntajarjestelmana kuona-aineita poistamalla, ja se saatelee aivojen kemiallista
ymparistdéa. Se toimii myos keskushermoston iskunvaimentimena, ja suojaa ai-

voja akuuteilta painemuutoksilta. (Sand ym. 2007.)

Likvorin tutkimukset ovat olleet oleellinen osa hermostosairauksien diagnostiik-
kaa jo yli 100 vuotta (Atula ym. 2019). Likvorista tehtavat analyysit ovat keskei-
sessa asemassa silloin, kun potilaalla on keskushermostollisia oireita kuten muis-
tihairioita, sekavuutta tai tajunnantason alentumista, joiden syy ei selvia tavalli-
silla laboratoriotesteilla (Soinila 2015). Se tulee myds kysymykseen silloin, kun
epaillaan keskushermostollista tulehdusta, aivojen tai selkaytimen rappeumaa tai
neoplasiaa (Atula ym. 2019). Likvorista saadaan tarkemmin maaritettya aivojen,
selkaytimen ja nivelten patologiset muutokset kuin tavallisella verikokeella, silla
likvoriin suodattuu aivoissa toimivan lymfaattisen jarjestelman kautta solunulkoi-

sia kuona-aineita (Lohela ym. 2020).

Opinnaytetyon tarkoitus on verrata likvorin solujen sailyvyytta sailontaaineelli-
sessa ja sailontaaineettomassa putkessa. Tavoitteena on saada likvorin paivys-
tysnaytteisiin lisaa analysointiaikaa. Tutkimus suoritetaan vertaamalla sailontaai-
neettoman naytteen solujen maaraa 1 ml mikro-EDTA-putken solujen maaraan
tiettyina ajankohtina. Naytteet mikroskopoidaan Burkerin kammiossa valittomasti,
seka kahden ja neljan tunnin jalkeen naytteenotosta. Oletimme, ettd EDTA-put-

kessa solut sailyvat pidempaan.

Saimme aiheen suoraan Seingjoelta sellaisena kuin se on, emmeka muuttaneet
sitd mitenkaan. Aihe on valmiiksi rajattu kasittelemaan likvorin soluja, emmeka

huomioi likvorin muita analyytteja kuten proteiineja. Emme myodskaan huomioi



esimerkiksi sailytyslampdtilan muutoksia, vaan kaikki naytteet on sailytetty tavan-

omaisesti laboratoriossa.

Saamiemme tulosten perusteella putken tyyppi ei vaikuta solujen sailyvyyteen.
Taytyy kuitenkin huomioida tutkimuksessa kaytetty vahainen aineiston maara.
Mielestamme aihetta tulisi tutkia lisda. Jatkotutkimuksessa kannattanee huomi-

oida aineiston keruuseen tarvittava aika.



2 LIKVORIN KOOSTUMUS JA TUTKIMUSINDIKAATIOT

Keskushermostoa suojaa kolme selkaydinkalvoiksi kutsuttua sidekudoskalvoa,
joista uloin on kovakalvo, dura mater, jonka tehtava on tukea aivoja. Se ulottuu
aivopuoliskojen valiseen tilaan seka aivojen suurimpiin uurteisiin. Kovakalvo ja-
kautuu poimuissa kahdeksi erilliseksi kalvoksi, joiden valiin jaavaa tila muodostaa
veriviemarin. Kovakalvon alla on lukinkalvo, arachnoidea, ja se muodostaa peh-
meakalvon, pia mater, kanssa lukinkalvonontelon, jonka tayttaa selkaydinneste.
Selkaydinneste tayttaa myos selkaydinkanavan ja toimii keskushermoston iskun-

vaimentimena. (Sand, et al., 2007)

Subdural cavity

Subarachnoid cavity

Posterior root

Pia mater
Arachnoid mater
Dura mater

Anterior root
Spinal nerve

KUVA 1. Selkaydinkalvot. (Mysid, Public domain)

Luotettavaa hermosignaalien kulkua yllapitaa kolmen esteen aikaansaama ioni-
homeostaasi: veri-aivoeste, lukinkalvon epiteelisolut seka selkaydinnestetta tuot-
tava aivokammioiden suonipunos (Abbott & Yusof 2010). Veri-aivoeste muodos-
tuu keskushermostossa olevien hiussuonia ymparoivien endoteelisolujen tiiviista
liitoksista, joilla on ainutlaatuisia ominaisuuksia (Leppaluoto ym. 2013). Ne pys-
tyvat kontrolloimaan ionien, molekyylien ja solujen liikkkumista veren ja aivojen
valilla, ja siten yllapitavat keskushermoston homeostaasia, suojelevat sita pato-

geeneilta sekd varmistavat hermosignaalien toiminnan (Abbott & Yusof 2010).

