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Likvoria eli aivo-selkaydinnestetta tutkitaan selvitettdessa keskushermostoon liittyvia hairiéta tai
sairauksia, kuten meningiittia, tulehduksellisia tiloja, kasvaimia tai vuotoepéilyja. Meningiiteissa
todetaan syysta riippuen joko granulosyytti- (bakteerimeningiitti) tai lymfosyyttivaltainen (virus-
perdinen meningiitti) solum&aréan lisdééntyminen. MGG-varjatyista sytosentrifuugivalmisteista
solumorfologia on hyvin nahtavissa. Gram-varjatysta pisaravalmisteesta sen sijaan nahdaan
mahdolliset bakteerit, mutta solumorfologia ei ole yhta hyvin tunnistettavissa kuin MGG-
varjatyissa sytosentrifuugivalmisteissa.

Tutkimuksen tarkoituksena oli vertailla kolmella eri menetelmélld saatuja likvorin leukosyyttien
mikroskooppisten erittelylaskentojen tuloksia ja niiden eroja. Tutkimuksessa vertailtin MGG- ja
gram-varjattyja sytosentrifuugivalmisteita keskendén sekd MGG-varjattyja sytosentrifuugivalmis-
teita ja gram-varjattyja pisaravalmisteita. Tavoitteena oli yhtenaistda hematologian ja paivystys-
laboratorion menetelmat likvorin leukosyyttien mikroskooppisessa erittelylaskennassa.

Likvorinaytteiden leukosyyttien mikroskooppinen erittelylaskenta suoritetaan eri menetelmin
paivaaikana ja paivystysaikana. Paivaaikana naytteet valmistetaan kayttamalla sytosentrifuugi-
menetelmaa ja MGG-varjaysta kun taas paivystysaikana naytteet valmistetaan kayttden pisa-
ramenetelmaa ja gram-varjaysta. Paivystysaikana vastataan leukosyyttien mikroskooppisesta
erittelylaskennasta granulosyytit ja mononukleaariset solut, jolloin vastaus leukosyyttien suh-
teellisista prosenttiosuuksista on aina 100 %. Paivaaikana tehdysta leukosyyttien mikroskooppi-
sesta erittelylaskennasta lasketaan kaikki solut erikseen, jolloin myds monosyyttien suhteellinen
prosenttiosuus lasketaan, mutta sitéd ei kuitenkaan vastata. Tasté syysta leukosyyttien suhteelli-
set prosenttiosuudet eivat aina ole paivaaikana vastatuissa naytteissa yhteensa 100 %. Téhéan
pyritddn saamaan muutosta, jotta vastaukset olisivat yhtenevaisempia.

Tutkimuksen perusteella voidaan todeta, etta kayttamalla sytosentrifuugimenetelmaa molem-
missa varjayksissa, saadaan yhtenevaisempia tuloksia, silla solumorfologia on helposti erotet-
tavissa sytosentrifuugivalmisteessa. Todettiin myos, ettéd nykyisid menetelmia kayttamalla saa-
daan jonkin verran yhtenevaisempia tuloksia, jos gram-varjatyista pisaravalmisteista laskettai-
siin granulosyyttien ja lymfosyyttien lisdksi muut solut (monosyytit) erikseen.
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Cerebrospinal fluid is analysed to investigate disorders or diseases linked to the central nervous
system such as meningitis, inflammatory conditions, tumours and haemorrhages. Depending on
what causes the meningitis, multiplication of either granulocytes (bacterial meningitis) or lym-
phocytes (viral meningitis) is discovered. Cell morphology is easily spotted in MGG stained,
cytocentrifuged preparations. In gram stained drop preparations, however, possible bacteria can
be seen but the cell morphology is not as easily specified as in MGG stained cytocentrifuged
preparations.

The purpose of the research was to compare the results and differences of microscopic cell
counts for leukocytes obtained by three different cell count techniques from cerebrospinal fluid.
MGG and gram stained cytocentrifuged preparations were compared to one another as well as
MGG stained cytocentrifuged preparations and gram stained drop preparations. The aim was to
uniform the techniques used in hematology and on-call laboratory for counting leukocytes in
cerebrospinal fluid samples.

The leukocyte count for cerebrospinal fluid samples is carried out in different techniques during
the day and on-call. During the day samples are prepared using the cytocentrifuge and MGG
staining whereas during on-call the samples are prepared using the drop technique and gram
staining. Whilst on-call the cell count result includes granulocytes and mononuclear cells, thus
the proportion of leukocytes is always 100 %. During the day all the cells from the leukocyte
count are specified and the proportion of monocytes is counted yet not mentioned in the results.
This is why the proportion of leukocytes is not always 100 % in the results given during the day.
Changes in the procedure are pursued in order to make the results more uniform.

The research shows that more uniform results can be achieved by using the cytocentrifuge
technique in both stainings as cell morphology is as easily spotted in a cytocentrifuge prepara-
tion. It also showed that using current techniques will result in somewhat more uniform results if
other cells (monocytes) alongside granulocytes and lymphocytes were to be counted from the
gram stained drop preparations as well.
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Cerebrospinal fluid, liquor, cytocentrifuge, cytospin, May-Grinwald-Giemsa-staining, gram-
staining, differential white blood cell count
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1 JOHDANTO

Likvoria eli aivo-selkéaydinnestettd on tutkittu eri kokein jo yli sadan vuoden ajan.
Likvoria tutkitaan selvitettdessa keskushermostoon liittyvaa hairiota. (Ramstrom
& Bergquist 2007; 269.) Likvorissa ei normaalisti esiinny soluja eik& bakteereita
ja se on ulkonaoltdan kirkasta ja varitonta. Likvorin koostumuksessa tapahtuu
muutoksia mm. aivoverenvuotojen, kasvaimien, tulehduksien ja muiden kes-
kushermostosairauksien yhteydessa. (TYKSLAB 2010.)

Tutkimus kasittelee likvorinaytteiden leukosyyttien mikroskooppisen erittelylas-
kennan tulosten vertailua eri menetelmin. Tutkimus suoritettiin Turun yliopistolli-
sen keskussairaalan hematologian laboratoriossa seka paivystyslaboratoriossa,
joissa tutkija vertaili kyseisten laboratorioiden kaytdssa olevia likvoripreparaatti-
en valmistusmenetelmia (pisara ja sytosentrifuugi) seka niistd saatuja tuloksia
keskenaan. Vertailu tehtiin lisdksi gram- ja MGG-varjattyjen sytosentrifuugival-
misteiden valilla. Tutkimus on jatkoa aikaisempaan opinnaytetyéhon, joka tehtiin
vuosi sitten kevaalla 2010 (ks. Sahla 2010).

Ongelmana on ollut likvorinaytteen erittelylaskennassa saatujen tulosten eroa-
vuus, joihin vaikuttavat laboratorioiden eri menetelmat. Aiemman tutkimuksen
tulosten tulkinnassa tuli ongelmia, silla solumorfologiaa oli joidenkin paksu-
pisaranaytteiden kohdalla hankala tarkastella naytteen paksuuden vuoksi.
TYKSin hematologian laboratoriosta tuli pyynto, ettd tutkimusta jatkettaisiin si-
ten, ettd kummassakin laboratoriossa likvorinaytteet valmistettaisiin sytosentri-
fuugin avulla. Talléin solumorfologia olisi paremmin eroteltavissa kummankin

laboratorion osalta. Liséksi tehd&&n pisaravalmisteet vertailun vuoksi.

Tutkimuksen tarkoituksena on vertailla kolmella eri menetelméalla saatuja likvo-
rin leukosyyttien mikroskooppisten erittelylaskentojen tuloksia ja niiden eroja.
Tavoitteena on yhtenaistaad laboratorioiden kaytantod likvorin leukosyyttien mik-
roskooppisessa erittelylaskennassa. Tutkimuksen avulla hematologian- ja péi-
vystyslaboratorion menetelméatavat likvorindytteiden erittelylaskennassa mah-

dollisesti yhtenaistyvat.
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2 LIKVORIN LEUKOSYYTTIEN ERITTELYLASKENTA

2.1 Likvori

Ensimmainen lumbaalipunktio suoritettiin potilaalle jo yli sata vuotta sitten. Vii-
me vuosisadan alussa kyettiin osoittamaan, ettd veren ja aivojen valilla on tie-
tynlainen este eri organismien vapaalle kulkeutumiselle. Kyseessa on veri-
aivoeste, jonka toiminta vaihtelee erilaisissa patologisissa tiloissa. Tasta alkaen
kiinnostus likvorin fysiologiaan ja sen merkitykseen eri tautitiloissa alkoi lisdan-
tya. Nykypaivana likvorin analysointi on olennainen osa keskushermoston alu-
een tautien diagnostiikassa. (Weber & Ojala 1986.)

Normaalisti likvori on lahes solutonta eika siina esiinny bakteereita (TYKSLAB
2010). Likvorin paatehtavana on toimia mekaanisena suojana aivoille. Lis&ksi
se kuljettaa aineenvaihdunnallisesti aktiivisia organismeja sek& poistaa kuona-
aineita. (Jerrard ym. 2001, Ramstrom & Bergquist 2007; 269.) Infektion yhtey-
dessa likvorissa todetaan riippuen syysta joko granulosyytti- tai lymfosyyttival-
tainen solumaaran lisdantyminen. Toisaalta solumé&éré voi olla myds vahainen

mm. enkefaliiteissa ja lievissa virusmeningiiteissa. (Pirttila 2006, 62.)

2.1.1 Likvorin muodostuminen

Likvori eli aivo-selkaydinneste syntyy suodoksena plasmasta. Kaksi kolmas-
osaa likvorista syntyy veren suodoksena aivokammioiden seindméssa olevien
suonipunosten kautta. Muut veressa normaalisti kiertdvat organismit eivat kui-
tenkaan paase suoraan hermoston alueelle, silla aivokammioiden suonipunos-
ten ependyymisolujen muodostama veriselkaydinneste-este ja endoteelin muo-
dostama veriaivo- tai verihermoeste seka aivoston ja selkdytimen alueen tiiviit
litokset rajoittavat niiden suodattumista. Osa veren organismeista kuitenkin
paasee aivostoon ja selkadydinnesteeseen diffundoitumalla tiiviiden liitosten I&api.
Monille veren organismeille on olemassa liséksi erilaisia aktiivisia ja kyllastyvia
kuljetusjarjestelmia, joiden avulla ne paasevéat aivostoon ja likvoriin. (Pirttila &
Oksi 2001, Pirttila 2006; 58-59.) Noin 20 % likvorista muodostuu aivoston solu-

valinesteesta ja kulkeutuu aivokudoksesta aivokammioihin. Talla tavoin aivoissa
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tuotetut tekijat paasevat likvoriin, mika mahdollistaa aivoston toiminnan muutos-
ten selvittdmisen likvorista. Aivokalvot eivat osallistu likvorin tuottamiseen, mut-
ta tulehduksen yhteydesséa niiden lapaisevyys soluille ja veren proteiineille li-

saantyy kuitenkin huomattavasti. (Pirttila & Oksi 2001.)

2.1.2 Likvorin kierto

Seerumin suodattuessa plexus chorioideusten suonten seindman ja ependyy-
min lapi aivokammioihin, syntyy likvori (Palo ym. 1996; 56, Mesko & Pullmann
2002; 393, Koss & Melamed 2006; 1023, Soinila 2007; 42). Tahan prosessiin
osallistuvat suonten seinaman aktiiviset solut, differentiaalinen imeytyminen,
aktiivinen eritys seka tiivis aineenvaihdunnallinen kulku aivokammioihin (Mesko
& Pullmann 2002; 393). Kyseessa on aktiivinen prosessi, joka muuttaa seeru-
min koostumusta merkittavasti. Likvori kulkeutuu lateraalikammioista kolman-
nen aivokammion ja aivonesteviemarin kautta neljinteen kammioon ja sielta
aivokammiossa olevien aukkojen kautta subaraknoidaaliseen tilaan, josta se
virtaa selkaytimeen. Selkaytimesta likvori lopulta imeytyy araknoidean granulaa-
tiomuodostumien kautta laskimotilaan. (Palo ym. 1996; 56, Jerrard ym. 2001,
Soinila 2007; 42.) Subaraknoidaalinen tila on tavallisesti suljettu systeemi, jonka
bakteerimeningiitin riskia kasvattaa paahan kohdistunut vaurio (Welch & Has-
bun 2010; 32). Laskimotilasta likvori kulkee kaulan suurten laskimoiden kautta
verenkiertoon, jonka mahdollistaa kallonsisdisen paineen muodostama gra-
dientti, joka edistaa likvorin imeytymista laskimosinuksiin. Pumppuvoimana lik-
vorikierrossa toimii aivoverenkierron pulssi. (Pirttila & Oksi 2001, Soinila 2007;
42))

Aikuisen likvorin kokonaisméaara on noin 150 ml, josta noin puolet on aivokam-
mioissa ja puolet subaraknoidaalitilassa (Pirttila & Oksi 2001, Koss & Melamed
2006; 1023, Pirttila 2006; 58, Ramstrom & Bergquist 2007; 269, Soinila 2007;
42). Vastasyntyneelld likvorin maara on 10-60 ml (Mesko & Pullmann 2002;
393, Koss & Melamed 2006; 1023, Collins 2007; 207). Likvorin maara saattaa
kuitenkin vaihdella £ 50 % (Jerrard ym. 2001, Pirttila & Oksi 2001, Mesko &
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Pullmann 2002; 393, Pirttila 2006; 58, Soinila 2007; 42, Welch & Hasbun 2010:;
31).

Likvorin kierto on vilkasta, jonka ansiosta sitd syntyy noin 500 ml vuorokaudes-
sa (Jerrard ym. 2001, Pirttila & Oksi 2001, Mesko & Pullmann 2002; 393, Pirttila
2006; 58, Soinila 2007; 42, Welch & Hasbun 2010; 31). Nain ollen likvori uusiu-
tuu 4-6 tunnin valein eli nelja viisi kertaa vuorokaudessa paaosin aivojen plexus
chorioideuksista (Pirttila & Oksi 2001, Ramstrém & Bergquist 2007; 269, Welch
& Hasbun 2010; 32). Likvoria erittyy tietty maara tiettyna aikana, jolloin taataan,
ettd sen tilavuus pysyy suhteellisen muuttumattomana (Koss & Melamed 2006;
1023). Samalla tapahtuu jatkuvaa kemiallisten ainesosien vaihtoa likvorin ja
veren valilla ependyymissa, verisuonitilassa seka lukinkalvolla (Mesko & Pull-
mann 2002; 393). Likvoritilavuuden vaihtelu toimii puskurina silloin, kun muiden
kallonsisaisten rakenteiden tilavuus muuttuu. Likvorin muodostama nestevaippa
aivojen ja selkaytimen ymparille toimii tehokkaana iskunvaimentajana. (Jerrard
ym. 2001, Mesko & Pullmann 2002; 393, Pirttila 2006; 58, Collins 2007; 207,
Soinila 2007; 42.) Likvorinaytteiden tuloksiin vaikuttaa naytteenoton ajankohta

suhteessa aivoston alueen tapahtumiin (Pirttila & Oksi 2001).

2.1.3 Likvorin organismit

Joidenkin likvorin organismien pitoisuuksien muodostumista on saadelty tiettyyn
maaraan. On myos organismeja, kuten glukoosi, urea ja kreatiniini, jotka paa-
sevat sitd vastoin kulkemaan vapaasti likvoriin edellyttden kuitenkin usean tun-
nin tasapainoista tilaa likvorissa. Analysoitaessa likvorin eri pitoisuuksia tulisi
tuloksia verrata plasman pitoisuuksiin, vaikka likvorin aineenvaihdunta olisikin
normaali, silla plasman muutokset heijastuvat likvoriin. (Mesko & Pullmann
2002; 393.)

Likvori takaa ymparistbn, joka parantaa aivojen ravinnon saantia, poistaa ai-
neenvaihdunnalliset sivutuotteet aivoista seka turvaa aivoja mekaanisilta vau-
rioilta. Suurin osa likvorin ainesosista esiintyy likvorissa samansuuruisina tai
suurempina pitoisuuksina kuin plasmassa. (Mesko & Pullmann 2002; 393.) Ta-

vallisesti plexus chorioideusten ns. veriaivoesteet rajoittavat eri ainesosien paa-
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sya likvoriin. Nain likvorissa sailyy muuttumaton ja tasainen pitoisuus eri orga-
nismien valilla, jotka ovat rippumattomia seerumin muutoksista. Samalla taa-
taan aivoille toimivat olosuhteet. Plexus chorioideusten ns. veriaivoesteet sisal-
tavat tiettyja geeneja, jotka estavat myrkyllisten aineiden kulun likvoriin. (Mesko
& Pullmann 2002; 393, Koss & Melamed 2006; 1023.) Kuitenkin patologisissa
tiloissa veriaivoesteen toiminta saattaa hairiintyd, jolloin ainesosat paasevat
kulkeutumaan likvoriin ja samalla niiden pitoisuudet kohoavat (Mesko & Pull-
mann 2002; 393).

Proteiinipitoisuus likvorissa on huomattavasti pienempi kuin seerumissa (Palo
ym. 1996; 57). Suurin osa (noin 80 %) likvorin proteiineista on suodattunut ve-
resta ja loput proteiineista on peraisin aivoston alueelta (Pirttila 2006; 59). Pro-
teiinipitoisuus kuitenkin kasvaa mm. likvorin kierron hairididen ja kasvainten yh-
teydessa. Likvori siséltaa lisaksi glukoosia, jota on noin 2/3 veren glukoosista.
Eraat aivokalvontulehdukset kuitenkin saattavat vahentaa likvorin glukoosipitoi-
suutta. Punasoluja ei esiinny normaalisti terveen henkilon likvorissa, ja leu-
kosyyttejakin esiintyy vain muutamia. Punasolujen esiintyminen likvorissa viittaa
kallonsisaiseen vuotoon ja valkosolujen lisdantyminen viittaa mm. tulehduk-
seen. (Palo ym. 1996; 57.)

