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Ennen jokaista verensiirtoa taytyy tehda useita verensiirtoserologisia tutkimuksia,
jotta voidaan varmistua siita, onko verivalmiste turvallista siirtaa potilaalle. En-
simmaisena maaritetaan potilaan veriryhma ja taman jalkeen ennen verensiirtoa
tehdaan veriryhman tarkistus ja veriryhmavasta-aineiden seulonta. "Type &
Screen”-kaytantda noudattavissa verikeskuksissa, seulonnan ollessa negatiivi-
nen, verensiirrossa ei tarvitse huomioida kuin ABO-veriryhma. Jos seulonta on
positiivinen, taytyy jatkotutkimuksilla tunnistaa mika vasta-aine saa positiivisen
reaktion aikaan. Opinnaytetydn tarkoituksena oli selvittaa, saataisiinko eri vasta-
aineita paremmin esille entsyymikasitellyilla testisoluilla LISS/Coombs-geelikort-
teja kayttaen. Normaalisti vasta-aineiden ilmenemista entsyymikasitellyilla so-
luilla tutkitaan NaCl/Enzyme-korteilla eika LISS/Coombs-korteilla.

Tutkimuksen nayteaineisto koottiin Fimlab Laboratoriot Oy:n potilasnaytteista ja
tutkimukseen otettiin mukaan vasta-aineseulonta-negatiivisia ja -positiivisia nayt-
teitd. Tyon tavoitteena oli tarjota toimeksiantajalle Fimlab Laboratoriot Oy:lle tie-
toa, olisiko kyseisesta menetelmasta hyotya vasta-aineiden tunnistuksessa.
Vasta-aineseulonta-positiivisista naytteistd analysoitiin LISS/Coombs-korttipa-
neelit, NaCl/Enzyme-entsyymikorttipaneelit ja LISS/Coombs-entsyymikorttipa-
neelit, ja saadut reaktiot koottiin taulukoihin. Naiden eri korttien reaktiovoimak-
kuuksia vertailtiin toisiinsa. Erityisesti kiinnostuksen kohteena oli tutkia anti-Jka:n
iimenemista, mutta vasta-aineen harvinaisuuden vuoksi sita ei saatu tutkimuk-
seen mukaan.

Reaktiovoimakkuuksia vertailemalla voidaan tehda johtopaatos, etta suurim-
massa osassa haytteista vasta-aineiden ilmeneminen entsyymikasitellyilld so-
luilla LISS/Coombs-korteilla oli reaktiovoimakkuuksiltaan voimakkaampia tai re-
aktiot olivat yhta voimakkaita kuin entsyymimenetelmalla NaCl/Enzyme-korteilla.
Tutkittavalla menetelmalla saatiin myos reaktioita sellaisilla testisoluilla, joilla ei
muilla menetelmilla tapahtunut reaktiota. Naytemaara oli kuitenkin pieni, joten tut-
kimustulosten varmistamiseksi tarvitaan jatkotutkimuksia. Jatkotutkimukset tulisi
toteuttaa isommalla naytemaaralla, jotta tuloksista voitaisiin paremmin arvioida
kyseisen menetelman hyotyja. Jatkotutkimuksia suositellaan erityisesti Rh- ja
Kell-veriryhmajarjestelmien vasta-aineille. Rh- ja Kell-veriryhmajarjestelmien
vasta-aineet ilmenivat tutkimuksessa paremmin tutkittavalla menetelmalla ja jos
vastaavia tuloksia saataisiin enemman, voisi kyseistd menetelmaa mahdollisesti
kayttaa vasta-aineiden tunnistuksen apuna.

Asiasanat: verensiirtoserologia, veriryhmavasta-aine, entsyymimenetelmat, pyl-
vasagglutinaatiomenetelma
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The aim of this study was to clarify whether different blood group antibodies could
be better identified with enzyme-treated cells and LISS/Coombs-gel cards. In
practice antibodies are identified with NaCl/Enzyme-cards not LISS/Coombs-
cards when using enzyme-treated cells. All the data used in this study were col-
lected and analyzed in Fimlab laboratories blood bank. The purpose was to
gather more information for Fimlab laboratories if the method used in this study
could be used in practice to identify blood group antibodies.

Antibody screening negative and positive samples were collected to the study.
Antibody screening positive samples were analyzed with three different methods:
LISS/Coombs-cards, NaCl/Enzyme-cards with enzyme-treated cells and
LISS/Coombs-cards with enzyme-treated cells. The results from three different
methods were combined into Excel-table and they were compared. Antibody anti-
Jka was the main subject of interest in this study but due to its rarity it could not
be included.

The results show that the maijority of the antibody identification reactions were
more sensitively or equally shown with LISS/Coombs-cards than NaCl/Enzyme-
cards when using enzyme-treated cells. Reactions were also shown with test
cells which had no reactions with other methods than LISS/Coombs-cards and
enzyme-treated cells. Rh- and Kell blood group antibodies were noticed to have
stronger reactions with LISS/Coombs-cards and enzyme-treated cells than other
methods. The small amount of data used in this study requires further studies
with larger data to prove whether this method is beneficial and can be used in
practice.

Key words: blood group serology, blood group antibody, enzyme techniques, col-
umn agglutination technology
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1 JOHDANTO

Suomessa toimitetaan vuosittain sairaaloihin noin 260 000 verivalmistetta 50 000
potilaalle (Ekblom-Kullberg, Savolainen, Koski, Mahlamaki, Sainio, Salmela &
Tienhaara 2018, 206). Veripalvelun veriturvatoimistoon ilmoitettiin vuonna 2015
yhteensa 223 verivalmisteiden siirrosta johtuvaa haittavaikutusta ja naista 12 ol
vakavia (Verivalmisteiden kayton opas 2016, 6). Jokaisessa verensiirrossa on
mahdollisuus haittavaikutukseen. Haittavaikutukset voivat olla lievia tai vakavia
ja henkea uhkaavia. (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 180-181.) Yleensa haittavaiku-
tukset ilmenevat siirron aikana tai viimeistadan vuorokauden kuluttua siirrosta (Ve-
rivalmisteiden kayton opas 2016, 54). Muita verensiirtotoimintaan liittyvia haitta-
tapahtumia ovat vaara verensiirto, verivalmisteen laatuun tai turvallisuuteen liit-
tyva vaaratilanne seka verensiirtotoimintaan liittyva vaaratilanne (Ekblom-Kull-
bergym. 2018, 182, 186). Turvallisen verensiirron kannalta on tarkeaa, etta kaikki
tarvittavat verensiirtotutkimukset on tehty ennen verensiirtoa ja potilas seka veri-

valmiste on tunnistettu luotettavasti (Verivalmisteiden kayton opas 2016, 11).

Verensiirtotutkimuksiin kuuluvia tutkimuksia ovat veriryhnmamaaritys ja veriryh-
matarkistus seka punasoluvasta-aineiden seulonta ja tarvittaessa tehtava puna-
soluvasta-aineiden tunnistus. (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 46.) Lisaksi tehdaan
sopivuuskoe siirrettavaksi suunnitelluille valmisteille. Jos laboratoriossa on kay-
toéssa "Type and Screen’-kaytantd, sopivuuskoetta ei tehda, ellei potilaalla ole tai
aiemmin ole ollut punasoluvasta-aineita. (Verivalmisteiden kayton opas 2016, 10-
11.) Mikali punasoluvasta-aineiden seulonta tulee positiiviseksi, vasta-aine taytyy
tunnistaa, jotta saadaan selville, onko kyseessa kliinisesti merkityksellinen vasta-
aine (McCullough 2017, 244). Vasta-aineen tunnistaminen on tarkeaa, silla tun-
nistamaton ja kliinisesti merkityksellinen vasta-aine voi aiheuttaa verensiirrossa

hemolyyttisen verensiirtoreaktion (Murphy, Roberts & Yazer 2017, 60).

Kun vasta-aineseulonnasta saadaan positiivinen tulos, taytyy tehda vasta-ainei-
den tunnistus (Harmening 2018, 237). Myds positiivinen tulos sopivuuskokeessa
tai ylimaarainen reaktio ABO-maarityksen plasmapuolella ovat syita tunnistuksen

tekemiselle. Suomessa vasta-aineiden tunnistuksessa kaytetaan solupaneeleja,
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joissa on yleensa 11 punasolususpensiota, joiden fenotyyppi tunnetaan. Nayt-
teessa mahdollisesti olevat vasta-aineet tarttuvat reagenssipunasoluihin ja ne
voidaan osoittaa antiglobuliinireagenssin avulla. (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 64.)
Vasta-aineiden tunnistuksessa kaytetaan usein entsyymeja, silla osa vasta-ai-
neista saadaan esille paremmin entsyymimenetelmaa kaytettdessa. Osa vasta-
aineista kuitenkin tuhoutuu entsyymikasittelyssa, joten joidenkin vasta-aineiden

kohdalla menetelmasta ei ole hyotya. (Harmening 2018, 70.)

Opinnaytetyon aiheena on tutkia eri vasta-aineiden ilmenemista entsyymikasitel-
lyilla soluilla LISS/Coombs- korteilla. Normaalisti vasta-aineiden ilmenemista ent-
syymikasitellyilla soluilla tutkitaan NaCl/Enzyme-korteilla eika LISS/Coombs-kor-
teilla. Opinnaytetyon tarkoituksena on selvittaa, saataisiinko eri vasta-aineita pa-
remmin esille entsyymikasitellyilla testisoluilla LISS/Coombs-kortteja kayttaen.
Fimlab Laboratoriot Oy:n on tarkea saada tietoa, olisiko kyseisestd menetelmasta

hyotya vasta-aineiden tunnistuksessa.

Opinnaytetyon toimeksiantajana on Fimlab Laboratoriot Oy:n Tampereen veri-
keskus. Fimlab Laboratoriot Oy on yritys, joka tuottaa laboratoriopalveluita Pir-
kanmaan, Kanta-Hameen, Keski-Suomen ja Paijat-Hameen alueilla ja silla on |a-
hes sata toimipistetta. Yrityksen omistavat Pirkanmaan, Kanta-Hameen ja Keski-
Suomen sairaanhoitopiirin kuntayhtymat ja Paijat-Hameen hyvinvointikuntayh-
tyma. Veriryhmavasta-aineiden ilmenemista tutkitaan Fimlab Laboratoriot Oy:n
hematologian laboratorion verikeskuksessa. Verikeskuksen tehtavana on tehda
verensiirtoja edeltavat sopivuustutkimukset seka verivalmisteiden varastointi ja

jakelu. (Fimlab Laboratoriot Oy n.d.)

Opinnaytetydssa kasitellaan aluksi teoriatietoa veriryhmajarjestelmista. Lisaksi
kasitellaan verensiirtoserologisia tutkimuksia, jossa perehdytaan vasta-aineiden
tunnistukseen. Tutkimusmenetelmia on kuvattu kappaleessa nelja ja tutkimustu-
loksia kappaleessa kuusi, jossa kerrotaan tutkimusnaytteista, tutkimuksen tulok-
sista ja johtopaatoksista.



2 VERIRYHMAJARJESTELMAT

2.1.Punasoluantigeenit

Molekyylia voidaan kutsua antigeeniksi, jos se pystytaan tunnistamaan sille spe-
sifisen vasta-aineen avulla. Antigeenit voivat olla proteiineja, glykoproteiineja tai
glykolipideja, jotka toimivat punasolujen pintamarkkereina niiden solukalvojen
pinnalla. Ne ovat punasolun solukalvoon Kiinnittyneita kiinteitd rakenteita ja ne
voivat lapaista solukalvon kerran, useamman kerran tai ne voivat olla ankkuroi-
tuneina lipidihannan avulla solukalvoon lapaisematta solukalvoa. (Daniels & Bro-
milow 2014, 1-3.) Punasolujen pinnalla olevat antigeenit maarittavat yksilon veri-
ryhman (Dean 2005). Punasolujen pinnalta 16ytyy monia erilaisia punasoluanti-
geeneja ja perima maarittaa sen, mita eri antigeeneja yksilon punasolujen pin-
nalla ilmenee (Choudhury & Bharucha 2017, 91). Eri veriryhmajarjestelmien ve-
riryhmaantigeenien maara punasolujen pinnalla voi vaihdella 1500:sta yli miljoo-

naan per punasolu (McCullough 2017, 173).

