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This is a practice-based thesis commissioned by Lapland Central Hospital Pathology Profit Centre.
The aim is to improve function of the profit center's processes by creating working instructions
which are the products of this thesis. Working instructions standardizes working methods and
ensures their accuracy. The users of working instructions are profit center’s laboratory assistants.
Other possible users are biomedical laboratory science students and new employees who are
familiarized with the work tasks.

The result of this thesis is two different working instructions “Orienting and embedding the samples”
and “Sectioning the samples”. The latter working instruction consists cutting with both a sliding
microtome and rotary microtome with section transfer system. In the working instructions, the pro-
cesses are experienced step by step so that the work is reproducible. Instructions also include
information about work safety.
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1 JOHDANTO

Tama on toiminnallinen opinnéytetyo, joka koostuu kirjallisesta raporttiosasta ja kahdesta erillisesta
tyoohjeesta "Naytteiden orientointi ja valaminen” ja "Naytteiden leikkaus mikrotomilla”. Tyon toi-
meksiantajana toimii Lapin keskussairaalan patologian tulosyksikko. Tydohjeiden tarkoituksena on
esitella molemmat prosessit tarkasti vaihe vaiheelta laboratorion tyontekijdille. Lisaksi tyoohjeet
auttavat uusia tyontekijoita ja harjoittelijoita tydtehtaviin tutustumisessa. Tyon tavoitteena on kehit-
taa patologian tulosyksikon toimintaa yhtenaistamalla tydtapoja ja varmistamalla tydtapojen oikeel-

lisuus tyoohjeiden avulla.

Vaikka opinnaytetyon tietoperusta painottuu histologisen prosessin selventamiseen, kasitellaan
siina myos auditointia ja laatua Lapin keskussairaalan patologian tulosyksikon kannalta seka hyvan
ohjetekstin kirjoittamista. Opinnaytetydmme aiheeseen olemme perehtyneet kirjallisuuden ja ver-
kosta loydettavan materiaalin avulla. Kosketuspintaa aiheeseen antoivat suorittamamme harjoitte-
lut patologian yksikdissa Rovaniemelld ja Oulussa. Pyrimme valitsemaan vakiintunutta, formaalia
ja ajantasaista tietoa. Hyodynsimme tyossa myos laboratorion tyontekijoiden kaytannallista tietoa
seka luentomateriaalia Suomen histotekniikan yhdistyksen koulutuspaiviltd Rovaniemelta
22.4.2017.

Histologia eli kudosoppi tutkii kudosten rakenteita ja toimintaa paaosin mikroskooppisin ja kemial-
lisin menetelmin (Terveyskirjasto Duodecim 2017, viitattu 26.10.2017). Naytteiden saapuessa la-
boratorioon, joko tuoreena tai fiksoituna, annetaan niille ensiksi yksiloiva tunniste. (Lapin keskus-
sairaalan patologian tulosyksikkd 2016, 13; Makinen 2012, viitattu 26.10.2017.) Taman jalkeen
naytteet esikasitellaan. Pieni naytemateriaali, kuten pienikokoiset koepalat, laitetaan kokonaisuu-
dessaan naytekasettiin ja siirretd@n kudoskuljetukseen. Suuremmat naytteet tarvitsevat patologin
suorittaman kayntiinpanon. Kéyntiinpanossa patologi tutkii naytteen ja ottaa siitd edustavat viipa-
leet ndytekasetteihin. (Makinen 2012, viitattu 26.10.2017.)

Esikasittelyn jalkeen naytteet siirretdan automatisoituihin kudoskuljettimiin. Kudoskuljetuksen tar-
koituksena on kiinnittdd kudokset sekd poistaa niistd vesi ja rasva. (Mékinen 2012, viitattu
26.10.2017.) Seuraavaksi naytteet orientoidaan, eli asetetaan valumuottiin, ja valetaan valuainee-
seen, yleensa parafiiniin (Spencer & Bancroft 2008b, 83-92). Parafiiniblokeista saadaan mikroto-



milla leikattua leikkeita, joita sitten varjataan naytteen ominaisuuksien korostamiseksi. Taman jal-
keen patologi voi tutkia naytteen mikroskoopilla ja antaa siita lausunnon. (Makinen 2012; Suomen
Bioanalyytikkoliitto 2017, viitattu 26.10.2017.)



2 HISTOLOGINEN LABORATORIOPROSESSI

Histologiset naytteet saapuvat laboratorioon joko tuoreena tai fiksoituna. Ensiksi naytteet esikasi-
tellaan. Pieni naytemateriaali laitetaan kokonaisuudessaan naytekasettiin ja siirretdan kudoskulje-
tukseen. Suuremmat naytteet patologi tutkii ja ottaa niista viipaleet naytekasetteihin. Esikasittelyn
jalkeen naytteet siirretaan kudoskuljettimiin. Kudoskuljetuksen tarkoituksena on kiinnittaa kudokset
seka poistaa niista vesi ja rasva. Seuraavaksi naytteet orientoidaan, eli asetetaan valumuottiin, ja
valetaan valuaineeseen. Taman jalkeen nayteblokista saadaan mikrotomilla leikattua leikkeitd, joita

sitten varjataan naytteen ominaisuuksien korostamiseksi.

21 Naytteen saapuminen laboratorioon

Nayte saapuu laboratorioon tuoreena tai fiksoituna 10-prosenttiseen formaliiniin (Lapin keskussai-
raalan patologian tulosyksikkd 2016, 13). Naytepurkkiin on merkittyna potilaan henkildtiedot. Nayt-
teen mukana tulee lahete, josta kay ilmi potilaan mahdollinen diagnoosi, seka kliiniset esitiedot
lyhyesti. (Billings & Grizzle 2008, 75-81.) Naytteelle annetaan koodi, josta ilmenee naytteen tyyppi,
vuosiluku, juokseva naytenumero ja alanumero, seka laboratorion yksiléiva tunniste. (Makinen
2012, viitattu 13.10.2017).

Kirjauspaikalla naytteesta kirjataan ylos tietojarjestelmaan naytenumero, eriteltyjen naytteiden
méaara, naytelaji ja kiireellisyysluokka. Kirjaajan tulee aina tarkistaa vastaavatko naytepurkin ja Ia-
hetteen tiedot toisiaan. Jos naytetta ei tunnisteta, sita ei voida siirtaa jatkokasittelyyn. Tarvittaessa
lahettavasta yksikosta voidaan pyytaa henkilokuntaa tunnistamaan néyte. Puuttuvat |ahetetiedot
tai muut epaselvyydet selvitetdan puhelimitse lahettavan yksikon kanssa. (Lapin keskussairaalan

patologian tulosyksikké 2016, 13.)

2.2 Naytteen fiksaatio

Naytteen fiksaation eli kiinnityksen tarkoituksena on estaa kudoksen hajoaminen entsyymien toi-

minnan ja bakteerien vaikutuksen takia. Fiksointi sailyttaa tutkittavan kudosnaytteen luonnollisen



nakoisena seka kiinteyttaa kudosta, jolloin sen jatkokasittely on helpompaa. (Aho 1994, 6.) Fiksaa-
tion avulla nayte sailyy tutkimuskelpoisena pitkiakin aikoja, jotta sita voidaan tarvittaessa tarkastella
my6hemmin (Grizzle, Fredenburgh & Myers 2008, 53-74).

Kiinnitykseen voidaan kayttaa fysikaalisia ja kemiallisia menetelmia. Fysikaalisia menetelmia ovat
esimerkiksi kuumentaminen, mikroaallot ja iimakuivaus. Naita menetelmia ei juurikaan kayteta yk-
sinaan, vaan tehostamaan kemiallisia menetelmia. Kemiallisia menetelmia on useita, vesipohjaiset
ovat niista yleisimpid. (Grizzle ym. 2008, 53-74). Fiksatiivia valitessa joudutaan tekemaan komp-
romisseja, silla jokaisella fiksatiivilla on omat etunsa ja heikkoutensa. Yleisin diagnostisessa pato-

logiassa kaytettava fiksatiivi on 10-prosenttinen formaliini. (Grizzle ym. 2008, 53-74.)

Fiksaation onnistumiseen vaikuttavat useat tekijat, esimerkiksi naytepalan koko, fiksaatioaika, pH
ja liuosten vakevyydet. Fiksaatioaika riippuu ndytepalan koosta: pieni naytepala fiksoituu nopeam-
min kuin suuri ndytepala. Liian pitkaa fiksaatiota tulee valttaa, silla se voi kovettaa ja kutistaa ku-
dosta. (Aho 1994, 7.) Liian vahva formaliini kovettaa ja kutistaa kudosta, kun taas liian laimea eta-
noli ei poista vetta kudoksesta. Taman takia on huomioitava myos liuosten vakevyydet. Myos pH:n
vaikutus fiksaatioon voi olla merkittava, esimerkiksi voimakkaasti hapan ymparistd vaikuttaa prote-

iinien rakenteeseen. (Grizzle ym. 2008, 53-74.)

2.3 Naytteen esikasittely

Naytteen saapuessa laboratorioon, se tunnistetaan, kasitellaan ja prosessoidaan. Pienet ndytepa-
lat voidaan prosessoida sellaisenaan, mutta suuremmista naytteista leikataan pienempia paloja
jatkokasittelya varten. (Lapin keskussairaalan patologian tulosyksikké 2016, 13.) Myds kaikki nayt-
teelle tassa vaiheessa tehtavat toimenpiteet ovat tarkeita, silla ne vaikuttavat naytteesta tehtavaan
lopulliseen diagnoosiin. Laboratoriossa patologi ja bioanalyytikko toimivat yhteistydssa varmistaak-

seen naytteiden oikean kasittelyn. (Billings & Grizzle 2008, 75-81.)

Laboratoriohoitaja voi aloittaa sellaisen naytemateriaalin kasittelyn, joka ei vaadi naytteen pienen-
tamista. Tallaista naytemateriaalia ovat esimerkiksi pienet naytepalat, kaapeet ja muu rakenteeton
materiaali. Kasittelyn aloittamista kutsutaan kayntiinpanoksi. (Lapin keskussairaalan patologian tu-

losyksikko 2016, 14.) Kaytannossa se tarkoittaa sitd, ettd ndytemateriaali asetetaan tai suodate-



taan naytekasettiin ja siirretaan kudoskuljetukseen (Mékinen 2012, viitattu 13.10.2017). Naytepa-
lan siirtdminen naytepurkista kasetille suoritetaan vetokaapissa ja kasineita kayttaen, silla nayt-
teesta haihtuu terveydelle haitallista formaldehydia (Aho 1994, 12).

Suurempien naytteiden kayntiinpanon ja pienentamisen suorittaa 1aakari. Naytettd tarkastellaan
makroskooppisesti ja kirjataan kaikki huomiot ylos. Tarvittaessa nayte voidaan myos valokuvata.
(Lapin keskussairaalan patologian tulosyksikko 2016, 14.) Taman jalkeen patologi leikkaa nayt-
teestd edustavat palat kasetteihin jatkokasittelya varten. Kasetteja voi tulla jopa useita kymmenia
naytteesta riippuen. (Makinen 2012, viitattu 13.10.2017.) Useimmat laboratoriot ovat kehittaneet
standardoituja menettelytapoja makroleikkelyn ja prosessoinnin suorittamisesta (Billings & Grizzle
2008, 75-81).