2.1.4 Likvorin diagnostiikka

Likvori on tavallisesti steriilia ja sisaltda vain muutamia leukosyytteja, lahinna
lymfosyytteja (Koss & Melamed 2006; 1023, Baird 2005, 124). Lisaksi likvori
siséltdd samankaltaisia elektrolyytteja, kuin veressa esiintyy seké pienid maaria
proteiinia (Mesko & Pullmann 2002; 393). Ulkonadltaan likvori on normaalisti
viskoositon, kirkas ja variton (Palo ym. 1996; 137, Mesko & Pullmann 2002;
393, Koss & Melamed 2006; 1023, Collins 2007; 207, Saastamoinen 2009).
Samea nayte saattaa viitata siihen, ettd se sisaltda runsaasti leukosyytteja
(>200/mm?®), punasoluja (>400/mm?®) tai muita mikro-organismeja (Collins 2007;
207). Likvorin sameus ja maitomaisuus viittaa mahdolliseen bakteerimeningiit-
tiin. Nayte, joka on tasaisen veristéa ja juoksevaa, sentrifugoinnin jalkeen puner-

tava tai punertavan keltainen, viittaa vuotoon. Merkkina vanhasta vuodosta lik-
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vori saattaa olla keltaista, jolloin naytteen proteiinipitoisuus on hyvin korkea.
Naytteessa saattaa olla myds ns. artefaktiverta, joka hyytyy tai on verinen, mut-
ta kirkastuu jatkossa. Sentrifugoinnin jalkeen nayte on kuitenkin varitonta. (Palo
ym. 1996; 137, Saastamoinen 2009.) Verisen naytteen saattaa aiheuttaa myos
punktiosta aiheutuva verenvuoto tai patologinen verenvuoto hermostossa (Col-
lins 2007; 207).

Useamman nayteputken tullessa laboratorioon, havainnoidaan jokaisesta put-
kesta naytteiden ulkon&kd. Jos ensimmaisessé putkessa nayte on verinen, mut-
ta lopuissa putkissa nayte on kirkasta tai kirkkaampaa, on veri todennékdisesti
perdisin punktiosta. Kaikkien putkien naytteiden ollessa tasaisen verisia, on ky-
seessa todennakaoisesti vuoto. (Collins 2007; 207.) Tuoreessa vuodossa super-
natantti on kirkasta ja varitonta. Tama johtuu siita, etta punasolut eivat ole ehti-
neet viela hajota. (Palo ym. 1996; 137.) Solujen lisdantyminen tai glukoosi- ja
proteiinipitoisuuksien nousu likvorissa on merkki patologisesta tilasta (Koss &
Melamed 2006; 1023). Likvorin koostumuksessa tapahtuu muutoksia aivove-
renvuotojen, kasvaimien, meningiittien, tulehduksien ja muiden keskushermos-
tosairauksien yhteydessa (TYKSLAB 2010).

Likvorindyte otetaan tavallisimmin lumbaalipunktion eli lannepiston avulla (Palo
ym. 1996; 134, Mesko & Pullmann 2002; 393, Ramstrom & Bergquist 2007;
271). Nayte voidaan ottaa kuitenkin myds suoraan aivokammiosta neurokirurgi-
sen operaation yhteydessa tai niskapunktiolla cisterna magnasta (Palo ym.
1996; 134, Koss & Melamed 2006; 1024). Likvorinayte otetaan tavallisesti nel-
jaén nayteputkeen, joihin jokaiseen olisi hyva saada 1,5 ml naytetta. Nayteput-
ket lahetetddn laboratorioon tarpeen mukaan leukosyyttien mikroskooppiseen
erittelylaskentaan, glukoosi- ja proteiinitutkimuksiin sek& gram-varjaykseen ja
viljelyyn. Lisaksi tarvittaessa naytetta l&ahetetd&n sieni- ja mykobakteeriviljelya

varten laboratorioon. (Jerrard ym. 2001.)

Nopea ja tarkka diagnosointi on valttamatonta sairauksissa, jotka liittyvat kes-
kushermostoon (Jerrard ym. 2001). Likvori antaa mahdollisuuden keskusher-
moston toiminnan muutosten selvittamiseen (Jerrard ym. 2001, Pirttila 2006; 58,
Welch & Hasbun 2010; 31). Analysoinnin avulla selvitetdan tulehduksellista ti-
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laa, useaa infektio seka infektiotonta tautia koskien aivoja seké selkaydinta. Li-
saksi sitd kaytetaan meningiittien havaitsemiseen, subaraknoidaalitilan vuodon
selvittdmiseen ja leptomeningiittisten metastaasien havainnointiin. (Deisen-

hammer ym. 2006.)

Analysointi tapahtuu laboratorion rutiinitesteilla, kuten mm. mikroskooppisella
solulaskennalla ja proteiinipitoisuuksia mittaamalla tai edistyneella molekyyli-
diagnostiikalla seka sytokiinien tarkastelulla (Welch & Hasbun 2010; 31). Likvo-
rista tutkitaan tiettyja ominaisuuksia. Naita ovat likvorin vari, ulkonakd, koostu-
mus, hyytymat, paine, solut, biokemialliset tutkimukset, bakteerit ja virukset se-
ka niiden viljely, sytologiset ja serologiset analyysit, mikroskooppinen analysoin-
ti, antigeenien havainnointi, nukleiinihappotutkimus PCR:n avulla, spesifinen
serologinen testaus seka eosinofiilien varjays. Likvorin tutkimisen tarkoituksena
on mitata likvorin painetta, jotta voidaan havaita mahdollinen este likvorin kier-
rossa. Tutkimuksista on apua diagnosoitaessa virus- tai bakteerimeningiittia,
subaraknoidaalitilan tai kallonsisaistéa verenvuotoa, kasvaimia sek& aivojen
markapaiseita. Lisaksi likvorin tutkimusta hyédynnetdén diagnosoitaessa kes-
kushermoston infektioita. (Mesko & Pullmann 2002; 393.)

Likvorin tutkiminen on tarkeaa erityisesti meningiitissa, silla leukosyyttien maa-
rasta ja erittelylaskennasta saadaan yleensa nopeimmin viite taudin aiheuttajas-
ta (Pirttila & Oksi 2001). Talloin likvorissa todetaan joko granulosyyttivaltainen
tai lymfosyyttivaltainen solumaaran lisdantyminen. Enkefaliiteissa ja lievissa
virusperaisissa meningiiteissa leukosyyttien maara on suhteellisen pieni ja lym-
fosyyttivoittoinen. (Pirttila & Oksi 2001, Pirttila 2006; 62.) Useimmissa bakteeri-
meningiiteissa leukosyyttien m&éara on suuri. Tama tekee naytteesta samean-
harmaata ja erittelylaskennassa granulosyyttien osuus on merkittava. (Pirttila &
Oksi 2001.) Viljelemalla, osoittamalla antigeeni tai vasta-ainemaarityksin pyri-
taan tunnistamaan taudin aiheuttaja (Pirttila 2006; 62). Tutkittaessa likvorin eri
organismien pitoisuuksia eri menetelmin ja vertailemalla niitd lopuksi keske-

naan, lisataan diagnoosin herkkyytta ja spesifisyytta (Deisenhammer ym. 2006).
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2.2  Sytosentrifuugivalmiste

Sytosentrifuugin kayttdé parantaa solujen tunnistusta nesteissé, jolloin solujen
morfologia on paremmin nahtavissa (Chapin-Robertson ym. 1992, Warfield
1998; 109, Collins 2007; 206). Sytosentrifuugitekniikkaa kayttamalla solut saa-
daan konsentroitua maksimaalisesti suoraan ns. solunapiksi objektilasille mik-
roskooppista tarkastelua varten (Warfield 1998; 109, Collins 2007; 206, livonen
& Routa 2007; 8-10). Naytteissa, joissa on vahan solumateriaalia, preparaatin
valmistus on hyva suorittaa sytosentrifuugin avulla (Warfield 1998; 109). Sy-
tosentrifuugi pyorii matalalla nopeudella, joka minimoi solun rakenteiden vaaris-
tymaa (Collins 2007; 206).

2.2.1 Sytosentrifuugipreparaatin valmistus

Sytosentrifuugivalmisteen tekoon tarvitaan naytekammio, ns. pidike, imupaperi,
johon liika neste imeytyy seké objektilasi. Nama kolme osaa kiinnitetdén yhteen
tietynlaisella pidikkeella. (Collins 2007; 206.) Preparaatin valmistus aloitetaan
kirjaamalla lasin hiospaahan potilaan tunnistetiedot. Naytekammioon pipetoi-
daan tarvittava maara naytetta. Pidikkeen tehtavana on pitaa lasi paikoillaan
sentrifugoinnin ajan. Imupaperin tehtdvana on saada rajattua solukerros tietylle
kohtaa lasia siind olevan rajaajan avulla ja samalla solukerros saadaan yksiker-
roksiseksi. Objektilasi sijoitetaan pidikkeeseen siten, ettd hiospaan himmea
puoli on ylospain. Taman jalkeen lasin péaalle asetetaan imupaperi. Naytekam-
mio asetetaan pidikkeeseen lasin ja imupaperin paalle. Ennen naytteen laitta-
mista nadytekammioon tulee tarkastaa, ettd imupaperin ja kammion aukot ovat
kohdallaan. (livonen & Routa 2007; 8-10.)

Naytteen laatua ja ulkondkda arvioidaan silmamaaraisesti. Nayte pipetoidaan
kammioon siten, ettd mitd paksumpaa nayte on, sitd viAhemman laitetaan nay-
tetta ja toisinpain (livonen & Routa 2007; 8-10.) Naytekammioon lisdtd&dn muu-
tama tippa hyvin sekoitettua naytetta, jonka jalkeen se sentrifugoidaan hitaalla
vauhdilla (Collins 2007; 206). TYKSIn paivystyslaboratoriossa (0s.930) ja hema-
tologian laboratoriossa (0s.933) solususpensio naytekammioon valmistetaan

laittamalla kammioon 500 pl naytettd ja yksi tippa 22 % albumiinia (TYKSLAB
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1998). Naytteet voidaan sentrifugoida eri nopeuksilla rippuen naytemateriaalin
ominaisuuksista sekd objektilaseista (livonen & Routa 2007; 8-10). Sentrifu-
goidessa solususpensiosta siirtyy solukerros objektilasille rajaajan lapi sentri-
fuugin voiman pakottamana ja ylimaarainen nayte imeytyy imupaperiin (Warfield
1998; 111, Collins 2007; 206). Vaikka osa soluista imeytyy imupaperiin, antaa
menetelma oikean edustuksen solujen esiintyvyydestd naytteessa (Collins
2007; 206).

Sentrifugointiprosessi tai suuri solumaéara saattavat kuitenkin aiheuttaa vaaris-
tymi& naytteen solujen esiintyvyydessa. Suuresta solumaarasta johtuva vaaris-
tyma voidaan pyrkia minimoimaan kayttamalla sopivaa laimenninta, jota lisé-
taan naytteeseen ennen sentrifugointia. Laimentimena voidaan kayttaa tavalli-
sesti fysiologista keittosuolaliuosta. Tavallisesti laimenninta lisataan nayttee-
seen naytteen leukosyyttien maaran perusteella. Jos naytteessa on tumallisia
soluja 200/mm? tai véhemman, saadaan hyvéa valmiste solujen erittelylaskentaa
varten. Nayte, jossa on erittain paljon punasoluja, tulee laimentaa suuremmalla
laimennoksella. (Collins 2007; 207.)

Kaytettdaessa aina samaa naytemaaraa sytosentrifuugivalmistetta tehtdessa,
voidaan olettaa, ettda saadaan tasainen solukerros objektilasille. Tama voidaan
varmistaa leukosyyttien solulaskennan avulla. Esimerkiksi, jos laimentamatonta
tai laimennettua naytetta laitetaan aina viisi pisaraa tehtdessa sytosentrifuugi-
valmistetta, tulisi leukosyytteja pystya mikroskooppisesti erottelemaan 100:an,
mikali leukosyyttien solulaskennassa on saatu leukosyyttien maaraksi 3/mm? tai
enemman. Jokainen preparaatti tulisi kdyda kokonaan lapi ennen mikroskoop-
pista leukosyyttien erittelylaskentaa, jotta voidaan varmistua, etteivat solut ole
kasaantuneet huomattaviin rykelmiin. (Collins 2007; 207.)

2.3 MGG-varjays

MGG-varjays eli May-Grinwald-Giemsa-vérjays on yksi muunnos Romanows-
kyn menetelmistd, joka mahdollistaa kaikkien kypsien solujen ja valtaosan yti-
men hematopoieesin esiasteiden tunnistuksen varjaamalla leukosyyttien granu-

lat. TAm& mahdollistaa solujen morfologisen tarkastelun. (Vilpo 1998; 94, Aho
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2000, Perkins 2009; 8-9.) MGG:ssa tarvittavat reagenssit voidaan hankkia kau-
pallisina tai ne voidaan valmistaa itse laboratoriossa (Perkins 2009; 8).

Romanowskyn menetelmén kehitti 1900-luvun puolella venalainen alkueléaimia
tutkiva tutkija. Varjatessaan malariaparasiittia, Romanowsky kaytti vanhaa me-
tyleenisinea ja eosiinin sekoitusta. Taman variseoksen ansiosta malariaparasii-
tin nukleolit varjaytyivat liillaksi ja sytoplasma siniseksi. Giemsa muutti varjaysta
myohemmin yhdistamalla metyleenisinen, atsuurin ja eosiinin keskenaan. Niin-
pa kyseinen varjays nimettiin May-Grunwald-Giemsa-variksi. Giemsan ja May-
Grunwald-varin yhdistelma on yleisin kaytetty varjays Iso-Britanniassa. (Bain
2006; 12.)

MGG-varjaysta kaytetaan perifeerisen veren sivelyissa seka luuydindiagnostii-
kassa. Varjaysta kaytetddn lisaksi diagnostisessa sytologiassa tehtyihin ilma-
kuivattuihin sivelyvalmisteisiin seka sytosentrifuugin avulla tehtyihin naytteisiin,
mm. likvorivalmisteisiin. Varjayksen avulla leukosyyttien eri tyypit saadaan hyvin
esille. Menetelmé soveltuu seka tulehdusten aktiivisuuden maarittAmiseen etta

imusolmukkeista tehtavaan lymfoomadiagnostiikkaan. (Aho 2000.)

2.3.1 MGG-vérin koostumus

Romanowsky-tyyppisessa varjaysmenetelmassa oleellisena aineosana on pe-
rusvari, kuten atsuuri B, joka varjaa nukleiinihapot ja nukleiinien proteiinit, baso-
filien granulat ja heikosti neutrofiilien granulat sini-violeteiksi tai sinisiksi. Lisaksi
se sisdltda happaman varin, kuten eosiinin, joka varjaad hemoglobiinin ja eo-
sinofiilien granulat punaisiksi tai oranssiksi. Tyydyttdvan Romanowskyn varja-
yksen takaa véri, joka siséltaa atsuuri B:ta ja eosiinia, seka vari, joka sisaltaa
sekoituksen atsuuri B:t4, metyleenisineé ja eosiinia. (Bain 2006; 13.)

MGG-varjayksessa kaytetdan kahta polykromaattista liuosta; metyleenisineé ja
eosiinia (Aho 2000, Bain & Lewis 2006; 61, Siitonen & Jansson 2007; 109, Per-
kins 2009; 8). May-Grunwaldin reagenssiliuos koostuu eosiini Y:sta, joka varjaa
punasolut punertaviksi ja metyleenisinestd, joka varjaa leukosyyttien tumat sini-

siksi. Giemsa-reagenssi koostuu eosiini Y:std, metyleenisinesta ja atsuuri B:sta.
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Atsuuri B ja eosiini varjaavat yhdessa leukosyyttien eri granulat. Atsuuri B var-
j&& metyleenisinen ja eosiinin kanssa tumat punasinisiksi. (Aho 2000, Siitonen
& Jansson 2007; 109.) Kaikki Romanowskyn varjaysmenetelméat ovat veteen
liukenemattomia, mutta liukenevat metanoliin. Vérit eivat saa sisaltaa vetta, silla
vesi saattaa aiheuttaa artefaktiloydoksia soluissa. Vedesta johtuvien artefaktien
valttamiseksi objektilasi tulisi fiksoida metanolilla ennen varjaysta. (Perkins
2009; 8.)

2.3.2 \Varjaysprosessi

Optimaaliset varjaysolosuhteet tulee vakiinnuttaa aina otettaessa uusi variera
kayttoon (Perkins 2009; 8). Obijektilasi tulee ilmakuivata hyvin ennen varjayksen
aloittamista, jonka jalkeen se tulee kiinnittda mahdollisimman pian valmistuksen
jalkeen (Vilpo 1998; 94, Aho 2000, Bain & Lewis 2006; 63—64). Lasin tulee olla
kuivunut kunnolla ennen varjaysta, silla solut eivat varjaydy kunnolla objektilasin
ollessa viela marka (Vilpo 1998; 94, Aho 2000). Objektilasin seisotus usean
paivan ajan huoneenlammaossa saattaa vaikuttaa varjaykseen siten, etta kuivu-
neen plasman tausta varjaytyy haalean siniseksi, jota on mahdotonta poistaa
pilaamatta punasolujen varjaytymista (Bain & Lewis 2006; 63—64).