Immuunipuolustus aktivoituu antigeenien kautta. Esimerkiksi jos potilas saa ve-
rensiirrossa sellaisia punasoluja elimistdoonsa, joiden pinnalla on elimistdlle vie-
raita antigeeneja, elimistd hyokkaa naitda punasoluja vastaan. Elimistd voi siis
hyokata sellaisia soluja vastaan, joiden antigeenirakenteita se ei tunnista. Elimis-
ton omien solujen antigeenit ovat sille tuttuja, joten terveen inmisen immuunipuo-

lustus ei aktivoidu naitd omia rakenteita vastaan. (Dean 2005.)

2.2.Punasoluvasta-aineet

Vasta-aineet ovat rakenteellisesti samankaltainen joukko proteiineja, joita kutsu-
taan immunoglobuliineiksi (Ig) (Klein & Anstee 2014, 62). Ne tunnistavat elimis-
tolle vieraita antigeeneja. Tarttumalla antigeeniin vasta-aineet saavat aikaan sen
maaraaman biologisen reaktion elimistdéssa. (Choudhury & Bharucha 2017, 94;
Klein & Anstee 2014, 62.)
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Punasoluvasta-aineet voivat olla luonnollisia vasta-aineita tai allovasta-aineita.
Allovasta-aineet ovat syntyneet jonkin immunisoivan tapahtuman, kuten veren-
siirron tai raskauden seurauksena. (Daniels & Bromilow 2014, 3.) Luonnolliset
vasta-aineet ovat muodostuneet ilman immunisoivaa tapahtumaa. Esimerkiksi
ABO-veriryhmajarjestelman vasta-aineet anti-A ja anti-B ovat luonnollisia vasta-
aineita. (Klein & Anstee 2014, 71.) Naita anti-A ja -B vasta-aineita kutsutaan
isoagglutiniineiksi. Oletetaan, ettd ruuansulatuskanavan bakteerit laukaisevat
isoagglutiniinien muodostumisen varhaislapsuudessa. (Murphy, Pamphilon &
Heddle 2013, 17.)

Punasoluvasta-aineet voivat olla myods autovasta-aineita. Tallaiset vasta-aineet
reagoivat henkildon omia veriryhmatekijoitd kohtaan. Ne tulevat esiin verensiirto-
serologisissa tutkimuksissa, kun potilaan plasma reagoi kaikilla punasoluvasta-
aineiden tunnistuspaneelin reagenssisoluilla seka potilaan omilla punasoluilla.
(Murphy ym. 2013, 245.) Autovasta-aineiden kliininen merkitys vaihtelee ja ve-
rensiirroissa ne huomioidaan potilaskohtaisesti (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 14-
15).

Punasoluvasta-aineet voidaan jakaa myos kliinisesti merkityksellisiin ja kliinisesti
merkityksettomiin vasta-aineisiin (Verivalmisteiden kayton opas 2016, 16-17).
Kliinisesti merkitykselliset vasta-aineet voivat aiheuttaa hemolyyttisia verensiirto-
reaktioita ja sikion ja vastasyntyneen hemolyyttista tautia (HDN) (llmakunnas
2019, 48). Kaikki kliinisesti merkitykselliset punasoluvasta-aineet on huomioitava
punasoluvalmisteita valittaessa, mukaan lukien aikaisemmin todetut vaikka niita
ei enaa todettaisi vasta-aineseulonnassa. Tallaisessa tilanteessa verensiirtoon
valitaan sellaisia valmisteita, joista puuttuvat ne veriryhmatekijat, joita kohtaan
potilaalla on vasta-aineita. (Verivalmisteiden kaytén opas 2016, 16.) Kliinisesti
merkityksettomat vasta-aineet voivat taas hairita verensiirtoserologisia tutkimuk-

sia, mutta ne eivat aiheuta verensiirtoreaktioita (Ilmakunnas 2019, 48).

Luonnolliset vasta-aineet ovat yleensa IgM-luokan vasta-aineita, ja allovasta-ai-
neet ovat IgG-luokan vasta-aineita. Joskus verirynmavasta-aineet voivat olla
myds IgA-luokan vasta-aineita. (Daniels & Bromilov 2014, 3.) Jotta agglutinaatio
tapahtuu, vasta-aineen taytyy tarttua useampaan punasoluun kerralla. IgM-luo-
kan vasta-aineet pystyvat agglutinoimaan punasoluja suoraan, koska niilla on
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useampi sitoutumiskohta, joten ne voivat tarttua useampaan punasoluun kerral-
laan. IgG-luokan vasta-aineet taas eivat pysty suoraan agglutinaatioon, koska ne
voivat kiinnittya vain yhteen punasoluun kerrallaan, silla niilla on vain kaksi sitou-
tumiskohtaa. (Daniels & Bromilow 2014, 10; Choudhury & Bharucha 2017, 96,
98.) Taman takia IgM-luokan vasta-aineet reagoivat parhaiten suorassa antiglo-
buliinimenetelmassa, kun taas IgG-luokan vasta-aineet epasuorassa antiglobulii-

nimenetelmassa (Reid, Lomas-Francis & Olsson 2012, 20).

2.3 Veriryhmat

The International Society of Blood Transfusionin (ISBT) mukaan nykyisin tunne-
taan 36 eri veriryhmajarjestelmaa ja erilaisia punasoluantigeeneja yli 300. Veri-
ryhmajarjestelmat voivat sisaltaa joko yhden tai useamman punasoluantigeenin.
(ISBT n.d.) Veriryhmat ovat kliinisesti erittain merkityksellisia verensiirroissa. Mo-
net veriryhnmavasta-aineet pystyvat aiheuttamaan nopean siirrettyjen punasolu-
jen tuhoutumisreaktion, ja nain syntyy hemolyyttinen verensiirtoreaktio joko heti
tai useamman paivan kuluttua verensiirron jalkeen. (Daniels & Bromilov 2014, 3.)
Verensiirron kannalta tarkeimmat veriryhmajarjestelmat ovat ABO- ja Rh-veriryh-
majarjestelmat (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 8). Muita veriryhmajarjestelmia ovat
esimerkiksi Kell, Duffy, Kidd, MNS ja Lutherian. Naiden veriryhmajarjestelmien
vasta-aineita kohdataan ABO- ja Rh-veriryhmajarjestelmien jalkeen eniten veren-

siirtoserologisissa tutkimuksissa. (Harmening 2018, 175).

ABO-veriryhmajarjestelmassa on kaksi antigeenia, A ja B antigeenit. Geenien al-
leelit maarittavat, mitka antigeenit esiintyvat punasolujen pinnalla. ABO-veriryh-
man alleelit ovat A, B ja O. Jos omistaa alleelin O, se tarkoittaa, etta ei tuota A
eika B antigeeneja. Punasolujen pinnalla ei siis ole kumpaakaan antigeenia. Nain
ollen nama kolme alleelia muodostavat nelja erilaista fenotyyppia: A, B, AB ja O.
(Daniels & Bromilow 2014, 22.) ABO-veriryhmajarjestelma on verensiirron kan-
nalta tarkein veriryhmajarjestelma, koska ABO-ryhman antigeenit ovat kaikista
antigeeneista immunogeenisimpia seka immuunisysteemi kehittaa vasta-aineita
luonnostaan niita antigeeneja kohtaan, joita punasolujen pinnalla ei ole (Dean
2005). Esimerkiksi henkild, jolla on veriryhma A, on muodostanut vasta-aineita

antigeenia B kohtaan, kun taas veriryhma O muodostaa vasta-aineita seka A:ta
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etta B:ta kohtaan. ABO vasta-aineet ovat IgM luokan vasta-aineita ja ne aktivoi-
tuvat 37°C:ssa, joten ne aiheuttavat valittbmasti punasolujen tuhoutumisen, joka
voi aiheuttaa vakavan ja jopa kuolemaan johtavan hemolyyttisen verensiirtoreak-
tion. (Murphy ym. 2017, 33.)

Rh- veriryhmajarjestelman D-antigeeni on erittain immunogeeninen. Jos D posi-
tiivista verta siirretdan D negatiiviselle, 90 % tapauksissa veren vastaanottaja ke-
hittdd anti-D vasta-ainetta. D negatiivinen nainen voi myos kehittaa vasta-aine
anti-D:n jos han on raskaana ja sikid on veriryhmaltaan D postiviinen, ellei aiti
saa anti-D-suojausta. Punasoluja paasee jonkin verran istukan kautta sikiosta ai-
tiin ja ndin han immunisoituu. Seuraavassa raskaudessa, jos siki® on veriryhmal-
taan D negatiivinen, voi raskaus johtaa sikion hemolyyttiseen tautiin. (Klein &
Anstee 2014, 167.) Rh-veriryhmajarjestelmaan kuuluu 56 eri antigeenia. D-anti-
geenin lisaksi tarkeimpia ovat C, c, E ja e. Rh-ryhman antigeenit ovat todella im-
munisoivia ja naista D-antigeeni on kaikista immunogeenisin. (Harmening 2019,
158.) Se on jopa 20 kertaa immunogeenisempi kuin toiseksi immunogeenisin Rh-
antigeeni c. Taman takia yleensa puhutaan D positiivisesta Rh positiivisena ja D

negatiivisesta Rh negatiivisena. (Klein & Anstee 2014, 167.)

Kell-veriryhmajarjestelman antigeenia K vastaan muodostunut vasta-aine, anti-
K, voi aiheuttaa vakavan verensiirtoreaktion. 10 % K-negatiivisista potilaista,
jotka ovat saaneet verensiirrossa K-positiivisia verivalmisteita, alkavat muodos-
taa vasta-ainetta antigeenia K kohtaan. Taman takia se on D-antigeenin jalkeen
toiseksi immunogeenisin antigeeni. (Murphy ym. 2017, 39). Suomessa noin 4 %
vaestosta on K positiivisia mutta muualla Iansimaissa antigeeni on yleisempi, 9
% luokkaa. Muita tunnetuimpia Kell-veriryhmajarjestelman antigeeneja ovat k,
Kpa, Kpb, Jsa, Jsb ja Ula (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 28; Harmening 2018, 194-
195). Ula-antigeeni on niin sanotusti suomalainen Kell-jarjestelman antigeeni ja

sen esiintyvyys vaestdssa on noin 2 % (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 28).

Duffy-veriryhmajarjestelman tarkeimmat antigeenit verensiirtoserologiassa ovat
Fya ja Fyb. Anti-Fya on yleinen vasta-aine, vaikka sen esiintyvyys onkin kolme
kertaa pienempi kuin anti-K:n. Anti-Fyb vasta-aineen esiintyvyys on taas 20 ker-

taa pienempi kuin anti-Fya:n, joten se ei ole niin yleinen. (Harmening 2018, 198).



12

50 % suomalaisista kuuluu yleisimpaan fenotyyppiin fy(a+b+), eli punasolun pin-
nalta 16ytyy molemmat antigeenit. 23 % suomalaisista kuuluu Fy(a-b-) fenotyyp-
piin ja 27% Fy(a-b+) fenotyyppiin. (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 30).

Kidd-veriryhmajarjestelmaan kuuluu vain kolme antigeenia, Jka, Jkb ja Jk3. Jos
ihminen kuuluu Jk(a-b-) fenotyyppiin, eli molemmat antigeenit puuttuvat, kutsu-
taan fenotyyppia nimella Jk3. Tama fenotyyppi on erittdin harvinainen ja sita on
|0ydetty eurooppalaisista suvuista esimerkiksi Suomesta. (Harmening 2018, 199,
201.) Suomalaisista noin 50 % vaestosta on fenotyypiltdan Jk(a+b+). Jk(a+b-)
fenotyyppiin kuuluu noin 25 % ja Jk(a-b+) fenotyyppiin noin 25 % suomalaisista.
(Ekblom-Kullberg ym. 2018, 31).

MNS-veriryhmajarjestelman antigeeneja ovat M, N, S ja s. Anti-M ja anti-N vasta-
aineet ovat kliinisesti merkityksettomia vasta-aineita. Joissain tapauksissa anti-M
on kuitenkin aiheuttanut viivastyneita verensiirtoreaktioita. Anti-S ja anti-s taas
ovat aina kliinisesti merkityksellisia vasta-aineita, eli ne voivat aiheuttaa veren-
siirtoreaktion. (Dean 2005.) Lewis-veriryhmajarjestelmaan kuuluvat antigeenit
Lea ja Leb. Suomessa fenotyypit esiintyvat seuraavasti: Le(a+b-) 12 %:lla, Le(a-
b+) 78 %:lla ja Le(a-b-) 10 %:lla vaestosta. Lewis-jarjestelman punasoluvasta-
aineet ovat luonnollisia vasta-aineita, joten niita ei pideta verensiirron kannalta
merkityksellisina. (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 40.) Lutherian-veriryhmajarjestel-
man antigeenit ovat Lua ja Lub. Anti-Lua ei ole kliinisesti merkityksellinen vasta-
aine, kun taas anti-Lub on ja se tulee aina huomioida verensiirrossa. (Ekblom-
Kullberg ym. 2018, 39.)