Likvorilla on tukitehtavansa lisaksi myos muita fysiologisia tehtavia. Se toimii ai-
vojen aineenvaihduntajarjestelmana poistamalla kuona-aineita ja se saatelee
keskushermoston kemiallista ymparistda. Likvor myos suojelee aivoja keskuslas-

kimopaineen akuuteilta muutoksilta. (Hihmer ym. 2006.)



Likvorin kulkeutuminen verenkiertoon alkaa aivokammioiden suonipunoksista,
josta se siirtyy selkaytimen ymparille, subaraknoidaalitilaan. Subaraknoidaaliti-
lasta selkaydinneste paasee poistumaan lukinkalvojyvasten avulla kovakalvon
lehtien valissa sijaitseviin veriviemareihin ja sielta verenkiertoon. (Strasinger & Di
Lorenzo 2014.)

Likvor on varitonta ja lapinakyvaa nestetta, jota muodostuu aivokammioiden epi-
teelipoimujen hiussuonten suodattaessa verta (Sand ym. 2007). Sitd muodostuu
paivittain noin 500 ml, mutta kerrallaan sitd on ihmisessa vain 90 — 150 ml
(Fischbach & Dunning 2009).

21 Likvorin solut

Terveessa likvorissa ei ole normaalitilassa soluja tai proteiineja (Sand ym. 2007).
Sinne voi kuitenkin paatya soluja sairauksien, infektioiden tai vammojen takia,
kuten verisuonten hajotessa tai aivokalvontulehduksen seurauksena. (Fischbach
& Dunning 2009).

Useimmin likvorissa esiintyvia valkosoluja ovat lymfosyytit ja monosyytit (Rodak
ym. 2012). Neutrofiileja ei likvorissa yleensa esiinny, ja suuret neutrofiilimaarat
voivat viitata bakteereihin (Rodak ym. 2012). Eosinofiileja ja basofiileja voi esiin-
tya vierasobjektien lasnaollessa kuten suntit (hydrokefaluksen hoidossa kaytet-
tava ihon alle asennettava letku), seka parasiitti-infektioissa ja allergisissa reak-
tioissa (Rodak ym. 2012).



2.2 Erytrosyytit

Erytrosyytit eli punasolut muodostuvat ihmisen luuytimessa. Tapahtumaketjua,
jossa pronormoblastit kypsyvat lopulta erytrosyyteiksi, kutsutaan erytropoieesiksi
(Hoffbrand & Moss 2011). Mikali naytteesta 16ytyy myos naitd erytrosyyttien
varhaisia muotoja, tulee huomioida luuydinkontaminaation mahdollisuus. TallGin
naytteessa saattaa esiintya kuitenkin myos megakaryosyytteja. (Rodak ym.
2012.)

Erytrosyyttien paasaantdinen tehtava on kuljettaa happea elimiston kudoksiin,
sekd poistaa soluhengityksestda muodostunutta hiilidioksidia kudoksista
(Hoffbrand & Moss 2011). Erytrosyyttien esiintyminen likvorissa, tasaisesti nayt-
teeseen levittyneena, on merkki aivoverenvuodosta. Hyytymat ja veriviirut ovat
puolestaan artefakteja. Vanha verenvuoto tai suuri proteiinikonsentraatio voi var-

jata naytteen kellertavaksi. (Atula ym. 2019.)

2.3 Leukosyytit

Leukosyytit eli valkosolut voidaan jakaa niiden rakenteen ja toiminnan perusteella
eri ryhmiin, granulosyytteihin, monosyytteihin ja lymfosyytteihin. Granulosyytit
voidaan edelleen jakaa basofiilisiin, neutrofiilisiin ja eosinofiilisiin granulosyyttei-
hin. Valkosolujen paasaantdinen tehtava on suojella elimistdd patogeeneilta.
(Nienstedt ym. 2009.)

Leukosyytteja esiintyy likvorissa normaalisti alle 4 x 10° soluall, joista suurin osa
on mononukleaarisia lymfosyytteja. Bakteerien aiheuttamissa infektioissa ja al-
kavassa virusinfektiossa esiintyy eniten liuskatumaisia granulosyytteja. Labora-
toriossa suoritetaan aina likvorin valkosolujen erittelylaskenta, jos valkosolut ylit-
tavat 20 x 109/I. Artefaktiveri puolestaan lisaa valkosolujen maaraa yhdella tu-

hatta erytrosyyttia kohden. (Soinila 2015.)
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2.4 Tutkimusindikaatiot

Likvorin tutkimukset ovat paaasiallinen diagnostinen valine hermostosairauksien
selvittamisessa. Tutkimusindikaatiot voidaan jakaa neljaan eri kategoriaan: aivo-
kalvontulehdus, subaraknoidaalinen verenvuoto, keskushermoston karsinoomat
ja metastaasit, seka autoimmuunisairaudet ja multippeli skleroosi. (Fischbach &
Dunning 2009.)