Varjays aloitetaan kiinnittdmalla kuiva objektilasi metanolissa 5-10 minuutin ajan
(Aho 2000, Bain & Lewis 2006; 63). Kiinnityksen aikana on tarkeaa valttaa, ettei
objektilasi paase veden kanssa kosketuksiin, silla pienikin vesimaara saattaa
aiheuttaa muutoksia objektilasilla (Bain & Lewis 2006; 64). Kiinnityksen jalkeen
objektilasi siirretédn muutamaksi minuutiksi May-Grunwald-liuokseen (Aho
2000, Bain & Lewis 2006; 63—64). Liuoksen eosiini reagoi solun osiin varjaten
sytoplasman komponentit ja hemoglobiinin punertavan savyisiksi. Metyleenisi-
ninen varjaa solun happamat osat, jotka ovat negatiivisesti varautuneet, kuten
tuman kromatiinin ja proteiinit sinertavan violetiksi. (Aho 2000, Perkins 2009; 8.)
Seuraavaksi objektilasi kasitelladan Giemsa-liuoksella noin 10 minuutin ajan
(Aho 2000, Bain & Lewis 2006; 64). Liuoksessa liuottimena toimii metanoli ja
stabiloijana glyseroli (Aho 2000). Variliuosten jalkeen suoritetaan vesihuuhtelut
puskuroidulla aqualla, jonka pH on 6,8 (Bain & Lewis 2006; 64). Varjayksen lo-
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puksi objektilasi ilmakuivataan ja paallystetaan (Aho 2000). Tyydyttava ja tarkoi-
tuksenmukainen varjaystulos saadaan kayttamalla laadukkaita kaupallisia véare-
ja seka kayttamalla varjaysautomaattia (Bain 2006; 13). Laimennettujen varien
varjaytymisvoimakkuus sailyy riittavan hyvin, vaikka samoilla vareilla varjataan
useita objektilaseja. Varit tulee valmistaa paivittain, jotta ne pysyvat tuoreina.
(Bain & Lewis 2006; 64.)

Varjays tulee suorittaa oikealla pH-pitoisuudella, silla pH:n ollessa liian matala
eivat basofiiliset osat varjaydy kunnolla. Leukosyytit ovat tavallisesti haaleita
kirkkaanpunaisine eosinofiilien granuloineen. pH:n ollessa liian korkea, perusva-
ria voi olla liikkaa, jolloin yleensa tapahtuu ylivarjaytymista. Talléin normaalien ja
polykromaattisten punasolujen morfologian tarkkailu hankaloituu. Liséksi eo-
sinofiilien granulat ovat syvan sinisia tai tummanharmaita ja normaalien neutro-
filien granulat ovat varjaytyneet voimakkaasti tekeytyen toksiseksi granulaati-
oksi. (Bain 2006; 13.)

2.3.3 Solujen varjaytyminen

Tavallisesti siniseksi varjaytyvaa sytoplasmaa ja sinipunaisiksi varjaytyvia gra-
nuloita kutsutaan basofiilisiksi ja violetiksi tai punertavan violetiksi varjaytyneita
granuloita kutsutaan eosinofiilisiksi (Bain 2006; 13). Erytrosyyttien varjaytyvyys
vaihtelee vaaleanpunaisesta haalean sinipunaiseen. Tumat varjaytyvat sinisiksi
tai punertaviksi ja granulat sinisiksi. Sytoplasma varjaytyy vaalean harmaaksi tai
sinipunaiseksi. (Aho 2000, Technical data sheet 813 2010.) Neutrofiilin tuman
varjaytyvyys vaihtelee sinisestd tummansiniseen ja sinipunaiseen (Aho 2000,
Perkins 2009; 9, Technical data sheet 813 2010). Neutrofiilin granulat ovat hie-
man emaksisia ja varjaytyvat siksi heikosti (Perkins 2009; 9). Nain ollen ne var-
jaytyvat punertavan liiloiksi ja sytoplasma varjaytyy haalean vaaleanpunaiseksi
(Aho 2000, Technical data sheet 813 2010). Eosinofiilit sisaltavat hyvin paljon
emaksisia osia, jotka eosiini varjdad voimakkaasti (Perkins 2009; 9). Eosinofiilin
tuman varjaytyvyys vaihtelee sinisestd tummansiniseen ja sinipunaiseen. Eo-
sinofiilin granulat varjaytyvat punaisiksi tai oranssinpunaisiksi ja sytoplasma var-

jaytyy siniseksi. (Aho 2000, Technical data sheet 813 2010.) Basofiilien granulat
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siséltavat lahinna happamia proteiineja (Perkins 2009; 9). Tasta syysta basofii-
lin tuman varjaytyvyys vaihtelee liilasta tummansiniseen ja mustaan, granulat
varjaytyvat liiloiksi. Basofiilin sytoplasma varjaytyy voimakkaan siniseksi. (Aho
2000, Perkins 2009; 9, Technical data sheet 813 2010.) Lymfosyytin ja mo-
nosyytin tumat varjaytyvat tumman sinipunaisiksi ja sytoplasma varjaytyy haa-
leansiniseksi tai harmaaksi. Trombosyytit varjaytyvat liilasta sinipunaiseen. (Aho
2000, Technical data sheet 813 2010.)

Toisinaan solut saattavat varjaytya liikkaa sinisella varilla. TAma saattaa johtua
lian pitkasta varjaysajasta, virheellisesta vérin valmistuksesta tai vanhentu-
neesta puskurista, joka on lilan emaksista, vanhasta naytteesta tai liian paksus-
ta naytteesta. Varjayksen laatua voidaan parantaa huuhtelemalla huolellisesti
varjatty objektilasi tislatulla vedella. Huolimaton huuhtelu ndkyy mm. siin&, etta
varia on jaanyt myos solujen véliseen tilaan. Varjayksen tullessa esille liian vaa-
leanpunaisena tai punaisena, l6ytyy ongelma yleensa puskurista, joka on liian
hapan. Liséksi liiallista punaisuutta naytteessa saattavat aiheuttaa puutteellinen
varjaysaika seka liiallinen huuhtelu. Varjayksessa aiheutuvat ongelmat ovat
useimmiten kuitenkin peraisin liuosten pH- pitoisuudesta. Taméa ongelma saa-
daan useimmiten ratkaistua vaihtamalla puskuri uuteen. Artefaktien ilmenemi-
nen naytteesséa saattaa aiheutua likaisista objektilaseista tai polysta. Variliuok-
set tulee suodattaa tai vaihtaa viikoittain, jos ne ovat jatkuvassa kaytossa. (Per-
kins 2009; 9.) Varjaysautomaatin kaytté on parempi vaihtoehto verrattuna ma-
nuaaliseen varjaamiseen, silla automaatti kastaa lasit kokonaisuudessaan va-
riin. Sen sijaan manuaalimenetelm&é kaytettaessa vari tiputetaan vaakatasossa
olevan lasin paalle, jolloin jokin kohta lasilta saattaa jadda ilman véaria. (Bain
2006; 13-14.)

2.4  Gram-varjays

Gram-varjays on ollut jo yli sadan vuoden ajan tarkein menetelma, jota kayte-
taan bakteerien alustavaan tunnistukseen muodon, koon ja gram-
varjaytyvyyden perusteella (Meurman 2010). Gram-varjatty likvorindyte takaa

valittotman tiedon tautia aiheuttavasta mikro-organismista tarkasteltaessa nay-
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tettd mikroskoopilla (Dunbar ym. 1998). Se on yleisesti hyvaksytty luotettavim-
maksi keinoksi havaita bakteerit, joita on =10°/ml elimistdn nesteissa (Gray &
Fedorko 1992). Gramilla varjatyt naytteet mikroskoopilla tarkasteltaessa antavat
tietoa mahdollisesta infektiosta sek& organismien tyypeista ja esiintyvyydesta
naytteessa (Jerrard ym. 2001). Gram-varjaysta seka mikroskooppista tutkimus-
ta likvorista suositellaan kaikille potilaille, joilla epaillaan meningiittid. Tutkimus
on suotuisa, silla se on helppo, nopea, halpa ja luotettava selvitettdessa mah-
dollisia bakteereita ja tulehduksellisia soluja likvorissa. (Gray & Fedorko 1992,
Welch & Hasbun 2010; 39.)

Menetelman periaatteen keksi tanskalainen Hans Christian Joachim Gram
vuonna 1884 tydskennellessdén eraassa laboratoriossa. Gram kasitteli kristalli-
violetilla varjaamiaan bakteereita jodiliuoksella. Samalla han havaitsi, etta kasit-
telyn jalkeen osalla bakteereista vari ei ollut pestavissa pois alkoholilla ja osalla
taas oli. Mydbhemmin saksalainen patologi Carl Weigert tdydensi menetelman
lisaamalla siihen vastavarjayksen safraniinilla. Talloin varinsa pesussa menet-
taneet bakteerit varjaytyivat punaisiksi ja olivat helpommin havaittavissa.
(Meurman 2010.) Alkuperdisesta gram-menetelmastd muokattiin parannettu

versio (v.1921), joka sai lisanimen "Huckerin modifikaatio” (Liimatainen 2000).

Gram-varjayksella on ratkaiseva merkitys etenkin henkeauhkaavissa infektiois-
sa, kun tarvitaan nopeaa selvitystd haitallisesta organismista, joka aiheuttaa
mm. bakteerimeningiittia (Chapin-Robertson ym. 1992, Greenlee & Carroll
2004; 16). Sen avulla saadaan my0s tarkeaa tietoa antibioottihoidon tehokkuu-
desta (Greenlee & Carroll 2004; 16). Niinpa varjays toimii pikadiagnostisena
menetelmana, joka ohjaa potilaan hoitoa vakavissa infektioissa (Chapin-
Robertson ym. 1992, Liimatainen 2000). Pikadiagnostisessa menetelmassa
gram-varjays tehdaan suoraan potilasnaytteestd ns. primaarivarjayksena (Lii-
matainen 2000). Taman perusteella voidaan alustavasti paatelld infektion aihe-
uttaja ja aloittaa potilaalle antimikrobild&kitys (Chapin-Robertson ym. 1992, Lii-
matainen 2000). Primaarivarjayksen avulla pystytdan lisaksi arvioimaan nayt-
teen laatua. Gram-varjays voidaan tehdad myos bakteeripesakkeesta. Tatd me-

netelmdé kutsutaan bakteerin tunnistustestiksi, joka toimii muiden tunnistustes-
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tien apuna bakteerin nimeamisessa. (Liimatainen 2000.) Gram-varjattya naytet-
ta tulee tutkia huolella, uutterasti ja karsivallisesti, silla koko lasilla saattaa esiin-
tya vain muutama heikosti varjaytynyt bakteeri. Infektoituneet solut, erytrosyytit,
varjaytynyt proteiini ja hatikoity varjays saattavat hankaloittaa bakteerien havait-
semista. Bakteerien, tulehduksellisten solujen ja erytrosyyttien esiintyvyys, maa-
ré ja morfologia tulee raportoida valittbmasti. (Gray & Fedorko 1992.)

2.4.1 Gram-varjays infektiodiagnostiikassa

Gram-varjaysmenetelmé on tarkein menetelmé tutkittaessa bakteereita labora-
toriossa, silla sitd kayttaen bakteerit saadaan jaettua kahteen p&aryhmaan;
gram-positiivisiin, jotka sailyttavat violetin varinsa ja gram-negatiivisiin, jotka
varjaytyvat safraniinin vaikutuksesta punertaviksi (Archunan 2004; 160, Engel-
kirk & Duben-Engelkirk 2008; 192). Gram-varjayksessa tapahtuvan reaktion
ymmartdminen on hyvin tarke&& bakteeria nimettdessa (Engelkirk & Duben-
Engelkirk 2008; 192).

80 % bakteerimeningiittitapauksista saadaan selville gram-vérjaysmenetelman
avulla (Jerrard ym. 2001). Useat gram-varjayksen tulokset viittaavat siihen, etta
menetelman herkkyys vaihtelee 50-90 % valilla (Welch & Hasbun 2010; 39).
Haitallisten organismien maara vaikuttaa menetelméan herkkyyteen. Organismit
havaitaan gram-varjaysmenetelmaa kayttaen melkein 90 % tapauksista, jolloin
kyseessa on pneumokokin tai stafylokokin aiheuttama meningiitti, 86 % tapauk-
sista, kun kyse on Haemophilus influenzaesta seké 75 % Neisseria meningitidis
meningiitti tapauksista. Sen sijaan organismit havaitaan vain 50 % tapauksissa,
jolloin kyseessa on gram-negatiivinen meningiitti ja alle 50 % tapauksissa, jol-
loin kyseessa on meningiitti, jonka aiheuttaja on anaerobinen organismi. (Gray
& Fedorko 1992, Greenlee & Carroll 2004; 16, Welch & Hasbun 2010; 39.)
Gram-varjaysmenetelméan spesifisyys lahentelee kuitenkin 100 % (Dunbar ym.
1998, Jerrard ym. 2001, Welch & Hasbun 2010; 39).
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2.4.2 Naytepreparaatin valmistus gram-varjaysta varten

Tutkimuksen mukaan sytosentrifuugin kaytto preparaatin valmistuksessa paran-
taa laboratorion henkilokunnan kykya erottaa bakteerit gram-varjatysta nayt-
teestd. Kyseinen tekniikka rikastaa bakteerin naytteesta tehokkaammin kuin
tavallinen sentrifuugi. (Gray & Fedorko 1992, Jerrard ym. 2001.) On myos tutkit-
tu, ettd kaytettaessa sytosentrifuugia sentrifugoitaessa likvoria (500 pl), kyky eri
organismien havainnointiin gram-varjatysta naytteesta lisdantyy 100-kertaisesti
verrattuna tavallisella sentrifuugilla valmistettuun naytteeseen (Gray & Fedorko
1992, Greenlee & Carroll 2004; 16). Lisaksi leukosyyttien morfologia sailyy
huomattavasti paremmin kaytettdessa sytosentrifuugitekniikkaa. Sytosentrifuu-
gin kayton haittana on, etta se edellyttdd 400-500 ul naytettd, jonka jalkeen se
ei ole enaa kaytettavissd muita tutkimuksia varten. (Greenlee & Carroll 2004;
16.)

Nayte tulee levittaa varjayslasille mahdollisimman nopeasti naytteenoton jal-
keen, jos gram-varjays tehdaan suoraan naytteesta. Varjayslasin tulee olla
puhdas ja kuiva ennen naytteen siirtdmista lasille. Nayte tulisi levittaa lasille
mahdollisimman ohuena kerroksena, silla se helpottaa naytteen varjgamista ja
katsomista. Sytosentrifuugin avulla markanaytteet saadaan lasille tasaisena
solukerroksena. Kun nayte on saatu lasille, tulee sen antaa kuivua huoneen-

lAmmadssa. (Liimatainen 2000.)

Paivystyslaboratoriossa gram-varjays tehdaan sentrifugoidulle naytteen sakalle.
Pisara naytetta tiputetaan puhtaalle objektilasille steriilin pipetin avulla. Nayte-
pisara levitetddn tarvittaessa lasille, jotta saadaan sopivan paksuinen valmiste
aikaiseksi. Pisaran annetaan kuivua objektilasille. Tarvittaessa voidaan kayttaa
lampobalustaa kuivumisen nopeuttamiseksi. Kuivunut nayte kiinnitetddn me-
tanolissa minuutin ajan, jonka jalkeen objektilasi ilmakuivataan. Taman jalkeen
nayte peitetaan kristallivioletilla ja annetaan varin vaikuttaa minuutin ajan, jonka
jalkeen vari huuhdellaan vesijohtovedelld. Seuraavaksi nayte peitetadn Gramin
jodiliuoksella, jonka annetaan vaikuttaa minuutin ajan ja huuhdellaan vesijohto-
vedella. Varjatty objektilasi huuhdellaan etanoli-asetoniliuoksella noin 30 se-

kunnin ajan, kunnes varia ei enda irtoa, jonka jalkeen se huuhdellaan pikaisesti
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vesijohtovedella. Lopuksi nayte peitetaan viela safraniiniliuoksella ja annetaan
vaikuttaa minuutin ajan, jonka jalkeen objektilasi viela huuhdellaan vesijohtove-
della. Naytteen annetaan kuivua ennen mikroskooppista tarkastelua. (TYKSLAB
2009.)

2.4.3 Bakteerien varjaytyminen gram-varilla

Bakteerin varjaytyminen gram-menetelmaa kayttaen riippuu bakteerin solusei-
namien kemiallisesta koostumuksesta (Engelkirk & Duben-Engelkirk 2008;
192). Kaikki bakteerit varjaytyvat sinisiksi kristallivioletin ansiosta, jotka jodika-
sittelyn aikana kiinnittyvat pysyvasti gram-positiivisiin organismeihin. Kristalli-
violetti poistuu gram-negatiivisista bakteereista alkoholi-asetoni-huuhtelun avul-
la. Kyseiset gram-negatiiviset bakteerit varjaytyvat safraniinilla punaisiksi.
(TYKSLAB 2009.)

Aluksi kaikki bakteerit varjataan kristallivioletilla ja jodiliuoksella, joka muodos-
taa liukenemattoman kompleksin bakteerin kanssa. Gram-varjayksen periaate
on, ettd ensin kaikki bakteerit varjaytyvat kristallivioletin ansiosta sinivioleteiksi.
Huuhdeltaessa lasia alkoholilla gram-negatiivisista bakteereista huuhtoutuu
kristallivioletti pois. Ta&ma johtuu siitd, ettd gram-negatiivisilla bakteereilla on
ohut peptidoglykaanikerros ulkoseinassa, jota alkoholi vaurioittaa. Vaurio aihe-
uttaa sen, ettd varikompleksit paasevat solusta ulos. Gram-positiiviset bakteerit
sdilyttavat sinivioletin varin, silla niiden paksu peptidoglykaanikerros ulkosei-
nassa suojaa seinan rikkoutumiselta alkoholin kasittelyn aikana. Tama johtaa
siihen, ettei vari paase vapautumaan solusta. Tamankaltainen bakteeri ilmenee
gram-varjayksessa sinipunaisena. Tassa vaiheessa varjaysta gram-negatiiviset
bakteerit ovat viela varittomia. Ne saadaan nakyviin tekemalla toinen varjays
safraniinilla, joka toimii gram-varjayksessa vastavarina. Safariini varjad gram-
negatiiviset bakteerit punaisiksi. (Baird 1998; 133-134, Kiernan 1999; 122-124,
Liimatainen 2000, Meurman 2010.)