Muita veriryhmajarjestelmia ovat Landsteiner-Weiner-jarjestelma, P1PK-jarjes-
telma, Vel-jarjestelma, Colton-jarjestelma, Cromer-jarjestelma, Gerbich-jarjes-
telma, Chido/Rodgers-jarjestelma, Xg-jarjestelma ja Bg (HLA) -veriryhmat. Hen-
kildlld voi myos olla harvinainen veriryhma, jolloin punasolujen pinnalla on jokin
punasoluantigeeni, jota juuri kellaan toisella ei tavata tai henkildon punasoluista
puuttuu jokin veriryhmatekija, jota on vaestdossa melkein kaikilla muilla. Harvinai-
siin veriryhmiin kuuluvilla henkildilla punasoluvasta-aineet ovat yleensa immuni-
soitumisen seurausta. (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 33-43.) Veriryhmatekija luoki-
tellaan harvinaiseksi, kun sen esiintyvyys vaestossa on noin 1:1000 henkiloa (Ve-
ripalvelu 2018).
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2.4 Verensiirto ja sen haittavaikutukset

Verensiirrossa veriryhmilla on suuri kliininen merkitys. ABO-veriryhmajarjestel-
man loytyminen oli yksi tarkeimmista verensiirtoja mahdollistavista tekijoista. Jos
elimisto on kehittanyt jotain vasta-ainetta tiettya antigeenia kohtaan, ja siirretyissa
punasoluissa on kyseista antigeenia, syntyy hemolyyttinen verensiirtoreaktio.
(Daniels & Bromilov 2014, 3.) Tavallisimpia hemolyyttisen verensiirtoreaktion
haittavaikutuksia ovat kuume, vilunvaristykset, urtikaria ja hengenahdistus. Va-
kavia, henkea uhkaavia ovat akuutti hemolyysi, sepsis, anafylaksia, akuutti keuh-
kovaurio ja verenkierron ylikuormitus. (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 181.) Useim-
miten hemolyyttinen verensiirtoreaktio johtuu ABO-virheesta, joka usein johtuu
potilaan virheellisestd tunnistamisesta jossain vaiheessa verensiirtoketjua (llma-
kunnas 2019).

Hemolyysi tapahtuu intra- tai ekstravaskulaarisesti. Pieni osa veriryhmavasta-ai-
neista kykenee intravaskulaariseen hemolyysiin, jolloin vasta-aine aktivoi komp-
lementin loppuun saakka suoraan punasolun pinnalla, jolloin punasolut tuhoutu-
vat muutamassa minuutissa intravaskulaarisesti. Tallaisia ovat esimerkiksi ABO-
isoagglutiniinit ja anti-Jk-vasta-aineet. Suurin osa vasta-aineista aiheuttaa hemo-
lyysin ekstravaskulaarisesti. Talldin kudosmakrofagit poistavat veriryhmavasta-
aineiden merkkaamat punasolut verenkierrosta pernassa ja maksassa. (Ilmakun-
nas 2019.)

Verensiirtoreaktiot jaotellaan myds valittdomiin tai viivastyneisiin verensiirtoreakti-
oihin (Reid ym. 2012, 21). Useimmiten haittavaikutukset ilmenevat verensiirron
aikana tai viimeistaan 24 tunnin kuluttua siirrosta. Jotkin harvinaiset verensiirto-
reaktiot voivat ilmaantua vasta useiden viikkojen tai jopa vuosien kuluttua veren-
siirrosta. (Verivalmisteiden kayton opas 2016, 54.) Lievat verensiirrosta johtuvat
haittavaikutukset tai vaarat verensiirrot ilmoitetaan oman sairaalan verikeskuk-
seen tai laboratorioon, jossa ne tilastoidaan ja ilmoitetaan vuosittain veriturvatoi-
mistoon. Vakavat haitat ja vaaratilanteet on ilmoitettava Veripalvelun veriturvatoi-

mistoon. (Verivalmisteiden kaytdon opas 2016, 58.)
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3 VERENSIIRTOSEROLOGISET TUTKIMUKSET

Verensiirtotutkimuksiin kuuluvat kerran tehtava veriryhmanmaaritys (E-ABORh),
veriryhmavasta-aineiden seulonta (P-VRADb-O) ja tarvittaessa sopivuuskoe (X-
koe) ja punasoluvasta-aineiden tunnistus (B-VRAbTu1). Veriryhmantarkistus teh-
daan sopivuusnaytteesta ennen jokaista punasolujen siirtoa. Veriryhmamaaritys
ja sopivuuskoe tulee maarittaa kahden eri naytteenottajan toimesta otetuista
naytteista. Kun veriryhma tarkastetaan eri naytteesta ennen jokaista verensiirtoa,
saadaan kiinni virheet potilaan tunnistuksessa, ja nain minimoitua virheelliset ve-
rensiirrot. (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 46, 114.) Verensiirtoserologisissa tutki-
muksissa voidaan kayttaa naytemateriaalina joko plasmaa tai seerumia. Seeru-
missa voi esiintya fibriinihyytymia, joka voi aiheuttaa tiettyja tekniikkoja kaytetta-
essa vaaria positiivisia tuloksia, joten plasman ja tarkemmin EDTA-plasman
kayttd on suositeltavaa. (Choudhury & Bharucha 2017, 237.)

Veriryhmamaarityksessa maaritetaan potilaan ABO- ja RhD-veriryhmat. ABO-ve-
riryhma tulee maarittaa potilaan punasoluista monoklonaalisilla IgM-luokan anti-
A ja anti-B reagensseilla ja plasmasta A1- ja B-reagenssipunasoluilla. (Murphy
ym. 2013, 244.) Niiden avulla selvitetdan, onko punasolujen pinnalla A- tai B-
punasoluantigeeneja ja onko plasmassa luonnollisia anti-A tai anti-B isoaggluti-
niineja (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 57). RhD-veriryhma maaritetaan potilaan pu-
nasoluista IgM luokan monoklonaalisella anti-D reagenssilla (Murphy ym. 2013,
244). Tampereen Fimlab Laboratoriot Oy:n verikeskuksessa veriryhmamaarityk-
sissa kaytetaan Bio-Rad:in DiaClon ABO/D + Reverse grouping ID-kortteja, jossa
Ctl-mikrokyvetti toimii kontrollipylvaana, jossa reaktion tulee aina olla negatiivinen
(Bio-Rad d. n.d.). Kontrollipylvaalla varmistetaan, ettei esimerkiksi autoaggluti-
naatio johda vaariin positiivisiin tuloksiin. Sopivuusnaytteesta tehtava veriryh-
mantarkastus tehdaan vain punasolupuolelta ja tata tulosta verrataan aiemmin

tehtyyn veriryhmamaaritykseen. (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 57.)

"Type & Screen” eli veriryhma ja seulonta —kaytannossa kaikille potilaille tehdaan
veriryhmamaaritys (ABO/Rh) ja punasoluvasta-aineiden seulonta ennen punaso-

lujen siirtoa (Verivalmisteiden kayton opas 2016, 11). "Type & Screen”-kaytanto
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sopii niille potilaille, joiden vasta-aineseulonta on negatiivinen eli noin 90%:lle po-
tilaista. Kun vasta-aineseulonta on negatiivinen, potilas on "Type & Screen” —kel-
poinen, jolloin serologista sopivuuskoetta ei tehda ollenkaan, vaan verensiirtotie-
tojarjestelma varmistaa elektronisesti, etta siirrettdvat punasolut vastaavat poti-
laan ABO- ja RhD-veriryhmia. (llmakunnas 2019, 51.) "Type & Screen”-kaytan-
nosta on hyotya verivarastojen yllapidossa. Verivalmisteet eivat ole nimikoitu tie-
tyille potilaille, joten valmisteet saadaan tehokkaammin kayttéon. (Pathak, Chan-
drashekhar & Wankhede 2011.) Valmisteet voidaan kayttaa kelpoisuusajan mu-
kaisessa jarjestyksessa, jolloin saadaan vahennettya verivalmisteiden vanhene-
misesta johtuvaa havikkia (Verivalmisteiden kayton opas 2016, 11). "Type &
Screen’-kaytanto on ideaali verikeskuksille, joissa kaytetaan automaatiota, ja se

on vahemman aikaa vievaa kuin sopivuuskoekaytanto (Pathak ym. 2011).

"Type & Screen”-kaytanto ei sovi potilaille, joille on joskus tehty kantasolujen- tai
maksansiirto tai joilla on joskus todettu veriryhnmavasta-aineita, vaikka ne olisivat-
kin kliinisesti merkityksettomia. Nailla potilailla kaytetaan sopivuuskoekaytantoa.
Sopivuuskoekaytannossa veriryhmantarkistuksen ja vasta-aineidenseulonnan li-
saksi serologisen sopivuuskokeen avulla testataan siirrettavien punasolujen so-
pivuus potilaalle. (Ilmakunnas 2019, 51.) Sopivuuskoekaytanto edellyttaa veriti-
lausta etukateen, jotta sopivuuskokeet ehditaan tehda ennen verensiirron suun-
niteltua ajankohtaa. Verikeskus toimittaa osaston kayttoon punasoluvalmisteet
niille potilaille, joiden sopivuuskoe on negatiivinen, eli valmisteen punasolut eivat
reagoi potilaan plasman vasta-aineiden kanssa. (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 47-
48, 117-118.)

3.1 Suora ja epasuora antiglobuliinimenetelma

Normaaleissa olosuhteissa elimiston punasoluihin ei ole kiinnittyneena IgG luo-
kan vasta-aineita tai komplementin komplementteja (C3d). Erilaiset kliiniset tilat,
kuten autoimmuunihemolyyttinen anemia (AIHA), jonkin ladkeaineen vaikutus tai
verensiirtoreaktio siirrettyja punasoluja vastaan voi aiheuttaa 1gG:n tai komple-
mentaaristen proteiinien kiinnittymisen potilaan punasoluihin. Suoralla antiglobu-
linimenetelmalla (DAT, direct antiglobulin test) tutkitaan naitd punasolujen pin-
taan tarttuneita immunoglobuliineja tai komplementin komplementteja in vivo.
(Blaney & Howard 2008, 25; Ekblom-Kullberg ym. 2018, 51.) Komplementti on
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ryhma proteiineja, joita kutsutaan komplementin komponenteiksi ja jotka vaurioit-
tavat aktivoituessaan punasolujen solukalvoja aiheuttaen hemolyysin (Johns
2015, 444). Suorassa antiglobuliinikokeessa kaytetdan monoklonaalisia rea-
gensseja, jotka sisaltavat anti-IgG:ta ja anti-C3d:ta (Johns ym. 2015, 47). Tal-
laista reagenssia kutsutaan Coombsin reagenssiksi tai antihumaaniglobuliiniksi,
josta kaytetaan lyhenteita AG ja AHG (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 51) Suorassa
antiglobuliinimenetelmassa voidaan kayttaa myds monospesifisia reagensseja,
joilla pystytdan maarittamaan tietty immunoglobuliini (IgG) tai komplementin
komplementti (C3) joka on kiinnittynyt punasoluantigeeniin (McCullough 2017,
215).

Epasuoralla antiglobuliinimenetelmalld (IAT, indirect antiglobulin test) taas tutki-
taan IgG-luokan vasta-aineiden kiinnittymista punasoluihin in vitro. Seerumin si-
saltavien vasta-aineiden annetaan ensin kiinnittya reagenssipunasolujen anti-
geeneihin inkubaation aikana. Taman jalkeen vasta-aineet, jotka eivat ole kiinnit-
tyneet punasoluantigeeneihin taytyy pesta pois, jotta ne eivat hairitse reaktiota,
kun antihumaaniglobuliini lisatéan reaktioon. (Blaney & Howard 2008, 27.) Pyl-
vasagglutinaatiomenetelmassa punasoluja ei tarvitse pesta, koska punasolusus-
pensio lisataan mikrokyvetteihin ennen plasmaa (tai seerumia), jolloin geelin pin-
nalle muodostama kerros estaa seerumin sisaltamaa IgG:td neutralisoimasta
AHG:ta. (Bio-Rad b. n.d.) Taman jalkeen lisatdan antihumaaniglobuliinia (AHG),
joka saa aikaan naytteen agglutinoitumisen. Epasuoraa antiglobuliinimenetelmaa
kaytetaan esimerkiksi vasta-aineiden seulonnassa ja tunnistuksessa. (Blaney &
Howard 2008, 27-28.)