24 Kudoskuljetus eli kudoksen prosessointi

Esikasittelyn jalkeen naytteet siirretdan joko automaattisiin tai manuaalisiin kudoskuljettimiin. Ku-
doskuljetuksen tehtavana on kiinnittaa kudokset ja poistaa niista vesi ja rasva. Nain kudosrakenteet
kovettuvat ja sailyvat. Kudoskuljetuksen loppuvaiheessa naytteet kasitelldén parafiinissa eli pe-
tausaineessa, jotta se jaahtyy kudoksen sisa- ja ulkopuolelle. Parafiinin avulla néytteité voidaan
sitten leikata. (Makinen 2012, viitattu 13.10.2017.)

Kudoskappaleet eivat saa olla liian isoja automatisoitujen menetelmien takia. Sopiva koko kudos-
kappaleelle on 25x20x4 mm, talldin se mahtuu naytekasettiin. Kuljetus jaetaan kahteen osaan:
vedenpoistoon ja kirkastukseen seka parafiini-infiltraatioon. Vedenpoisto tapahtuu nousevassa al-
koholisarjassa aloittaen 5070 prosenttisesta alkoholista absoluuttiseen alkoholiin asti. Koska pa-
rafiini ei liukene alkoholiin, on alkoholi poistettava. Tama tapahtuu kirkastuksessa lapikuultamisella,
jossa alkoholi poistetaan ksyleenilla. Naytekasetit eivat saa olla ksyleenissa liian kauaa, silla ku-
dokset voivat kutistua likaa. (Aho 1994, 12.) Kudoskuljetuksessa tapahtuvat virheet ovat vahaisia,
mutta jos virheita tapahtuu, koskevat ne suuria maaria naytteitd samanaikaisesti (Makinen 2012,
viitattu 13.10.2017).

Koneellinen kuljetus on yleisin tapa kudoskuljetuksen suorittamiseen. Koneellisessa kudoskulje-

tuksessa kasetit laitetaan reidllisiin astioihin, jotka kone sitten siirtda kuljetusliuoksesta toiseen yon
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aikana (Aho 1994, 12). Reagenssit ja sulatettu parafiini likkuvat perakkain siséan ja ulos kammi-
oista tyhjién ja paineen avulla (Spencer & Bancroft 2008b, 83-92). Seuraavassa taulukossa (tau-

lukko 1) on esitelty yleisin kudoskuljetusohjelma.

TAULUKKO 1. Esimerkki kudoskuljetusohjelmasta (Spencer & Bancroft 2008b, 83-92)

Asema  Reagenssi Aika Paine/vakuumi  Lampdatila
1 10 % formaliini 1h kylla 38 °C
2 10 % formaliini 1h kylla 38 °C
3 50 % alkoholi/formaliini 1 h kylla 38 °C
4 70 % alkoholi 30min  kylla 38 °C
5 95 % alkoholi 30min  kylla 38 °C
6 95 % alkoholi 40 min  kylla 38 °C
7 100 % alkoholi 40 min  kylla 38 °C
8 100 % alkoholi 40 min  kylla 38 °C
9 ksyleeni 40 min  kylla 38 °C
10 ksyleeni 40min  kylla 38 °C
11 parafiini 30min  kylla 60 °C
12 parafiini 20min  kylla 60 °C
13 parafiini 20min  kylla 60 °C
14 parafiini 40 min  kylla 60 °C

Erikoissuunnitellut mikroaaltouunit ovat hiljalleen yleistyneet kudoksen prosessoinnissa. Mikroaal-
touuni stimuloi liuosten imeytymista kudoksiin nostamalla naytteen sisaista lampétilaa. Se nopeut-
taa koneen kasittelyaikaa tunneista minuuteiksi. Kudokset pitaa kuitenkin siirtaa kasin liuoksesta
toiseen. Kasittelyn nopeutumisen lisaksi mikroaaltouunin etuna on se, etta myrkyllista ksyleenia ei
tarvita. (Spencer & Bancroft 2008b, 83-92.)
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2.5 Naytteen orientointi ja valaminen

Ennen kuin nayte voidaan mikrotomilla leikata ohuiksi leikkeiksi, se taytyy valaa tukiaineeseen.
(Aho 1994, 12). Yleisin valomikroskopiassa kaytettava tukiaine on parafiini (Lintunen 2017, 1). Va-
lamisprosessi aloitetaan naytteen orientoinnilla, jonka tarkoituksena on asetella nayte oikeaan
asentoon muotissa. Orientoinnissa tulee huomioida naytetyyppien erilaisuudet, jotta niisté saadaan
mikroskoopilla n&kyviin tarvittavat asiat. (Spencer & Bancroft 2008b, 83-92.) Orientoinnin jalkeen
nayte valetaan parafiiniin, ja muotin paalle asetetaan kasetti. Kasetti identifioi naytteen ja helpottaa
myos leikkaamista. Lopuksi muotti siirreta@n kylmalevylle jahmettymaan. Jahmettymisen jalkeen

blokki on valmis leikattavaksi. (Lampela, keskustelu 17.10.2017.)

2,51 Valamisprosessi

Naytteen orientointi ja valaminen tehdaan valuasemalla, joita on olemassa erilaisia riippuen laitteen
iasta ja mallista. Niihin kuuluu yleensa vahintaan vahan annostelija eli vaha-automaatti, kylmalevy
ja lammitetty sailytyslokero muoteille. Muottien pohjan koko vaihtelee, mutta paéllysosa on aina
sen kokoinen, etta naytteen identifioiva kasetti sopii sen paalle. Kasetti helpottaa myds blokin kiin-

nittamista mikrotomiin leikkaamista varten. (Anderson & Bancroft 2002, 89-90.)

Orientointi aloitetaan laskemalla lammitetyn muotin pohjalle hieman kuumaa parafiinia. Orien-
toidessa kudospala asetetaan muottiin yleensa leikkauspinta alaspain (Aho 1994, 14). Kuitenkin
putkimaiset rakenteet valetaan pystyyn, silla niista halutaan poikkileikkaus ja lihasbiopsioista leika-
taan seka poikkileikkaus etta pitkittaisleikkaus, eli ne taytyy valaa seka pystyyn etté kyljelleen. (An-
derson & Bancroft 2002, 90.) Ihobiopsiat tai muut epiteelirakenteet taas asetellaan kyljelleen niin,

etta eri kerrokset tulevat paallekkain nakyviin (Aho 1994, 12-14).

Tassa vaiheessa naytteen asentoa voi vield tarkastaa ja korjata tarvittaessa (Aho 1994, 12-14).
Kaikki samaan muottiin tulevat naytteet taytyy valaessa painaa muotin pohjaa vasten, jotta ne tu-
levat samaan tasoon. Tama on tarkeaa myds epatasaisissa naytepaloissa. Jos naytetta ei ole pai-
nettu pohjaa vasten, se leikkautuu epatasaisesti, ja pahimmassa tapauksessa jotain tarkeaa voi
jaada pois. (Lintunen 2017, 3.) Naytepalojen orientoinnissa voi olla my6s laboratorio- tai patologi-

kohtaisia eroja, jotka taytyy valaessa ottaa huomioon.
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Orientoinnin jalkeen muotti siirretddn kylmalevylle varmistaen, ettd pala pysyy halutussa asen-
nossa. Naytepalaa pidetaan paikallaan, kunnes parafiini on jahmettynyt sen verran, etta pala pysyy
itsestaan paikoillaan. Sitten muotin paalle asetetaan naytteen identifioiva kasetti, ja kasetin paalle
lasketaan viela parafiinia sen verran, ettad muotti tulee tayteen. Lopuksi muotti siirretdén kylméle-
vylle ja odotetaan etta blokki jahmettyy kokonaan. Jahmettynyt blokki voidaan irrottaa muotista, ja

blokki on heti valmis leikattavaksi. (Lampela, keskustelu 17.10.2017.)

2.5.2 Valuaineet

Parafiini on useista syista histologian kaytetyin tukiaine. Se on halpaa, helposti kasiteltavaa, eika
aiheuta yleensa ongelmia leikkeiden kasittelyssa. Sen sulamispiste vaihtelee laajalla asteikolla,
mika on eduksi maapallon eri ilmasto-olosuhteissa. (Anderson & Bancroft 2002, 89) Parafiini on
sekoitus hiilivetyja, jotka on erotettu maadljyn tislauksessa. Parafiini ei liukene veteen, vaan esi-
merkiksi eetteriin tai ksyleeniin. (Lintunen 2017, 1.) Sen ominaisuudet ovat vaihtelevia, esimerkiksi
sulamispiste vaihtelee 40-70 celsiusasteen valilla. Ominaisuuksiltaan korkeamman sulamispisteen
parafiini on kovempaa. Hyvien leikkeiden saamiseksi tulee valita parafiini, jonka kovuus on sopiva

huoneenlammadssa (Anderson & Bancroft 2002, 89.)

Parafiinin itsesyttymislampétila on noin 250-300 celsiusastetta, ja tulipalossa se voi nousta jopa
800-1200 celsiusasteeseen. Siksi sita ei suositella sailytettavan poistumisteiden lahettyvilla. Pala-
vaa parafiinia ei voi sammuttaa vedella. Parafiinia ei ole luokiteltu vaaralliseksi, mutta on kuitenkin
varottava aineen joutumista iholle ja silmiin. Tyhja pakkaus tulee havittaa ongelmajatteena. Lisaksi

parafiini voi aiheuttaa liukastumisvaaran. (Lintunen 2017, 2.)

Aina parafiini ei ole sopiva valuaine valettavalle leikkeelle. Toinen valuaine voidaan valita esimer-
kiksi, kun halutaan ohuempia leikkeita tai kudos tarvitsee vahvemman tukiaineen. Tallaisia vaihto-
ehtoisia tukiaineita ovat muun muassa hartsi, agar ja gelatiini. Hartsia kaytetadan valuaineena elekt-
ronimikroskopiassa ultraohuisiin leikkeisiin ja pehmentadmattdmaan luuhun. Agar taas tukee hau-
raita naytteitd, mutta se ei yksindan anna tarpeeksi tukea leikkaamiseen. Naytteet voidaan ensin
valaa agariin ja taman jalkeen parafiiniin. Gelatiinia kaytetaan, kun halutaan leikata kokonaisia eli-

mia. Sita voidaan kayttaa myods jaaleikkeissa. (Anderson & Bancroft 2002, 91.)
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2.6 Naytteen leikkaus

Mikrotomia tarkoittaa niita keinoja histologisessa laboratorioprosessissa, joilla kudos saadaan lei-
kattua ja kiinnitettya lasille mikroskooppista tarkastelua varten. Suurin osa mikrotomiasta suorite-
taan parafiiniin valetuille kudosblokeille. (Spencer & Bancroft 2008a, 93-104; Isohatala 2017.) Ku-
dosnaytteiden leikkaamiseen kaytettavaa tyokalua kutsutaan mikrotomiksi. Vaikka mikrotomeja on
tarjolla useaa eri mallia erilaisille kayttotarkoituksille, voidaan monia malleja kuitenkin kayttaa mo-
nipuolisesti erilaisiin kayttotarkoituksiin. (Spencer & Bancroft 2008a, 93—-104.) Kaytettavan mikro-
tomin valinta riippuu tyon laadusta ja kasiteltavasta naytemateriaalista. My6s mikrotomin tera vali-
taan leikattavan materiaalin perusteella. Teran materiaali voi olla teras, lasi tai timantti. (Isohatala
2017,1.)