Aivokalvontulehduksessa selkaydinnestetutkimuksella saadaan viitteita sen ai-
heuttajasta. Bakteerien aiheuttamassa aivokalvotulehduksessa selkaydinnes-
teessa on paljon valkosoluja (yli 1000 solua/mm3) ja on koostumukseltaan puru-
lentti eli markainen. Virusten aiheuttamassa tulehduksessa likvor on kirkkaampaa
(valkosoluja 10 — 100 solua/mm3) ja vuotojen yhteydessa neste on punaista ja
sisaltda paljon punasoluja. (Leppaluoto ym. 2013.) Myds sieni tai ameba voi ai-

heuttaa aivokalvotulehduksen (Strasinger & Di Lorenzo 2014).

Subaraknoidaalinen verenvuoto eli lukinkalvon alainen verenvuoto, SAV. Veren-
vuoto on harvinainen sairaus, joka johtuu aivovaltimon synnynnaisesta heikosta
kohdasta ja sen pullistumasta, aneurysmasta. (Mustajoki 2020.) Traumaattista
lukinkalvon alaista vuotoa tarkoitetaan, kun aneurysmasta johtuva verenvuoto
kulkeutuu selkaydinnesteen joukkoon. Verinen likvor voi aiheuttaa tulehdusreak-
tioita aivokalvoilla ja aivokudoksessa. (Terveyskyla 2019.) Likvorin tutkimuksia
voidaan myos tehda, jos potilaalla on pitkaan jatkuva paansarky, hallusinaatioita,
sekavuutta, dementiaa, kohtauksia, heikotusta, tajunnantason hamartymista, pu-

hevaikeuksia tai tuntoaistimuutoksia (Healthline 2018).

25 Selkdaydinnesteen naytteenotto

Likvor kerataan selkaydinpunktiolla (Fischbach & Dunning 2009). Punktiossa
neula viedaan 3. ja 4. lannenikaman valista selkaytimen subaraknoidaalitilaan,
josta selkaydinneste saadaan tiputettua vapaasti naytteenottoputkeen (Leppa-
luoto ym. 2013). Tutkimuksen aikana potilaan tulee maata paikoillaan kylkiasen-
nossa jalat koukistettuna rintakehaa vasten, jotta lanneranka pysyy pyoristettyna
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ja nikamien valit avautuneena. Aikuisen ihmisen selkaydin loppuu 2. lannenika-
man tasolla, joten punktiosta ei aiheudu vaaraa potilaalle. Pistokohta puhdiste-
taan vahvoilla puhdistusaineilla seka pistokohta puudutetaan. (Healthline 2018.)
Paineen nouseminen kallon sisalla voi kuitenkin tehda toimenpiteesta vaaralli-
sen, silla aivot pyrkivat tasaamaan punktiossa poistetun nesteen jattamaa alipai-
netta, joka voi johtaa basilaarivaltimon puristumiseen ja iskeemiseen lamaan.
(Soinila 2015). Kallon sisaista painetta tarkkaillaan manometrilla koko operaation
ajan (Healthline 2018).

Likvorin keruu kestaa kokonaisuudessaan noin 30 minuuttia. Keruun suorittaa
selkaydinnesteen kerdamiseen erikoistunut ldakari. Keruun aikana potilaan on
erittain tarkeaa pysya taysin paikallaan, jotta neula osuu oikeaan kohtaan eika
aiheuta vammaa selkarankaan. Paansarky on yleinen sivuoire toimenpiteen jal-
keen. (Healthline 2018.)
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3 LABORATORIODIAGNOSTIIKKA

Yleisimpiin selkaydinnesteen tutkimuksiin kuuluvat erilaiset seulontatutkimukset,
leukosyyttien ja erytrosyyttien maara ja proteiinifraktiot. Seulontatutkimuksia ote-
taan paasaantoisesti paivystysaikana seka rontgentutkimusten yhteydessa. In-
fektioepailyssa pyritaan tutkimaan likvorin solut, bakteerit, laktaatti, proteiinit ja
glukoosi. Bakteeri- tai sieni-infektion metabolia kuluttaa glukoosia, ja anaerobisen
aineenvaihdunnan johdosta likvorin laktaattipitoisuus nousee samalla kun glu-
koosipitoisuus laskee. Likvorin glukoosipitoisuus voi kuitenkin nousta myos esi-

merkiksi diabeteksen seurauksena. (Soinila 2015.)

Verrattuna veren plasmaan likvorissa kalsium-, kalium- sokeri- ja laktaattipitoi-
suudet ovat jonkin verran matalammat, mutta kloridipitoisuus on suurempi. (Lep-
paluoto ym. 2013). Likvorin proteiinipitoisuus on myds huomattavasti seerumin
proteiinipitoisuutta alhaisempi (Soinila 2015). Proteiineista suurin osa (noin 80%)
on suodattunut veresta ja loput (20%) likvorista on aivojen alueella syntynytta.
(Strasinger & Di Lorenzo 2014).