3.2 Veriryhmavasta-aineiden seulonta ja tunnistus

Verensiirron saaneista potilaista noin 2 % kehittaa veriryhmavasta-aineita. Mita
useamman verensiirron saa, sita todennakdisempaa on vasta-aineen kehittymi-
nen. (Ilmakunnas 2019, 49.) Veriryhmavasta-aineiden seulonnan avulla detektoi-
daan Kkliinisesti merkittavia punasoluvasta-aineita, joiden tiedetaan aiheuttavan
hemolyyttisia verensiirtoreaktioita (Johns 2015, 112). Vasta-aineiden seulonnan
tulisi aina olla mukana verensiirtoserologisissa tutkimuksissa ja vasta-aine-
seulonta-positiivisten naytteiden kohdalla myos vasta-aineiden tunnistuksen. Ve-

riryhmavasta-aineiden seulonnan ja tunnistuksen kaksi tarkeinta tekniikkaa ovat
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epasuora antiglobuliinimenetelma ja entsyymitekniikat. Yleisimmin kaytetty on
epasuora antiglobuliinitesti, joka tehdaan LISS/Coombs-geelikorteilla. (Shin ym.
2009).

Seulonnassa kaytettavat reagenssit sisaltavat punasoluja, joiden fenotyypit tun-
netaan ja jotka ovat antigeeni-positiivisia yleisimmin esiintyvia vasta-aineita koh-
taan. Seulontasolut ovat yhden verenluovuttajan soluista tehtyja suspensioita.
Veriryhmavasta-aineiden seulonnassa ja tunnistuksessa reagenssisoluina kayte-
téan vain ABO-ryhmaltaan O-ryhman punasoluja. Talloin eliminoidaan mahdolli-
suus loytaa ABO-ryhman vasta-aine potilaan plasmasta. Vasta-aineiden tunnis-
tuksessa halutaan esille odottamattomia vasta-aineita, eli muita kuin ABO-ryh-
man vasta-aineita, joten on tarkeaa kayttaa vain O-ryhman punasoluja. Vasta-
aineiden seulonnalla ja tunnistuksella on erona se, ettd niissd kaytetaan eri

maara testisoluja. (Johns 2015, 129.)

Seulonnassa kaytetdan yleensa kahdesta neljaan eri luovuttajan punasolusus-
pensioita. (Johns 2015, 129-130.) Seulontasolujen lukumaaralla ei ole merki-
tysta, kunhan niissa esiintyy vaadittavat punasoluantigeenit. Seulontasoluissa tu-
lee olla edustettuina ainakin antigeenit D, C, E, ¢, e, M, N, S, s, P1, Lea, Leb, K,
k, Fya, Fyb, Jka ja Jkb. Naiden lisaksi Suomessa "Type & Screen’-kaytannossa
kaytetaan lisasoluina kahden luovuttajan suspensiota (SF-solut), jotta seulonta-
solut kattavat myds tarkeimmat Suomessa esiintyvat verensiirtojen kannalta mer-
kitykselliset harvinaiset antigeenit (Cw, Cx, Ula ja LWb). (Ekblom-Kullberg ym.
2018, 60.)

Jos potilaan plasmassa on jotakin vasta-ainetta reagenssipunasolun antigeenia
kohtaan, saadaan vasta-aineseulonnasta yleensa positiivinen tulos (Maitta 2018,
45). Silloin vasta-aine taytyy tunnistaa ja selvittdaa onko se kliinisesti merkittava
verensiirron kannalta (Harmening 2018, 237). Suomessa veriryhmavasta-ainei-
den tunnistuksessa kaytetaan yleensa 11 eri punasolususpensiota (Ekblom-Kull-
berg 2018, 64). Potilaan plasma testataan naiden fenotyypiltdan tunnettujen pu-
nasolupaneelien avulla. Jokaisesta solupaneelista on tehty antigeenikartat taulu-

kon muotoon (ks. Liite 1), jotka kertovat, mita punasoluantigeeneja 16ytyy puna-
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solususpensioiden punasolujen pinnalta. Saatuja reaktiovoimakkuuksia verra-
taan antigeenikarttaan, jolloin saadaan tunnistettua vasta-aineet naytteesta.
(Johns 2015, 129.)

Esimerkiksi anti-Jka reagoi sellaisten reagenssisolujen kanssa, jotka ovat Jka-
positiivisia, mutta se ei reagoi Jka-negatiivisten solujen kanssa. Nain voidaan
paatella, mika tai mitkd vasta-aineet ovat kyseessa. (Ekblom-Kullberg 2018, 64.)
Antigeenikartan kayttd perustuu siis sellaisten vasta-aineiden poissulkemiseen,
jotka eivat ole aiheuttaneet positiivista reaktiota. Vain niista soluista, joissa reak-
tio on negatiivinen, voidaan suorittaa poissulku. Poissulkutekniikkaa tulisi kayttaa
vain solujen kohdalla, joissa antigeeni on homotsygootti. (Harmening 2018, 238.)
Antigeeni tulisi poissulkea antigeenikartan kahden reagoimattoman solun avulla
ja vastaavasti I0ytynyt vasta-aine tulisi mahdollisuuksien mukaan varmistaa kah-
den sellaisen solun avulla, jotka ovat tuottaneet positiivisen reaktion (Poole
2012).

Verensiirtoserologisissa tutkimuksissa reaktiovoimakkuuteen vaikuttaa, onko
henkilo hetero- vai homotsygootti antigeenia maaraavan alleelin suhteen. Kun
kromosomien antigeenia ilmentavat alleelit ovat samanlaiset, eli henkilo on peri-
nyt molemmilta vanhemmilta samat alleelit, henkilé on antigeenia maaraavan al-
leelin suhteen homotsygootti. Esimerkiksi, jos henkild on perinyt molemmilta van-
hemmiltaan JKA-alleeliin, han on fenotyypiltaan Jk(a+b-), eli han on Jka:n suh-
teen homotsygootti. Jos henkild on puolestaan perinyt eri alleelit, on henkilo an-
tigeenia maaraavan alleelin suhteen heterotsygootti. Esimerkiksi jos henkild on
perinyt toiselta vanhemmaltaan JKA-alleelin ja toiselta JKB-alleelin, han on feno-
tyypiltdan Jk(a+b+) eli Jka:n ja Jkb:n suhteen heterotsygootti. Homotsygooteilla
on solunpinnalla enemman antigeeneja kuin heterotsygoottisolun pinnalla. Tata
iimiota kutsutaan annosvaikutukseksi. Esimerkiksi, jos henkilon fenotyyppi on
Duffy-veriryhman suhteen homotsygootti Fy(a+b-), punasolujen pinnalla on
enemman Fya-antigeenia kuin heterotsygoottisolun Fy(a+b+) pinnalla. Annosvai-
kutuksen takia homotsygoottien reaktiot ovat voimakkaampia kuin heterotsygoot-
tien. (Johns 2015, 29.)

Panagglutiniinit ovat autovasta-aineita, jotka reagoivat verensiirtoserologisissa
tutkimuksissa kaikkien testipunasolujen, siirrettavaksi aiottujen seka potilaan
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omien punasolujen kanssa (Johns 2015, 143). Ne voivat aiheuttaa hankaluuksia
vasta-aineiden tunnistuksessa, koska panagglutiniini peittaa alleen hemolyysia
aiheuttavat allovasta-aineet verensiirtoserologisissa tutkimuksissa. Vasta-ainei-
den tunnistuksessa kaytetdan autokontrollia, jossa potilaan omat punasolut tes-
tataan potilaan omaa plasmaa kohtaan panagglutiniinin tunnistamiseksi. Auto-
kontrolli jaa negatiiviseksi, kun positiiviset reaktiot aiheuttaa allovasta-aine. Jos
autokontrolli on positiivinen, potilaan punasolut ovat reagoineet potilaan oman
plasman kanssa, jolloin kyseessa on panagglutiniini. (Harmening 2018, 236,
240.) Taman takia tavanomaisilla menetelmilla potilaalle ei I0ydy serologisesti
sopivia punasoluvalmisteita, vaan joudutaan kayttamaan erikoismenetelmia allo-
vasta-aineiden todentamiseksi. Tallaisia verensiirtotutkimuksia varten nayte saa-
tetaan joutua lahettamaan tukilaboratorioon tai tarvittaessa Veripalveluun. (Ek-
blom-Kullberg ym. 2018, 152-153.)

Vasta-aineet voivat olla myds kylmavasta-aineita, jotka reagoivat parhaiten 4-
25°C:ssa. Ne voivat olla joko autovasta-aineita tai allovasta-aineita. Tallaiset
vasta-aineet harvemmin aiheuttavat hemolyyttisia verensiirtoreaktioita, silla ne
aktivoituvat yleensa ruumiinlampda (37°C) alemmissa lampdtiloissa. Ne kuiten-
kin voivat aiheuttaa ongelmia verensiirtoserologisissa tutkimuksissa ja nain vii-

vastyttaa oikean valmisteen I6ytymista. (Johns 2015, 143.)

3.3 Entsyymimenetelmat

Entsyymikasiteltyja soluja kaytetdan vasta-aineiden seulonnassa ja -tunnistuk-
sessa (Daniels & Bromilov 2014, 14). Entsyymitekniikat ovat hyodyllisia erityisesti
silloin, kun vasta-aine reagoi heikosti tai jos naytteessa ilmenee useampi vasta-
aine (Bio-Rad c. n.d.; Poole 2012). Verensiirtoserologiassa yleisimmin kaytettyja
entsyymeja ovat papaiini ja fisiini. Entsyymit pilkkovat siaalihappomolekyyleja pu-
nasolun solukalvolta, jolloin punasolun negatiivinen varaus alenee ja vasta-aine

pystyy helpommin kiinnittymaan antigeeniin. (Johns 2015, 136.)

Kaikki antigeenit eivat kuitenkaan reagoi samalla tavalla. Entsyymikasittely voi
myds tuhota joitakin veriryhmaantigeeneja, jolloin ne eivat tule entsyymikasitte-

lylla lainkaan esille. (Johns 2015, 136.) Entsyymit voimistavat erityisesti Rh-,
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Kell- ja Kidd- jarjestelmien vasta-ainereaktioita. (Bio-Rad a. n.d.) Entsyymimene-
telmia ei tulisi koskaan kayttaa ainoana menetelmana, koska erityisesti MNS- ja
Duffy-veriryhnmien antigeenit tuhoutuvat entsyymeja kaytettaessa. (Blaney & Ho-
ward 2008, 165-166.) Taulukossa 1 on esitetty, kuinka entsyymikasittely vaikut-
taa eri veriryhmavasta-aineisiin. Vaaleansinisella pohjavarilla merkittyja vasta-ai-
neita ei tarvitse huomioida valittaessa punasoluvalmisteita sopivuuskokeisiin,
koska ne ovat kliinisesti merkityksettomia vasta-aineita. (Ekblom-Kullberg 2018,
26-27.)
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TAULUKKO 1. Entsyymikasittelyn vaikutus eri veriryhmavasta-aineisiin (Ekblom-
Kullberg 2018, 26-27, muokattu).

Rh Kell Duffy Kidd MNS

anti-D +++ | anti-K + | anti-Jka | ++ | anti-Fya | - anti-S var
anti-C +++ | anti-k + | anti-Jkb | ++ | anti-FyP | - anti-s var
anti-CW | +++ | anti-Ule | + | anti-Jk® | ++ anti-M | -
anti-Cx | +++ | anti-Kpa | + anti-N -

anti-E +++

anti-c +++

anti-e ++

anti-f +

anti-G +++

Muut

anti-LWa ++ anti-Ana | - anti-Ch | -
anti-LW»b ++ anti-Lub | (+) anti-Rg | -
anti-P +++ | anti-Lua | (+)

anti-PP1P+ | +++ | anti-P1 +++

anti-Vel +++ | anti-Lea | +++

anti-Cob + anti-Leb | +++

anti-WESa (+)

anti-Lsa -

Lyhen-

teet

+++ Vasta-ainereaktio voimistuu merkittavasti.