Monet tekijat vaikuttavat bakteerien varjaytyvyyteen ja morfologiaan. Naita ovat
esimerkiksi potilaan saama antimikrobiladkitys ennen naytteenottoa, joka saat-

taa muuttaa hyvin paljon bakteerien varjaytyvyytta ja morfologiaa. Lopputulok-
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seen vaikuttavat my0s preparaatin valmistustapa, kiinnitysmenetelma, kaytetyt
reagenssit ja varjaysmenetelma. Liian paksuista naytteistéa kristallivioletti ei
huuhtoudu kunnolla normaalissa ajassa, jolloin preparaatti jaa siniseksi. (Liima-
tainen 2000.) Vaaria negatiivisia tuloksia saattaa ilmeta tapauksissa, joissa me-
ningiitti on osittain hoidettu tai potilailla, jotka ovat saaneet antibiootteja. Lisaksi
vaaria negatiivisia tuloksia saadaan mm. syfiliksesta, bakteeriverisyydesta, Ly-
men borrelioosista sekda mykobakteerin aiheuttamasta tuberkuloosista. (Jerrard
ym. 2001.)

2.4.4 Gram-varjayksen tarkastelu

Varjayksen taydellinen tulkinta voi olla hyvin vaativaa. Kuitenkin sen avulla saa-
daan arvokasta tietoa yksinkertaisistakin tulkinnoista. Varjatysta naytteesta tul-
kitaan naytteen edustavuus ja kelvollisuus, mikrobien esiintyminen ja gram-
varjaytyvyys seka bakteerien morfologia. (TYKSLAB 2009.) Mikroskooppinen
varjayksen tarkastelu aloitetaan 10-kertaisella objektiivilla, jolla etsitddn nayt-
teesta edustavia kohtia ja saadaan samalla yleissilmays naytteesta (Liimatainen
2000, TYKSLAB 2009). 100-kertaisella 6ljyimmersio-objektiivilla tarkastellaan
naytettd tarkemmin (Liimatainen 2000). Potilasnaytteestd tehdysta gram-
varjayksesta voidaan bakteerien etsimisen lisdksi suorittaa leukosyyttien erittely
granulosyytteihin ja lymfosyytteihin. On kuitenkin muistettava, etta gram-varjays
ei vastaa MGG-varjaysta. (TYKSLAB 2009, Meurman 2010.)

2.5 Leukosyyttien mikroskooppinen erittelylaskenta likvorista

Leukosyyttien mikroskooppinen erittelylaskenta on herkka ja tarkein analyysi
selvitettdessa likvorin avulla keskushermoston akuuttia tulehduksellista tilaa.
Sen avulla voidaan havaita lisaksi meningiitin esiintyminen likvorissa. (Jerrard
ym. 2001, Reiber & Peter 2001.) Hyodyllisin ja yleisin tapa erottaa bakteeri-
meningiitti virusmeningiitista on selvittda leukosyyttien eri muotojen esiintyvyys
likvorissa (Welch & Hasbun 2010; 37). Hematologinen varjays ja tekniikka solu-
preparaatin valmistukseen auttavat solujen tunnistuksessa naytteesséa, jossa on

runsaasti mononukleaarisia soluja (Koss & Melamed 2006; 1024). Leukosyyt-
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tien mikroskooppisien tutkimusten avulla voidaan tunnistaa solujen morfologia
seka laskea solut (Vilpo 1998, 88).

Punasolut likvorindytteessa ovat peraisin punktioartefaktista tai subaraknoidaali-
tilaan vuotaneesta veresta. Keltainen likvorin vari kertoo useita paivia tai viikko-
ja aikaisemmin tapahtuneesta subaraknoidaalivuodosta. (Soinila & Launes
2007; 82.) Punasoluja ei likvorissa normaalisti ole. Jos punasolujen maara on
satoja tuhansia, on kyseessa hyvin todennakoisesti oikea vuoto. Muutama
kymmenen, sata tai tuhat punasolua saattavat olla merkki artefaktista. Kuitenkin
kyseisissa tapauksissa on tulos aina suhteutettava muuhun neurologiseen tau-
dinkuvaan. (Palo ym. 1996; 137-138.)

Tavallisesti likvorissa on leukosyytteja alle 4x10° solua/l. Lisdantynytta leuko-
syyttien maaraa likvorissa sanotaan pleosytoosiksi, mika erottaa sen veren leu-
kosytoosista. (Soinila & Launes 2007; 82, Welch & Hasbun 2010; 37.) Pleosy-
toosi viittaa meningiittin. Vastasyntyneilla leukosyyttien maara likvorissa on
korkeampi kuin tavallisesti. Kuukauden idssa likvorin leukosyyttien maara kui-
tenkin laskee lahelle normaaliarvoa. (Jerrard ym. 2001, Welch & Hasbun 2010;
37.) Jotkin |ladkkeet saattavat kohottaa lymfosyyttien maaraa likvorissa, mika
normaalisti viittaisi meningiittiin (Jerrard ym. 2001). Valtaosa likvorin leukosyy-
teistd on tavallisesti mononukleaarisia lymfosyytteja ja loput monosyytteja (Jer-
rard ym. 2001, Pirttila 2006; 59, Collins 2007; 208, Soinila & Launes 2007; 82).

Aikuisilla valtaosa likvorin leukosyyteista on lymfosyytteja, kun taas vastasynty-
neilla vallitsevina leukosyytteina ovat monosyytit (Collins 2007; 208). Neutrofiile-
j& ei normaalisti likvorissa esiinny kuin satunnaisesti pienind maarina. Neutrofii-
lien maaran kohotessa likvorissa tulee naytteesta tutkia huolellisesti mahdolliset
bakteerildydokset, silla bakteerit likvorissa saattavat esiintya hyvin pienind maa-
rind bakteerimeningiitin alkuvaiheessa. (Collins 2007; 208, Welch & Hasbun
2010; 37.)

Mononukleaaristen solujen lisd&ntyminen viittaa useimmiten viruksen aiheutta-
maan ns. seroosiin meningiittiin tai enkefaliittin (Palo ym. 1996; 138, Jerrard

ym. 2001). Liuskatumaiset granulosyytit voivat olla vallitsevana leukosyyttityyp-
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pind bakteeri-infektioissa ja virustulehdusten alkuvaiheessa (Soinila & Launes
2007; 82). Virusinfektioon tai muuhun tulehdukselliseen tautiin viittaa yleensa
pleosytoosin ollessa alle 1000x10° solua/l. Bakteeri-infektion merkkina on
yleensa pleosytoosi yli 1000x10° solua/l. (Collins 2007; 208, Soinila & Launes
2007; 82, Welch & Hasbun 2010; 37.) Bakteerimeningiittiin viittaa, kun leu-
kosyytteja dydetaan 1000-5000x10° solua/l (Welch & Hasbun 2010; 37). Tu-
mallisten punasolujen esiintyesséa likvorissa, voidaan epailla punktiosta aiheutu-
vaa kontaminaatiota luuytimestd. Kontaminaatiosta johtuen voidaan likvorissa
nahda myos epéakypsia neutrofiileja ja megakaryosyytteja. Likvorin kontaminaa-
tio on ilmeinen, jos mikroskooppisessa tarkastelussa nayte on luuydinnéytteen
kanssa vastaavan nékdinen. (Collins 2007; 208.) Laboratorion havaitessa pleo-

sytoosin, tehdaan erittelylaskenta automaattisesti (Soinila & Launes 2007; 82).

Bakteeri- ja virusmeningiitin solulinjoissa on paljon paallekkaisyyksia (Jerrard
ym. 2001). 10 % akuutin bakteerimeningiitin tapauksista likvorissa saattaa esiin-
tya vallitsevana solutyyppina lymfosyytti. Kyseisia tapauksia nahdaan tavallises-
ti Listeria monocytogenes-meningiitin yhteydesséa seka vastasyntyneillda, joilla
on gram-negatiivinen basillimeningiitti. (Jerrard ym. 2001, Welch & Hasbun
2010; 37.) Virusmeningiitissa vallitsevana solutyyppind nahdaan erilaisia lym-
fosyyttejd mm. reaktiivisia lymfosyytteja seka plasmasoluja (Collins 2007; 208,
Welch & Hasbun 2010; 37). 10-60 % potilaista, joilla todetaan viruksen aiheut-
tama meningiitti, esiintyy likvorissa kuitenkin vallitsevana solutyyppina neutrofiili.
Kyseinen ilmi6é esiintyy varsinkin analyyseissa, jotka on tehty taudin alkuvai-
heessa. Noin 90 % viruksen aiheuttamista meningiiteista valtaosa soluista vaih-
tuvat lymfosyyteiksi 12 tunnin kuluessa, vaikka tunteja sitten tehty solulaskenta
osoittikin vallitsevan solutyypin olevan neutrofiileja. Tasta syysta leukosyyttien
erittelylaskennan uusimista saatetaan suositella 12 tunnin kuluttua siitd, kun
soluja on havaittu likvorissa. Uusinta tutkimus suoritetaan potilaille, joilla ei
esiinny myrkytysta, ja joiden glukoosi- ja proteiinitasot ovat vain hieman koholla.
(Jerrard ym. 2001.) Kahdessa kolmesta tapauksesta aikaisessa enterovirus-
meningiitissa likvorin vallitsevana solutyyppina esiintyy neutrofiili. 12—24 tunnin
kuluessa enteroviruksen aiheuttama meningiitin vallitseva solutyyppi kuitenkin
tavallisesti vaihtuu neutrofiilistd lymfosyyttiin. (Welch & Hasbun 2010; 37.)
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Eosinofiileja ei normaalisti esiinny likvorissa (Deisenhammer ym. 2006). Eo-
sinofiileja ja basofiilejd saatetaan kuitenkin nahda elinsiirrosta johtuvan reaktion
johdosta tai allergisessa reaktiossa (Collins 2007; 208). Kyseessa on eosinofiili-
nen meningiitti, kun saadaan eosinofiilien maaraksi yli 10x10° eosinofiilia/l tai,
kun taydellisessa likvorin solulaskennassa saadaan eosinofiilien maaraksi yli 10
% (Deisenhammer ym. 2006, Welch & Hasbun 2010; 37).

2.5.1 Likvorin tarkastelu ennen erittelylaskentaa

Kun likvorindyte on otettu, tulee se lahettaa heti laboratorioon tutkittavaksi, silla
leukosyyttien maara naytteessa saattaa vahentya jopa 50 % kahdessa tunnissa
(Welch & Hasbun 2010; 37). Likvorinaytteen saapuessa laboratorioon tehdaan
sentrifugoimattomasta hyvin sekoitetusta naytteestda kammiolaskenta puolen
tunnin kuluessa Birkerin laskukammiota kayttaen (TYKSLAB 2008). Kam-
miolaskentaa kaytetdan punktionesteiden, mm. selkaydin-, pleura-, peri-
toneumontelo- ja synovianesteiden sisaltdmien solujen laskentaan (Savolainen
2010; 71). Sen avulla nahdaan solujen maara seka tyyppi naytteessa (Baird
2005; 124, TYKSLAB 2008). Likvorin siséltdessa suuria maaria leukosyytteja tai
sen ollessa hyvin verinen tulee nayte laimentaa ennen kammiolaskentaa (Baird
2005; 124). Jos naytetta joudutaan laimentamaan, huomioidaan laimennusker-
roin tulosta laskettaessa. Laimentimena kaytetaan yleensa fysiologista keitto-
suolaliuosta. (TYKSLAB 2008.)

Kammio siséltda pohjan, jossa on yhdeksén suurempaa neliota ruudukkona.
Jokainen kyseisista ruudukoista on jaettu kuuteentoista pienempaan nelioon.
Kammion péaélle asetetaan peitinlasi painamalla varovasti lasin reunoista kun-
nes sateenkaaren varit nakyvat peitinlasilta. (Baird 2005; 124.) Likvorinayte lai-
tetaan solukammioon pasteurpipetin avulla niin, ettd kammio tayttyy kokoaan
ilman ilmakuplia. Taman jalkeen odotetaan muutama minuutti, jotta nayte ta-
saantuu. Laskukammiossa on neli6itd, joiden mukaan solujen lasku tapahtuu.
(Vilpo 1998; 93, Baird 2005; 124.) Laskettavat neliot maaraytyvat naytteessa
esiintyvien solujen maaradn mukaan. Laskukammiolta lasketaan mikroskoopin

avulla erytrosyyttien ja leukosyyttien lukumaarét tietylta pinta-alalta, joka vastaa
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tiettya tilavuutta kayttden 10x20- tai 10x40 objektiivia. (Vilpo 1998; 93, Baird
2005; 124, TYKSLAB 2008.) N&in voidaan laskea suoraan varjadmattoman
naytteen solupitoisuus. Jos likvorinayteessa esiintyy mm. hyvin suuri maara
leukosyytteja, tai nayte on verinen, tehdadn naytteesta leukosyyttien mikro-
skooppinen erittelylaskenta. (Vilpo 1998; 93, Baird, 2005; 124.)

2.5.2 Leukosyyttien mikroskooppisen erittelylaskennan suoritus

Veren tai punktionesteen soluja voidaan tarkastella ja laskea objektilasilta mik-
roskoopin avulla sytokemiallisen varjayksen jalkeen (Savolainen 2010; 73). En-
nen kuin aloittaa mikroskooppisen leukosyyttien erittelylaskennan, tulee lasi
esitarkastaa pienella objektiivilla (10—25-kertaisesti suurentavalla). Esitarkas-
tuksen avulla poissuljetaan artefaktien mahdollisuus seka etsitdan valmisteesta
hyvat alueet. Samalla luodaan yleissilmays leukosyyttien maaraan ja jakau-
maan. Varsinainen leukosyyttien erittelylaskenta tehdaan 50-kertaisesti suuren-

tavalla 6ljyimmersio-objektiivilla. (Siitonen & Johansson 2007; 101.)

Leukosyyttien mikroskooppinen erittelylaskenta tapahtuu siten, ettd lasi kay-
daan jarjestelmallisesti lapi laskien ja tunnistaen erilaisten leukosyyttien morfo-
logia. Lasia tutkiskellaan koko pituudelta valttden kuitenkin lasin reuna-alueita.
Lasi tarkastetaan alusta loppuun. Lasia tarkastellaan jarjestelmaéllisesti kunnes
100 solua on laskettu ja tunnistettu. (Bain ym. 2006; 34—35.) Leukosyyttien erit-
telylaskennassa maaritelladn eri granulosyyttien (neutrofiilit, eosinofiilit ja baso-
fiilit), lymfosyyttien ja monosyyttien prosenttiset tai absoluuttiset osuudet (Nou-
siainen 1998, Reider & Peter 2001).
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3 TUTKIMUKSEN TARKOITUS, TAVOITE JA TUTKI-

MUSTEHTAVAT

Tutkimuksen tarkoituksena on vertailla kolmella eri menetelmalla saatuja likvo-
rin leukosyyttien mikroskooppisten erittelylaskentojen tuloksia ja niiden eroja.
Tutkittavat preparaatit valmistetaan kayttamalla sytosentrifuugi- seké pisarame-
netelméa. Preparaattien varjaysmenetelmina kaytetddn MGG- ja gram-
varjaysta. Tutkimuksessa vertaillaan MGG- ja gram-varjattyja sytosentrifuugi-
valmisteita keskendan. Lisaksi vertaillaan MGG-varjattyja sytosentrifuugivalmis-
teita ja gram-varjattyja pisaravalmisteita. Tutkimuksen tavoitteena on yhtenais-
ta& laboratorioiden kaytanto likvorin leukosyyttien mikroskooppisessa erittely-

laskennassa.
Tutkimuksen tehtavat:

1) Likvorinaytteiden valmistus pisara- seka sytosentrifuugimenetelmalla se-

k& preparaattien varjays MGG- ja gram- varjaysmenetelmilla.
2) Likvorivalmisteiden leukosyyttien mikroskooppinen erittelylaskenta.

3) Leukosyyttien mikroskooppisesta erittelylaskennasta saatujen suhteellis-
ten prosenttiosuuksien tarkastelu tunnuslukujen (minimi, maksimi, kes-
kiarvo ja keskihajonta) avulla sek& analysointi tilastollisin menetelmin
kayttaen korrelaatiota, normaalijakaumatestausta ja parierojen t-testia.
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4 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

4.1  Tutkimuksen toteutus

Tutkimus toteutettiin TYKSLABIn hematologian laboratoriossa sekd péaivystys-
laboratoriossa joulu-tammikuussa 2010-2011. Tutkimukselle haettiin ja saatiin
lupa (Liite 1.) Tutkimuksen kaytannon ohjaajana toimi laboratoriohoita-

ja/osastonhoitaja Liisa Jarvinen TYKSLABIn hematologian laboratoriosta.

Tutkimuksen aineistoa kerattiin paivystyslaboratoriossa paivaaikana potilasnayt-
teistd, joiden likvorissa oli leukosyytteja noin 20x10° solua/l tai enemmaén leuko-
syyttien mikroskooppista erittelylaskentaa varten. Tutkimuksen aineistoa varten
ei keratty potilailta ylimaaraista naytetta, vaan kaytettiin naytteita, joista pyydet-
tyjen analyysien jalkeen jai viela riittdva maara naytetta (noin 600 pl). Aineisto
kasitti 18 potilaan likvorinaytteen, joista jokaisesta valmistettiin nelja kappaletta
preparaatteja. Nain ollen leukosyyttien mikroskooppisessa erittelylaskennassa
tarkasteltiin 72 preparaattia (n=72).

Tutkimuksen aineistoa kerattiin paivystyslaboratorion laboratoriohoitajien avulla,
jotka laskivat likvorien solut Blrkerin laskukammiota kayttden. Tasta eteenpain
tutkimuksen tekija suoritti tutkimuksen eri vaiheet itsenaisesti. Naytteista, joissa
oli tarvittava maara leukosyytteja, valmistettiin preparaatit mikroskooppista erit-
telylaskentaa varten. Paivystyslaboratoriossa likvorin nayteputki sentrifugoitiin,
jotta sakka saatiin putken pohjalle. Sentrifuugin asetuksina kaytettiin 500 g/1700
rpm/10 minuuttia. Sentrifugoinnin jalkeen naytteen supernatantti poistettiin ste-
riilin pipetin avulla. Sakka sekoitettiin viela varovasti mikserin avulla ennen nay-
tepisaran pipetointia puhtaalle objektilasille. Objektilasille pipetoitiin yksi pisara
naytettd kayttden steriilia pipettid, jonka jalkeen nayte annettiin kuivua hyvin
noin 37 °C lampoalustan paalla. Yhden potilaan naytteesta valmistettiin kaksi
pisaranaytettd. Naytteiden kuivuttua toinen laseista varjattin gram-
varjdysmenetelmaa kayttaen paivystyslaboratorion tydohjeen mukaisesti (Liite
2.). Gram-véreind kaytettiin Biomerieuxin valmistamaa colorgram2 Gram var-

jayskittia  (4x240 ml). Toinen laseista varjattin  kayttden MGG-
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varjaysmenetelmaa. Varjaysohjeena toimi hematologian laboratorion var-

jaysautomaatin MGG- varjayksen ty6ohje (Liite 3.).