Mikrotomit voidaan jakaa kahteen ryhmaan toimintaperiaatteidensa mukaisesti. Liukumikrotomilla
leikattaessa tera likkuu nayteblokkia kohti, ndyteblokin pysyessa paikallaan. Rotaatiomikrotomilla
asia on painvastoin, eli tera pysyy paikallaan ja nayteblokki likkuu veista kohti. Oli kyseessa sitten
liukumikrotomi tai rotaatiomikrotomi, 10ytyy siité blokinpidike, veitsenpidike ja saatoruuvit, joilla saa-
detaan leikkauskulmaa ja leikepaksuutta. Blokki asetetaan siis blokinpidikkeeseen ja tera teranpi-
dikkeeseen. Mikrotomilla leikattaessa veitsen ja blokin etaisyys on aina ennalta maaritelty, ja tama

etdisyys maaraa leikkeen paksuuden. (Isohatala 2017, 1.)

Liukumikrotomilla leikattaessa blokki pysyy paikallaan teran liikkuessa blokkia kohti vaakatasossa,
noin 40 asteen kulmassa (Aho 1994, 15). Taman tyyppisessa mikrotomissa on raskas kelkka, johon
tera on kiinnitetty. Kelkkaa kasin vetamalla syntyy leikkeita. (Isohatala 2017, 1.) Liukumikrotomilla
hyvin ohuiden, kolmen mikrometrin paksuisten, leikkeiden leikkaaminen voi olla vaikeaa. Sita kay-
tetd@nkin ensisijaisesti makroblokkien, kovien kudosten ja kokonaisten elinten leikkaamiseen.
(Spencer & Bancroft 2008a, 93-104.)

Rotaatiomikroskoopin perusperiaatteena on 360 astetta pyorivan ohjauspydran pydrittaminen, jol-
loin néyte liikkuu kohtisuoraan veitsen ohi ja palautuu sen jalkeen lahtopaikkaansa. (Spencer &
Bancroft 2008a, 93-104.) Jokainen ohjauspydran kokonainen kierros tuo nayteblokkia lahemmaksi
veista (Isohatala 2017, 1). Rotaatiomikrotomissa tera pysyy paikallaan ja kudosblokki liikkuu ylos
ja alas kohdaten teran suorassa kulmassa. Teran ja blokin valille muodostuu kaltevuuskulma, joka
vaihtelee valilla 4 — 13 astetta. Kaltevuuskulma riippuu leikattavasta kudoksesta, valuaineesta, kay-
tettavasta mikrotomista, seka terasta. Pelkastaan terasta riippuva kulma on leikkauskulma. Se
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muodostuu teran yla- ja alapinnasta. (Aho 1994, 15.) Rotaatiomikrotomi voi olla manuaalinen, puo-

liksi automaattinen tai taysin automaattinen (Spencer & Bancroft 2008a, 93-104).

Mikrotomilla tyoskentelyssa tarvitaan ainakin kylma levy, pinsetit ja pensseli, objektilaseja, tislattua
vetta kylma- ja l[@mminvesihauteisiin, imupaperia, sellua ja lasien kerayspiste. Huomionarvioisia
asioita ovat myos hyva valaistus, ergonominen tyoasento, imuri ja puhdistusaine. Naytteiden leik-
kaaminen alkaa blokin jaahdyttamisella kylmalla levylla. Taman jalkeen nayte trimmataan esille
parafiinin sisaltd. Trimmaamisen jalkeen nayte leikataan ja siirretd@n kylmaan veteen, jossa leike
suoristuu. Seuraavaksi leike siirretaan lampimaan veteen, jotta se saadaan kiinnitettya objektila-

sille. Lopuksi leike kuivataan ja kiinnitetdan lasiin lamman avulla. (Isohatala 2017.)

2.7 Naytteen varjays

Parafiiniblokeista leikatut leikkeet kiinniteta@n naytelasille, jonka jalkeen ne varjataan. Varjaysten
tehtdvana on varjata naytelasien kuollutta kudosta, johon vaikuttaa erilaiset fysikaaliset ja kemial-
liset tekijat. Kemiallinen vetovoima on tarkeaa, silla se vaikuttaa vuorovaikutusvoimillaan varin ky-
kyyn sitoutua kudokseen. Varjaykset voidaan jakaa neljaan paaryhmaan: entsyymihistokemia, im-
munohistokemia, lektiinihistokemia ja hybridisaatiohistokemia. (Horobin 2008, 105-120.) Monet
varjayksista tehdaan nykyaan varjaysautomaateilla, mutta osa naytteista vaatii edelleen haasta-
vamman kasivarjayksen (Aho 1994, 19-22). Varjayksen tekija vastaa laadusta. Varjays on onnis-
tunut, kun siina on hyva varinvoimakkuus ja taustavarjaytyvyys. Lisaksi tuman yksityiskohdat tulee

erottua. (Lapin keskussairaalan patologian tulosyksikké 2016, 17-18.)

Suomessa yleisimmin kaytdssa on hematoksyliini-eosiini-varjays (HE). Hematoksyliini varjaa paa-
asiassa tumia ja osaksi sytoplasmassa esiintyvaa RNA:ta sinimustaksi. Eosiini taas tarttuu sy-
toplasmaan seka solunsisaisiin ja ulkoisiin proteiineihin, kuten sidekudokseen. (Mékinen 2012.)
Sidekudokset varjaytyvat varin voimakkuuden ja muodon mukaan vaaleanpunaiseksi, oranssiksi ja
punaiseksi (Gamble 2008, 121-134). He-varjayksen suosio perustuu sen hyvaan sailyvyyteen,
helppoon valmistettavuuteen ja siihen, etta se varjaa tumat selkeasti. Se myds helpottaa tuman
poikkeavuuden arviointia. (Gamble 2008, 121-134; Makinen 2012.)

Kaikkia naytteita ei voida varjatd hematoksyliini-eosiini-varjayksella. Erikoisvarjayksia tarvitaan

muun muassa maksa- munuais- ja luuydinnaytteissa. Lisaksi erikoisvarjaysta voidaan kayttaa, kun
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perusvarjayksen 16ydosta halutaan tutkia tarkemmin tai jotakin tiettya kudoskomponenttia halutaan
selkeyttaa. Immunohistokemia on kuitenkin syrjayttamassa erikoisvarjaykset tulevaisuudessa.
(Mékinen 2012.)

Nykyaan useimmissa laboratorioissa on varjaysautomaatti nopeuttamassa, tehostamassa ja yh-
denmukaistamassa varjaysta. Varjaysautomaatin tyojalki on tasalaatuista ja automaatti kykenee
kasittelemaan suuremman maaran naytteita kerralla. (Gamble 1998; Flaten, Briscoe, Burns,
Rehse, Maloff & Farahani 2011, viitattu 24.10.2017.) Varjaysautomaatilla voidaan kasitella useita
erilaisia naytetyyppeja, kuten verta, luuydintd ja selkdydinnestetta (Flaten ym. 2011, viitattu
24.10.2017). Automaattien varjaysmenetelmat vaihtelevat laitemallin mukaan. Paaperiaatteena on
kuitenkin se, etta automaatti kuljettaa naytelaseja valitun varjaysohjelman mukaisesti. (Gamble
1998, viitattu 24.10.2017.)
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3 HYVA TYOOHJE

Ohjeella kuvataan kaytannon ilmiota, tapahtumaa tai prosessia (Oulun ammattikorkeakoulu 2006,
viitattu 12.10.2017). Ohje ohjaa lukijaa turvalliseen, tehokkaaseen ja miellyttavaan kayttoon. Li-
saksi se vahentaa erilaisten toimintahairididen riskia. (Nykanen 2002, 50-51.) Ohjeella annetaan
lukijalle hanen tarvitsemaansa informaatiota kirjoittajan kuvaaman ilmion uusimiseen. Nakokulma
on siis ohjeistava ja opastava. (Oulun ammattikorkeakoulu 2006, viitattu 12.10.2017.) Ohjeen laa-
timistyon prosessi (kuvio 1) etenee aiheen maarittelysta sisallon suunnitteluun ja tuottamiseen.
Pelkka ohjeen kirjoittaminen ei riitd, vaan se on myos tarkistettava ja viimeisteltava. (Nissi 2009a,
viitattu 24.10.2017.)

(" )
Maarittely " Tarpeiden kartoitus
+ Kayttajaanalyysi
\_ J
( . g . . . \
* |deointi ja materiaalin kokoaminen
Suunnittelu + Siséllén suunnittelu
+ Esitystavan suunnittelu y
\_
( s . \
* Luonnoksen kirjoittaminen
Tuottaminen + Varsinaisen tekstin kirjoittaminen
* Muun materiaalin valmistaminen )
\_
( . : \
* Tarkistaminen
Viimeistely + Esitystavan viimeistely
+ Kielen tarkistaminen y
\
( . g \
+ Testaus ja arviointi
Testaus, korjaus, julkistus + Korjaukset
+ Kayttoonotto y
\

KUVIO 1. Ohjeen laatimisvaiheet prosessina (Nissi 2009a, viitattu 12.10.2017)
Ohje laaditaan kayttajan nakokulmasta, joten kayttdjaryhman tunteminen on tarkeda (Nykanen

2002, 50-51). Vaikka kirjoittamisen pohjalla on jokin aikaisemmin tapahtunut ilmio, esitetdan se
ohjeessa tulevana (Oulun ammattikorkeakoulu 2006, viitattu 12.10.2017). Selkeys, johdonmukai-
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suus ja yksiselitteisyys ovat onnistuneen ohjetekstin ominaisuuksia. Parhaimmillaan ohje onkin tay-
sin yksitulkintainen. Selkean tekstin kerronta etenee sujuvasti ja kielellinen ilmaisu on helposti ym-
marrettavaa. Johdonmukaisuutta lisaavat yhtenainen esitystarkkuus ja kirjoitustyyli alusta loppuun
seka johdonmukaiset asioiden nimitykset. Yksiselitteisyytta tekstiin tuovat tasmalliset ja yksinker-

taiset virkerakenteet, mutkikkaita lauserakenteita kannattaa valttaa. (Nykanen 2002, 11-12.)

Kuvitus lisa@ ohjeen ymmarrettavyytta. Kuvien on kuitenkin oltava laadukkaita ja selkeita. Olen-
naisten yksityiskohtien tulee erottua, mutta niissa ei kannata ilmaista enempaa tietoa kuin kayttajan
kannalta on tarpeellista. Tarkeinta on, etta kuvat ja teksti muodostavat harmonisen ja ristiriidatto-

man kokonaisuuden. (Nykanen 2002, 11-12.)