++ Vasta-ainereaktio voimistuu

+ Vasta-aine reagoi selvasti.

(+) Vasta-aine reagoi heikosti.

- Antigeeni tuhoutuu entsyymikasittelyssa, vasta-ainetta ei pystyta
osoittamaan.

var Vasta-aineen reaktiotapa vaihtelee.
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3.4 Pylvasagglutinaatiomenetelma geelikorteilla

Suomessa kaytetyin menetelma verensiirtoserologisissa tutkimuksissa on pyl-
vasagglutinaatiomenetelma. Tutkimuksissa voidaan kayttdd myos koeputkime-
netelmaa, jota kaytetdan usein hataverensiirroissa tai ongelmallisissa vasta-ai-
neiden tunnistuksissa ja sopivuustutkimuksissa. (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 55,
69.) Pylvasagglutinaatiotekniikka on helppo suorittaa nopeassa ajassa seka
helppo standardisoida ja lukea, joten siita on tullut kaytetyin tekniikka verikeskuk-
sissa. (Shin ym. 2009). Pylvasagglutinaatiomenetelma suoritetaan geelikorttien
avulla ja sita voidaan kayttaa mm. ABO-veriryhman maaritykseen, Rh(D) maari-
tykseen, vasta-aineiden seulontaan ja tunnistukseen, fenotyypin maaritykseen ja
suoraan antiglobuliinimenetelmaan. Menetelma voidaan suorittaa joko kasin tai

automaation avulla. (Johns 2015, 115).

Geelitekniikka perustuu punasolujen sentrifugoitumiseen mikropylvaan valiai-
nepatsaan geelin 1api. Mikropylvaan ylempaa osaa kutsutaan reaktiokammioksi
ja pylvaan kapeassa ja pidemmassa osassa sijaitsee geeli, jonka lapi punasolut
likkuvat sentrifugoitaessa (ks. Kuva 1). (Harmening 2018, 269.) Vasta-ainemaa-
rityksessa potilaan plasmaa ja reagenssina kaytettavaa punasolususpensiota in-
kuboidaan +37°C asteessa tai huoneenlammaossa. Inkuboinnin jalkeen geelikortti
sentrifugoidaan valmistajan antamien ohjeiden mukaan. Sentrifugoinnin aikana
punasolut kulkeutuvat valiainepatsaan lapi pylvaan pohjaa kohti. Valiainepatsas
voi sisaltaa geelikortista riippuen AHG:ta tai jotain spesifista vasta-ainetta (esim.
anti-A:ta). Joissakin maarityksissa, esimerkiksi plasmasta tehtavissa verirynma-
maarityksissa, valiainepatsaaseen ei ole lisatty vasta-ainetta. (Johns 2015, 48-
49; Ekblom-Kullberg 2018, 55.)

N | |

- Viliainepatsas Reak:tmkammm |
T
?afta.i punasolut ‘Eﬁmmhs ]:@ ?j -
pipetoidaan & M éﬁ 7

KUVA 1. Geelikortti (Lahtinen 2018).
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Bio-Rad:in LISS/Coombs-geelikortteja kaytetaan allovasta-aineiden seulonnassa
ja tunnistuksessa, sopivuuskokeessa seka suorassa antiglobuliinimenetelmassa.
LISS/Coombs-geelikortin mikrokyvetit sisaltavat polyspesifista anti-humaaniglo-
buliinireagenssia (AHG), joka sisaltaa kanin anti-lgG:ta ja monoklonaalista anti-
C3d:ta. (Bio-Rad b. n.d.) Punasoluvasta-aineiden tunnistusta herkistetaan kayt-
tamalla pienen ionivakevyyden omaavaa liuosta, LISS:ia (low ionic strenght so-
lution). Se lisaa punasoluantigeenien ja -vasta-aineiden valista vetovoimaa voi-
mistamalla molekyylien varausta suuremmaksi, jolloin ne paasevat lahemmaksi
toisiaan ja reaktio saadaan helpommin muodostumaan. (McCullough 2016, 213.)
LISS lisataan reaktioon inkubaatiovaiheessa. On tarkeaa noudattaa valmistajan
ohjeita reagensseja kaytettdessa, jotta valtytaan heikoilta tai vaarilta positiivisilta
reaktioilta. (Johns 2015, 45.)

Bio-Rad:in NaCl, Enzyme Test and Cold Agglutinins-kortti soveltuu vasta-ainei-
den seulontaan ja tunnistukseen, sopivuuskokeisiin ja kdanteisveriryhmien maa-
rittamiseen. Korttia kaytetaan tutkittaessa vasta-aineita, jotka reagoivat parhaiten
4C tai 18-25TC eli huoneenlammadssa. Kortteja kaytetaan myods entsyymiteknii-
kassa, kun vasta-aineiden seulonnassa tai tunnistuksessa tarvitaan lisaherk-
kyyttd. Entsyymimenetelma voimistaa tiettyjen, kuten Rh-, Kell- ja Kidd-jarjestel-
miin kuuluvien vasta-aineiden reaktiota. Kortin mikrokyvetit sisaltavat neutraalia

geelisuspensiota. (Bio-Rad a. n.d.)

Reaktiovoimakkuuteen vaikuttaa inkubaatioaika, sitoutumisvoima ja vasta-ai-
neen seka antigeenin maara (Daniels & Bromilow 2014, 18). Valmistajan ennalta
maaritettya sentrifugointiaikaa ja -nopeutta noudattamalla saadaan reaktiotulok-
siin parempi toistotarkkuus. Tulosten tulkinnassa ei ole tarpeen kayttaa apuvali-
neita, vaan tulokset luetaan paljain silmin vaaleaa taustaa vasten. (Ekblom-Kull-
berg ym. 2018, 67.)

Positiivinen reaktio tapahtuu, kun pylvaassa voidaan havaita agglutinaatio. Jos
potilaan plasman vasta-aineet reagoivat reagenssipunasolujen kanssa, syntyy
agglutinaatio, joka ei pysty lainkaan tai osittain lapaisemaan pylvaassa olevaa

geelid. Agglutinaation voimakkuus arvioidaan yhdesta neljaan ja se kirjataan ylos
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kayttaen +-merkkia. Reaktio on negatiivinen, kun agglutinaatiota ei tapahdu. Pu-

nasolut pystyvat [apaisemaan geelin ja ne muodostavat tiiviin napin pylvaan poh-

jalle. (Maitta 2018, 42.) Reaktiona voi olla myds kaksoispopulaatio (KP). Silloin

osa soluista agglutinoituu ja osa ei lainkaan agglutinoidu. Kaksoispopulaatiota

esiintyy mm. allogeenisen kantasolujen siirron jalkeen, kun potilaan veriryhma on

muuttumassa. (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 68.) Kuvassa 2 on esitetty, milta eri

reaktiovoimakkuudet nayttavat pylvasagglutinaatiomenetelmissa ja taulukossa 2

on selvitetty, mita eri reaktiot tarkoittavat (Sarkka 2019; Ekblom-Kullberg ym.

2018, 68).

+++ ++++

KUVA 2. Verensiirtoserologisten reaktioiden tulkinta pylvasagglutinaatiomenetel-
mia kaytettaessa (Sarkka 2019).

TAULUKKO 2. Reaktiovoimakkuudet (Ekblom-Kullberg ym. 2018, 68, muokattu).

Negatiivinen

Solut nappina pohjalla.

Positiivinen

(+)

Punasolunappi epatasainen valiainepatsaan pohjalla.

Agglutinaatti puolivalin alapuolella, solunappi pohjalla.

++

Agglutinaatio valiainepatsaan koko alueella, pohjalla voi olla pieni solunappi.

+++

Agglutinaatio valiainepatsaan puolivalin ylapuolella, pohja on vapaa soluista.

++++

Kaikki solut agglutinoituneet véaliainepatsaan paalle.
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3.5 Automaatio

Verikeskuksiin on saatavilla eritasoisia automaatteja taysautomaateista puoliau-
tomaatteihin. Oikean automaattilaitteen valinta riippuu verikeskukseen saapu-
vasta naytemaarasta, resursseista ja tilan maarasta. (Bajpai, Kaur & Gupta
2012.) Taysautomaatit suorittavat koko analyysin alusta loppuun niin, ettd manu-
aalisia tyovaiheita ei tarvita ollenkaan. Puoliautomaatit taas tarvitsevat manuaa-
lisia tyovaiheita sentrifugointi- ja inkubaatiovaiheissa. (De Silvesto, Veronesi &
Vicarioto 2013, 60). Suuriin verikeskuksiin hankitaan yleensa taysautomaatteja.
Ne tekevat kaikki analyysin vaatimat tyovaiheet solususpension teosta tulosten
tulkintaan. Pienemmissa laboratorioissa reaktioiden lukulaitteesta voi olla enem-
man hyotya, silla se korvaa veriryhmamaarityksessa toisen luennan. (Ekblom-
Kullberg ym. 2018, 56.)

Jos verensiirtoserologisten tutkimusten kaikki vaiheet tehdaan manuaalisesti, on
virheiden sattumisen todennakoisyys suuri. Automaatiolla halutaan parantaa
analyyttista tarkkuutta, vahentaa virheita ja sdastaa kustannuksissa. (De Silvesto
ym. 2013, 60.) Automaatio siis kokonaisuudessaan mahdollistaa verensiirtosero-
logisten tutkimusten laadun paranemisen. Automaation avulla saadaan poistet-
tua inhimilliset virheet naytteiden tunnistamisessa, kirjaamisessa ja tulosten tul-
kinnassa ja muissa tutkimuksen suoritusvaiheissa, kuten pipetoinnissa. (Bajpai,
Kaur & Gupta 2012.) Vaikka laboratorio olisi tdysin automatisoitu, se ei kuiten-
kaan tarkoita sita, etta laitteiden kayttajien ei tarvitsisi enaa juurikaan kiinnittaa
huomiota analysaattoreihin (De Silvesto ym. 2013, 63). Automaatit saavat myods
paljon ei-luettavia tuloksia, joten laitteen kayttajalta vaaditaan patevyyden yllapi-
toa tulosten validoinnissa (Bhagwat, Sharma, Jose & Modi 2015). Laitteiden kayt-
tgjilla on siis iso vastuu tulosten validoinnissa ja siina, onko tulos luotettava ja
tarkka (De Silvesto ym. 2013, 63).

Fimlab Laboratoriot Oy:n Tampereen verikeskuksessa on kaytdssa kaksi Bio-Ra-
din IH-1000 taysautomaattia. IH-1000 on Bio-Radin taysin automatisoitu laite,
jolla voidaan analysoida ID-korteilla erilaisia verensiirtoserologisia tutkimuksia
kuten veriryhmamaarityksia (ABO/RhD), fenotyypityksia, vasta-aineseulontoja ja

-tunnistuksia. Laitteeseen pystyy lataamaan 180 naytetta kerralla ja reagensseja
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laitteeseen voi laittaa maksimissaan 28 kappaletta. ID-kortteja laitteeseen mah-
tuu kerrallaan 240. Naytteita ja reagensseja voi lisata jatkuvasti ja nesteiden ja
jatteiden vaihdon pystyy tekemaan kesken naytteiden ajon. Laitteessa on kaksi
pipetointivartta ja kolme sentrifugia. Paivystysnaytteet pystytaan syottamaan lait-
teeseen paivystysnaytteille tarkoitetuilla telineilla niin, etta laite alkaa analysoida
niita mahdollisimman nopeasti. Analysaattori vaatii vain kolme manuaalista tyo-
vaihetta, jotka ovat ID-korttien ja reagenssien lisaaminen, nesteiden vaihto ja
naytteiden syotto. (IH-1000 2016.)
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4 KOKEELLINEN TUTKIMUS

Kokeellinen tutkimus on yksi kolmesta perinteisesta tutkimusstrategiasta. Kokeel-
lisessa tutkimuksessa mitataan yhden kasiteltdvan muuttujan vaikutusta toiseen
muuttujaan. Tyypillisesti kokeellisessa tutkimuksessa valitaan tietysta populaati-
osta nayte, jota analysoidaan systemaattisesti olosuhteita muunnellen ja muutok-
set mitataan numeerisesti. Tama sisaltaa tavallisesti hypoteesien testaamisen.
(Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2014, 134.)