Hematologian laboratoriossa preparaatit valmistettiin sytosentrifuugin avulla.
Naytteena kaytettiin sentrifugoimatonta varovasti sekoitettua likvoria, jota pipe-
toitiin 300 pl sytosentrifuugin naytekammioon. Tama poikkeaa normaalisti kay-
tetysta 500 pl:sta. Poikkeamaan kaytannosta paadyttiin, jotta saatiin mahdolli-
simman moni nayte riittamaan tutkimusta varten. Naytteen liséaksi naytekammi-
oon pipetoitiin yksi pisara 22 % albumiinia. Tarvittaessa nayte laimennettiin en-
nen sytosentrifuugilla sentrifugointia fysiologisella keittosuolalla, mikali nayte oli
verinen tai samea. Sentrifugoinnin ajaksi asetettiin seitseman minuuttia ja no-
peudeksi 70 eli 700 rpm. Sentrifugoinnin jalkeen naytteiden annettiin kuivua
huoneen lammaosséa, jonka jalkeen toinen varjattiin varjaysautomaatilla MGG-
varjaysmenetelmaa kayttaen ja toinen varjattiin gram-varjaysmenetelmaa kayt-
téden. Sytosentrifuugivalmisteita tehtiin kaksi yhta potilasta kohden. Seuraavasta

kuviosta nahdaan preparaattien valmistusvaiheet.

preparaatti
(n=72)

Gram-varj.
(n=36)

MGG-varj.
(n=36)

[N/

pisara
(n=18)

(n=18)

sytosentrifuugi

pisara
(n=18)

(n=18)

Kuvio 1. Preparaattien valmistus
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Varjaysten jalkeen preparaatteja oli neljd kappaletta yhta potilasnaytettd koh-
den, joista kaksi oli pisaravalmisteita ja kaksi sytosentrifuugimenetelmalla tehtya
valmistetta. Kummallakin menetelmalla valmistetuista preparaateista toinen var-
jattiin gram-menetelmaa kayttaen ja toinen MGG-varjaysmenetelmalla. Objekti-
laseihin kirjattiin potilaan sukunimi seka paivamaara, jolloin nayte oli otettu. Kun
aineisto oli keratty, kirjattiin lasit juoksevalla numerosarjalla, jolloin tuloksissa ei

ilmene potilaiden henkildllisyytta.

Jokaisesta naytteesta tehtiin leukosyyttien mikroskooppinen erittelylaskenta,
jossa eriteltiin lymfosyytit, granulosyytit, monosyytit ja eosinofiilit. Erittelylasken-
nassa saadut tulokset kirjattiin ylés juoksevaa numerosarjaa kayttaden. Lopuksi
saatuja tuloksia tarkasteltiin tunnuslukujen (minimi, maksimi, keskiarvo ja keski-
hajonta) avulla, jonka jalkeen ne analysoitiin tilastollisin menetelmin korrelaati-

on, normaalijakaumatestauksen seka parierojen t-testin avulla.

4.2  Metodologiset lahtokohdat

Tutkimus on maarallinen eli kvantitatiivinen. Kvantitatiivista tutkimusta kaytetaan
selvitettdessa kysymyksia liittyen lukumaariin ja prosenttiosuuksiin. (Heikkila
2008a; 16.) Se antaa yleiskuvan muuttujien valisistad suhteista ja eroista ja vas-
taa kysymyksiin kuinka paljon tai miten usein. Kvantitatiivisen tutkimuksen avul-
la voidaan kuvata numeerisia suureita sanallisesti samalla selittden, milla taval-
la eri asiat liittyvat toisiinsa tai eroavat toisistaan. (Vilkka 2007a; 13-14.) Lisaksi
saatuja tuloksia voidaan havainnollistaa erilaisin taulukoin ja kuvioin. Usein voi-
daan myds selvittaa eri asioiden valisia riippuvuuksia tai tutkittavassa ilmiéssa
tapahtuvia muutoksia. (Heikkila 2008a; 16.) Analyysimenetelméaksi valitaan me-
netelmd, joka antaa tietoa asiasta, jota tutkitaan (Vilkka 2007b; 119). Tilastolli-
sen paattelyn avulla pyritdan aineistosta saatuja tuloksia yleistdmaan tutkittuja
havaintoyksikditd suurempaan joukkoon. Kvantitatiivisella tutkimuksella voidaan

kartoittaa olemassa olevaa tilannetta. (Heikkila 2008a; 16.)

Tutkimuksessa on esitetty aiemmista tutkimuksista saatuja johtopaatoksia ja
teorioita. (Hirsjarvi ym. 2007b; 135-136, Vilkka 2007b; 133). Tutkimukselle

maaritettiin tutkimuksessa kaytetyt teoreettiset kasitteet. Lahteind kaytettiin mo-
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nipuolisia, uusia, luotettavia, kotimaisia sek& ulkomaisia teoksia ja tieteellisia
artikkeleita, joiden pohjalta tutkimusta alettiin tyostdd. Myos joitakin vanhempia
lahteita kaytettiin, mutta ne todettiin kuitenkin luotettaviksi vertaamalla niita uu-
dempiin teoksiin. Tekstiviitteiden perusteella on helppo l6ytéaa alkuperainen lah-
de lahdeluettelosta. (Hirsjarvi ym. 2007b; 135-136.)

Tutkimuksessa esitettiin myds suunnitelma aineiston keruusta ja tutkittavista
henkildista. Aineiston keruu- ja kasittelymenetelméat seka tutkittavien naytteiden
sopivuus suunniteltiin k&ytannon ohjaajan kanssa hyvin ennen varsinaista ai-
neiston keruuta. Tulokset keréattiin taulukkomuotoon, josta ne muutettiin muo-
toon, jota voitiin tarkastella tunnuslukujen (minimi, maksimi, keskiarvo ja keski-
hajonta) avulla seka kasitella tilastollisin menetelmin kayttden korrelaatiota,
normaalijakaumatestausta seké parierojen t-testia. Paatelmien teko perustui
tulosten tilastolliseen analysointiin. (Hirsjarvi ym. 2007b; 135-136.) Tarvittava
aineisto tutkimusta varten kerattiin tutkijan toimesta. Aineisto voidaan hankkia
myds erilaisista muiden kerdamisté tiedoista, rekistereista ja tietokannoista. Ke-
rattaessa itse aineistoa tulee tutkimusongelman mukaan paattaa, mika on koh-
deryhmé ja mika tiedonkeruumenetelma sopii parhaiten kyseiseen tutkimuk-
seen. (Heikkila 2008a; 18-19.)

Vertailevan tutkimuksen tavoitteena on ymmartdd paremmin tutkittavaa asiaa
kahden tai useamman tutkimuskohteen avulla seké tuoda asioiden valiset erot
esille. Tutkimuksessa vertailtiin tilastollisien menetelmin kolmea eri menetel-
maa, joilla valmistettiin likvorin preparaatteja leukosyyttien mikroskooppista erit-
telylaskentaa varten. MGG- ja gram-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden leu-
kosyyttien mikroskooppisesta erittelylaskennasta saatuja tuloksia vertailtiin kes-
kendan. Liséksi vertailtin MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja gram-
varjattyjen pisaravalmisteiden prosenttiosuuksia keskenaan kayttden taman
hetkistd kaytdnndnmenetelmad, jossa gram-varjattyjen pisaravalmisteiden
mahdolliset monosyytit lasketaan lymfosyyttien prosenttiosuuteen (mononukle-
aariset solut). Lisaksi vertailtin MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja
gram-varjattyjen pisaravalmisteiden prosenttiosuuksia keskenaan laskemalla
mahdolliset monosyytit erikseen. (Vilkka 2007a; 18,21.)
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4.3 Eettiset nakokohdat

Tutkimus auttaa hematologian- ja paivystyslaboratorion tyoskentelya jatkossa
mahdollisesti yhtenaistamalla laboratorioiden menettelytapaa likvorinaytteiden

leukosyyttien mikroskooppisessa erittelylaskennassa ja siksi tutkimus on tarkea.

Tutkimusta tehtdessa huomioitiin etiikan kysymykset ja noudatettiin hyvaa tie-
teellista kaytantoa (Vilkka 2005; 29). Tutkimuseettiset kysymykset koskevat tie-
donhankintaa ja tutkittavien suojaa seka tutkijan vastuuta tulosten soveltamises-
ta koskeviin sdadoksiin (Vehvildainen-Julkunen 1997; 26). Tutkimusetiikka huo-
mioitiin tutkimusprosessin ideointivaiheesta tutkimustulosten esittamiseen. Tut-
kimusetiikalla tarkoitetaan pelisaant6ja, jotka ovat yleisesti sovittuja. (Vilkka
2005; 30,32.)

Hyvaa tieteellista kaytantéa noudattava tutkija osoittaa tutkimuksensa seka tut-
kimusmenetelmiensa avulla kriteerien mukaisia ja eettisesti kestavien tiedon-
hankinnan ja tutkimustulosten johdonmukaista hallintaa. Tutkimuksessa nouda-
tettiin tutkimustyon ja tutkimustulosten esittamisessa rehellisyytta, yleista huolel-
lisuutta seka tarkkuutta. Lisaksi toimittiin vilpittémasti ja rehellisesti muita tutki-
joita kohtaan. (Vilkka 2005; 30, Méakinen 2006b; 172-173.) Tama toteutettiin
siten, etta tiedonhankinta- ja tutkimusmenetelmiin kaytettiin yleisesti hyvaksytty-
j& menetelmid, jotka perustuivat mm. tieteelliseen alan kirjallisuuteen, ammatti-
kirjallisuuteen, laboratoriotesteihin ja niistd saatujen tulosten havainnointiin seka
analysointiin tilastollisin menetelmin. Lahteet merkittiin oikein seka tekstiviittei-
siin etta lahdeluetteloon, jonka ansiosta alkuperainen lahde on helposti |6ydet-
tavissa. Tutkimuksen suoritus seké tulokset kerrottiin rehellisesti, mitdan muut-
tamatta tai pois jattamatta. (Vilkka 2005; 30.)

Tutkimuksessa noudatettiin tarkkuutta tulosten tallentamisessa ja esittamisessa
seka tutkimuksen ja siitéd saatujen tulosten arvioinnissa (Makinen 2006b; 172).
Tutkimuksella ei loukattu hyvan tieteellisen kaytdnnon mukaisesti tutkimuksen

kohderyhmaa, tiedeyhteisda eikd hyvaa tieteellista tapaa tutkimuksen kysymyk-
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senasettelun ja tavoitteiden, aineiston kerdamisen ja kasittelyn tai tulosten esit-
tamisen ja aineiston sailyttamisen kautta (Vilkka 2007a; 90).

Tutkimukselle haettiin ja saatiin tutkimuslupa (Liite 1.) tutkimuksen pyytaneelta
organisaatiolta heidan kaytantdjensa mukaisesti (Vehvildinen-Julkunen 1997;
28). Tutkimus suunniteltiin, toteutettiin ja raportoitiin laadukkaasti hyvaa tieteel-
lista kaytantda noudattaen. Liséksi tutkimus noudattaa avoimuutta sek& kontrol-
loitavuutta. (Vilkka 2005; 32—34.) Tutkimus lahti liikkeelle tutkimussuunnitelman
laatimisesta, jonka jalkeen aineistoa lahdettiin ker&&dmaan ja havainnoimaan
suunnitelman mukaisesti. Kun aineisto oli koossa, siirrettiin saadut tulokset tau-
lukkoon, josta niitéa analysoitiin tilastollisin menetelmin. Tulosten raportointi ta-
pahtui luotettavasti seka avoimesti sailyttden kuitenkin tutkittavien anonymiteet-
ti.

Tutkimuksen aineistona kaytettiin potilasnaytteita, joista tutkittin ensin kaikki
pyydetyt tutkimukset. Jos naytetta jai taman jalkeen riittavasti, se kaytettiin tut-
kimusta varten. Nain ollen potilailta ei otettu ylimaaraista naytetta tutkimukseen,
jolloin heille ei aiheutunut ylimaaraista haittaa eik& vaivaa. Aineiston keruuvai-
heessa potilaan sukunimi ja naytteenottopaivamaara Kkirjattiin objektilasin hios-
paahan, jotta saman potilaan kaikki lasit pystyttin mydhemmin yhdistamaan
toisiinsa. Kun leukosyyttien mikroskooppinen erittelylaskenta naytteista oli suori-
tettu, kirjattiin tulokset juoksevaa numerosarjaa kayttden. Tutkimuksessa aineis-
ton tulokset kulkevat juoksevin numeroin, jolloin saatuja tuloksia ei voida yhdis-
taa potilaaseen ja samalla potilaan anonymiteetti tulee taatuksi. Tutkimusta var-

ten saadut tulokset eivat vaikuttaneet potilaiden saamaan hoitoon.

Yksi tarkeimmista eettisista periaatteista on tarkastaa tutkimustulosten paikkan-
sa pitavyys ja niiden yleistettavyys seké julkistaminen. Tutkimustuloksiin mah-
dollisesti vaikuttaneita virheita ei salattu raportoitaessa tuloksia vaan niista ker-
rottiin rehellisesti ja avoimesti. (Makinen 2006a; 102.) Tutkimus suoritettiin hyo-
dyntden koko kerattyd aineistoa lukuun ottamatta MGG-varjattyja pisaravalmis-
teita, silla niiden solumorfologia oli karsinyt liikkaa, eika soluja voitu tunnistaa

luotettavasti. (Leino-Kilpi 2003; 292). Tulokset julkaistiin avoimesti ja rehellisesti
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suojaten samalla tutkittavien anonymiteettia (Vehvildinen-Julkunen 1997; 31).
Tutkimusaineisto havitettiin laboratorion riskijatteisiin (Vilkka 2005; 32—-34).

Tutkimuksen eri vaiheissa valtettiin eparehellisyyttd seka noudatettiin salassapi-
tovelvollisuutta. Toisten tekstid ei plagioitu missaan muodossa, tuloksia ei yleis-
tetty kritiikittomasti, eikd niitd sepitetty tai kaunisteltu. Potilasnaytteitd kasiteltiin
huolellisesti ja asianmukaisesti. Tutkimuksen eri vaiheiden menetelmét suoritet-
tiin tarkasti laboratorioiden tydohjeiden mukaisesti. Raportointi tapahtui tarkasti
ja luotettavasti, mitd&n tietoa pois jattamatta. (Hirsjarvi ym. 2007a; 25-26.)

4.4  Aineiston analysointi

Tutkimuksen aineisto koostui kolmella eri menetelmalla valmistetuista preparaa-
teista, joissa naytteena oli likvoria. Kaikista preparaateista tehtiin leukosyyttien
mikroskooppinen erittelylaskenta, joiden tuloksia verrattiin tilastollisin menetel-
min. Preparaatin valmistusmenetelmind kaytettin MGG- ja gram-varjattyja sy-
tosentrifuugivalmisteita ja gram-varjattyja pisaravalmisteita. Aineisto koostui 72
preparaatista (n=72), joista 36 valmistettiin kayttamalla sytosentrifuugimenetel-
maa ja toiset 36 preparaattia valmistettiin kayttamalla pisaramenetelmaa. Sy-
tosentrifuugivalmisteista 18 varjattiin kayttamalla MGG-varia ja 18 gram-varia.
Pisaravalmisteista 18 varjattiin kayttden MGG-varjaysta ja 18 gram-varjaysta.

Jokaisesta preparaatista tehtiin leukosyyttien mikroskooppinen erittelylaskenta.

Preparaateista laskettiin leukosyytteja 100—200 soluun asti. Saadut leukosyytti-
tulokset ilmaistiin suhteellisina prosenttiosuuksina. Pisaravalmisteiden osalta
tuloksissa kerrotaan likvorin granulosyyttien ja lymfosyyttien osuudet seka mah-
dolliset muut havaitut solut, joita ndhtiin, mutta joista ei pystytty tarkentamaan,
mika solu oli kyseessé. Sytosentrifuugivalmisteista eriteltiin likvorin granulosyyt-
tien, lymfosyyttien, monosyyttien seka mahdollisten eosinofiilien ja basofiilien
osuudet. Kaytannossa pisaravalmisteesta vastataan ainoastaan granulosyytit
sekd mononukleaariset solut, jotka kasittavat lymfosyytit ja monosyytit. Sy-
tosentrifuugivalmisteesta vastataan sen sijaan granulosyytit ja lymfosyytit seka

lisdksi lasketaan muut solut, joihin siséltyvat mahdolliset monosyytit, eosinofiilit
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ja basofiilit. Kyseisia soluja ei kuitenkaan vastata. Jos naytteessa on huomatta-

va maara eosinofiileja, vastataan ne sytosentrifuugivalmisteesta erikseen.

Liitteestd 4. nahdaan kaikki 72 preparaatista saadut leukosyyttien mikroskoop-
pisen erittelylaskennan tulokset. Vaakarivilla on yhden potilaan likvorindyte ja
pystyrivilla tilastollinen muuttuja eli saadut prosenttiosuudet likvorin leukosyyt-
tien mikroskooppisesta erittelylaskennasta. Pisaravalmisteiden osalta tuloksissa
on vain granulosyyttien, lymfosyyttien ja muiden prosenttiosuudet, kun taas sy-
tosentrifuugivalmisteista on ilmoitettu granulosyyttien ja lymfosyyttien lisaksi

monosyytit seka eosinofiilit.