Halutut tiedot on oltava kayttajan helposti I0ydettavissa, vaikka kayttaja tarvitsee ohjeesta vain yh-
den asian (Nykanen 2002, 50-51). Talléin puhutaan ohjeen helppokayttoisyydesta tai kaytettavyy-
desta. Kaytettavyytta voidaan parantaa esimerkiksi lisdamalla tekstin silmailtavyytta, kielellista ym-
marrettavyytta ja lukemisen ohjaamista. Lukemisen ohjaaminen kasittaa ne keinot, joilla lukijan
huomiota kiinnitetaan edes tarkeimpiin asioihin. Tallaisia keinoja ovat muun muassa tarkat luke-
maan houkuttelevat otsikot, laadukas sisallysluettelo, tyhja tila, tekstin fonttikoot ja kirjasinlajit seka

kappaleen aloittaminen ennestaan tunnetuilla asioilla. (Nissi 2009b, viitattu 12.10.2017.)
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4 AUDITOINTI JA LAATU

Histopatologian laboratoriossa laatu on abstrakti kokonaisuus, jonka maaritelma vaihtelee sen mu-
kaan, mista nakokulmasta asiaa tarkastellaan. Esimerkiksi leikkeita tuottavalle tyontekijalle laatu
on suoraan verrannollinen leikkeiden laatuun, patologille laatu taas tarkoittaa diagnoosin tark-
kuutta. (Gamble, Banks & Bancroft 2008, 1-10.)

Laboratoriotoiminnan laadunvarmistus edellyttdad mahdollisuutta kontrolloida ja seurata kaikkea toi-
mintaa. Kontrollointiin ja seurantaan liittyy vahvasti dokumentointi, jotta tyd on mahdollisimman jal-
jitettdvaa. Laboratorioissa voidaan tyoskennella joko tydohjeen mukaan tai ilman tarkkaa tyoh-
jetta. Tydohjeen avulla tyd voidaan toistaa uudestaan erittdin tarkasti. (Hanninen, Ruismaki, Sei-
kola & Slodr 2012, 21-22.) Laboratoriotoiminnan laatu taataan noudattamalla jatkuvasti yllapidet-
tavaa ja paivitettavaa laatujarjestelmaa. Tarkoituksena on ennaltaehkaista mahdollisia virheita ana-
lyyseissa ja tulkinnoissa. Laatujarjestelma kirjataan yleensa laboratorion laatukasikirjaan, jossa
maaritellaan tavoitteet ja keinot tulosten luotettavuuden saavuttamiseksi. (Hanninen ym. 2012, 21—
22.)

Laboratorioiden laatua valvotaan siséisilla ja ulkoisilla tarkastuksilla eli auditoinneilla. Sisaisessa
auditoinnissa arvioidaan organisaation omaa laatujarjestelmaa. Ulkoisen auditoinnin suorittaa yri-
tyksen asiakas tai viranomainen. Auditoijan tehtava on selvittaa, toimitaanko laboratoriossa laatu-
jarjestelman mukaisesti. Auditointitilaisuudessa keskustellaan tyon suorituksesta siitd vastaavien
henkildiden kanssa, seké kaydaan tarvittavat asiakirjat lapi. Auditointeja suositellaan tehtavaksi
saannollisesti, jotta laatujarjestelman ja toiminnan jatkuva kehittdminen voidaan varmistaa. Lisaksi

mahdolliset puutteet saadaan korjattua nopeasti. (Hanninen ym. 2012, 21-22.)

Rovaniemen patologian laboratorio on toiminnassaan sitoutunut noudattamaan International Aca-
demy of Pathologyn Suomen osaston laadunvarmistusryhman vaatimuksia ja suosituksia (2016,
viitattu 25.10.2017). Laboratorio osallistuu myds Lapin sairaanhoitopiirin laatutydhon Labquality
Oy:n suunnitteleman SHQS-laatuohjelman mukaisesti niilté osin kuin ohjelmaa sairaanhoitopiirissa
yllapidetaan. Laboratorio ottaa osaa Labqualityn ja NordiQC:n laaduntarkkailukierroksiin tehden
tulosten perusteella tarvittavia jatkotoimenpiteita. Toimienpiteilla parannetaan diagnostiikan, labo-
ratoriotyon ja palvelun laatua kayttaen hyvaksi sekéa sisaista etta ulkoista laaduntarkkailua. (Lapin
keskussairaalan patologian tulosyksikko 2016, 6.)
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Lapin keskussairaalan patologian tulosyksikén ulkoisen auditoinnin suoritti Labquality Oy syksylla
2016. Auditoijana toimi ylisolubiologi Anita Naukkarinen (KYS). Auditoinnissa todettiin, etta sisaiset
auditoinnit etenevat hyvin. Sisaisessa auditoinnissa 2016 tehtiin tyopistearviointeja, joissa todettiin,
etta kahdelta tyopisteelta puuttuvat tyoohjeet ja niita tarvittaisiin. Puutteet kirjattiin ylos ja kaytiin
yhteisesti lapi. (Sortti, keskustelu 4.5.2017.)

Vuoden 2018 aikana Lapin keskussairaalan patologian tulosyksikko siirtyy noudattamaan laaketie-
teellisten laboratorioiden laatua ja patevyytta koskevia vaatimuksia (SFS-EN ISO 15189: 2013;
Sortti, sahkoposti 25.10.2017). Standardiin kuuluu my6s asiakirjojen hallintaan liittyvia vaatimuksia
ja laboratorioilla tulee olla menettelyt niiden tayttymisen varmistamiseksi. Vaatimusten mukaan val-
tuutetun henkiloston on tarkistettava laadunhallintajarjestelmaan sisaltyvat asiakirjat ennen niiden
julkaisua. (SFS-EN ISO 15189: 2013.)

Standardin mukaan kaikissa asiakirjoissa tulee olla otsikko, voimassa olevan painoksen péiva-
maara, sivun yksiloiva tunniste, sivunumero ja kokonaissivumaara ja valtuutetun henkilon antama
hyvaksymismerkinta julkaisulle. Laboratorioiden tulee huolehtia, etta asiakirjoihin tehdyt muutokset
ovat tunnistettavissa ja vain voimassa oleva painos on kaytettavissa. Vanhentuneet asiakirjat on
merkittava vanhentuneiksi, mutta niista tulee sailyttaa vahintaan yksi kopio maaritellyn ajan. Myos
kasintehdyt muutokset on merkittava selkeasti. Asiakirjojen on sailyttava luettavassa kunnossa, ja
niita tulee tarkastella saanndllisesti ja paivitettava riittavan usein. (SFS-EN 1SO 15189: 2013.) Tyo-

ohjeet tehdaan standardin vaatimusten mukaisesti.
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5 TYON TOTEUTUS

Idea opinnaytetyodaiheesta syntyi kevaalla 2017, jolloin toinen opinnaytetyon tekijoista oli harjoitte-
lussa Lapin keskussairaalan patologian tulosyksikossa. Harjoitteluajalle sattui palaveri, jossa lapi-
kaytiin aiemmin suoritetun sisaisen auditoinnin tyopistearvioinnin tuloksia. Palaverissa todettiin tyo-
ohjeiden puuttuvan kahdelta tyopisteeltd "Naytteiden orientointi ja valaminen” sekd "Naytteiden
leikkaaminen”. Tarjouduimme tekemaan ohjeet opinnaytetyona talveksi 2017. Aiheen rajaaminen

oli mielestamme helppoa sen luonteen vuoksi.

Toiminnallisessa opinnaytetydssa yhdistyvat kaytannon toteutus, kuten kaytannén toiminnan oh-
jeistus, ja sen raportointi. Huomionarvoista on, etta toiminnallinenkin opinnaytetyo edellyttaa selvi-
tyksen tekemista, eli tietoperustan rakentamista, silla tarvittavia tietoja ja taitoja ei muuten tavoiteta.

(Vilkka & Airaksinen 2003, 9.) Tiedonhaun tietoperustaa varten aloitimme heti kevaalla 2017.

Raportissa paatimme kasitella koko histologisen prosessin painottaen kuitenkin tyoohjeessa lapi-
kaytavia asioita. Nain loppuraportin lukijan on helpompi ymmartaa asiakokonaisuus. Luontevalta
tuntui kasitelld myos hyvan ohjetekstin kirjoittamista, silla tydohjeen kirjoittaminen on merkittava
osa opinnaytetyota. Toimeksiantajan toiveesta kasittelimme myos auditointia ja laatua. Kuvitte-
limme aluksi sen olevan hieman irtonainen osa opinnaytety6ta, mutta lopulta ymmarsimme sen
merkityksen kaikessa laboratorion toiminnassa ja saimme sidottua luvun muuhun opinnaytetyohon

sopivaksi.

Opinnaytetyon toiminnallisen osuuden tuotoksena syntyivat tydohjeet naytteiden orientoitiin ja va-
lamiseen seka leikkaamiseen. Tyoohjeen maarittelyn, tarpeiden kartoituksen ja kayttajaanalyysin,
olimme tehneet jo aiemmin kevaalla 2017. Saman vuoden alkusyksysta opinnaytetydsuunnitelmaa
tehdessa ideoimme tydohjetta tarkemmin. Tamén jalkeen itse tydohjeet toteutettiin reippaalla aika-

taululla.

Lokakuussa 2017 toinen opinnaytetyon tekijoista Iahti viela viikoksi harjoitteluun Lapin keskussai-
raalan patologian yksikkoon. Harjoittelun ohella perehdyttiin tarkasti tydohjeessa lapikaytaviin asi-
oihin ja @anitettiin molemmat histologiseen prosessiin kuuluvat vaiheet. Taman jalkeen tyoohjeista
kirjoitettiin raakaversiot. Lisaksi laboratoriossa tyoskenteleva laakintavahtimestari Timo Nieminen
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otti tydohjeeseen tarvittavat kuvat. On sovittu, ettd saamme kayttaa Niemisen ottamia kuvia, kun-

han mainitsemme niiden lahteen.

Harjoitteluviikon jalkeen yhdistimme kuvat ja tekstin, ja aloitimme muotoilemaan varsinaista ohje-
tekstid. Suunnitelman mukaisesti pyrimme tekeméaéan ohjeista mahdollisimman selkeité ja helppo-
kayttdisia. Ohjeiden muotoileminen oli yksi vaikeimmista ty6vaiheista ja siihen kului runsaasti ai-
kaa. Erityisen haastavalta tuntui kuvien sovittaminen tekstiin ja pohjaan seka kahden yhtendisen

tyoohjeen tekeminen.

Ohjeiden ensimmaisten versioiden valmistumisen jalkeen lahetimme ne séhkopostitse arvioita-
vaksi Lapin keskussairaalan patologian tulosyksikkon. Tyoohjeiden mukana lahetimme tarkistus-
listan ja ohjeistusta ty6ohjeen tarkistamiseksi (liite 1). Tarkistuslistan tekemisessa on hyddynnetty
Olli Nykésen ohjeiden tarkistuskysymyksia (2002, 51). Aikataulullisista syista johtuen jouduimme
hylkaaméaéan suunnittelemamme vierailun laboratorioon. Sind aikana, kun tyohjeet olivat testatta-
vana, pyrimme Kirjoitamaan raporttia mahdollisimman valmiiksi. Tarkistuslista ja tulostetut tydoh-
jeet palautettiin meille postitse. Kumpikin tydohjeista oli testattu ja arvioitu Lapin keskussairaalan

patologian tulosyksikon kahden tydntekijan toimesta.

Tarkistuslistaan tehdyt huomiot olivat Iahinna lyhyita toteamuksia, ja sita olikin hyodynnetty ennem-
minkin apuna tyoohjeiden lukemiseen. Varsinaiset korjaukset oli tehty tulostettuihin tydohjeisiin.
Korjaukset olivat pienia: joitakin termeja ja puutteita oli korjattu seka tarkennuksia lisatty. Esimer-
kiksi joitakin mikrotomin osia oli jaanyt merkitsematta ja muutamille termeille toivottiin suomennok-
sia vierasperaisten termien kayton sijaan. Tarkistuslistoista ja tyoohjeista saattoi paatella, etta itse

tydohjepohja on selked ja toimiva.