Kokeellisessa tutkimuksessa koeaineiston analyysissa voidaan hyddyntaa erilai-
sia laadullisia ja maarallisia analyysimenetelmia. Kokeellisessa tutkimuksessa
pyritddn saamaan mahdollisimman luotettavia tutkimustuloksia. Kokeellinen tut-
kimus voidaan jakaa varsinaiseen eli laboratiiviseen kokeelliseen tutkimukseen
ja kvasikokeelliseen tutkimukseen. Varsinaisessa kokeellisessa tutkimuksessa
tutkija pystyy kontrolloimalla kaikkia ilmioon liittyvia tekijoitéd havainnoimaan ilmi-
Oiden vaikutuksia seka syy-seuraus-suhteita. Kvasikokeellisessa tutkimuksessa
varsinaisen kokeelliseen tutkimuksen peruslahtokohta puuttuu eli siina ei ole sa-
tunnaisesti jaoteltu tutkittavia kohteita koe- ja kontrolliryhmiin. (Jyvaskylan yliopis-
ton Koppa 2015.)
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5 TUTKIMUKSEN TAVOITE JA TARKOITUS

Opinnaytetyon aiheena on tutkia eri vasta-aineiden ilmenemista entsyymikasitel-
lyilla soluilla LISS/Coombs-korteilla. Tarkoituksena on selvittaa, saataisiinko talla
menetelmalla eri vasta-aineita paremmin esille vertailemalla reaktiovoimakkuuk-
sia kahden verikeskuksessa rutiinissa kaytettavan vasta-aineiden tunnistuspa-
neelin valilla. Opinnaytetyon toimeksiantajana on Fimlab Laboratoriot Oy:n veri-
keskus. Fimlab Laboratoriot Oy:n on tarkea saada tietoa, olisiko kyseisesta me-

netelmasta hyotya vasta-aineiden tunnistuksessa.

Erityisesti kiinnostuksen kohteena tutkimuksessa oli anti-Jka:n ilmeneminen, silla
Fimlab Laboratoriot Oy:n tekemissa testipaneeleissa oli saatu anti-Jka:n reaktio
voimistumaan entsyymisoluilla LISS/Coombs-korteilla. Kidd-jarjestelman puna-
soluvasta-aineet ovat usein laboratoriokokeissa reaktioltaan heikkoja, mutta ve-
rensiirron kannalta merkittavia (Ekblom-Kullberg 2018, 31). Téaman takia opinnay-
tetydnsuunnitelmassa tama vasta-aine kiinnosti eniten, mutta naytteita ei saatu
tutkimukseen yhtakaan vasta-aineen harvinaisuuden takia. Tutkimus toteutettiin

Tampereella Fimlab Laboratoriot Oy:n verikeskuksessa syksylla 2018.
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6 TUTKIMUSTULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

6.1 Tutkimusaineisto

Tutkimuksen nayteaineisto koottiin Fimlab Laboratoriot Oy:n potilasnaytteista.
Tutkimukseen otettiin joukko vasta-aineseulonta-negatiivisia ja -positiivisia nayt-
teitd. Vasta-aineseulonta-negatiivisille naytteille tehtiin vasta-aineseulonta
LISS/Coombs-kortilla, entsyymisoluilla NaCl/Enzyme-kortilla ja entsyymisoluilla
LISS/Coombs-kortilla (ks. Liite 2). Positiivisille naytteille ei tehty vasta-aine-
seulontoja, mutta vastaavilla kolmella menetelmalla vasta-aineiden tunnistuspa-
neelit (ks. Liite 3). Taulukosta 3 nahdaan vasta-aineseulonta-positiivisten nayttei-
den naytteenottopaivamaarat, maarityspaivamaarat ja naytteissa ilmenevat
vasta-aineet. Naytteissa 43 ja 46 vasta-aineseulonnat ovat olleet negatiivisia,
mutta potilaalla on todettu vasta-aine joskus aikaisemmin. Henkilo ei talloin ole
enaa "Type & Screen’-kelpoinen, joten tallaisten henkildiden naytteille taytyy aina
tehdd myos vasta-aineiden tunnistus heidan loppu elamansa ajan. Naytteen 43
potilaalta on I0ydetty vasta-aine 16.4.2018 ja naytteen 46 potilaalta 29.5.2018.
Koska tutkimukseen valitut naytteet maaritettiin noin 1-2 viikkoa myohemmin
naytteiden ottamisesta, niita sailytettiin jadkaapissa +4°C asteessa. Ennen maa-

rityksia naytteet sentrifugoitiin uudelleen.

TAULUKKO 3. Vasta-aineseulonta-positiivisten naytteiden naytetiedot

Nayte Naytteenottopvm |Maarityspvm Vasta-aine

Nayte 39 3.8.2018 15.8.2018|Anti-M

Nayte 43 2.8.2018 15.8.2018|Anti-E (16.4.18)

Nayte 44 2.8.2018 17.8.2018|Anti-D-suojaus

Nayte 46 11.8.2018 15.8.2018|tunnistamaton v-a (29.5.18)
Nayte 48 13.8.2018 15.8.2018|Anti-E, (panagglutiniini)
Nayte 50 3.8.2018 15.8.2018|Anti-Fya

Nayte 57 13.8.2018 15.8.2018|Anti-C, Anti-D

Nayte 58 3.8.2018 15.8.2018|Anti-K

Nayte 59 7.8.2018 15.8.2018|tunnistamaton v-a, Auto-C
Nayte 62 6.8.2018 15.8.2018|Anti-Cw, tunnistamaton v-a
Nayte 63 4.8.2018 15.8.2018|Anti-D
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Kevaalla 2019 selvisi, etta tutkimuksen teossa oli vasta-aineseulonta-positiivisten
naytteiden kohdalla kaytetty kahta reagenssieraa paallekkain, jolloin saman nayt-
teen eri paneelit oli tehty eri reagenssierilla. Taman takia kaikki tulokset eivat ol-
leet luotettavia, joten opinnaytetyosta taytyi jattda pois puolet tutkimusnaytteista.
Lisaksi naytemaaraa jouduttiin supistamaan, silla osa naytteista oli sellaisia,
joissa naytteesta |0ytyva vasta-aine ei reagoi entsyymikasittelyssa tai kyseessa
oli panagglutiniini. Kriteereina naytteen hyvaksymiselle oli:

1. Vasta-aine ei tuhoudu entsyymikasittelyssa eika kyseessa ole panaggluti-
niini.

2. Vasta-aineen tunnistuspaneeli LISS/Coombs-kortilla, entsyymisoluilla
NaCl/Enzyme-kortilla ja entsyymisoluilla LISS/Coombs-kortilla on tehty sa-
malla reagenssieralla.

Tutkimusaineistoon kuitenkin jatettiin kaksi naytetta (naytteet 39 ja 50), joille kri-
teeri 1 ei toteudu. Nailla haluttiin varmistaa ja esittaa, etta vaite on tosi. Tutkimus-
aineistoon soveltuvia vasta-aineseulonta-positiivisia naytteita siis kertyi yhteensa
11 kappaletta, joista voitiin tehda reaktiovoimakkuuksien vertailua kolmen eri me-
netelman valilla. Lisaksi tutkimukseen otettiin 36 kappaleen vasta-aineseulonta-
negatiivisen naytteen joukko, jolle tehtiin vasta-aineidenseulonnat kolmella eri
menetelmalla. Tulokset on keratty taulukoiden muotoon, jotka on sijoitettu liittei-

siin.

6.2 Vasta-aineseulonta-negatiivisten naytteiden vertailu

Tutkimus aloitettiin ottamalla joukko naytteita, jotka verikeskuksessa oli todettu
vasta-aineseulonta-negatiivisiksi naytteiksi (ks. Liite 2), kun ne oli analysoitu
vasta-aineiden seulontasoluilla LISS/Coombs-kortilla. Naytteita oli 36 kappaletta
ja niista ajettiin LISS/Coombs-seulonnan lisaksi entsyymiseulonta NaCl/Enzyme-
korteilla seka entsyymiseulonta LISS/Coombs-korteilla. SF-soluja ei analysoitu
entsyymiseulonnoissa, koska niista ei ole entsyymikasiteltyja soluja saatavilla.
Oletuksena oli, etta kaikkien naytteiden kaikki seulonnat olisivat negatiivisia. Ne-
gatiivisten naytteiden joukosta nelja naytetta reagoi kuitenkin positiivisesti ent-
syymipaneelilla NaCl/Enzyme-kortilla ja/tai entsyymipaneelilla LISS/Coombs-
kortilla. Vasta-aineseulonta-negatiivisten naytteiden positiiviset reaktiot seka
seulonnassa etta tunnistuksessa ovat odottamattomia reaktioita, joiden syyta ei
tunneta. Positiivisten reaktioiden taustan selvittely vaatisi laajempaa tutkimusta,
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joten tassa tutkimuksessa esitettavat paatelmat naytteista 8, 12, 23 ja 26 ovat

hypoteeseja.

Liitteesta 2 nahdaan, etta Nayte 8 reagoi NaCl/Enzyme-kortilla testisolulla II.
Nayte 12 reagoi entsyymipaneelilla LISS/Coombs-kortilla testisoluilla | ja III.
Nayte 23 reagoi molemmilla entsyymipaneeleilla testisoluilla I, 1l ja Ill. Nayte 26
reagoi NaCl/Enzyme-kortilla testisoluilla 1, Il ja lll. Naytteet 8, 12, 23 ja 26 ovat
verikeskuksessa verensiirtoserologisissa tutkimuksissa todettu vasta-aine-
seulonta-negatiivisiksi naytteiksi. Kun naytteista tehtiin vasta-aineseulonnat
myo6s entsyymisoluilla ja NaCl/Enzyme-kortilla seka entsyymisoluilla ja
LISS/Coombs-korteilla, saatiin vasta-aineseulonta-positiiviset vasta-aineseulon-

nat joko toisella tai molemmilla menetelmilla.

Positiivisista reaktioista herdaa kysymys, miksi vasta-aineiden seulonnassa (ks.
Liite 2) naytteissa 8 ja 26 reaktio on tullut entsyymisoluilla NaCl/Enzyme-kortilla,
mutta ei entsyymisoluilla LISS/Coombs-kortilla, ja vastaavasti miksi nayte 12 on
reagoinut positiivisesti entsyymisoluilla LISS/Coombs-kortilla, mutta ei entsyy-
misoluilla NaCl/Enzyme-kortilla. Nailla tiedoilla ei voida kuin olettaa, etta ky-
seessa voisi olla esimerkiksi jokin virhereaktio. Nayte 23 on reagoinut vasta-ai-
neiden seulonnassa ja tunnistuksessa Kkaikilla entsyymitestisoluilla seka
NaCl/Enzyme-kortilla etta LISS/Coombs-kortilla positiivisesti. Tallainen tulos voisi
viitata entsyymisoluilla reagoivaan panagglutiniiniin. Nama nelja positiivisesti rea-

goinutta naytetta ajettiin myos vasta-aineen tunnistuspaneelilla.

Taulukosta 4 nahdaan, etta vasta-aineiden tunnistuksessa naytteissa 8 ja 12 saa-
tiin tulokseksi taysin negatiiviset paneelit. Taman perusteella voidaan olettaa
vasta-aineseulonnassa (ks. Liite 2) saatuja positiivisia reaktioita virheellisiksi.
Nayte 23 reagoi molemmilla entsyymipaneeleilla jokaisessa solussa positiivisesti.
Positiiviset reaktiot kaikilla soluilla molemmissa entsyymipaneeleissa vahvistavat
oletusta entsyymisoluilla reagoivaan panagglutiniiniin. Nayte 26 reagoi molem-
milla entsyymipaneelilla kaikissa muissa soluissa positiivisesti kuin testisoluissa
Il ja IX. Kun vasta-ainetta yritetdan tunnistaa poissulkutekniikkaa kayttaen, ei
nailla soluilla saada vasta-ainetta tunnistettua. Tulosten perusteella kyseessa
olisi siis tunnistamaton vasta-aine, ellei naytteen positiivinen reaktio ole virheelli-

nen.
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TAULUKKO 4. Vasta-aineseulonta-negatiivisten naytteiden vasta-aineiden tun-

nistuspaneelit.