Tulosten vertailu tilastollisten menetelmien avulla suoritettiin siten, ettd gram-
varjattyjen pisaravalmisteiden muiden solujen osuus lisattiin kyseisten nayttei-
den lymfosyyttien prosenttiosuuksiin (mononukleaariset solut). N&in toimitaan
kaytannossa, kun vastataan leukosyyttien mikroskooppisen erittelylaskennan
tulokset gram-varjatysta pisaravalmisteista. Vertailun vuoksi gram-varjattyjen
pisaravalmisteiden oikeat saadut suhteelliset prosenttiosuudet lymfosyyttien
osalta analysaoitiin tilastollisin menetelmin kuitenkin erikseen. Talldin lymfosyytit
ja monosyytit laskettiin erikseen. Vertailu suoritettiin, jotta voidaan todeta mah-
dollisten monosyyttiosuuksien vaikutus tuloksissa. Kyseisiin tuloksiin on merkitty
teksti (tutkimus).

MGG-varjattyja pisaravalmisteita ei analysoitu tilastollisin menetelmin, silla nayt-
teiden solumorfologia oli suurelta osin karsinyt, jolloin solut olivat epaselvia, ei-
k& niistéa nain ollen saatu luotettavia tuloksia. Mydskaan eosinofiilien osuutta ei
analysoitu tilastollisin menetelmin, silla eosinofiileja oli havaittavissa ainoastaan
MGG-varjatyissa  sytosentrifuugivalmisteissa.  Niiden  osuudet  gram-

varjaysmenetelmissa loytyvat todennakdisesti granulosyyteista.

Tuloksia tarkasteltiin tunnuslukujen (minimi, maksimi, keskiarvo ja keskihajonta)
avulla ja analysoitiin tilastollisin menetelmin korrelaation, normaalijakaumates-
tauksen seka parierojen t-testin avulla. Tilastollinen analysointi tapahtui kaytta-
malla PASW Statistics 18.0 ohjelmaa. Analyysien avulla vertailtin MGG- ja

gram-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden suhteellisia prosenttiosuuksia gra-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jaana Eskola 2011



37

nulosyyttien, lymfosyyttien sek& monosyyttien osalta. Lisaksi vertailtiin viela
MGG-varjattyja sytosentrifuugivalmisteita sekd gram-varjattyja pisaravalmisteita

granulosyyttien ja lymfosyyttien suhteellisten prosenttiosuuksien osalta.

Tulosten vertailussa gram-varjattyjen pisaravalmisteiden lyhenteina kaytetaan
GRAMgranP ja GRAMIymfP. Gram-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ly-
henteina kaytetddn GRAMgranS, GRAMIymfS ja GRAMmMonoS. MGG-
varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden lyhenteind kaytetaan MGGgransS,
MGGIlymfS ja MGGmonoS.

4.4.1 Tilastolliset tunnusluvut

Tilastollisten tunnuslukujen avulla voidaan kuvata aineisto paépiirteissaan. Tun-
nuslukuja kayttden voidaan tehda erilaisia johtopaatoksia jakauman sijainnista
sekd havaintojen laajuuden jakaantuvuudesta. (Ernvall ym. 2002a; 19,32-33,
Holopainen & Pulkkinen 2008; 78.) Erilaisia tunnuslukuja on runsaasti. Jokainen
niista kertoo muuttujan jakaumasta eri nakokulmista. Yhdistamalla selvitetyt
tunnusluvut saadaan oleellista tietoa tutkittavasta jakaumasta. (Holopainen &
Pulkkinen 2008a; 78.) Tarkoituksena on kuvata aineistoa tiiviisti muutamalla
tunnusluvulla, kuten keskiarvolla, keskihajonnalla, minimilla ja maksimilla (Valli
2001; 51, 54, Heikkila 2008c; 169). Tunnusluvut toimivat tilastollisen johtopéaa-
toksen perustana (Heikkila 2008c; 169). Luotettavia johtopaatoksia jakaumasta
voidaan tehda tarkastelemalla yhta aikaa useampaa tunnuslukua (Holopainen &
Pulkkinen 2008a; 78).

4.4.2 Korrelaatio

Kahden tilastomuuttujan keskinaista riippuvuutta voidaan tarkastella pareittain
korrelaation avulla (Ernvall ym. 2002b; 69, Heikkila 2008d; 203). Korrelaatioker-
roin on tilastollinen tunnusluku, jota kaytetaan tilastoanalyyseissa (Holopainen &
Pulkkinen 2008b; 233). Yleisin kaytetty kahden muuttujan valisen riippuvuuden
mitta ja sen kautta epasuorasti teoreettisten kasitteiden yhteys saadaan selville
ns. Pearsonin korrelaatiokertoimen avulla, joka osoittaa lineaarisen riippuvuu-
den voimakkuutta (Heikkila 2008d; 203, Ketokivi 2009; 49,). Korrelaatiossa ker-
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toimet vaihtelevat -1 < r < +1 valilla (Ernvall ym. 2002b; 77, Heikkila 2008d; 203-
204). Mita lahempéanéa korrelaatiokerroin on arvoa +1, sitd voimakkaampi on
muuttujien valinen positiivinen lineaarinen yhteys, jolloin toisen muuttujan kas-
vaessa toinenkin kasvaa. Arvon ollessa -1, on muuttujien valilla voimakas nega-
tiivinen lineaarinen korrelaatio, jolloin toisen muuttujan kasvaessa toisen arvo
pienenee. Arvon ollessa lahella 0, muuttujien valilla ei ilmene lineaarista riippu-
vuutta. (Heikkila 2008b; 91, Ketokivi 2009; 49.) Korrelaatiokerroin on herkka
poikkeaville arvoille, jolloin varsinkin pienissa aineistoissa yksikin selvasti poik-
keava arvo voi vaikuttaa huomattavasti korrelaatiokertoimen arvoon (Holopai-
nen & Pulkkinen 2008b; 235).

On kuitenkin muistettava, ettd korrelaation vahvuus ei kerro yhteyden vahvuu-
desta teorian tai kdytannon merkittavyyden nékdkulmasta mitddn. Vahva lineaa-
rinen Kkorrelaatio kahden muuttujan valilla kertoo yhteyden muodosta, ei sen
merkittavyydesta. Kun tilastollinen yhteys kahden muuttujan valilla voidaan ai-
neiston perusteella todeta poikkeavan nollasta, on se tilastollisesti merkitseva,
jolloin jonkinlainen yhteys muuttujien valilla on havaittu. Muita johtopaatoksia
kyseisella testilla ei voida tehda. (Ketokivi 2009; 50-51.)

Korrelaatiota voidaan ilmaista graafisen esityksen sekd korrelaatiokertoimen
avulla. (Ernvall ym. 2002b; 69—71.) Korrelaation hahmottamiseksi on hyva teh-
da hajontakuvio, jossa havaintoyksikot muodostavat pisteparven. Kuviosta on
helppo havaita korrelaatio, mutta tuloksen péaatteleminen saattaa olla vaikeaa
pelkan hajontakuvion perusteella. (Vilkka 2007b; 130.) Kuvion avulla nahdaan
tutkittavien mahdollisen yhteyden voimakkuus, muoto ja suunta (Holopainen &
Pulkkinen 2008b; 229). Esimerkiksi sirontakuvion avulla voidaan havainnollistaa
riippuvuutta seka tehda havaintoja tutkimusta mahdollisesti héairitsevista poik-
keamista (Heikkila 2008d; 204).

Korrelaatiomatriisia kaytetdan usein esitettdessd samanaikaisesti useita korre-
laatiokertoimia. Matriisiin on keratty kaikkien tarkasteltavien muuttujien pareit-
tain lasketut korrelaatiot. (Heikkila 2008d; 204, Holopainen & Pulkkinen 2008b;

239.) Korrelaatiokertoimen testaamisella pyritaan selvittamaan sattuman suu-
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ruuden osuutta asioissa (Ernvall ym. 2002c; 126). Muuttujien valilla voidaan
sanoa olevan lineaarista riippuvuutta, kun korrelaatiokerroin poikkeaa selvasti
nollasta. Pieni poikkeama nollasta saattaa olla sattuman aiheuttamaa. Testaa-
malla onko lineaarista riippuvuutta vai ei, voidaan selvittaa korrelaatiokertoimen
tilastollinen merkitsevyys. (Ketokivi 2009; 48). Korrelaatio on tilastollisesti mer-
kittava vain, jos korrelaatiota vastaava p:n arvo alittaa kaytetyn merkitsevyysta-
son. p:n ollessa valittua merkitsevyystasoa suurempi, ei riippuvuutta ole. TallGin
poikkeavuus korrelaatiokertoimen nollasta tulkitaan sattumaksi. (Heikkila 2008d;
206.) Korrelaatiokertoimen lisaksi PASW- ohjelma ilmoittaa p-arvon seka ha-
vaintoparien maaran (N). Ohjelman korrelaatiokertoimen testaus tapahtuu kak-
sisuuntaisena. (Heikkila 2008d; 206.)

4.4.3 Parierojen t-testi

Tutkimuksen aineistoa testataan kayttamalla parierojen t-testia, jota kaytetaan
kun on kyseessa pieni otoskoko (Ernvall ym. 2002c; 120). T-testilla varmenne-
taan saadun tutkimustuloksen oikeellisuus tarkistamalla, ettei saatu tulos ole
satunnaisvaihtelua, vaan sita voidaan olettaa esiintyvan my6s perusjoukossa
(Valli 2001b; 71). Testin avulla selvitetaan ovatko kahden toisistaan riippumat-
toman ryhman keskiarvot yhta suuret. T-testi edellyttda normaalijakauman nou-
dattamista, joten se tulee testata ennen t-testin tekemista. (Valli 2001b; 71,
Heikkila 2008d; 230.) T-testin tuloste ilmoittaa lisdksi tulosten 95 % luottamus-
valin. Se on tietty vali, jossa perusjoukon suure tietylla todennakoisyydella si-
jaitsee arvioitaessa sita otoksesta laskettujen arvojen perusteella. (Heikkila
2008b; 107.)

0,05 on riittdva raja, jota usein kaytetaan, jolloin testaus tapahtuu 5 %:n riskita-
solla (Heikkila 2008d; 194-195). p-arvon eron katsotaan olevan oireellinen, kun
0,05 < p < 0,10, ero on jokseenkin merkittava, kun 0,01 < p < 0,05, ero on mer-
kitseva, kun 0,001 < p < 0,01 ja erittdin merkitseva, kun p < 0,001. (Ernvall ym.
2002c; 110-111, Heikkila 2008d; 195.)
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4.4.4 Normaalijakauman testaus

Useita tilastotieteen menetelmia ei saa kayttaa, elleivat tutkittavat muuttujat ole
normaalisti jakautuneita perusjoukkoon nahden. Normaalijakauman kayttd pe-
rustuu siihen, ettd summa- ja keskiarvotyyppiset muuttujat jakautuvat normaa-
listi. (Heikkila 2008b; 101-102.) Vertaamalla tutkimuksen keskiarvoja normaali-
jakaumaan, voidaan selvittdd otoksen edustavuutta perusjoukossa (Vilkka
2007b: 132). PASW Statistics 18.0 ohjelma tekee normaalijakaumatestauksen
Kolmogorov-Smirnovin testilld, jossa nollahypoteesina on, etta jakauma noudat-
taa normaalijakaumaa. p:n ollessa > 0,05, jakauma noudattaa normaalija-
kaumaa. (Ernvall ym. 2002c; 142.) p-arvon ollessa alle 0,05, nollahypoteesi hy-
lataén, jolloin jakauma poikkeaa normaalista (Heikkila 2008d; 235).
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5 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Tilastollisten tunnuslukujen avulla voidaan kuvata aineisto paapiirteissaan (tau-
lukko 1.). Tunnuslukuja kayttden voidaan tehda erilaisia johtopaatoksia ja-
kauman sijainnista sekd havaintojen laajuuden jakaantuvuudesta. (Ernvall ym.
2002a; 19,32-33, Holopainen & Pulkkinen 2008; 78.) Tunnuslukuina kaytettiin

minimi&, maksimia, keskiarvoa seka keskihajontaa.

Keskiarvojen mukaan MGG- ja gram-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden tu-
lokset granulosyyttien (MGGgranS/48,06 ja GRAMgranS/48,06), lymfosyyttien
(MGGIlymfS/38,11 ja GRAMIymfS/40,94) eikd monosyyttien (MGGmonoS/12,44
ja GRAMmMonoS/11,00) suhteellisten prosenttiosuuksien osalta juuri eroa toisis-
taan. MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja gram-varjattyjen pisara-
valmisteiden granulosyyttien (MGGgranS/48,06 ja GRAMgranP/46,33) ja lymfo-
syyttien suhteellisten prosenttiosuuksien (MGGIlymfS/38,11 ja GRAM-
lymfP/53,67) valilla voidaan todeta jonkin verran vaihtelua, etenkin lymfosyyttien
kohdalla.

Minimiarvot eli leukosyyttien mikroskooppisesta erittelylaskennasta saadut pie-
nimmat suhteelliset prosenttiosuudet eivat eroa toisistaan granulosyyttien
(MGGgranS/0, GRAMgranS/0 ja GRAMgranP/0), lymfosyyttien (MGGIlymfS/3,
GRAMIymfS/2 ja GRAMIymfP/2) ja monosyyttien (MGGmonoS/0 ja GRAM-
monoS/0) osalta MGG- ja gram-varjatyissa sytosentrifuugivalmisteissa. Ne eivat
eroa myoskaan verrattaessa MGG-varjattyja sytosentrifuugivalmisteita ja gram-

varjattyja pisaravalmisteita keskenaan.

Maksimiarvot eli leukosyyttien mikroskooppisesta erittelylaskennasta saadut
suurimmat suhteelliset prosenttiosuudet eivat eroa toisistaan granulosyyttien
(MGGgranS/97, GRAMgranS/97 ja GRAMgranP/98) osalta MGG- ja gram-
varjatyissa sytosentrifuugivalmisteissa. Suurta vaihtelua ei ndhda myo6skaan
MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja gram-varjattyjen pisaravalmis-
teiden valilla. Pienta vaihtelua voidaan nahda maksimiarvoissa lymfosyyttien
(MGGIlymfS/91, GRAMIymfS/95 ja GRAMIymfP/100) prosenttiosuuksissa MGG-
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ja gram-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden valilla. Vaihtelua ilmenee viela
enemman MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja gram-varjattyjen pisa-
ravalmisteiden valilla. Monosyyttien (MGGmonoS/58 ja GRAMmMonoS/56) pro-
senttiosuuksien maksimiarvoissa on pientd eroa MGG- ja gram-varjattyjen sy-

tosentrifuugivalmisteiden valilla.

Taulukko 1. Tunnusluvut

Tunnusluvut

N Minimi Maksimi Keskiarvo Keskihajonta

GRAMgranP 18 0 98 46,33 31,531
GRAMIlymfP 18 2 100 53,67 31,531
GRAMgranS 18 0 97 48,06 34,307
MGGgranS 18 0 97 48,06 34,735
GRAMIlymfS 18 2 95 40,94 30,410
MGGIlymfS 18 3 91 38,11 29,494
GRAMmonoS 18 0 56 11,00 13,797
MGGmonoS 18 0 58 12,44 14,143
Yhteensa 18

Tunnuslukujen perusteella sytosentrifuugimenetelmaélla valmistetuista MGG- tai
gram-varjatyista preparaateista saadaan yhtenevéaisempié ja néin ollen luotetta-
vampia tuloksia kuin kayttamalla gram-varjattyja pisaravalmisteita ja MGG-

varjattyja sytosentrifuugivalmisteita.

Tarkasteltaessa tutkimuksen tunnuslukuja (taulukko 2.) nahdaan keskiarvon
laskeneen gram-varjatyn pisaravalmisteen lymfosyyttien (44,67) suhteellisen
prosenttiosuuden osalta jonkin verran, jolloin tulosten eroavuus MGG-
varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden lymfosyyttituloksiin (MGGlymfS/38,11)

verrattuna pienenee hieman. (taulukko 1.).

Gram-varjattyjen pisaravalmisteiden lymfosyyttien suhteellisten prosenttiosuuk-
sien minimiarvo on 2 ja maksimiarvo on 98. Minimiarvo pysyy samana, mutta
maksimiarvo laskee, jolloin ero MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden

valilla pienenee jonkin verran. (taulukko 1.).
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Taulukko 2. Tunnusluvut (tutkimus)

Tunnusluvut

N Minimi Maksimi Keskiarvo Keskihajonta

GRAMIymfP 18 2 98 44,67 29,251

Yhteensa 18

Tutkimuksen tunnusluvuista voidaan havaita, ettd laskemalla muut solut erik-
seen, saadaan jonkin verran yhtenevaisempia tuloksia MGG-vérjattyjen sy-
tosentrifuugivalmisteiden ja gram-varjattyjen pisaravalmisteiden lymfosyyt-
tiosuuksista. Sytosentrifuugivalmisteiden kaytt6 kummassakin varjaysmenetel-
massa antaa kuitenkin leukosyyttien prosenttiosuuksista yhtenevaisempia tu-

loksia.