Likvorissa ei normaalitilanteessa ole lainkaan soluja (Rodak ym. 2012). Punaso-
lut voivat kertoa traumaattisesta punktiosta tai vaihtoehtoisesti patologisesta ve-
renvuodosta, joten punasolujen alkupera naytteessa tulee aina selvittdd (Rodak
ym. 2012). Koska likvoria kerataan lavistamalla neulalla useita eri kudoksia, voi
naytteessa esiintya myds erilaisia artefaktoja, kuten rasva- ja sidekudosta. Myds
selkarangan ruston seka luun palaset voivat paatya naytteeseen neulan kulkeu-

tuessa selkaydinnestetilaan. (Torzewski ym. 2008.)

Normaalisti selkaydinneste on varitonta ja lapinakyvaa. Samea nayte voi johtua
suuresta valko- tai punasolujen maarasta naytteessa. Verinen nayte voi johtua
traumaattisesta punktiosta (naytteenotto ei ole sujunut ongelmitta) tai keskusher-
moston verenvuodosta, mika on patologinen |0ydos. Verinen nayte tulee aina
sentrifugoida ja supernatantin vari analysoida: varitdon supernatantti kertoo ky-

seessa olevan traumaattinen punktio, kun taas kellertava/pinkki tai hemolysoitu-
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nut supernatantti viittaa keskushermoston verenvuotoon. Seuraavassa taulu-
kossa (taulukko 1) esitelldan naytteen verisyyden syyn erittelya. (Rodak ym.
2012.)

TAULUKKO 1. Selkaydinnesteen verisyyden syyn erottelua. (Rodak ym. 2012,
229)

Traumaattinen punktio Patologinen verenvuoto

Variton supernatantti Varillinen tai hemolysoitunut superna-
tantti

Selkeytyminen putkien valilla Sama ulkondko kaikissa putkissa

Luuydinkontaminaatio Erytrofagit

Rustosolut Siderofagit

3.1 Likvorin solujen kammiolaskenta

Likvorin erytrosyytteja ja leukosyyteja lasketaan Burkerin laskukammiolla (LO
Laboroptik Ltd 2013). Blrkerin laskukammiossa on usein kaksi ruudukolla osiin
jaettua kammiota, joissa kummassakin on 9 kappaletta 1 mm? kokoista A-ruutua,
jotka koostuvat edelleen pienemmista B-ruuduista (Labnet 2019). Leukosyytit
lasketaan viidesta eri A-ruudusta (kuva 2). Solut lasketaan mikroskoopilla 40 x

objektiivilla ja kymmenkertaisella okulaarilla.

Kammiolaskentaa kaytetaan yleisesti eri punktionesteiden solujen laskennassa,
silld punktionesteiden solujen maara on usein liian pieni koneiden analysoita-
vaksi. (EPSHP 2020.)
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A{
B{

KUVA 2. Burkerin laskukammio, A- ja B-ruudut.

Likvorin erittelylaskenta suoritetaan silloin, kun naytteessa on leukosyytteja yli 20
x 108/I. Solulaskenta tehdaan yleensa naytteenottojarjestyksen kolmannesta put-
kesta, jolloin naytteessa on pienin mahdollisuus selkaydinkanavan ulkopuolelta
tulleeseen verikontaminaatioon. Normaalisti selkaydinnesteessa on valkosoluja
0 — 5/mm?3, ja punasoluja 0/mm3. (Rodak ym. 2012.) Selkaydinkanavan ulkopuo-
lisen kontaminaation mahdollisuutta voidaan arvioida tarkastelemalla valkosolu-
jen maaran suhdetta punasolujen maaraan: 1 valkosolu per 500 — 900 punaso-
lua. Mikali potilaasta on tiedossa verenkuva, saatua lukemaa voidaan verrata sii-
hen. (Rodak ym. 2012.)
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4 SOLUJEN SAILYVYYS

Likvornaytteiden analyyttimaaritykset suositellaan tehtdvan mahdollisimman no-
peasti naytteenoton jalkeen, silla solujen ja analyyttien sailyvyysaika on suhteel-
lisen lyhyt (Kupiainen & Viik 2010). EDTA-putkessa oleva kuiva antikoagulantti
eli etyleenidiamiinitetraetikkahappo on sumutettuna putken seinille (Pamark
2018). Antikoagulantti sitoo veren hyytymistekijoita aktivoivia kalsiumioneita ja si-
ten estaa hyytymisreaktion kaynnistymisen (Havukainen 2010). EDTA -putken
pH on hieman hapan. Happamuudella estetaan EDTA-suolojen aiheuttamaa so-
lujen osmoottista kutistumista. Antikoagulantti on aina suhteutettava likvorin maa-
raan, silla suhteessa liiallinen maara EDTA:ta voi vaikuttaa solujen morfologiaan
kutistavasti. (Banfi ym. 2007.)