Testisolu I I 1 v v vi Vil Vil X X XI
Kortti LINJue[ C Ny Nyl L NTJuel LI NJyel LI NJel CINJuyel CNTye[ LNyl L[ NTye L[ NTyP
Nayte 8 B [ L e e e e e (I B I
Nayte 12 | -

Nayte23 | - + 2+| - + 24| - 2+ 2+| - 2+ 24| - 2+ 2+ | - o+ 24| - 4+ 24| - 4+ 2+| - 2+ 24| - 4+ + | - 2+ 2+
Nayte26 | - + + | - - - |- 2+ + |- - (#H|- H H| - + +|- + (H[- + +|- - |- + +[- (¥

L = LISS/Coombs-kortti, N = NaCl/Enzyme-kortti, L/P = LISS/Coombs-kortti ja entsyymisolut

6.3 Vasta-aineseulonta-positiivisten naytteiden vertailu

Vasta-aineseulonta-positiivisista naytteista tehtiin vasta-aineiden tunnistuspa-
neelit kolmella eri menetelmalla: LISS/Coombs-kortilla, entsyymisoluilla NaCl/En-
zyme-kortilla ja entsyymisoluilla LISS/Coombs-kortilla (ks. Liite 3). Taulukosta
nahdaan, miten nayte on reagoinut kullakin testisolulla, kaikissa kolmessa eri pa-
neelissa. Jokaisen naytteen kohdalle on merkattu tapahtuneet reaktiovoimakkuu-
det kullakin testisolulla. Taulukkoon on vahvistettu tummemmilla reunoilla ne nu-
meeriset arvot, joissa LISS/Coombs-kortti entsyymisoluilla on reagoinut vahvem-
min kuin NaCl/Enzyme-korttimenetelma. Nain taulukosta voidaan nahda ne nayt-

teet, joissa opinnaytetyOssa tutkittavasta menetelmasta on voinut olla hyotya.

Naytteessa 39 ilmenee vasta-aine anti-M, joka on MNS-veriryhmajarjestelman
antigeeni ja naytteessa 50 ilmenee Duffy-veriryhmajarjestelman vasta-aine anti-
Fya. Naiden veriryhmajarjestelmien antigeenit ovat sellaisia, jotka tuhoutuvat ent-
syymikasittelyssa. Liitteesta 3 voidaan nahda, etta naytteet reagoivat oletetulla
tavalla. Positiivisia reaktioita havaitaan vain LISS/Coombs-kortilla ja reaktiot ha-
viavat kahdessa muussa menetelmassa, joissa kaytetaan entsyymireagenssiso-
luja. Opinnaytetydssa tutkittava menetelma ei siis sovellu anti-M:n ja anti-Fya:n

tunnistukseen.

Naytteessa 43 ilmenee Rh-veriryhmajarjestelman vasta-aine anti-E. Naytteen
LISS/Coombs-paneeli on kokonaan negatiivinen. Entsyymimenetelmat ovat rea-
goineet testisoluilla Il ja V. Testisolun Ill reaktiot ovat samanlaiset, mutta testiso-
lun V reaktio entsyymisoluilla LISS/Coombs-kortilla on yhden asteen voimak-

kaampi kuin entsyymisoluilla NaCl/Enzyme-kortilla. Tasta voidaan paatella, etta
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anti-E reagoi hieman voimakkaammin opinnaytetyossa tutkittavalla menetel-

malla.

Naytteessa 44 on kyseessa anti-D-suojauksen saanut henkild. Naytteessa reak-
tiot LISS/Coombs-paneelissa ovat heikommat kuin kahdella muulla menetel-
malla. Siina reaktiot ovat tapahtuneet testisoluilla Il ja lll. Testisoluilla I, II, 11l seka
VIl reaktiot ovat tapahtuneet entsyymimenetelmilla. Molemmilla entsyymimene-
telmilla nama reaktiot ovat yhta voimakkaat. LISS/Coombs-paneelissa anti-D-
suojaus tulee esiin vain testisoluilla Il ja I, kun taas molemmilla entsyymipanee-
lilla anti-D-suojaus nakyy testisoluilla I, I, Il ja VIIl. Koska reaktiovoimakkuudet
molemmissa entsyymipaneeleissa ovat samat, opinnaytetyossa tutkittava mene-
telma ei ole tarpeellinen, mutta entsyymimenetelmista on selvasti hyotya anti-D-

suojauksen tunnistuksessa.

Naytteessa 46 on kyseessa tunnistamaton vasta-aine. Tassa naytteessa vasta-
aineseulonta on ollut negatiivinen, mutta koska potilaalla on aikaisemmin ollut
tunnistamaton vasta-aine, taytyy vasta-aineiden tunnistus aina tehda. Taman ta-
kia LISS/Coombs-paneelissa kaikki reaktiot ovat negatiivisia. Molemmilla entsyy-
mimenetelmilla on tapahtunut reaktioita. Testisoluilla Il ja V reaktiot ovat hieman
voimakkaammat opinnaytetyossa tutkittavalla entsyymimenetelmalla kuin
NaCl/Enzyme-menetelmalla. Testisolulla VIl reaktio on tapahtunut ainoastaan
NaCl/Enzyme-paneelissa. Testisolulla VIII reaktio on hieman voimakkaampi
NaCl/Enzyme-menetelmalla kuin entsyymimenetelmalld LISS/Coombs-panee-
lissa. Testisoluilla IV ja Xl reaktiot ovat tapahtuneet ainoastaan entsyymimene-
telmalla LISS/Coombs-paneelissa. Tutkittavalla menetelmalla siis saatiin reakti-
oita, joita ei tapahtunut muissa paneeleissa. Poissulkutekniikkaa kaytettaessa
vasta-ainetta ei kuitenkaan saada opinnaytetyossa kaytettavan menetelman

avulla tunnistettua.

Naytteessa 48 ilmenee anti-E ja panagglutiniini. Naytteessa panagglutiniini vai-
kuttaa reaktioihin. Reaktiot entsyymimenetelmilla ovat selkeasti voimakkaammat
kuin LISS/Coombs-menetelmalla. Muuten reaktiot entsyymimenetelmissa ovat
samanlaiset, mutta testisolulla VIII reaktio on yhden asteen voimakkaampi

NaCl/Enzyme-menetelmalla kuin opinnaytetyossa tutkittavalla menetelmalla. Ky-
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seessa voi olla entsyymilla reagoiva panagglutiniini, joten opinnaytetyossa tutkit-
tavasta menetelmasta ei ole apua. Voidaan kuitenkin huomata, etta entsyymitek-
niikoilla testisolut Il ja V ovat reagoinet voimakkaammin panagglutiniinin alta, jo-
ten entsyymimenetelmat vahvistavat anti-E:n reaktiota. Poissulkutekniikkaa kayt-
taen kuitenkin vain LISS/Coombs-menetelmasta on hyotya anti-E:n tunnistami-

Sessa.

Naytteessa 57 iimenee vasta-aineet anti-C ja anti-D. Naytteessa 57 reaktiot ovat
kaikilla menetelmilla melko voimakkaat testisoluilla I, Il, I, IV ja VIIl. Entsyymi-
menetelmilla reaktiot ovat hieman voimakkaammat kuin LISS/Coombs-menetel-
malla. Testisolulla VIl reaktio on opinnaytetydssa tutkittavalla menetelmalla hie-
man voimakkaampi kuin kahdella muulla menetelmalla, mutta reaktiovoimakkuu-
det eivat eroa juurikaan NaCl/Enzyme-menetelmasta, joten tassa naytteessa
anti-C ja anti-D saadaan tunnistettua myds ilman opinnaytetydssa kaytettavaa

menetelmaa.

Naytteessa 58 ilmenee vasta-aine anti-K. Tassa naytteessa reaktiot ovat tapah-
tuneet testisoluilla 1l ja VI kaikissa paneeleissa. Molemmissa testisoluissa opin-
naytetyossa tutkittavalla menetelmalla reaktio on yhden asteen voimakkaampi
kuin kahdella muulla menetelmalla. Tassa naytteessa siis huomataan, etta tutkit-

tavasta menetelmasta voisi olla hyotya, koska reaktiot ovat voimakkaammat.

Naytteessa 59 on kyseessa tunnistamaton vasta-aine ja auto-C. Jokaisella testi-
solulla on tapahtunut reaktio vahintdan vyhdelld menetelmalld. Reaktiot
LISS/Coombs-paneelissa ovat kuitenkin heikommat kuin entsyymimenetelmilla
tehdyissa paneeleissa. Testisoluilla Ill, 1V, VII, VIII, IX, X ja Xl reaktiot ovat voi-
makkaammat tutkittavalla menetelmalla kuin kahdella muulla menetelmalla. Li-
saksi testisoluilla V ja VI tutkittava menetelma on ainoa, jossa tapahtuu reaktio.
Naissa molemmissa reaktiovoimakkuus on 2+. Opinnaytetydssa tutkittavalla me-
netelmalla reaktio on tapahtunut jokaisessa testisolussa, joten vasta-aineen tun-
nistusta poissulkutekniikalla on mahdotonta tehda. Tasta syysta Liss/Coombs-
paneelista entsyymikasitellyilla soluilla ei ole hyotya, eika tunnistamatonta vasta-

ainetta saada tallakaan menetelmalla tunnistettua.
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Naytteessa 62 ilmenee vasta-aine anti-Cw ja tunnistamaton vasta-aine. Reaktiot
ovat paaasiassa tapahtuneet entsyymimenetelmilla. LISS/Coombs-paneelissa
vain testisolu | on reagoinut. Entsyymimenetelmat ovat reagoineet kaikilla muilla
testisoluilla pois lukien testisolut Il ja V. Testisoluilla IlI, IV, IX ja XI reaktiot ovat
voimakkaammat tutkittavalla menetelmalla kuin NaCl/Enzyme-menetelmalla.
Testisolulla VII reaktio on voimakkaampi NaCl/Enzyme-menetelmalla kuin ent-
syymisoluilla LISS/Coombs-kortilla. Testisolu | on reagoinut kaikista voimakkaim-
min kaikilla menetelmilla, josta voidaan paatella anti-Cw poissulkutekniikalla.
Opinnaytety0ssa tutkittava menetelma on reagoinut samalla tavalla kuin
NaCl/Enzyme-menetelma testisolussa | eikd tunnistamatonta vasta-ainetta
saada tunnistettua poissulkutekniikalla, joten menetelmasta ei ole sen suurem-

paa hyotya.

Naytteessa 63 ilmenee vasta-aine anti-D. Naytteessa reaktiot ovat tapahtuneet
testisoluilla I, 11, 11l ja VIII. Tutkittavalla menetelmalla on saatu voimakkain reaktio
testisoluilla I, Il ja lll. Testisolulla VIl reaktio on molemmilla entsyymimenetelmilla
yhtd voimakas. LISS/Coombs-menetelmalla reaktiot ovat tapahtuneet ainoas-
taan testisoluilla lll ja VIl ja molemmissa reaktio on heikompi kuin entsyymimene-
telmilla. Voidaan todeta, etta anti-D saadaan paremmin esiin entsyymimenetel-
milla ja tassa naytteessa anti-D:n reaktio saatiin voimakkaimmin esiin opinnayte-

tydssa tutkittavalla menetelmalla.
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6.4 Johtopaatokset

Vasta-aineiden iimeneminen entsyymikasitellyilla soluilla LISS/Coombs-korteilla
oli reaktiovoimakkuuksiltaan voimakkaampia tai reaktioiltaan yhta voimakkaita
verrattuna entsyymimenetelmaan NaCl/Enzyme-korteilla suurimmassa osassa
tapauksista. Talla menetelmalla saatiin myos esille reaktioita sellaisilla testi-
soluilla, joilla muilla menetelmilla ei saatu. Tama vahvistaa oletusta siita, etta
opinnaytetydssa tutkittavassa menetelmassa vasta-aineet reagoivat herkemmin

kuin muilla menetelmilla.

Naytteissa 43, 58 ja 63 voidaan todeta, ettd opinnaytetydssa tutkittavasta mene-
telmasta on kaytannon hyotya. Naytteessa 43 on kyseessa anti-E, naytteessa 58
anti-K ja naytteessa 63 anti-D. Tassa tutkimuksessa siis Rh- ja Kell-veriryhnmajar-
jestelmien vasta-aineiden tunnistuksessa voidaan havaita, etta vasta-aineet ilme-
nevat paremmin entsyymisoluilla LISS/Coombs-korteilla kuin muilla menetelmilla.
Muissa naytteissa opinnaytetydssa tutkittavasta menetelmasta ei ollut hyotya,

koska yhta voimakkaat reaktiot saatiin entsyymisoluilla ja NaCl/Enzyme-kortilla.