Kahden tilastomuuttujan keskinaista riippuvuutta voidaan tarkastella pareittain
korrelaation avulla (Ernvall ym. 2002b; 69, Heikkila 2008d; 203). Korrelaation
hahmottamiseksi on hyva tehda hajontakuvio, jossa havaintoyksikét muodosta-
vat pisteparven. Kuviosta on helppo havaita korrelaatio, mutta tuloksen paatte-
leminen saattaa olla vaikeaa pelk&n hajontakuvion perusteella. (Vilkka 2007b;
130.) Kuvion avulla nahdaan tutkittavien mahdollisen yhteyden voimakkuus,
muoto ja suunta (Holopainen & Pulkkinen 2008b; 229). Seuraavissa kuvioissa
esitetdan korrelaation avulla tulosten riippuvuuksia eri menetelmien valilla likvo-

rin leukosyyttien mikroskooppisessa erittelylaskennassa.
Kuviosta 2. voidaan nahda, ettd granulosyyttitulosten vélilla vallitsee voimakas

positiivinen lineaarinen korrelaatio (r=0,989), jolloin toisen muuttujan kasvaessa

myds toinen muuttuja kasvaa. Samalla ndhdaan, ettei suurta hajontaa esiinny.
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Kuvio 2. MGG- ja gram-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden Kkorrelaatio
(granulosyytti)

Kuviosta 3. ndhdaan, etta lymfosyyttitulosten valilla vallitsee voimakas positiivi-
nen lineaarinen korrelaatio (r=0,979). Samalla on nahtavissa, ettei hajontaa

esiinny juuri lainkaan.
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Kuvio 3. MGG- ja gram-varjatyjen sytosentrifuugivalmisteiden korrelaatio

(lymfosyytti)

Kuviosta 4. voidaan havaita, ettd monosyyttitulosten valilla vallitsee voimakas
positiivinen lineaarinen korrelaatio (r=0,981). Liséksi voidaan nahda, ettei suurta

hajontaa esiinny.
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Kuvio 4. MGG- ja gram-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden korrelaatio

(monosyytti)

Kuviosta 5. ndhdaan, ettd granulosyyttitulosten valilla vallitsee vahva positiivi-

nen lineaarinen korrelaatio (r=0,899). Samalla on nahtavissa, etta tuloksissa

esiintyy hajontaa.
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Kuvio 5. MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja gram-varjattyjen

pisaravalmisteiden korrelaatio (granulosyytti)

Kuviosta 6. voidaan havaita, ettd lymfosyyttitulosten valilla vallitsee vahva posi-
tiivinen lineaarinen korrelaatio (r=0,880). Kuviosta ndhdééan myaos, etta tuloksis-

sa esiintyy hajontaa.
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Kuvio 6. MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja gram-varjattyjen

pisaravalmisteiden korrelaatio (lymfosyytti)

Kuviosta 7. nahdaan, etta lymfosyyttitulosten valilla vallitsee vahva positiivinen
lineaarinen korrelaatio (r=0,921), joka on suurempi, kuin kadytdannén menetel-
mastéa saatu korrelaatio (r=0,880) (kuvio 6.), jolloin tulosten yhtenevyys paranee
laskettaessa muut solut erikseen. Kuviosta voidaan myds nahda, etta tulosten
valilla on edelleen hajontaa jonkin verran, mutta hajonta on kuitenkin vahaisem-

paa verrattuna kaytannén menetelmaan.
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Kuvio 7. MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja gram-varjattyjen

pisaravalmisteiden korrelaatio (lymfosyytti) (tutkimus)

Korrelaatiokuvaajien perusteella MGG- ja gram-varjattyjen sytosentrifuugival-
misteiden granulosyyttien ja lymfosyyttien suhteellisten prosenttiosuuksien tu-

loksissa ei esiinny suurta hajontaa, jolloin kyseisid menetelmid kayttamalla saa-
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daan yhtenevaisempia ja nain ollen luotettavampia tuloksia, kuin mita saadaan
MGG-varjatyista sytosentrifuugivalmisteista ja gram-varjatyista pisaravalmisteis-
ta. MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja gram-varjattyjen pisaraval-
misteiden tulosten eroavuus todennakaoisesti vahenisi, jos gram-varjatyista pisa-
ravalmisteista laskettaisiin muut solut erikseen, jolloin ne eivat sekoittaisi lymfo-

syyttien suhteellista prosenttiosuutta naytteessa.

Yleisin kaytetty kahden muuttujan valisen riippuvuuden mitta ja sen kautta epéa-
suorasti teoreettisten kasitteiden yhteys saadaan selville ns. Pearsonin korre-
laatiokertoimen avulla, joka osoittaa lineaarisen riippuvuuden voimakkuutta
(Heikkila 2008d; 203, Ketokivi 2009; 49,). Korrelaatiomatriisista (taulukko 3.)
nahdaan, ettda MGG- seka gram-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden granulo-
syyttien korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,994. Nain ollen tulosten valilla ilmenee
voimakas positiivinen korrelaatio. p-arvoksi saatiin 0,000. Saadusta korrelaati-
osta voidaan paatelld, ettd MGG-varjatyssa sytosentrifuugivalmisteessa granu-
losyyttien maaran ollessa korkea on se korkea my@s gram-varjatyssa sytosent-
rifuugivalmisteessa. MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja gram-
varjattyjen pisaravalmisteiden granulosyyttien Kkorrelaatiokertoimeksi saatiin
0,948 eli tulosten valilla vallitsee vahva positiivinen korrelaatio. p-arvoksi saatiin
0,000. Korrelaatiosta voidaan paatelld, etta MGG-varjatyssa sytosentrifuugival-
misteessa granulosyyttien maaran ollessa korkea on se korkea myds gram-

varjatyssa pisaravalmisteessa.
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Taulukko 3. Korrelaatiokertoimet (granulosyytit)

Korrelaatiot

GRAMgranP GRAMgranS MGGgranS

GRAMgranP Pearsonin korrelaatiokerroin 1 947" ,948"

p- arvo (2-suuntainen) ,000 ,000

N 18 18 18
GRAMgranS Pearsonin korrelaatiokerroin 047" 1 994"

p-arvo (2-suuntainen) ,000 ,000

N 18 18 18
MGGgranS Pearsonin korrelaatiokerroin ,948" ,994” 1

p-arvo (2-suuntainen) ,000 ,000

N 18 18 18

** Korrelaatio on ilmoitettu 1 %:n merkitsevyystasolla

Korrelaatiokertoimista voidaan paatella, etta rippumatta preparaatin valmistus-
tai varjaysmenetelmasta, saadaan granulosyyttituloksista lineaarisesti riittdvan

yhtenevia.

Korrelaatiomatriisista (taulukko 4.) ndhdaan, ettd MGG- sekd gram-varjattyjen
sytosentrifuugivalmisteiden lymfosyyttien korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,989,
jolloin tulosten valilla ilmenee voimakas positiivinen korrelaatio. p-arvoksi saatiin
0,000. Saadusta korrelaatiosta voidaan paatella, ettda MGG-varjatyssa sytosent-
rifuugivalmisteessa lymfosyyttien maaran ollessa korkea on se korkea my6s
gram-varjatyssa sytosentrifuugivalmisteessa. MGG-varjattyjen sytosentrifuugi-
valmisteiden ja gram-varjattyjen pisaravalmisteiden lymfosyyttien korrelaatioker-
toimeksi saatiin 0,938, mika kertoo, etta tulosten valilla vallitsee vahva positiivi-
nen korrelaatio. p-arvoksi saatiin 0,000. Korrelaatiosta voidaan péaatelld, etta
MGG-varjatyssa sytosentrifuugivalmisteessa lymfosyyttien maaran ollessa kor-

kea on se korkea myos gram-varjatyssa pisaravalmisteessa.
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Taulukko 4. Korrelaatiokertoimet (lymfosyytit)

Korrelaatiot

GRAMIlymfP GRAMIymfS MGGIlymfS

GRAMIymfP Pearsonin korrelaatiokerroin 1 910" ,938"

p-arvo (2-suuntainen) ,000 ,000

N 18 18 18
GRAMIymfS Pearsonin korrelaatiokerroin 910" 1 089"

p-arvo (2-suuntainen) ,000 ,000

N 18 18 18
MGGlymfS Pearsonin korrelaatiokerroin ,938" ,989" 1

p-arvo (2-suuntainen) ,000 ,000

N 18 18 18

**Korrelaatio on ilmoitettu 1 %:n merkitsevyystasolla

Korrelaatiokertoimien perusteella voidaan todeta, etta lymfosyyttituloksista saa-
daan lineaarisesti yhteneviéa tuloksia preparaatin valmistus- tai varjadysmenetel-

masta riippumatta.

Korrelaatiomatriisin (taulukko 5.) tuloksista voidaan péaéatella, ettd lymfosyyttien
korrelaatiokerroin nousi jonkin verran gram-varjatyn pisaravalmisteen ja MGG-
varjatyn sytosentrifuugivalmisteen valilla laskettaessa muut solut erikseen.
GRAMIymfP-MGGIymfS korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,960, joka kasvoi 0,022

yksikon verran (0,960-0,938) kaytannon menetelmasta (taulukko 4.).

Taulukko 5. Korrelaatiokertoimet (lymfosyytit) (tutkimus)

Korrelaatiot

GRAMIlymfP MGGlymfS
GRAMIymfP Pearsonin korrelaatiokerroin 1 960"
p-arvo (2-suuntainen) ,000
N 18 18
MGGIlymfS Pearsonin korrelaatiokerroin ,960” 1
p-arvo (2-suuntainen) ,000
N 18 18

**Korrelaatio on ilmoitettu 1 %:n merkitsevyystasolla

Tutkimuksen korrelaatiokertoimen perusteella voidaan todeta, etta laskemalla

muut solut erikseen, saadaan yhtenevaisempiéa tuloksia lymfosyyttien suhteelli-
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sista prosenttiosuuksista kaytettaessa preparaattien valmistuksessa MGG-

varjattyja sytosentrifuugivalmisteita ja gram-varjattyja pisaravalmisteita.

Korrelaatiomatriisista (taulukko 6.) nahdaan, ettda MGG- sekd gram-varjattyjen
sytosentrifuugivalmisteiden monosyyttitulosten korrelaatiokertoimeksi saatiin
0,991, jolloin tulosten valilla ilmenee voimakas positiivinen korrelaatio. p-arvoksi
saatiin 0,000 eli korrelaatio on tilastollisesti merkitseva eika siis johdu sattumas-
ta. Saadusta korrelaatiosta voidaan paatelld, etta MGG-varjatyssa sytosentri-
fuugivalmisteessa monosyyttien maarén ollessa korkea on se korkea myds

gram-varjatyssa sytosentrifuugivalmisteessa.

Taulukko 6. Korrelaatiokertoimet (monosyytit)

Korrelaatiot

GRAMmonoS MGGmonoS
GRAMmonoS Pearsonin korrelaatiokerroin 1 991"
p-arvo (2-suuntainen) ,000
N 18 18
MGGmonoS Pearsonin korrelaatiokerroin ,9917 1
p-arvo (2-suuntainen) ,000
N 18 18

** Korrelaatio on ilmoitettu 1 %:n merkitsevyystasolla

Korrelaatiokertoimen perusteella nahdaan, ettd monosyyttituloksista saadaan
lineaarisesti yhtenevid tuloksia preparaatin valmistus- tai varjaysmenetelmasta

riippumatta.

Useita tilastotieteen menetelmia ei saa kayttaa, elleivat tutkittavat muuttujat ole
normaalisti jakautuneita perusjoukkoon nahden (Heikkila 2008b; 101-102).
Normaalijakaumatestin (taulukko 7.) tuloksista n&hdaan eri menetelmien p-
arvot; 0,859 (GRAMgranP), 0,859 (GRAMIymfP), 0,965 (GRAMgranS), 0,712
(GRAMIymfS), 0,390 (GRAMmonoS), 0,958 (MGGgramsS), 0,866 (MGGIlymfS)
ja 0,274 (MGGmonoS). Tulosten p-arvojen perusteella voidaan todeta, ettd ne

noudattavat normaalijakaumaa, silla ne ovat yli 0,05. T-testi voidaan siis tehda.
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Taulukko 7. Normaalijakaumatesti

Kolmogorov-Smirnovin testi

GRAM- | GRAM- | GRAM- MGG- GRAM- MGG- GRAM- MGG-

granP lymfP granS granS lymfS lymfS monoS monoS
N 18 18 18 18 18 18 18 18
p-arvo (2-suuntainen) ,859 ,859 ,965 ,958 712 ,866 ,390 274

Normaalijakaumatestauksen (taulukko 8.) GRAMIymfP:n tuloksesta nahdaan,
ettd se noudattaa normaalijakaumaa p-arvon ollessa 0,908. Tasta voidaan teh-
da myos t-testi.

Taulukko 8. Normaalijakaumatesti (tutkimus)

Kolmogorov-Smirnovin testi

GRAMIymfP

N 18

p-arvo (2-suuntainen) ,908

T-testilla varmennetaan saadun tutkimustuloksen oikeellisuus tarkistamalla, ett-
ei saatu tulos ole satunnaisvaihtelua, vaan sita voidaan olettaa esiintyvan myos
perusjoukossa (Valli 2001b; 71). Parierojen testauksessa (taulukko 9.) ilmeni,
ettd MGG- ja gram-varjatyt sytosentrifuugivalmisteet (MGGgranS-GRAMgranS)
eivat eroa tilastollisesti merkitsevasti toisistaan p-arvon ollessa 1,000. 95 %
luottamusvalin ala-arvo on -1,829 ja ylaarvo 1,829. Nain ollen kyseiset mene-
telmat (MGGgranS-GRAMgranS) antavat granulosyyttien suhteellisien prosent-
tiosuuksien tuloksista riittavan yhtenevat. (MGGlymfS-GRAMIymfS) eroavat
toisistaan tilastollisesti jokseenkin merkitsevasti p-arvon ollessa 0,015. 95 %
luottamusvalin ala-arvo on -5,039 ja ylaarvo -0,627. Tassa tapauksessa eri var-
jaysmenetelmilla ei saada riittdvan yhtenevia lymfosyyttituloksia. (MGGmonoS-
GRAMmMoNoS) eroavat toisistaan tilastollisesti merkitsevasti p-arvon ollessa
0,006. 95 % luottamusvalin ala-arvo on 0,476 ja yldarvo 2,413. Tassa tapauk-

sessa eri varjaysmenetelmilla ei saada riittdvan yhtenevia monosyyttituloksia.

Testauksessa selvisi, etta MGG-varjatyt sytosentrifuugivalmisteet ja gram-

varjatyt pisaravalmisteet (MGGgranS-GRAMgranP) eivat eroa tilastollisesti
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merkitsevasti toisistaan p-arvon ollessa 0,521. 95 % luottamusvalin ala-arvo on
-3,823 ja ylaarvo 7,267. Nain ollen kyseiset menetelmat (MGGgranS-
GRAMgranP) antavat granulosyyttien suhteellisista prosenttiosuuksista riittavan
yhtenevat. (MGGlymfS-GRAMIymfP) eroavat toisistaan tilastollisesti erittéin
merkitsevasti p-arvon ollessa 0,000. 95 % luottamusvalin ala-arvo on -20,990 ja
yldarvo -10,121. Tassa tapauksessa eri varjays- ja preparaatinvalmistusmene-

telmilla ei saada riittdvan yhtenevia lymfosyyttituloksia.

Taulukko 9. Parierojen t-testi

Parierojen t-testi

Parierot
95 % Luottamusvali p-arvo
Keskiarvo Keskihajonta Ala Yla (2-suuntainen)
Pari 1 MGGgranS - GRAMgranS ,000 3,678 -1,829 1,829 1,000
Pari 2 MGGIlymfS - GRAMIymfS -2,833 4,436 -5,039 -,627 ,015
Pari 3 MGGmonoS - GRAMmonoS 1,444 1,947 476 2,413 ,006
Pari 4 MGGgranS - GRAMgranP 1,722 11,150 -3,823 7,267 ,521
Pari 5 MGGlymfS - GRAMIymfP -15,556 10,929 -20,990 -10,121 ,000

Parierojen testauksessa saatiin selville, etta MGG- ja gram-varjattyjen sytosent-
rifuugivalmisteiden granulosyyttien suhteellisen prosenttiosuudet eivat eroa toi-
sistaan tilastollisesti merkitsevasti, jolloin kummastakin menetelmasta saadut
granulosyyttitulokset ovat keskendén verrannollisia. Lymfosyyttien suhteelliset
prosenttiosuudet erosivat kyseisten menetelmien valilla tilastollisesti jokseenkin
merkitsevasti. Nain ollen lymfosyyttituloksista ei saada riittavan yhtenevia. Mo-
nosyyttien suhteelliset prosenttiosuudet eroavat MGG- ja gram-varjatyissa sy-
tosentrifuugivalmisteissa tilastollisesti merkitsevasti, joten menetelmilla ei saada

riittdvan yhtenevid monosyyttituloksia.

Testattaessa MGG-varjattyja sytosentrifuugivalmisteita ja gram-varjattyja pisa-
ravalmisteita granulosyyttien suhteellisten prosenttiosuuksien osalta voidaan
todeta, etta tulokset eivat poikkea toisistaan tilastollisesti merkitsevasti, jolloin
granulosyyttitulokset kyseisia menetelmia kayttaen ovat keskendan verrannolli-

sia. Lymfosyyttien suhteelliset prosenttiosuudet erosivat kyseisten menetelmien
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valilla tilastollisesti erittdin merkitsevasti, jolloin MGG-varjatyilla sytosentrifuugi-
valmisteilla ja gram-varjatyilla pisaravalmisteilla ei saada yhtenevia tuloksia.

Testattaessa MGG- ja gram-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden lymfosyyt-
tien suhteellisia prosenttiosuuksia, todettiin tulosten eroavan tilastollisesti jok-
seenkin merkitsevasti toisistaan. MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja
gram-varjattyjen pisaravalmisteiden valilla lymfosyyttitulosten ero on tilastolli-
sesti erittdin merkitseva. Nain ollen voidaan paatella, ettd kaytettdessa sy-
tosentrifuugimenetelmaa kummassakin varjayksesséa, saadaan yhtenevaisem-

pid ja nain ollen luotettavimpia lymfosyyttituloksia.

Parierojen testauksessa tutkimuksen osalta (taulukko 10.) selvisi, ettd MGG-
varjatyt sytosentrifuugivalmisteet ja gram-varjatyt pisaravalmisteet (MGGlymfS-
GRAMIymfP) eroavat tilastollisesti merkitsevasti toisistaan p-arvon ollessa
0,004. 95 % luottamusvalin ala-arvo on -10,699 ja ylaarvo -2,412. Tassa tapa-
uksessa eri varjays- ja preparaatin valmistusmenetelmilla ei saada riittavan yh-
tenaisia lymfosyyttituloksia.