Lisdaineetonta putkea pidetaan kuitenkin likvorin analytiikassa yleisempana tut-
kimusputkena, silla EDTA:n antikoagulantti voi vaaristaa proteiinien konsentraa-
tiota, ja antaa vaaristyneita tuloksia (Koch ym. 2019). Sailéntaaineiden kaytosta
huolimatta nayte kannattaa analysoida mahdollisimman nopeasti. Solut alkavat
turvota osmoottisen paineen seurauksena jo ensimmaisten tuntien aikana, ja ne
alkavat hajota. (Porkka, et al., 2015)

Likvorin puskuriominaisuudet ovat rajoitetut erityisesti happialtistuksessa, ja silla
on matala proteiinipitoisuus. Nama tekijat muodostavat siita epasuotuisan
elinympariston elaville soluille. Korkea pH seka matala paine saa solut turpoa-

maan, kuolemaan tai muuttumaan tunnistamattomiksi. (Torzewski 2008.)
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5 TUTKIMUKSEN TAVOITE JA TARKOITUS

Seinadjoen kliinisen kemian laboratoriossa toteutettiin vertailu, jonka tarkoituksena
oli selvittaa likvorin erytrosyyttien ja leukosyyttien sailyvyytta sailontaaineelli-
sessa ja sailontaaineettomassa putkessa. Tavoitteena oli saada paivystysvuo-
rossa tuleville likvornaytteille lisaa analysointiaikaa. Vertailun oli tarkoitus lopet-
taa kun 30 naytetta olisi analysoitu. Tarkoituksemme oli vertailla likvorin solujen
sailyvyytta 1 ml mikro-EDTA -putkessa verrattuna nykyisin kaytossa olevaan li-
saaineettomaan putkeen mikroskopoimalla nayte valittomasti, 2h ja 4h jalkeen

naytteenotosta.

Opinnaytetydllamme on kaksi tutkimuskysymysta.
1. Miten likvorin erytrosyytit sailyvat sailontaaineellisessa ja sailontaaineetto-
massa putkessa?
2. Miten likvorin leukosyytit sailyvat sailontaaineellisessa ja sailontaaineetto-

massa putkessa?
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6 TUTKIMUSAINEISTO JA TUTKIMUSMENETELMA

Tutkimus suoritettiin Seindjoen keskussairaalassa. Likvor-naytteen otti laakari,
jota oli ohjeistettu ottamaan tutkimuksen Li-Solut yhteydessa steriilin nayteputken
lisaksi myos 1 ml EDTA putki, mikali likvoria saadaan riittavasti. Naytteenotossa
noudatettiin tavanomaista putkijarjestysta, ja opinnaytetydomme vertailuun kuu-

luva EDTA-putki kerattiin lopuksi.

Steriiliin putkeen merkittiin normaalisti tutkimustarralla ja EDTA-putki kasinkirjoi-
tetulla tarralla, jossa on Li-Solut -tutkimuksen tutkimusnumero. Molemmat putket
toimitettiin normaalisti laboratorioon, jossa steriilista putkesta annettiin vastaus
hoitavaan yksikkoon. EDTA-putkea kaytettiin ainoastaan vertailuun, eika siita an-
nettu potilasvastauksia. Naytteita pyrittiin keraamaan 30 paria, mutta niita saatiin
kerattya 10. Naissa putkissa olevien solujen maarat laskettiin tietyin valiajoin, ja

verrattiin lopuksi solumaarien muutoksia ajan ja putken suhteen.

6.1 Tutkimusaineisto

Naytteita kerattiin tutkimusta varten 10 kappaletta. Naytteet kerattiin Seindjoen
sairaalassa tavanomaisen selkaydinnestenaytteen keraamisen yhteydessa.
Naytteita oli aluksi tarkoitus kerata vahintaan 30 paria, mutta naytteiden keruu oli
odotettua hitaampaa ja se pysahtyi helmikuussa 2020 taysin Covid-19 -pande-

mian takia. Vertailuputkien keruu paatettiin lopettaa kesakuussa 2020.

Naytteet kerattiin laakarin arvion ja potilaan suullisen suostumuksen mukaan.
Laakari arvioi tapauskohtaisesti, voiko potilaalta ottaa ylimaaraista likvoria tutki-

musta varten.
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6.2 Tutkimusmenetelma

Naytteenottotilanteessa likvoria kerattiin sailontaaineettomien, steriilien naytteen-
ottoputkien lisaksi 1 ml EDTA-putkeen. Natiivisolut laskettiin kolmannesta nayt-
teenottoputkesta, ja EDTA-putki otettiin lopuksi, mikali naytetta oli saatavilla tar-
peeksi. EDTA-putki merkittiin pelkalla naytenumerolla. Putket toimitettiin labora-

torioon samanaikaisesti.