Teimme toivotut muutokset ja korjaukset seka pakkasimme tydohjeiden kuvatiedostot pienempaan
kokoon tiedostojen toimivuuden lisdédmiseksi. Taman jélkeen tarkistimme viela kieliasun. Valmiit
tydohjeet toimitettiin toimeksiantajalle seka opinnaytetyon litteena paperisena versiona etta tiedos-
tomuodossa, jotta my6hemmin voidaan tehda haluttuja muutoksia tai paivityksia. Valmiit tydohjeet

ovat opinnaytetyon liitteena (liitteet 2 & 3).
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6 TYON YHTEENVETO

Tyon tuloksena syntyi kaksi erillista tydohjetta, joista ensimmainen naytteiden orientointiin ja vala-
miseen ja toinen naytteiden leikkaamiseen. Jalkimmaiseksi mainittuun sisallytettiin ohjeistus seka
vesiliukumikrotomilla etta liukumikrotomilla leikkaamiseen. Tyoohjeet ovat toimeksiantajan, Lapin
keskussairaalan patologian tulosyksikon, tarkistamia. Tyoohjeiden kayttajina toimivat laboratorio-
hoitajat patologian tulosyksikosta. Lisaksi muita mahdollisia kayttajia ovat yksikkdon harjoitteluun
tulevat bioanalytiikan opiskelijat seka uudet perehdytettavat tyontekijat. Ohjeesta tehtiin mahdolli-
simman laadukas, havainnollistava ja selkea, ja sen avulla pyritdén varmistamaan tyétapojen oi-

keellisuus.

Suunnitellessamme tydohjeita asetimme tavoitteeksi luoda kaksi yhtenéisté ja selkeaa tydohjetta,
joissa tyopisteiden tydvaiheet kaydaan kohta kohdalta lapi. Lisaksi halusimme selkeyttaa tarkeim-
pia ja haastavimpia tyovaiheita kuvilla. Toimeksiantajan kanssa oli sovittu, etta kaytettavien laite-
mallien eroavaisuuksia ei tarvitse huomioida, silla toimintaperiaate eri mallien valilla on sama. So-
vittiin myos, etta ohjeissa huomioidaan vain paivittaiset huollot ja puhdistukset, koska niista huo-
lehtiminen kuuluu laboratoriohoitajien tyohon. Lisaksi toivottiin, etta tydohjeissa kaydaan lapi laa-
tuun ja tyoturvallisuuteen liittyvia asioita. Ennen varsinaisen tyoohjeen aloittamista perehdyimme
ohjekirjoittamiseen seka tutustuimme laaketieteellisten laboratorioiden laatua ja patevyytta koske-

viin vaatimuksiin SFS-EN ISO 15189:een, johon sisaltyy asiakirjojen hallintaan liittyvia vaatimuksia.

Laatimamme tyoohjeet etenevat kronologisesti tydhon valmistautumisesta laitteen kaynnistykseen,
itse tyohon ja jalkitoihin. Tydohjeen kayttamista helpottaaksemme, lisdsimme sisallysluettelot nii-
den alkuun. Nain tottuneempikin kayttaja 10ytaa tarvitsemansa yksityiskohdan. Tekstin silmaita-
vyytta lisattiin mahdollisimman kevyelld rakenteella. Pyrimme valttelemaan pitkia teksteja ja valit-
simme niiden sijaan luettelomaisen rakenteen. Luettelomaisuus auttaa lukijaa kiinnittdmaan huo-
mion vahintaan tarkeimpiin asioihin. Turvallisuus ja laatu kulkevat tydohjeissa koko ajan mukana,

jotta kayttajan on helppo huomioida ne tyota tehdessaan.
Ennen varsinaista ohjetta, ensimmaisessa luvussa, on ohjeissa johdanto, joka johdattelee kaytta-

jan aiheeseen kaymalla tydpisteen toiminnot tiivistettyna lavitse. Seuraavassa paaluvussa alkaa

itse tyoohje, jossa aluksi esitellaan laitteiden osat, joita tarvitaan paivittaisessa tyossa. Paaluku on
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jaettu alalukuihin, joissa kussakin kaydaan tydvaihe tarkasti lavitse. Alaluvun otsikko on aina tyo-
vaihetta kuvaava. Tyoturvallisuus ja laatu kulkevat ohjeessa koko ajan mukana, jotta ne on helppo
huomioida tyoskennellessa. Tyoohjeeseen vesiliukumikrotomilla ja liukumikrotomilla leikkaami-
seen sisallytettiin omat lukunsa leikkeiden mahdollisista ongelmista ja korjausehdotuksista, silla

leike voi epaonnistua useilla eri tavoilla, mutta ongelmat voivat olla korjattavissa.

Lisasimme ohjeeseen laadukkaita ja selkeita kuvia, jotka lisdavat ohjeiden ymmarrettavyytta. Tyo-
ohjeeseemme kuvat otti laakintavahtimestari Timo Nieminen. Kuvat olivat erittéin onnistuneita, sel-
keita ja tarkkoja. Tavoitteenamme oli luoda kuvista ja tekstista sopusointuinen kokonaisuus, jossa

kuvat korostavat haluttuja yksityiskohtia ja tarkeimpia tydvaiheita.

Tydohjesuunnitelmaa ja varsinaista tyoohjetta verratessa, voidaan todeta suunnitelman toteutu-
neen varsinaisessa tyoohjeessa. Tydohjeet koettiin onnistuneeksi myos Lapin keskussairaalan pa-
tologian tulosyksikon henkilokunnan toimesta. Lahetimme tyGohjeet arvioitavaksi ja testattavaksi
ohjeiden tarkistuslistan kanssa (lite 1). Kysymykset listaan muotoiltiin Olli Nykasen ohjeiden tar-

kistuskysymysten pohjalta (2002, 51).

Molempia tydohjeita testasi kaksi yksikdn tyontekijaa. Ohjeiden koettiin antavan tarpeeksi infor-
maatiota ja tietojen pitavan paikkaansa, muutamaa tarkennusta lukuun ottamatta. Lisaksi ohjeet
olivat vastaajien mielesta loogisia ja kattavat kaikki prosessien vaiheet. Myds selkeys koettiin hy-
vaksi, silla kieli oli vastaajien mukaan helppolukuista ja ymmarrettavaa, kuvitus havainnollista ja
tarvitut yksityiskohdat I0ytyivat ohjeista nopeasti. Tulosteen painoasu oli vastaajien mielesta riittava
ja fonttikoko sopiva. Tarkistuslistan lisaksi merkintdja oli tehty tulostettuihin tydohjeisiin. Merkinnat
olivat pienia korjauksia esimerkiksi kaytettyihin termeihin liittyen tai lisdyksia tyovaiheisiin. Merkin-

tojen ja tarkistuslistojen pohjalta teimme toivotut korjaukset lopullisiin tydohjeisiin.
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7 POHDINTA

Ty0 toteutettiin toiminnallisena opinnaytetyona, jonka tarkoituksena oli tuottaa kaksi erillista tyooh-
jetta naytteiden orientointiin ja valamiseen seka naytteiden leikkaamiseen. Jalkimmaiseksi mainittu
kasittelee seka vesiliukumikrotomilla etta liukumikrotomilla leikkaamisen. Ty6lla tavoiteltiin patolo-
gian laboratorion toiminnan kehittamista yhtendistamalla tyotapoja ja varmistamalla niiden oikeelli-
suus. Opinndytetyon toimeksiantajana toimii Lapin keskussairaalan patologian tulosyksikko. To-
teutus vastaa todelliseen tydelamasta tulevaan tarpeeseen, silld vuonna 2016 laboratorion sisai-

sessa auditoinnissa todettiin tydohjeiden puuttuvan nailta tyopisteilta (Sortti, keskustelu 4.5.2017).

Voisi kuvitella, etta tyoohjeiden kirjoittaminen on nopea ja helppo prosessi. Aluksi luulimme, etta
vain litamme kirjoittamamme tydohjeet valmiiseen pohjaan. Meille selvisi kuitenkin, etta laborato-
riolla ei ollut viela yhtenaistettya pohjaa tydohjeille. Saimmekin kulutettua paljon aikaa niin varsi-
naiseen tyoohjeiden kirjoittamiseen kuin tydohjeen pohjan suunnitteluun ja toteuttamiseen. Halu-
simme tyoohjeiden todella onnistuvan, silla ne menevat oikeasti kayttoon. Tyoohjeista saatu pa-
laute oli hyvaa, ohjeet koettiin selkeiksi, helppolukuisiksi ja ymmarrettaviksi. Voimme siis sanoa
saavuttaneemme opinnaytetyosuunnitelmassa asettamamme tavoitteen luoda laadukkaita tydoh-

jeita.

Opinnaytetyon onnistuimme tekemaan melko nopealla aikataululla, silla tyoskentelimme tehok-
kaasti ja sdannallisesti. Tyon tekeminen vaati runsaasti ajanhallinta- ja organisointitaitoja, ja koem-
mekin kehittyneemme niissa opinnaytetydprosessin aikana. Tiukka aikataulu olisi voinut hankaloit-
taa aikataulujen yhteensovittamista tyon toteuttajien valilla, mutta yhteistyd sujui mainiosti. Valitut
viestintdkanavat olivat toimivia ja pystyimme reaaliajassa seuraamaan tyon edistymista puolin ja
toisin. Parantuneiden ajanhallinta- ja organisointitaitojen liséksi tulevaisuudessa meidan on hel-
pompi kayttaa erilaisia tydohjeita ja tarvittaessa myds muotoilla uusia ohjeita, silla tiedamme kuinka
sellaisen koota ja mita on otettava huomioon. Osaamme myds arvioida projektiin kuluvaa aikaa

paremmin, silla nyt aikataulutus tuntui valilla hankalalta.

Opinnaytetyo tarjosi mahdollisuuden tutustua patologian alueeseen paljon tarkemmin kuin tutkin-
non suorittamiseksi vaaditaan. Opintojen aikana aihetta kaytiin loppujen lopuksi melko suppeasti
lavitse. Tunnemme histologisen prosessin paremmin, silla tutustuimme siihen opinnaytetyon tieto-

perustaa kirjoittaessa. Tulevaisuudessa on varmasti itsevarmempi olo hakeutua tyoskentelemaan
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patologian laboratorioon. Opinnaytety opetti myds, etta laatu kulkee kasi kadessa arkitydn kanssa,
ja se on aina taustalla kaikessa tekemisessa. Bioanalyytikon tyon laajuus, mahdollisuudet ja vaa-
dittava ammattitaito ovat iso kokonaisuus. Se yllattaa joka kerta, kun aihetta ajattelee yhtaan sy-

vallisemmin.

Koemme opinnaytetyon tuotoksena syntyneiden tyoohjeiden olevan onnistuneita, ja niista saatu
palaute toimeksiantajalta oli my0s positiivista. Tulevaisuudessa onnistumista voidaan arvioida ar-
kityossa ohjetta kayttamalla ja eteenpain kehittamalla. Luomamme tydohjeet ovat vasta ensimmai-
sia versioita, joita muutetaan tarvittaessa. Nyt luodut tydohjeet eivat mydskaan automaattisesti pa-
ranna Lapin keskussairaalan patologian tulosyksikon tyon laatua, sillé jokainen tyontekija on omak-
sunut oman tapansa tyoskennelld. Tekemamme ty6ohjeet ovat kuitenkin keino yhtenaistaa ja ke-

hittaa toimintaa pidemmalla aikavalilla.