Taulukko 10. Parierojen t-testi (tutkimus)

Parierojen t-testi

Parierot

95 % Luottamusvali p-arvo

Keskiarvo Keskihajonta Ala Yla (2-suuntainen)

Pari 1 MGGIlymfS - GRAMlymfP -6,556 8,333 -10,699 -2,412 ,004

Testattaessa MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja gram-varjattyjen
pisaravalmisteiden lymfosyyttituloksia keskenéén, voidaan todeta, etta kyseiset
menetelmat eroavat tilastollisesti merkitsevasti toisistaan lymfosyyttitulosten
osalta, eivatka tulokset nain ollen ole riittdvan yhtenevia keskenaan. p-arvo kui-
tenkin nousi 0,000;sta 0,004:4an, jolloin voidaan paatelld, ettd laskettaessa
gram-varjatyista pisaravalmisteista muut solut erikseen, saadaan yhtenevai-

sempié tuloksia aikaan.
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6 POHDINNAT

Likvorinaytteiden leukosyyttien mikroskooppinen erittelylaskenta suoritetaan eri
menetelmin paivaaikana ja paivystysaikana. Paivaaikana naytteet valmistetaan
kayttamalla sytosentrifuugimenetelmaa ja MGG-varjaysta kun taas paivystysai-
kana naytteet valmistetaan kayttaen pisaramenetelmaa ja gram-varjaysta. Péai-
vystysaikana vastataan leukosyyttien mikroskooppisesta erittelylaskennasta
granulosyytit ja mononukleaariset (lymfosyytit ja monosyytit) solut, jolloin vasta-
us leukosyyttien suhteellisista prosenttiosuuksista on aina 100 %. Paivaaikana
tehdysta leukosyyttien mikroskooppisesta erittelylaskennasta lasketaan kaikki
solut erikseen, jolloin my6s monosyyttien suhteellinen prosenttiosuus lasketaan,
mutta sitd ei kuitenkaan vastata. Tasta syysta leukosyyttien suhteelliset pro-
senttiosuudet eivat aina ole paivaaikana vastatuissa naytteissa yhteensa 100 %
vaan se voi olla esimerkiksi 85 %. Tahan pyritddn saamaan muutosta, jotta vas-
taukset olisivat yhtenaisempia.

Tutkimuksen tarkoituksena oli tarkastella kolmella eri menetelmalla valmistettu-
jen likvorinaytteiden preparaattien eroja leukosyyttien mikroskooppisessa eritte-
lylaskennassa. Vertailtavina kohteena oli MGG- ja gram-varjatyt sytosentrifuugi-
valmisteet ja toisena vertailun kohteena olivat MGG-varjatyt sytosentrifuugival-
misteet ja gram-varjatyt pisaravalmisteet. MGG- ja gram-varjattyjen sytosentri-
fuugivalmisteiden vertailulla pyrittiin selvittim&éan, saataisiinko kyseisilla mene-
telmilla yhtenevaisempia tuloksia kuin nykyisin kaytdssa olevista MGG-

varjatyista sytosentrifuugivalmisteista ja gram-varjatyista pisaravalmisteista.

Aineiston mikroskopointivaiheessa tarkoituksena oli laskea kaikki nahdyt solut,
jolloin jokaisesta preparaatista sen valmistuksesta riippumatta Kirjattiin kaikki
nahdyt granulosyytit, lymfosyytit, monosyytit, eosinofiilit ja basofiilit erikseen.
Kyseiset tulokset ovat nahtavilla liitteesté 4. Tuloksia analysoitaessa tutkija paa-
tyi analysoimaan tuloksia tilastollisin menetelmin siten, ettd han yhdisti gram-
varjattyjen pisaravalmisteiden muiden solujen osuudet kyseisten valmisteiden
lymfosyyttiosuuksiin. T&h&n han paatyi, silla kaytdnnéssad mahdollisesti nahta-
vat monosyytit gram-varjatyissa pisaravalmisteissa lasketaan lymfosyyttien suh-

teelliseen prosenttiosuuteen (mononukleaariset solut). Nain ollen ndhdaan ta-
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manhetkisten menetelmien erot kaytadnnossa, kun kaytdossa on MGG-varjatyt
sytosentrifuugivalmisteet ja gram-varjatyt pisaravalmisteet. Tutkija halusi tuoda
lisdksi esille, miten tuloksiin vaikuttaa, jos gram-varjatyistd pisaravalmisteista
laskettaisiin muut solut erikseen, kuten tehddadn MGG-varjatyissa sytosentrifuu-

givalmisteissa.

Tutkimuksen tuloksista voidaan paatelld, etta kayttamalla sytosentrifuugimene-
telmaa likvorindytteiden leukosyyttien mikroskooppisessa erittelylaskennassa,
saadaan yhtenevaisempié tuloksia MGG- ja gram-varjatyista valmisteista kuin
mitd saadaan kayttamalla MGG-varjattyja sytosentrifuugivalmisteita ja gram-
varjattyja pisaravalmisteita. MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja
gram-varjattyjen pisaravalmisteiden tulosten eroavuudet véhenivét jonkin ver-
ran, kun gram-varjatyista pisaravalmisteista laskettiin myds muut solut erikseen.
Kyseisella menetelmalla saadut tulokset eivat olleet kuitenkaan yhta yhtenevia

kuin mita oli MGG- ja gram-varjatyilla sytosentrifuugimenetelmilla.

Korrelaatiokuvioista voidaan nahda, ettei sytosentrifuugivalmisteiden tuloksien
valilla esiinny juuri vaihtelua. Tarkasteltaessa nykyisin kaytdssa olevien mene-
telmien eli MGG-varjattyjen sytosentrifuugivalmisteiden ja gram-varjattyjen pisa-
ravalmisteiden korrelaatiokuviota nahdaan, etta vaihtelua kyseisten naytteiden
tulosten vdlilla esiintyy huomattavasti enemman kuin sytosentrifuugivalmisteis-
sa. Nain ollen voidaan korrelaatiokuvion avulla paatelld, ettd sytosentrifuugime-
netelmélla saadaan yhtenevaisempia tuloksia rippumatta mita véarjaysmenetel-

maa kaytetaan.

Parierojen t-testauksen mukaan kaikkien verrattavien tulosten valilla esiintyy
eroa lukuun ottamatta granulosyyttituloksia, jotka eivat eronneet tilastollisesti
toisistaan riippumatta menetelmastd, jota kaytettiin. Erot johtuvat todenndkai-
sesti aineiston pienesta koosta, jossa tehtiin leukosyyttien mikroskooppinen erit-
telylaskenta 18 preparaatista yhta menetelmaa kohden. Suuremman aineiston
avulla saataisiin todennakoisesti vertailukelpoisempia tuloksia. Tulosten ana-
lyyseistd voidaan kuitenkin n&dhda, etta leukosyyttien mikroskooppisesta erittely-
laskennasta saadaan yhtenevaisempia tuloksia kayttamalla sytosentrifuugival-

mistetta kummassakin varjaysmenetelmassa kuin mita MGG-varjatylla sytosent-
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rifuugivalmisteella ja gram-varjatylla pisaravalmisteella saadaan. Myoés MGG-
varjatyista sytosentrifuugivalmisteista ja gram-varjatyista pisaravalmisteista saa-
taisiin yhtenevaisempia tuloksia laskemalla gram-varjatyista pisaravalmisteista

muut solut erikseen.

Tutkimuksen tulosten ja tutkijan mikroskopointihavaintojen perusteella sytosent-
rifuugin kayttod likvorin preparaatin valmistuksessa olisi hyvd menetelmé leuko-
syyttien mikroskooppisessa erittelylaskennassa. Ainut huono puoli kyseisesséa
menetelmassa on naytemaara, jota tarvitaan 500 pl yhta preparaattia kohden.
Yhtenaistamalla hematologian ja paivystyslaboratorion likvorin preparaattien
valmistusmenetelmat siten, ettd molemmissa laboratorioissa kaytettaisiin sy-
tosentrifuugimenetelmaa, saataisiin naytteiden solumorfologia paremmin esille
ja nain tuloksista saataisiin luotettavampia seké yhtenevéaisempia laboratorioi-

den valilla.

Tutkimuksen suoritus eteni suunnitellusti teoreettisen viitekehyksen laatimisesta
tulosten analysointiin tilastollisin menetelmin. Tutkimuksen suorittaja perehtyi
tutkimuksen teoreettisen viitekehyksen seka tilastollisten menetelmien teoriaan.
Han perehtyi myos likvorin naytteenkasittelyyn seka preparaatin valmistusme-
netelmiin. Valmistusmenetelmind kaytettiin sytosentrifuugi- ja pisaratekniikkaa
ja varjaysmenetelmina MGG- ja gram-varjaysta. Perehdytys tapahtui laborato-
riohoitajien opastuksella seka laboratorion tydohjeiden avulla. Tutkija perehtyi
lisaksi mikroskopointitekniikkaan seka likvorin solumorfologiaan.

Tutkimuksessa kaytetyt lahteet olivat luotettavia, eika niitd kaytetty vaarin. Lah-
teet ja lahdeviitteet kirjattiin huolellisesti ja tarkasti oikein. Osa lahteista oli mel-
ko vanhoja, mutta vertailtaessa niita uudempiin teoksiin todettiin niiden sisalté
samanveroiseksi. Nain ollen vanhempiakin lahteita voitiin kayttaa. Lahteita kay-
tettiin monipuolisesti kayttden sekd kotimaisia ettéd ulkomaisia lahteita. Tutkija
vertaili useaa eri lahdetta keskendan ja totesi lahteet luotettaviksi asiasisaltdjen

ollessa samoja.

Aineisto koostui 72 preparaatista (n=72), jotka kasittivat 18 potilaan naytteet.

Naista 36 valmistettiin kayttdmalla sytosentrifuugimenetelmaa ja toiset 36 pre-
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paraattia valmistettiin kayttamalla pisaramenetelmaa. Sytosentrifuugivalmisteis-
ta 18 varjattiin kayttamalla MGG-varia ja 18 gram-varia. Pisaravalmisteista 18
varjattiin kayttaen MGG-varjaysta ja 18 gram-varjaysta. Jokaisesta preparaatis-
ta suoritettiin leukosyyttien mikroskooppinen erittelylaskenta. Erittelylaskentaa
hankaloitti usean naytteen verisyys, jolloin suuri punasolumaara saattoi peittaa
leukosyytteja alleen. Aineiston keruuvaiheessa tehtiin naytteista myos MGG-
varjatyt pisaravalmisteet. Niiden tuloksia ei kuitenkaan vertailtu tilastollisin me-
netelmin muiden tulosten kanssa, silla MGG-varjattyjen pisaravalmisteiden so-

lumorfologiaa ei ollut selkeasti néhtavissa.

Valmistettaessa sytosentrifuugivalmisteita kaytettiin naytemaarana 300 ul, joka
poikkeaa normaalista kaytossa olevasta maarasta (500 pl). Tutkija paatyi tahan,
jotta saatiin mahdollisimman moni nayte riittamaan tutkimusta varten. Tama on
saattanut myos vaikuttaa jonkin verran saatuihin tuloksiin. Toisaalta kaikkiin
tutkimuksessa tehtyihin sytosentrifuugivalmisteisiin kaytettiin 300 pl naytetta,
jolloin nayteméaara ei vaihdellut valmisteissa ja eri preparaattien tuloksista saa-
tiin n&in ollen yhta luotettavia.

Tutkimuksen luotettavuutta lisési se, etta tutkija suoritti itse preparaattien val-
mistuksen, jolloin voidaan varmistua siita, ettd kaikki preparaatit on valmistettu
samalla tavalla ja ne ovat luotettavasti verrannollisia keskendan. Tutkija pyrki
valmistamaan preparaatit mahdollisimman pian naytteen saavuttua laboratori-
oon. Aina se ei kuitenkaan ollut mahdollista ja jouduttiin kayttamaan naytteita,
jotka olivat seisseet useamman tunnin ajan. Tutkija kuitenkin paatti kyseisten
naytteiden soveltuvan tutkimukseen, silla naytteen valmisteet tehtiin kuitenkin
samaan aikaan, jolloin preparaattien valilla ei ollut eroa solumaarissa. Nayttei-
den seisotus kuitenkin hankaloitti pisaravalmisteiden leukosyyttien mikroskoop-
pista erittelylaskentaa jonkin verran, sill&a solumorfologia oli paassyt hieman kar-
simaan, kun osa soluista oli kuivuneita tai hajonneita, jolloin niiden tunnistus oli

hankalaa.

Sytosentrifuugivalmisteissa molempia varjadysmenetelmia kaytettdessa (MGG ja
gram) solumorfologia oli helposti havaittavissa, jolloin menetelméa soveltuu hyvin

leukosyyttien mikroskooppiseen erittelylaskentaan. Ongelmana on, etté likvorin
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naytemaara ei ole aina kovin suuri ja sytosentrifuugivalmisteeseen tarvitaan 500
pl naytettd, jolloin muut tarvittavat tutkimukset karsivat. Gram-varjattyjen pisara-
valmisteiden solumorfologia ei ole kovin selvasti erotettavissa, mutta sita kayte-
taankin ensisijaisesti bakteerien tunnistukseen. Paivystyslaboratoriossa on
usein kiire, jolloin gram-véarjays sopii sen nopeuden vuoksi heidan kaytant6onsa

kun taas MGG-varjays on enemman aikaa vievaa.

Tutkimuksen luotettavuutta tarkastellaan mm. mittaamisen ja aineistojen keruun
suhteen seka tulosten luotettavuutena. Tulosten luotettavuus riippuu siind kay-
tetyista mittareista. Mittarin tulee rajata tutkittava kasite ja sen tulee olla herkka,
jotta voidaan erotella kasitteista eri tasoja. Sen tulee kuvata tutkittavaa kasitetta

oikein. (Vehvildinen-Julkunen & Paunonen 1997; 206.)

Tutkimuksissa tulee pyrkia arvioimaan tehdyn tutkimuksen luotettavuutta erilai-
sin mittaus- ja tutkimustavoin. Tutkimuksen reliabiliteetilla tarkoitetaan mittaus-
tulosten toistettavuutta ja tarkkuutta, jolloin tulosten ei tule olla sattumanvarai-
sia. (Hirsjarvi ym. 2007b; 226, Heikkila 2007a; 30.) Tutkimuksen tuloksia kasitel-
tiin erilaisin tilastollisin menetelmin, joiden avulla voitiin arvioida mittareiden luo-
tettavuutta. Tulosten tulkintaa varten tutkija perehtyi hyvin kaytettyihin tilastollis-
ten menetelmien analyyseihin. Virheiden valttamiseksi tutkija oli tarkka ja kriitti-
nen jokaisessa tutkimusvaiheessa. Tulosten varmistamiseksi han laski jokaisen
preparaatin vahintddn kahteen kertaan. Nain han sai varmuuden saaduista suh-
teellisista leukosyyttien suhteellisista prosenttiosuuksista. Tuloksia syttettaessa
han tarkisti niiden paikkansapitavyyden useampaan kertaan. Tutkimuksen suo-
ritti tutkija yksin, jolloin leukosyyttien mikroskooppista erittelylaskentaa ei ku-

kaan toinen suorittanut.

Tutkimuksen validiteetin avulla selvitetdan mittarin tai tutkimusmenetelman ky-
kya mitata sitd, mita oli tarkoituskin mitata (Hirsjarvi ym. 2007b; 226, Heikkila
2008a; 29). Karkeasti ottaen se tarkoittaa systemaattisen virheen puuttumista ja
se varmistetaan etukateen huolellisella suunnittelulla ja tarkoin harkitulla tiedon-
keruulla (Heikkila 2008a; 29-30). Tutkija valitsi naytteet, joiden kriteerit tayttyi-
vat tutkimusta varten. Nain varmistettiin, ettei tutkimukseen otettu mm. lilan va-

hasoluisia naytteitd. Preparaattien valmistus tapahtui myos tutkijan toimesta,
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jolloin niiden valmistuksessa ei tapahtunut poikkeamia, silla ne tehtiin kaikki
samalla tavalla. Samoin tutkija suoritti leukosyyttien mikroskooppisen erittely-
laskennan jokaisesta preparaatista, jolloin solujen tunnistuksessa ei tapahtunut
vaihtelua.

Jatkotutkimusaiheina voisi olla tdm&n saman tutkimuksen suorittaminen suu-
remmalla aineistolla, jolloin tuloksista saataisiin luotettavampia. Lis&ksi voitaisiin
verrata sytosentrifuugivalmisteiden tulosten eroavuuksia kaytettdessa esimer-
kiksi 300 pl ja 500 pl naytetta preparaattien valmistuksessa. Taman tutkimuksen
avulla voitaisiin selvittaa riittaisiko likvorin preparaattien valmistukseen mahdol-
lisesti pienempi naytemaara. Jatkotutkimuksena voisi myds selvittaa miten eria-
vat vastaukset likvorin leukosyyttien mikroskooppisesta erittelylaskennasta tulki-
taan osastoilla.
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Bakteerivarjays (Gram-varjays)

1. Valmiste kiinnitetdan metanolissa 1 min. Metanoli tulee vaihtaa uuteen sen
ollessa yli kolme tuntia vanhaa. Steriileja naytteita varten kaytetddn omaa allas-
ta. Metanolikiinnityksen jalkeen lasit ilmakuivataan.

2. Valmiste peitetaan kristalliviolettiliuoksella ja annetaan vaikuttaa 1 min, jonka
jalkeen valmiste huuhdellaan vesijohtovedella.

3. Valmiste peiteta&dn Gramin jodiliuoksella ja annetaan vaikuttaa 1 min, jonka

jalkeen valmiste huuhdellaan vesijohtovedella.

4. Valmistetta huuhdellaan etanoli-asetoniliuoksella noin 30 sekuntia tai kunnes

varia ei enaa lahde. Sen jalkeen se huuhdellaan lyhyesti vesijohtovedella.

5. Valmiste peitetaan safraniiniliuoksella ja annetaan vaikuttaa 1 min, jonka jal-

keen valmiste huuhdellaan vesijohtovedella.

6. Valmisteen annetaan kuivua.
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May-Grinwald-Giemsa-varjays (MGG-varjays)

SAKURA VARJAYSAUTOMAATTI

Ohjelma 1 /| MGG-varjays

1. Astia 1/ metanoli (kiinnitys)

2. Astia 2 / May-Grunwald (2/3) + metanoli (1/3)

3. Astia 3/ Giemsa (55 ml + 400 ml puskuroitua aquaa)
4. Astia 4 / puskuroitu aqua

5. Astia 5/ puskuroitu aqua

6. kuivatus
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