Laboratoriossa solut laskettiin kolmannesta hyvin sekoitetusta putkesta manuaa-
lisesti mikroskoopin avulla heti, 2h ja 4h paasta. Solujen maara merkittiin labora-
torion tekemaan kaavakkeeseen, jossa oli eriteltyna valkosolujen maara seka pu-
nasolujen maara. Sen lisaksi laskettiin EDTA-sailontaainetta sisaltavan vertailu-
putken solumaarat samaan aikaan ja listattiin saadut solumaarat natiiviputkien
tulosten kanssa samaan kaavakkeeseen (kuva 3). Kaavakkeessa on kaytetty
vain kohtia Li-Eryt seka Li-Leuk. Naytteista laskettiin solumaarien erotukset va-

hentamalla 4. tunnin solumaara valittomasti lasketusta solumaarasta.

Naytenumero

saapuessa 2h 4h

Matiiviputki
Li-Eryt
Li-Leuk
Li-Neut
Li-Ly+Mono
Li-Eos

EDTA
Li-Eryt
Li-Leuk -
Li-Neut
Li-Ly+Mono
Li-Eos

L

KUVA 3. Kammiolaskennassa kaytetty kaavake.

Kammiolaskenta suoritetaan erilaisten kammioiden ja mikroskoopin avulla. Sei-
najoen laboratoriossa kaytettiin solujen laskemiseen kertakayttoista laskukam-

miota pipetoimalla 25 pl naytetta laskentakammioon. Solujen laskenta tulee suo-
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rittaa nopeasti, etteivat solut paase kuivumaan kammiossa. Erytrosyyttien ja leu-
kosyyttien maara laskettiin kasilaskijalla siten, etta kummastakin kammiosta las-
kettiin 5 A-ruutua, eli yhteensa 10 A-ruutua. Solujen maara on silloin ilmoitettuna
kpl x 10% /I. Veriset naytteet laimennettiin 0.9 % NaCL:lla ja saatu solumaara ker-
rottiin laimennoskertoimella. (EPSHP 2020.)
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7 TULOKSET

71 Erytrosyyttien sailyminen

Erytrosyyttimaarat on listattu taulukkoon 2. Saman naytteen natiiviputki ja EDTA-
putki on listattu taulukossa vierekkain samalle riville. Putkissa tapahtunut solu-
maaran muutos on laskettu molempien naytteiden osalta sarakkeessa "muutos”
vahentamalla ensimmaisena lasketusta solumaarasta neljannen tunnin solu-
maara. Muutos on ilmoitettu kappalemaarana. Keratyista naytteista neljassa oli
erytrosyytteja. Eniten erytrosyytteja oli naytteessa 9, jossa niita oli enimmillaan
1374 kappaletta EDTA-putkessa.

TAULUKKO 2. Erytrosyyttien maarat rinnakkaisissa putkissa.

Natiiviputki EDTA

Putket | Heti 2h 4h | Muutos | Heti 2h 4h | Muutos
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 245 245 232 -13 22 19 16 -6
3 0 0 1 +1 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0
9| 308 294 237 -71| 1374 | 1106 | 1327 -47
10 41 40 42 +1 1 1 0 -1

Taulukossa 3 olemme listanneet erytrosyyttien maarien muutokset prosentti-
osuuksina. Prosenttimuutoksista on suoraan nahtavissa, etta kahdessa neljasta
soluja sisaltavasta naytteesta (putket 2 ja 10) solumaara vahenee enemman
EDTA-putkessa kuin sailontaaineettomassa putkessa. Putkessa 9 sen sijaan so-
lumaara nayttaa vahenevan reilusti enemman sailontaaineettomassa putkessa
EDTA-putkeen verrattuna. Natiiviputkessa 3 ei puolestaan ndy solujen vahene-

mista, eika sen EDTA-verrokkiputkessa nahty soluja lainkaan.

Kahdessa saildntaaineettomassa putkessa (putket 3 ja 10) solujen maara nayt-

taisi lisdantyvan. Olemme kuitenkin tulkinneet tdman niin, ettd solujen maara ei
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talléin ole muuttunut, silla solut eivat voi lisdantya putkessa, ja pieni otoskoko
aiheuttaa sen, etta perakkaisilla laskukerroilla on mahdollista saada toisistaan

poikkeavia tuloksia.

TAULUKKO 3. Erytrosyyttien maarien muutos prosenttiosuuksina.