Jatkoprojektina tydohjeille voitaisiin luoda yhtenaistetty pohja, jolloin tulevaisuudessa tyoohjeiden
kokoaminen helpottuisi. Pohja olisi tehty SFS-EN ISO 15189 (2013) laaketieteellisten laboratorioi-
den laatua ja patevyytta koskevien vaatimusten mukaisesti. Lisaksi tyylit, asettelu ja kuvakoot olisi
ennalta maaritelty, jolloin ohje on varmasti selkeaksi todettu. Tama vaatii hyvaa tietoteknista osaa-
mista, jotta pohjasta tulee oikeasti toimiva. Keskusteluista Lapin keskussairaalan patologian tulos-
yksikon tyontekijoiden kanssa, tuli ilmi myos tarve uusille suomenkielisille patologian oppikirjoille.
Ehka tydohjeiden kautta sellaisen toteuttaminen olisi mahdollista. Oppikirjaa varten kaikki tydohjeet
tulisi kuitenkin ensin muokata yleisluontoisesti pateviksi, mika voisi olla melko iso tyd. Lisaksi tar-

vittaisiin ajankohtainen ja laaja tietoperusta.
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TARKISTUSLISTA TYOOHJEIDEN TESTAAJILLE LITE 1

Kiitos kun autat meita tydohjeiden testaamisessa!

Merkitse ylos kumpaa tydohjeista testasit. Kay ensin lapi kysymykset ja tyoohje. Taman
jalkeen suorita tyd ohjeiden mukaisesti. Kirjaa huomioitasi ylos tahan lomakkeeseen.
Merkitsethan ongelmakohdan tai muun huomion tarvittaessa tarkasti ylos, jotta 10y-

damme saman kohdan tyoohjeita korjatessa.

Kysymys Vastaus

1. Kumpaa tyoohjetta testa-

sit?

2. Antaako ohje tarpeeksiin-

formaatiota aiheesta?

3. Pitavatko kaikki tyéohjeen

tiedot paikkaansa?

4. Eteneeko ohje loogisesti?
Kattaako se kaikki tyovai-

heet?

5. Onko ohjeen jasentelyssa

parannettavaa?

6. Loytyvatko tarvitut tiedot

nopeasti ja helposti?
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7. Onko ohjeen kieli ymmar-
rettavaa ja riittdvan help-
polukuista?

8. Onko kuvitus havainnollista

ja riittavaa? Eteneeko se
tekstin mukaisesti? Onko
kuvituksen ja tekstin valilla

ristiriitoja?

Onko ohje riittdvan selkea
painoasultaan? Onko kir-
jainkoko riittdva tulos-
teessa? Erottuvatko kuvien

yksityiskohdat helposti?

10.

Muita huomioita tai kom-

mentteja
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TYOOHJE NAYTTEIDEN ORIENTOINTIIN JA VALAMISEEN LIITE 2

TYOOHJE NAYTTEIDEN ORIENTOINTIIN JA VALAMISEEN

Julkaisupdivamaara:
Version numero: 1

Hyvaksyja:
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1 JOHDANTO

Ennen kuin nayte voidaan mikrotomilla leikata ohuiksi leikkeiksi, se taytyy valaa tukiai-
neeseen. Yleisin kdytettava tukiaine on parafiini. Valuprosessi aloitetaan ndytteen orien-
toinnilla, jonka tarkoituksena on asetella ndyte oikeaan asentoon muotissa. Orientoin-
nissa tulee huomioida naytetyyppien erilaisuudet, jotta niistd saadaan mikroskoopilla na-
kyviin tarvittavat asiat. Orientoinnin jalkeen nadyte valetaan parafiiniin, ja muotin paalle
asetetaan kasetti. Kasetti identifioi naytteen ja helpottaa myds leikkaamista. Lopuksi
muotti siirretdaan kylmalevylle jahmettymaan. Jahmettymisen jalkeen blokki on valmis lei-

kattavaksi.

1.1 Turvallisuus

o Valuaseman kuumalevyt ovat kuumia.

o Palavaa parafiinia ei voi sammuttaa vedelld, vaan se tulee tukahduttaa sammutuspei-
ton avulla.

o Parafiinia ei ole luokiteltu vaaralliseksi, mutta varo aineen joutumista iholle ja silmiin
sen kuumuuden vuoksi.

o Parafiini voi aiheuttaa liukastumisvaaran.
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1.2 Valuaseman osat

Kuva 1. Valuaseman osat

1. Seitsemdn ldmpdlevyd, joilla kasettia voi pitdd ennen valamista ja valamisen aikana.
Lampolevyt ovat kuumia.

2. Pieni kylmdlevy, jossa nayte kiinnitetaan muotin pohjaan.

3. Iso kylmdlevy, joka on tarkoitettu naytteiden kokonaan jaahdyttamista varten. Isolle
kylmalevylle mahtuu useita kymmenia muotteja.

4. Parafiinisdilio

5. Kdésikdyttdinen vipu parafiinin valuttamiseen. Lattialla on myds jalkapoljin, jota voi ha-
lutessaan kayttaa.

6. Pinsettien Iimpdasema. Pinsetteja on aina vahintaan kahdet, jotta jddhtyneet pinsetit
voi aina tarpeen mukaan vaihtaa [ampimiin.

7. Ohjauspaneeli. Ohjauspaneelista voi saataa parafiinin lampotilaa, kdynnistad ison kyl-
malevyn ja sytyttaa valot.

8. Ldmmin kammio muoteille

9. Ldmmin kammio kaseteille

10. Paikka suurennuslasille
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2 ORIENTOINTI JA VALAMINEN

2.1 Valamisen aloittaminen

o Aloittaessasi valamisen sytyta valuaseman valot ja laita kylmalevyt paalle. Valuasemat
on ajastettu niin, ettd ne lammittavat parafiinin sulaksi siihen mennessa, kun naytteitd
aletaan aamulla valaa.

o Vala ensimmaiseksi kiireelliset naytteet ja muut erikoisndytteet, kuten erikoisvarjayk-
seen menevat naytteet.

= Kiireelliset naytteet ovat oransseissa kaseteissa.

=  Muut erikoisnaytteet ovat naytehakissa naytenumero alaspain.

2.2 Sopivan kokoisen muotin valinta

o Valitse muotti ndytteen koon tai naytepalojen maaran mukaan.
= Muotti on sopivan kokoinen kun muotin reunoille jaa joka puolelle hieman
parafiinia. Tama helpottaa naytteen leikkaamista, silla parafiini toimii tukiai-
neena naytteen ymparilla ollessaan.
= Liian isoa muottia ei kannata valita, jotta leikatessa lasille mahtuu mahdolli-

simman monta leiketta.
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2.3 Naytteiden orientointi

o Laske hieman parafiinia muottiin ja orientoi naytepala tai -palat muottiin lampimilla
pinseteilla.

o Jaahtyneisiin pinsetteihin tarttuu parafiinia, mika vaikeuttaa naytepalojen kasittelya.
Muista puhdistaa pinsetit jokaisen naytteen vélissa sellulla, jotta edellisestd nadyt-
teesta ei siirry osia seuraavaan naytteeseen.

o Varmista, etta kaikki kasetissa ndkyva naytemateriaali on siirretty valumuottiin. Pie-
nissa biopsioissa naytepalojen maara on merkitty myos kasetin paalle ja sivulle.

= Joskus ndytepalat ovat kuitenkin voineet menna useampaan osaan, jolloin ka-
settiin merkitty maara ei tdsmaa. Yleensa kuitenkin naytepaloja tulisi loytya

vahintdan se maara kuin kasettiin on merkitty.

2.3.1 Epiteelirakenteet

o Vala epiteelirakenteet, esimerkiksi iho, kyljelleen. Ndin niista saadaan lasille nakyviin
eri kerrokset.
= Epiteelien tulee olla kasetin tekstiin ndhden vaakasuunnassa, se helpottaa

naytteen leikkaamista.

2.3.2 Harsopussit

o Naytemateriaali voi olla myds har-
sopussissa. Talloin kaavi kaikki mah-
dollinen ndytemateriaali pinseteilla
tai veitselld muottiin.

o Jos harsopussista jaa parafiinia
kylma- tai lampolevylle, siivoa jaljet
huolellisesti ennen seuraavaa nay-

tetta.

Kuva 2. Néytteen kaapiminen harsopussista
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2.3.3 Isot naytepalat

o Asettele patologin pilkkomat ndytepalat muottiin niin pain kuin ne olivat kasetillakin.

2.3.4 Putkimaiset rakenteet

o Vala putkimaiset rakenteet, kuten siemenjohtimet ja verisuonet, pystyyn. TallGin

niista saadaan esille poikkileikkaukset.

2.3.5 Eturauhasbiopsiat

o Vala eturauhasbiopsioita samaan muottiin kaksi kappaletta.
o Eturauhasbiopsiat ovat kevyita ja jadvat helposti kellumaan parafiinin pinnalle. Taman
takia varmista, ettd biopsiat pysyvat pohjalla ja samalla tasolla kylmalevylle siirretta-

essa.

2.3.6 Pienet tahystysndytteet

o Asettele pienet tahystysnaytteet riveihin niin, ettd yhdella rivilld on kolme tai nelja
naytepalaa.

o Riveja voi olla niin monta kuin tarvitaan,
mutta ne tulee tehdd kasetin tekstin
suuntaisesti. Tama helpottaa myohem-
min ndytetasojen tunnistamista, eli sitd

mista leike alkaa ja mihin se loppuu.

Kuva 3. Pienié tahystysnéytteité riveittéin aseteltuna
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2.4 Muotin siirtaminen pienelle kylmalevylle

o Siirrd muotti pienelle kylmalevylle varmistaen, ettd nayte pysyy pohjalla.
= Varsinkin epasaannollisen muotoisia, esimerkiksi kuperia tai koveria naytepa-
loja kannattaa painaa pohjaa vasten, jotta nayte ei leikatessa mene osaksi huk-
kaan.

o Varmista, ettd naytepalat ovat muotin pohjalla samassa tasossa, jotta ne saadaan lei-
kattua samalle leikkeelle eika esimerkiksi niin, ettd trimmatessa toinen naytepaloista
leikkautuu pois, ja vain toinen saadaan lasille.

o Anna naytteen jahmettya kylmalevylld sen verran, ettd ndytepala on varmasti tarttu-

nut muotin pohjaan.

-

Kuva 2. Néytteen painaminen pohjaa vasten kylmélevylld
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2.5 Identifioivan kasetin asettaminen

o Aseta muotin padlle naytteen identifioiva kasetti, ja laske siihen vield sen verran pa-
rafiinia, ettd kasetin reunat tdyttyvat.
= Kasetti asetetaan muottiin ndytenumero yldspain, jotta sen saa mikroto-
missa blokinpidikkeeseen pystyasentoon.
o Joskus nayte on kuitenkin sen verran korkea, ettd kasettia ei saa tasaisesti muotin

padlle. Tallaisissa tilanteissa voit laittaa kasetin muotin paalle naytenumero alaspain.