Vasta-aineseulonta-negatiivisista naytteista saatiin positiivisia reaktioita entsyy-
mikasitellyilla soluilla LISS/Coombs-korteilla. Téaman takia ei voida poissulkea vir-
heellisten reaktioiden mahdollisuutta. Koska opinnaytetyossa tutkittavalla mene-
telmalla saatiin voimakkaampia reaktioita kuin muilla menetelmilla, voidaan

epailla, onko menetelma liilan herkka ja antaako se vaaria positiivisia tuloksia.
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7 POHDINTA

Opinnaytetyon aiheena oli tutkia eri vasta-aineiden ilmenemista entsyymikasitel-
lyilla soluilla LISS/Coombs- korteilla. Normaalisti vasta-aineiden ilmenemista ent-
syymikasitellyilla soluilla tutkitaan NaCl/Enzyme-korteilla, mutta tadssa opinnayte-
tydssa tutkimus tehtiin kayttden LISS/Coombs- kortteja. Tarkoituksena oli selvit-
taa, saataisiinko eri vasta-aineita paremmin esille entsyymikasitellyilla testi-
soluilla LISS/Coombs kortteja kayttaen. Tyon tavoitteena oli tarjota Fimlab Labo-
ratoriot Oy:lle tietoa, olisiko kyseisesta menetelmasta hydtya vasta-aineiden tun-

nistuksessa.

7.1 Tulosten arviointi

Tutkimuksessa kaytetty nayteaineisto koottiin Fimlab Laboratoriot Oy:n keraa-
mista potilasnaytteista. Tutkimukseen otettiin vasta-aineseulonta-negatiivisia ja -
positiivisia naytteitd. Vasta-aineseulonta-negatiivisille naytteille tehtiin vasta-ai-
neseulonta LISS/Coombs-kortilla, entsyymisoluilla NaCl-kortilla seka entsyymis-
oluilla LISS/Coombs-kortilla. Positiivisille naytteille ei tehty ollenkaan vasta-aine-
seulontoja, mutta samoilla kolmella menetelmalla tehtiin vasta-aineiden tunnis-

tuspaneelit.

Tutkimustuloksista kavi ilmi, ettd suurimmassa osassa naytteista vasta-aineiden
ilmeneminen entsyymikasitellyilld soluilla LISS/Coombs-korteilla oli reaktiovoi-
makkuuksiltaan voimakkaampia tai reaktiot olivat yhta voimakkaita kuin entsyy-
mimenetelmalld NaCl/Enzyme-korteilla. Tutkittavalla menetelmalla saatiin myds
reaktioita sellaisilla testisoluilla, joilla ei muilla menetelmilla tapahtunut reaktioita.
Tasta syysta voidaan olettaa, ettd opinnaytetydssa tutkittavalla entsyymimene-
telmalla vasta-aineet reagoivat herkemmin kuin muilla menetelmilld ja tasta

syysta menetelmasta voisi olla hydtya myos Fimlab Laboratoriot Oy:lle.
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7.2 Eettisyys ja luotettavuus

Naytteita kasiteltiin koko tutkimuksen ajan niin, etta tuloksista ei selvia henkilotie-
toja eika niita pysty jaljittamaan. Naytteet numeroitiin heti tutkimuksen alussa
juoksevilla naytenumeroilla. Tutkimusaineiston vastaukset eivat siis tallentuneet
analysaattoreille henkiltiedoilla vaan niille spesifioiduilla ndytenumeroilla. Tutki-
muksen teon aikana nayteputkissa oli seka naytenumerotarra etta potilastarra.
Nain pystyttiin kayttamaan hyodyksi verikeskuksen tuloksia, jotta kaikkia tutki-
muksia ei tarvinnut uudestaan tutkimusta varten analysoida. Tutkimuksen tulos-
ten analysoinnin jalkeen naytteet heitettiin pois, jolloin naytenumeron ja potilas-

tarran valinen jaljitettavyys saatiin estettya.

Siita syysta, etta tutkimuksenteon jalkeen potilastiedot eivat olleet enaa saata-
villa, opinnaytetyon teossa tuli reagenssierien sekaannuksen takia ongelmia.
Koska osa tutkimuksien tuloksista oli otettu verikeskuksen analysoimista tulok-
sista, niita ei pystytty enaa jaljittamaan verikeskuksen arkistoista reagenssieran
varmistamiseksi. Nain ollen suurin osa naytteista taytyi jattaa tutkimuksesta pois,
jotta tutkimustulokset olisivat luotettavia. Lisaksi osa naytteista jouduttiin jatta-
maan pois tutkimuksesta, koska naytteesta I0ytyva vasta-aine ei reagoinut ent-

syymikasittelyssa tai kyseessa oli panagglutiniini.

Nain ollen naytteet eivat tayttaneet kriteereja, joita naytteen hyvaksymiselle oli
asetettu. Ensimmaisena kriteerina oli, etta vasta-aine ei tuhoudu entsyymikasit-
telyssa eika kyseessa ole panagglutiniini. Toisena kriteerina naytteen hyvaksy-
miselle oli se, etta vasta-aineen tunnistuspaneeli LISS/Coombs-kortilla, entsyy-
misoluilla NaCl-kortilla ja entsyymisoluilla LISS/Coombs-kortilla on tehty samalla
reagenssieralla. Opinnaytetydn naytemaara oli pieni, joten tutkimustuloksien var-

mistamiseksi tarvitaan jatkotutkimuksia.
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7.3 Jatkotutkimukset

Jatkotutkimuksena suositellaan tehtavaksi tutkimusta tasta menetelmasta isom-
malla naytemaaralla, jotta tuloksista voitaisiin paremmin arvioida taman menetel-
man hyotyja. Jatkotutkimuksessa voitaisiin erityisesti kiinnittda huomiota Rh- ja
Kell-veriryhmajarjestelmien vasta-aineiden ilmenemisen tutkimiseen opinnayte-
tyossa kaytetylla menetelmalla seka myos muiden jarjestelmien, joita tahan tut-
kimukseen ei saatu mukaan. Esimerkiksi Kidd-veriryhmajarjestelmasta olisi hyva
saada lisatietoa sen kliinisen merkittavyyden vuoksi. Rh- ja Kell-veriryhmajarjes-
telmien vasta-aineiden ilmenemisen tutkiminen olisi tarkeaa, koska naissa vasta-
aineet ilmenivat paremmin tutkittavalla menetelmalla kuin muilla menetelmilla.
Jos jatkotutkimuksessa saataisiin samankaltaisia tuloksia kuin tassa opinnayte-
tydssa, niin menetelmaa voitaisiin mahdollisesti alkaa kayttaa vasta-aineiden tun-

nistuksen apuna.

7.4 Opinnaytetyoprosessin kulku ja arvio

Opinnaytetydn tekeminen ei sujunut taysin alkuperaisen suunnitelman mukaan,
mutta tyo saatiin kuitenkin tehtya suunnitellun aikataulun mukaisesti. Tyon teke-
minen aloitettiin tutkimusosuudella, mika ei ollut paras ratkaisu. Olisi ollut parempi
aloittaa teorian kirjoittamisella, koska silloin olisimme ehka valttyneet ongelmilta,
jotka hidastivat tydn tekemista. Ongelmana tydn tekemisessa oli tydssa kayte-
tyista reagenssierista johtuva naytemaaran pieneneminen. Naytemaaraa oli kui-
tenkin pakko rajata tyon luotettavuuden vuoksi. Teorian rajaaminen oli melko
helppoa ja tydn edetessa rajaaminen sujui luontevasti. Haasteena opinnaytetyon
tekemisessa oli luotettavien ja ajantasaisten lahteiden |0ytaminen. Tyota teh-
dessa lahdekriittisyys oli tarkeaa, koska osassa lahteista tieto oli selvasti vanhen-
tunutta. Opinnaytety6ta tehdessa oppi paljon uutta teoriatietoa aiheesta ja myos
tydsta verikeskuksessa. Opinnaytetyota tehdessa oppi tarkastelemaan lahteita
tarkemmin ja kriittisemmin seka rajaamaan lahteita niiden luotettavuuden kan-

nalta.
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Liite 2. Vasta-aineseulonta-negatiivisten naytteiden seulonnat

Testisolu | Il 1 SF

Kortti LIN[wp|l L[ NJwp| L NJwp| L[ NP

Nayte 1 - - - - - = o = - -

Nayte 2 - - - - = o = - - -

Nayte 3 - - - - - - = = - -

Nayte 4 - - - - - = o = - -

Nayte 5 - - - - - - = = - -

Ndyte 6 - - - - - - = = - -

Nayte 7 - - - - - = o - - -

Nayte8 | - - - | - + - | - - |-

Nayte 9 - - - - - = = - - -

Nayte10 | - - - | - - - | - - |-

Naytead | - - - | - - - | - - |-

Nayte 12 | - - + - = = = - + -

Nayte 13 | - - - - - = = - - -

Nayte 14 | - - - - - - = = - -

Nayte 15 | - - - - - = = - - -

Nayte 16 | - - - - - = = - - -

Nayte 17 | - - - - - = = - - -

Nayte 18 | - - - - - = = - - -

Nayte19 | - - - - - = = - - -

Nayte 20 | - - - - - = = - - -

Nayte 21 | - - - - - - = - - -

Nayte 22 | - - - - - - = - - -

Nayte 23 - + 2+ = + 2+ = + 2+ -

Nayte 24 | - - - - - = o = - -

Nayte 25 | - - - - - = = = - -

Néyte 26 | - + - - + - = [ 2= | = -

Nayte 27 | - - - - - - = = - -

Ndyte 28 | - - - - - - = = - -

Ndyte29 | - - - - - - = = - -

Ndyte 30 | - - - - - - = = - -

Nayte 31 | - - - - - = o - - -

Nayte 32 | - - - - - = o - - -

Niyte33 | - - - | - - - | - - |-

Niyte34 | - - - | - - - | - - |-

Niyte3s | - - - | - - - | - - |-

Niyte36 | - - - | - - - | - - |-

L = LISS/Coombs-kortti, N = NaCl/Enzyme-kortti, L/P = LISS/Coombs-kortti ja entsyymisolut
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Liite 3. Vasta-aineseulonta-positiivisten naytteiden tunnistuspaneelit

InjosIWAASUS Bf JIOX-SqUI00D/SSIT = d/T ‘HHO%-8WAZUT/|QEN = N 'IHOX-SqW00D/SSIT = T

- - - - - - N - - - DR - - - [ R e |+ (+) R € [+7 - | £9 31AeN
+zl+ -+ + -Q+Q+) -+ + -|+ 47 -+ + -|- - -Qp+Q+) -1- - -Qp+ W+ - |+r +7 + | z9AkenN
e+ Hl+el+ - Vel + - Qe+ (Hbl+el+ -1+el- -l+el- - Q1+cl+c - J+cl+ - |+z +z (+)|+2 +z (+)| es=rkeN

- - - EEEEEEE - - - (S - - - [EEEEER T - - - R - - - [ESEEEEE - - - | 8591AeN

- - =P - - - hrREE e - - - [ bs e - - - it (e v v+ [Hp 0 HE|+v ¢ +E | LS2MAeN

- - +Z A - - - R - - - DR - - 2 - - - DR - - +7 | 0S3MeN
+7 +C¢ - |+¢ +t¢ - |+C +T - |+C +E€ - |+T +T - |+C +¢ - |+tv +v + |+ +T - |+p +v +¢|+C +¢ - |+ +¢ - | sy°uheN

2N IR R A R ) R S B ORI IE IR IE [CONRR (SO0 R B € BN C0 R B I | A2 U1\

- - - NN - - - EdEAEE - - - R - - - RN ¢+ (+) FEE A +¢ +¢ - | vy s1AeN

- - |- IS - - - R - - - R ]+ - SR 2 2 - B - - - | epeuieN

- - +et NI - - +c ISR - - - DR - - 7 DR - - +C DS - - - | 6E9MeN
dA[ N[ fan[Nn]afan[Nn]aan N [en[ N[ [an[ N[ [dA[N ] [dan[N] 1 Jan][NT T [aA][ N [dn[ N1 11310

IX X XI A IIA IA A Al 11 1] | njosiysal