Natiiviputki EDTA

Putket Heti 4h | Muutos, % Heti 4h | Muutos, %
1 0 0 0% 0 0 0%
2 245 232 -5% 22 16 -27%
3 0 1 +100% 0 0 0%
4 0 0 0% 0 0 0%
5 0 0 0% 0 0 0%
6 0 0 0% 0 0 0%
7 0 0 0% 0 0 0%
8 0 0 0% 0 0 0%
9 308 237 -23% 1374 1327 -3%
10 41 42 +2% 1 0 -100%

7.2 Leukosyyttien sailyminen

Taulukossa 4 listaamme leukosyyttien absoluuttiset solumaarat samaan tapaan
kuin erytrosyytit. Leukosyytteja naytteista I0ytyi erytrosyytteja useammin: jokai-
sessa naytteessa oli vahintaan yksi leukosyytti. Eniten leukosyytteja oli nayt-
teessa 2, jossa niita oli enimmilldan 15. Vahiten leukosyytteja oli naytteessa 6,

jossa niita oli enimmillaan 1.



TAULUKKO 4. Leukosyyttien maarat rinnakkaisissa putkissa.
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Natiiviputki EDTA

Putket | Heti 2h 4h | Erotus Heti 2h 4h | Erotus
1 1 1 2 +1 2 0 0 -2
2 10 15 4 -6 5 6 12 +7
3 3 0 4 +1 3 1 3 0
4 1 2 0 -1 1 1 1 0
5 3 1 1 -2 1 2 0 -1
6 0 1 1 +1 1 1 1 0
7 1 1 1 0 2 1 1 -1
8 3 2 2 -1 3 2 4 +1
9 2 1 0 -2 2 3 0 -2
10 2 0 4 +2 2 0 3 +1

Tarkastellessamme taulukkoa 5 leukosyyttimaarien suhteellisista muutoksista

nayttaa silta, ettd kolmessa naytteessa (putket 2, 4, 8) solumaara vahenee

EDTA-putkessa vahemman kuin sailontdaineettomassa putkessa. Vastaavasti

kolmessa putkessa (putket 1, 5 ja 7) solumaara nayttaisi pienenevan EDTA-put-

kessa enemman kuin natiiviputkessa. Putkissa 3 ja 6 natiivinaytteen solumaara

nayttaa kasvavan, kun taas EDTA-putken solumaara ei muutu. Putkessa 9 mo-

lempien putkien solumaara vahenee yhta paljon. Putkessa 10 natiivinaytteen so-

lumaara nousee EDTA-putkea enemman, mutta tulkitsimme taman erytrosyyttien

tavoin niin, ettei solumaara ole muuttunut kummassakaan. Tuloksista ei voida

vetada varmoja johtopaatoksia.

TAULUKKO 5. Leukosyyttien maarien muutokset prosenttiosuuksina.

Natiiviputki EDTA

Putket Heti 4h | Muutos, % Heti 4h | Muutos, %
1 1 2 +100% 2 0 -100%
2 10 4 -60% 5 12 +140%
3 3 4 +33% 3 3 0%
4 1 0 -100% 1 1 0%
5 3 1 -66% 1 0 -100%
6 0 1 +100% 1 1 0%
7 1 1 0% 2 1 -50%
8 3 2 -33% 3 4 +33%
9 2 0 -100% 2 0 -100%
10 2 4 +100% 2 3 +50%
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8 POHDINTA

8.1 Tulosten tarkastelu

Nayteaineisto jai vahaiseksi, mika johti siihen, etta soluja naytteista l6ytyi harvoin.
Leukosyytteja naytteista 10ytyi erytrosyytteja paremmin. Aineiston koon takia

emme kuitenkaan voi vetaa tutkimuksesta varsinaisia johtopaatoksia.

Aloimme tutkimuksen aikana ja tuloksia lukiessa pohtimaan useita asioita EDTA-
putken tarpeellisuudesta likvornaytteenotossa. Kochin (Koch ym. 2019) vastaa-
vassa tutkimuksessa koirien likvorin soluilla EDTA ei lisaa solujen sailyvyytta ja
vaaristaa proteiinituloksia, ja aloimme pohtia, sekoittaisiko putken valinta nayt-
teenottotilannetta tarpeettomasti. Lisaksi mietimme, onko tarpeellista lisata nayt-
teenoton valineistoon uudenlainen putki, mikali likvor on joka tapauksessa kiireel-
linen nayte. Naytemaaran ollessa vahainen olisi myos varmasti helpompi ottaa
nayte samanlaisiin putkiin, jotta saadaan ajettua useampia analyyseja mikali
EDTA vaaristaa likvorin proteiinipitoisuuksia. Sailontaaineellisen putken kaytto ei
siis Iahtokohtaisesti vaikuta tuovan lisdarvoa tutkimuksen analysointivaiheeseen,

mutta laajempi jatkotutkimus lienee tarpeellista.