2.6 Blokin siirto kylmalevylle

o Siirrd valmis blokki kylmalevylle jadhmettymaan.
o Blokki on valmis leikattavaksi, kun se irtoaa muotista helposti.

o Asettele kiireelliset ja erikoisnaytteet reunaan, jotta leikkaaja huomaa ne.

Kuva 5. Blokkeja jahmettyméassé isolla kylmélevylla. Kiireelli-
set ja muut erikoisnéytteet kuvassa vasemmalla.

Kuva 6. Valmiita blokkeja leikattavaksi
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2.7 Jalkityot

o Valettuasi kaikki ndytteet, siisti tasot parafiinista.

o Tarvittaessa tyhjenna valuasemasta laatikot, joihin valuu ylimaaraista, jatteeksi me-
nevaa parafiinia.

o Kaytetyt muotit ja pinsetit seka tyhja naytehakki viedaan syrjaan valinehuoltajan pes-
tavaksi.

o Sammuta valuasemasta valot ja kylmalevy kun naytteet on leikattu.

o Pyyhi kylmalevy paperilla, kun jda on sulanut.

o Jata valuasema yoksi paalle. Tarvittaessa lisda parafiinia.
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1 JOHDANTO

Mikrotomia tarkoittaa niita keinoja, joilla kudos saadaan leikattua ja kiinnitettya lasille
mikroskooppista tarkastelua varten. Suurin osa mikrotomiasta suoritetaan parafiiniin va-
letuille kudosblokeille. Kudosnaytteiden leikkaamiseen kaytettavaa tyokalua kutsutaan
mikrotomiksi. Mikrotomit toimivat joko niin, etta leikattaessa tera liikkuu kohti nayteblok-

kia tai niin, etta tera pysyy paikallaan nayteblokin liikkuessa teraa kohti.

Mikrotomilla tyoskentelyssa tarvitaan ainakin kylmalevy, pensseli, objektilaseja, tislattua
vettd kylma- ja lamminvesihauteisiin ja sellua. Naytteiden leikkaaminen alkaa blokin jadh-
dyttamisella kylmalla levylla. Jadhdyttamisen jalkeen nayte trimmataan esille parafiinin
sisalta. Sitten nadyte leikataan ja siirretadn kylmaan veteen, jossa leike alkaa suoristua. Kun
leike siirretaan lampimaan veteen, se suoristuu kunnolla. Taman jalkeen leike siirretdaan
lampimastd vedesta objektilasille. Lopuksi leike kuivataan ja kiinnitetdan lasiin ldmmon

avulla.
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2 VESILIUKUMIKROTOMILLA LEIKKAAMINEN

2.1 Vesiliukumikrotomin osat

Kuva 3. Vesiliukumikrotomin osat

Blokinpidike
Terdin suoja ja terd sen takana. Teran suojan tulee
olla paikallaan terda siirtdessa tai vaihdettaessa.
Matto, jota pitkin leike kulkee naytteita leikatessa.
Leikkeenkuljetinsilta, jota pitkin leike kulkee lam-
minvesihauteeseen.

Ldmminvesihaude

Virtauksen sddto, josta virtauksen nopeutta voi-
daan saataa sopivaksi.
Kylmdvesiallas, josta vesi

kiertdd matolle ja

leikkeenkuljetinsillalle.

10.

11.

12.
14.
15.
16.
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Terdéinpidike, jonka 16ysdaamalla terdn saa
siirrettya tai vaihdettua.

Késikampi

Hdtdpyséytysnappi, jota painamalla blokinpidike
pysahtyy valittomasti.

Cool-Cut, joka pitaa blokin kylmana leikkaamisen
aikana.

ja 13. Ohjauspaneelit

Katkaisuterd

Terdnpitimen lukitusvipu

Terdn kulman lukitusvipu



Kuva 4. Ohjauspaneeli

1. Moottoroidun leikkuun kdynnistys ja pysdytys

2. Kammen jarru, jonka ollessa paalla blokinpidike pysyy paikallaan, eikd moottoroitu
leikkuu kdynnisty.

3. Leikkuuikkuna, jota voidaan kayttaa halutessaan leikkauksen apuna.

4. Trimmaus- ja leikepaksuuden sddté. Nuppia painamalla siirrytdan joko leikkaus- tai
trimmaustilaan. Kiertamalla nuppia valitaan leikepaksuus.

5. Blokin ldhennys ja loitonnus, josta nuppia kiertamalld blokkia saadaan siirrettya joko
lahemmas tai kauemmas teraa.

6. Leikkuunopeuden sddtd

Muut ohjauspaneelin painikkeet eivat ole kdytdssa rutiinityoskentelyssa.
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2.2 Ennen leikkaamista

o Lisaa tislattu vesi seka kylmavesialtaaseen etta lamminvesihauteeseen.
o Laita virrat paalle laitteisiin kun tulet toihin. Talldin vesi ehtii [ammeta oikean lam-
poiseksi. Vesi ehtii lammetd ndytteiden valamisen aikana.
= Vesihauteen lampdtila on noin 40 astetta. Lampdtila on yleensa valmiiksi saa-

dettyna laitteessa.

2.2.1 Mikrotomin saadot

o Ennen kuin aloitat leikkaamisen, tarkista etta laitteen saadot ovat oikein:
= |eikkauskulma on noin 10 astetta.
= Blokinpidike on suorassa, jotta blokki leikkautuu tasaisesti. Tarvittaessa voit
testata taman vatupassin avulla.
= |eikepaksuus on normaalisti 3,5 mikrometria, joidenkin erikoisvarjaysten lei-
kepaksuus on paksumpi tai ohuempi.
o S&atodja on syyta tarkistaa ja korjata, jos blokin leikkaamisessa ilmenee jatkuvasti on-
gelmia.

o Laita terd paikalleen.

2.2.2 Veden virtauksen kdaynnistaminen

o Laita sellua ohut kerros jateastiaan, jotta parafiinia ei padase kylmavesialtaaseen.
o Laita kylma vesi virtaamaan mattoa pitkin.
o Veden saa levitettyd matolle tahadn tarkoitukseen suunnitellulla tyokalulla (kuva 3).
o S3ada sitten virtaus niin, etta vesi kulkee matolla tasaisesti.
= Liian hitaassa virtauksessa leikkeet eivat paase kulkeutumaan lamminvesihau-
teeseen asti. Liian kova virtaus taas voi rikkoa esimerkiksi helposti hajoavan
naytteen.

o Virtausta kannattaa saataa naytekohtaisesti.
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7
)

Kuva 5. eden virtauksen levittaminen matolle tasaisesti

2.3 Blokin asettaminen pidikkeeseen

o Ennen asettamista tarkista, etta ndytenumero on sama leikattavassa blokissa ja lasilla,
johon leike tulee.

o Varmista, etta teransuoja on paikoillaan ja jarru paalla.

o Aseta blokki numeropuoli yldspain blokin pidikkeeseen (kuva 4), tai sivuttain, jos
blokki on valettu kasetin naytenumero alaspain.

o Jos kasetin reunoilla on ylimaaraista parafii-

(9
m

nia, se sulatetaan siihen tarkoitetulla tyéka-
lulla pois, jotta blokin saa pidikkeeseen mah-
dollisimman suoraan. Jos blokki on vinossa,
se tasoittuu trimmatessa kaltevaksi, jolloin

naytettd ei saada kokonaisena leikkeeseen.

Kuva 6. Blokki blokinpidikkeessé
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2.3.1 Jarrun ja terasuojan poistaminen

o Ota jarru ja terdnsuoja pois, ja sadda blokin ja terdn etdisyys mahdollisimman pie-
neksi.
o Voit varovasti tarkistaa etdisyyden kasikammella.
= Jos blokki on liian lahella terad, terd voi tehda blokkiin loven ja pahimmassa

tapauksessa rikkoa naytteen.
2.4 Naytteen trimmaaminen

o Aloita trimmaamalla ndytetta.
=  Trimmaaminen tarkoittaa blokin syventamista niin kauan, ettad koko leike on
nakyvilla. Tata kutsutaan myods avaamiseksi.
o Trimmatessa hyva leikepaksuus on 10—20 mikrometria.
= Hyvin pienissa ndytepaloissa on tarkeaa olla varovainen, ettei naytetta trim-
mata hukkaan. Liian varovainenkaan ei saa olla, jotta naytteen mahdollinen
muutos ei jaa lasilta kokonaan pois, kun blokkia ei ole avattu tarpeeksi.

o Trimmauspaksuus ja -nopeus taytyy saataa naytekohtaisesti.

i
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Kuva 7. Iokin trimmaaminen
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2.5 Leikkeen leikkaaminen

o Kun ndyte on kokonaan esilla, leikkaa siitd 3,5 mikrometrin paksuisia leikkeita.

2.6 Leikkeen siirtaminen lamminvesihauteeseen

o Yhdista leikkeenkuljetinsilta lamminvesihauteeseen ja katkaise leikejono tai yksittai-
nen leike katkaisuteralla.

o Naytteen siirryttyd [Ampimaan veteen, siirrd silta takaisin paikalleen, jotta lammin vesi
ei kylmene liikaa.

o Tassa vaiheessa, leikkeen ollessa
lampimassa vedessa, voit viela
suoristaa leiketta kahden pens-

selin avulla.

© 2017 Timo Nieminen

Kuva 9. Leikejono Iémminvesihauteessa
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2.7 Leikkeen tai leikejonon edustavuuden varmistaminen

o Varmista, ettd leike/leikejono on edustava. Edustavan naytteen kriteereja ovat:

Leikkeessa ei ole taitoksia. Naiden kohdalla soluja on lilan paksusti, mika han-
kaloittaa kudoksen rakenteiden erottamista.

Leikkeessa ei ole kiinnittymista estavia ilmakuplia.

Leike pysyy kasassa.

Leikkeessa ei ole naarmuja tai raitoja.

Naytetta nakyy leikkeessa saman verran kuin blokissa eli blokkia on avattu tar-

peeksi.

2.8 Edustavan leikkeen tai leikejonon nostaminen lasille

o Nosta mielestasi edustava leike/leikejono varovasti lasille pensselin avulla.

Ensimmainen leike tulee lasin hiospaahan, ja loput sen jalkeen jarjestyksessa.

Voit ottaa niin monta leikettad kuin lasille mahtuu.

o Jos samasta naytteestd on jo ennestadn laseja, ota uudet leikkeet lasille samansuun-

taisesti kuin edelliset. Tama onnistuu, jos vanhat lasit ovat vieressa mallina.

Talldin patologin on halutessaan helppo verrata naytteitd mikroskoopissa.

Ota myo0s yksittaiset leikkeet lasille samansuuntaisesti.

o Halutessasi voit laittaa leikkeet lasille kahteen riviin.

Nain voi toimia, jos esimerkiksi epdilet, ettd ensimmainen rivi on lilan pinnasta
tai haluat muuten vain ottaa leikkeita syvemmalta.

Laita ensimmadinen rivi vasempaan reunaan ja toinen oikeaan. Ndin patologi
tietdd, kummalla puolella on ensimmadinen leiketaso. Tama jarjestys on en-

nalta sovittu.

o Varo koskettamasta lasilla lamminvesihauteen pohjaa ja reunoja, silla niissa on

yleensa paljon pienia ilmakuplia.

lImakuplat voivat leikkeen alle jdddessdan estad naytteen kunnollisen kiinnit-

tymisen lasille. Pienet ilmakuplat voi yrittda poistaa pensselin avulla.
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Kuva 10. Leikkeen nostaminen lasille

2.9 Leikkeen kiinnittaminen lasille

o Imeyta lasilta ylimaarainen vesi paperiin.

o Nosta lasi lampdlevylle kuivumaan ja kiinnittymaan siksi ajaksi, kun leikkaat muita
naytteita.

superfrost

{ SuperFrost

—

! SuperFrﬂs‘

|
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Kuva 11. Lasit Iampélevylla
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2.10 Ennen seuraavaa leiketta

o Ennen seuraavia leikkeitd varmista, ettda lamminvesihauteen vesi on puhdasta, jotta
edellisesta naytteesta mahdollisesti veteen jaaneita osia ei siirry seuraavalle lasille.
= Tama voi johtaa pahimmassa tapauksessa vdaraan diagnoosiin.
= Vesi puhdistetaan pensselilla tai ohuella sellulla.
o Myos letkut taytyy puhdistaa aika ajoin, jotta niistd ei tule kontaminaatiota nayttei-

siin.

2.11 Mikrotomin teran vaihtaminen

o Vaihda mikrotomin tera aina tarvittaessa. Teran on pysyttdva teravana, jotta silla saa-
daan leikattua edustavia leikkeita.
o Teran tylsymisen huomaa muun muassa seuraavista asioista:
= |eikkeeseen tulee ruttuja,
= |eikkeet ovat liilan paksuja,
= J|eikkeet eivat pysy kasassa
= jaleikkeessa on naarmuja tai raitoja.
o Taéllaiset ndytteet eivdt ole edustavia. Terdn vaihtaminen tapahtuu seuraavasti:
= katkaise veden virtaus,
= vapauta teranpidike,
=  siirrd teran kayttamaton reuna leikkausalueelle, tai vainda kokonaan uusi ter,
= Kirista teranpidike
= jasadada blokin ja terdn etdisyys uudestaan, silld vaihdon jalkeen se on saatta-

nut hieman muuttua.

2.12 Leikkeen kiinnittyminen lasiin

o Vie lopuksi kaikki valmiit lasit varjaystelineessd noin 60-asteiseen lampokaappiin puo-

leksi tunniksi kiinnittymaan.
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2.13 Jalkityot

o Pese lamminvesihaude, parafiinijatekori, pumppusuodatin, takana oleva siivila ja ja-
tesiivila ldmpimalla vedella ja saippualla.

o Poista vesi kylmavesialtaasta letkua pitkin ja kuivaa loput vedet paperilla.

o Kerran kuukaudessa tai tarvittaessa laitetaan pesuliuos kiertamaan, jotta letkutkin
puhdistuvat. Likaiset letkut voivat aiheuttaa joskus ilmakuplia.

o Maton, jota pitkin leikkeet kulkevat, voi irrottaa ja pesta, jos se alkaa kerata bakteeri-
kasvustoa tai muuta likaa.

o Koko leikkeenkuljetusjarjestelman irrottamalla saa paremmin pestyd sen osia, esimer-

kiksi katkaisuterdn ja teran valiin jadnytta parafiinia ei muuten saa puhdistettua.

© 2017 Timo Nieminen

Kuva 12. Jélkity6t

1. Jatesiivild 3. Ldmminvesihaude

2. Pardfiinijdtekori 4. Kylmdvesiallas
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2.14 Leikkeen mahdollisia ongelmia ja niiden ratkaisuja

SYY KORJAUS
1. Leikkeessa taitoksia
1. Tylsa tera 1. Kayta terdn toista reunaa tai vaihda tera
2. Liian lammin blokki 2. Jaahdyta blokki uudelleen
2. Leikkeen paksuus vaihtelee
1. Liian lammin blokki 1. Jaahdyta blokki uudelleen
2. Blokki tai tera on [6ystynyt 2. Kirista blokki tai tera
3. Vaara leikkauskulma 3. Saada kulmaa
4. Mekanismissa tai laitteessa on jo- 4. Tarkista ilmeisimmat viat
kin vika
3. Kudoksen alueet eivat ndy leikkeissa
1. Kudokseen ei ole imeytynyt tar- 1. Jos parafiinia ei ole imeytynyt tarpeeksi,
peeksi parafiinia kudoskuljetuk- laita blokki muottiin, jossa on sulaa para-
sessa fiinia. Siirra muotti valukoneen lampi-
2. Vahablokki on haljennut maan kammioon. (LKS:n oma kaytanto)
2. Kiinnitd uudestaan kuumalla spaatte-
lilla/lastalla
4. Leikkeet tarttuvat blokkiin kiinni
1. Vaara leikkauskulma 1. Saada leikkauskulmaa
2. Parafiinia blokin reunalla 2. Sulata parafiini kuumalevylla
3. Vahaa/likaa teran reunalla 3. Pyyhi ksyleeniin kostutetulla liinalla
5. Leikkeet eivat yhdisty nauhaksi
1. Teran kulma on liian jyrkka tai ma- 1. Saada leikkauskulmaa
tala 2. Pyyhi ksyleeniin kostutetulla liinalla
2. Vahaa/likaa teran reunalla 3. Lammita blokkia hieman

3. Vaha on liian kovaa
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Leikkeessa on lohkeamia tai naarmuja
1. Vahassa on kovia osia

2. Kudoksessa on kovia osia

3. Terdn reunassa on lovi

Leikkeet rullautuvat eivatka pysy suo-
rana

1. Teraon tylsa

2. Leikkeet ovat liian paksuja

3. Liian pieni leikkauskulma

Leikkeet laajenevat ja hajoavat veden-

pinnalla

1. Kudokseen ei ole imeytynyt tar-
peeksi parafiinia kudoskuljetuk-
sessa

2. Veden lampdtila lilan korkea

Sulata blokki ja vala blokki uudelleen
Jos kudoksessa on kalsiumia, dekalsifoi
kudos uudelleen. Jos kudoksessa on mi-
neraaleja tai muita aineita, poista ne te-
ravakarkiselld veitsella.

Kayta teran kayttamatonta reunaa tai
vaihda uusi

Kayta teran kayttamatonta reunaa tai
vaihda uusi

Vahenna leikkauspaksuutta

Saada leikkauskulmaa

Laita kudos kuljetuskoneeseen vield
muutamaksi tunniksi tai kasittele koko-
naan uudelleen, jos haitta on suuri
Jaahdyta vetta

TAULUKKO 1. Problems and solutions for paraffin section (Spencer & Bancroft 2008, 97-

98)
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3 MAKROBLOKKIEN LEIKKAAMINEN LIUKUMIKROTOMILLA

3.1 Liukumikrotomin osat

_, © 2017 Timowine

Kuva 13. Liukumikrotomin osat

1. Terdnpidike
2. Terd
3. Terdnpidikkeen kiristysvipu

4., 5. & 6. Terdnpidikkeen sddtéruuveja
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Kuva 14. Liukumikrotomin osat

1. Leikkauspaksuuden scddin, sopiva leikkauspaksuus on noin nelja mikrometria.
2. Karkeasdddoén kdsipyérd, jota pyorittamalld blokkia saa trimmattua.

3. Hienosdidto, jota kdytetdan itse leikkaamisessa.

3.2 Ennen leikkaamista

o Laita tislattu vesi lampenemadn ldmminvesihauteeseen noin 40-asteiseksi.
o Kylmavesihaude voi olla mika tahansa astia, johon makroleike mahtuu oikenemaan.
= Tummalta pohjalta leikkeen rutut nakyvat paremmin.
o Laita makroblokki kylmenemaan kylmalevylle.
o Kirjoita makrolasille blokin ndytenumero.
o Aseta kertakdyttotera liukumikrotomin terdnpidikkeeseen.
= Kiristd terd pidikkeeseen ruuvimeisselilld: ensin keskeltd, sitten reunoista.
Aseta terdanpidike omalle paikalleen mikrotomiin (kuva 13), ja kiristd se saato-
ruuveilla.
o Tarvitset yhden paksun pensselin ja kaksi pienta pensselia.

o Varmista etta lukko on paalld (kuva 14) ja lukitse blokki telineeseen.
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SEV

Kuva 15. Terénpidikkeen paikalleen laittaminen Kuva 16. Terénpidikkeen lukko

© 2017 Timo Nieminen

3.3 Naytteen trimmaaminen

o Trimmaa ndyte kokonaan esille.
= Terad vedetdan kasin blokkia kohti. Kasikampea pyoraytetdan ensin (pyoray-
tys maaraa leikepaksuuden). Teline liikkuu kdsikampea pyorittamalla kohti-
suoraan ylospain. Ensin siis pyoraytetdadan kasikampea, sitten vedetdan tera
blokin yli. Tata jatketaan niin kauan, etta nayte on kokonaan esilla.

o Puhdista trimmaamisesta syntynyt parafiinijate paksulla pensselilla.

47

Kuva 17. Blin trimaaminen
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3.4 Ennen leikkaamista

o Saada leikkauspaksuus sopivaksi (noin nelja mikrometria), laitteen sivusta 16ytyvalla
saatonupilla. Tarkista leikkauskulma (nollan tuntumassa) ja saada se oikeaksi, jos se ei
ole valmiiksi saadettyna.

o Kastele pensselit ja halutessasi myos blokin pinta.

3.5 Leikkeen leikkaaminen

o Leikkaa leike samaan tapaan kuin trimmatessasi leiketta (luku 3.2), mutta talla kertaa
kasikammen sijaan kaytetaankin nuppia, jota vetamalla teline liikkuu yl6spain sen ver-

ran kuin leikepaksuudeksi on maaritetty.

3.6 Leikkaamisen jdlkeen

o Nosta leike kahden pensselin avulla kylmavesihauteeseen, suurimmat rutut ja taitok-
set saa suoristettua kahden pensselin avulla kylmavesihauteessa.

o Nosta leike lasin avulla lamminvesihauteeseen, ja suorista loput rutut ja taitokset.

o Valuta vesi leikkeen alta selluun.

o Nosta lasi lamminvesihauteen reunalle kiinnittymaan.

o Vie kaikki lasit lampdkaappiin vahintaan tunniksi kiinnittymaan.

= Huomaa, ettd makrolaseille on oma telineensa.

Kuva 16. Leikkeen nostaminen kahdella pensselillé Kuva 17. Leikkeen nostaminen kahdella pensselilla
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Kuva 18. Leikkeen nostaminen lasille Kuva 19. Leikkeen kiinnittZminen lasille

3.7 Jalkityst

o Irrota terdnpidike mikrotomista.
o Puhdista mikrotomi parafiinista imurin avulla.

o Tyhjennd molemmat vesihauteet ja aseta ne kuivumaan.

3.8 Leikkeen mahdollisia ongelmia ja korjausehdotuksia

o Jos parafiinia ei ole imeytynyt tarpeeksi, laita blokki sulaa parafiinia sisaltavdaan muot-
tiin. Taman jalkeen siirrd muotti valukoneen lampimaan kammioon.

o Jos blokki ei leikkaannu kunnolla, laita se uudestaan kylmenemaan.

o S&ada leikepaksuutta, paksumpi leike voi onnistua paremmin kuin ohut.

o Saada leikkauskulmaa.

o Sipaise blokkia kostealla sormella, leike voi ndin pysya paremmin kasassa.
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