8.2 Tulosten luotettavuus

Tulosten luotettavuutta heikentaa otoksen koko etta otoksessa kaytettyjen nayt-
teiden vahainen solumaara. Naytteet kasiteltiin kuitenkin selkeiden ohjeiden mu-
kaisesti ammattihenkilokunnan toimesta, joten luotamme analyysiprosessin on-
nistuneen. Tuloksissa nakyy joidenkin naytteiden kohdalla solumaarien naen-
naista kasvua. Pistoartefatkat pyrittiin kuitenkin minimoimaan putkijarjestyksen
avulla. Naytteissa ei nay putkesta johtuvia, merkittavia saannallisyyksia solumaa-
rien vahentymisesta tai sailymisesta, vaan tulokset ovat kokonaisuudessaan suh-

teellisen samankaltaisia keskenaan putkesta riippumatta.
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Tutkimuksen luotettavuutta lisaa erityisesti se, etta solulaskennan suorittivat kou-
lutetut laboratoriohoitajat, ja etta he ovat tottuneet laskemaan solumaaria paivit-

taisessa tydssaan Burkerin kammiolla.

8.3 Eettiset asiat

Nayteaineisto kerattiin niin, ettei tulosta voi yhdistaa potilaaseen, ja se julkaistaan
identifioimalla putket juoksevalla numerolla. Tutkimuksen aikana emme olleet
suorassa potilaskontaktissa, vaan saimme tietaa naytteista vain solumaarat, nay-
tenumeron seka analysointipaivamaaran. Naytteet kerattiin niilta potilailta, joilta
tarvitsi muutenkin ottaa selkaydinnestenayte, eika tutkimusaineistoa keratty erik-
seen potilailta, joilta ei selkaydinnestenaytteita tarvittu. Naytteenoton suorittava
ladkari katsoi naytteenottotilanteessa tapauskohtaisesti, pystyykd potilaalta ke-
raamaan ylimaaraista likvoria. Potilaalle kerrottiin lisanaytteenoton tarkoitus, mer-

kitys seka ylimaaraisesta putkesta tehtavista tutkimuksista.

Tutkimus pohjasi lakiin ihmisen elimien, kudoksien ja solujen laaketieteellisesta
kaytdsta, jossa maaritetaan elinten, kudosten ja solujen talteen otto ja varastointi
laaketieteellista kayttda varten. Lain mukaan soluja, jotka ovat keratty potilaasta
hoidon tai taudinmaarityksen yhteydessa, voidaan kerata ja varastoida laaketie-
teellista kayttoa varten. (Finlex 547/2007.)

8.4 Johtopaatokset ja jatkotutkimukset

Aiheesta tehtyjen aiempien opinnaytetdiden huomioiden perusteella varasimme
aiheen tutkimiseen enemman aikaa kuin aiemmin oli varattu. Kavi kuitenkin ilmi,
etta taman aiheen tutkimiseen ja aineistonkeraamiseen tarvitsee jatkossa varata

vielakin enemman aikaa.

Tutkimuskysymys sen sijaan on mielenkiintoinen ja solujen sailyvyyden paranta-

misesta olisi hyotya, mikali naytteita jouduttaisiin oikeasti seisottamaan pitempia-
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kin aikoja ennen analysointia, mutta aiempi tutkimus antaa ymmartaa, ettei put-
ken vaihdosta ole merkittavaa etua. Joissain tapauksissa alueelta tulevien nayt-
teiden analysoinnissa solujen parempi sailyminen tietysti olisi merkittava etu,

mutta toisaalta likvorin solut voidaan nykyisellaankin laskea paikan paalla.

Aiemmin samaa tutkimusongelmaa on lahestynyt TAMK:ssa Katajamaen ja Pel-
lisen tekema opinnaytety0 Likvorin solujen sailyvyys. Heidan opinnaytetyonsa
tuotti samansuuntaisia tuloksia omamme kanssa: sailontaaineen lisaaminen ei
vaikuttanut solujen sailymiseen suuntaan taikka toiseen. (Katajamaki & Pellinen
2015.) Lisaksi eraan laajemman kansainvalisen tutkimuksen mukaan EDTA-sai-
I6ntaaine ei vaikuta koirien likvorin solujen sailymiseen merkittavasti (Koch ym.
2019).

Aineiston koon vuoksi tutkimuksesta ei voida tehda varsinaisia johtopaatoksia.
Tutkimus on tallaisenaan ehka liian laaja opinnaytetyona tehtavaksi, ja se saat-
taisi soveltua paremmin ylemman tutkinnon tutkielman aiheeksi, jolloin tutkimuk-
seen olisi saatavilla enemman resursseja. Aihe on joka tapauksessa mielenkiin-
toinen minka takia mekin siihen alun perin tartuimme, ja se ansainnee lisaa tutki-

musta.
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