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PLEURANESTEEN SYTOSENTRIFUGIVALMIS-
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Pleuranestetta voi kertyd keuhkopussiin, kun elimiston fysiologinen tasapaino jarkkyy. Ellei syy
pleuranestekertyméan selvia potilaan taudinkuvasta, voidaan vastausta etsid tutkimalla
pleurapunktion avulla kerattyd nestettd ja nesteeseen irronneita soluja. Pleuranesteen
irtosolututkimuksen tarkein indikaatio on malignin kasvaimen epaéily.

Pleuranesteen kasittelytapa ja preparaatin valmistus vaihtelevat eri laboratorioissa. Yleisimmin
pleuranesteesta tehddaan sytosentrifugivalmiste ja runsassoluisesta naytteestd myos
histologinen solublokki. Sytosentrifugivalmiste varjataan Papanicolaoun varjayksella ja
solublokista tehddan hematoksyliini-eosiini-varjays. Solublokista voidaan lisatutkimuksena
tehda myods immunohistokemiallisia varjayksia.

Tutkimuksen tarkoituksena oli vertailla pleuranesteestd kahdella eri menetelmélla saatuja
diagnostisia vastauksia ja vastausten eroja. Tutkimus suoritettiin vertailemalla sytosentrifugi- ja
solublokkimenetelmalla vastattuja Papa-luokkia. Tutkimuksen tavoitteena oli saada selville
kahden menetelman yhtenevyys ja menetelmilla tuotettujen laboratoriotutkimustulosten
luotettavuus.

Eri menetelmilla saadut Papa-luokat samasta naytteesta vastasivat tutkimuksessa toisiaan
kohtalaisesti. Sytosentifugivalmisteissa havaitut benignit muutokset tulkittiin ¥%:ssa tapauksista
solublokin perusteella solukuvaltaan normaaleiksi. Noin Y4 sytosentifugivalmisteiden mukaan
normaaleista naytteista vastattiin taas solublokkien perusteella benigneiksi tai maligniteetin
suhteen lievasti epailyttaviksi.

Sytosentifugivalmisteista havaittuja maligniteetin suhteen epailyttavia 16ydoksia ei solublokkien
perusteella usein diagnosoitu lainkaan: Yli puolet naytteistd, joista oli sytosentifugivalmisteen
perusteella annettu Papa-luokka Il tai 1V, oli solublokin tutkimisen jalkeen luokiteltu
solukuvaltaan normaaleiksi tai benigneiksi. Selvasti malignit 16yddkset havaittiin solublokeista
puolestaan hieman paremmin kuin sytosentrifugivalmisteista.
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COMPARING CYTOLOGICAL DIAGNOSES OF
PLEURAL FLUID BASED ON CYTOCENTRIFUGE
AND CYTOBLOCK PREPARATIONS

Pleural effusion may form in association with a number of diseases and by several
mechanisms. When the reason for the liquid accumulation is unknown, examination of the
pleural effusion may reveal the cause of the disease. The most important indication for
cytological examination of pleural fluid is when a malignant tumor is suspected.

There are various methods for preparing pleural fluid samples. Different laboratories may use
different approaches. The most commonly used method is the cytocentrifuge technique. For
highly cellular samples, histological cytoblocks are also commonly used. Cytocentrifuge
preparations are usually further processed by Papanicolaou staining and cytoblock preparations
with hematoxylin-eosin staining. The cytoblock preparation may additionally be stained using
immunohistochemical methods.

The purpose of the study was to compare the diagnostic outcomes of two different pleural
effusion sample preparation methods. The study was conducted by comparing the diagnostic
Pap classes of pleural fluid cytocentrifuge and cytoblock preparations made from the same
patient samples. The aim of the study was to determine the level of agreement between the
diagnoses obtained using the cytocentrifuge and cytoblock sample preparation methods.

The results obtained with the two different sample preparation methods were moderately
correlated. One fourth of the cases which were interpreted as benign based on the
cytocentrifuge preparation were also classified as normal based on the corresponding cytoblock
preparation. Approximately one fourth of the cases which were classified as normal based of
the cytocentrifuge preparation were interpreted as benign or suspected malignant based on the
cytoblock preparation.

Cells which were classified as suspected malignant based on the cytocentrifuge preparation
were not as easily detected in the corresponding cytoblock preparation: More than half of the
cases classified as Pap class Il or IV based on the cytocentrifuge preparations were classified
as normal or benign based on the cytoblock preparation. On the other hand, clearly malignant
cells were detected slightly more often in the cytoblock preparation than in the cytocentrifuge
preparation.

KEYWORDS:

Pleural fluid, pleural effusion, pleural puncture, cytological examination, cytocentrifuge, cytospin,
cytoblock, agar, cytological diagnosis
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1 JOHDANTO

Keuhkopussiin eli pleuraan voi kertya nestettd monen sairauden tai mekanismin
johdosta. Ellei syy pleuranestekertymaan selvia potilaan esitietojen ja kliinisten
|6yddsten perusteella, voidaan vastausta etsia tutkimalla pleurapunktion avulla
kerattya nestettéa ja nesteeseen irronneita soluja. Pleurapunktiossa nestetta as-
piroidaan eli imetddn keuhkopussin ontelosta neulan avulla nayteputkeen.
(Bourne 1990, 487; Riska & Saarelainen 2011, 185.)

Tarkein indikaatio pleuranesteen sytologiseen tutkimukseen on pahanlaatuisen
eli malignin kasvaimen epaily. Maligni kasvain on syyna 50 prosenttiin kaikista
pleuranestekertymista. Yleisimmin aiheuttajana on keuhko-, rinta- tai ruoansula-
tuskanavan syopa. (Taskinen 1994, 299; Riska & Saarelainen 2011, 187.) Jos-
kus syynd on keuhkopussin pintaa verhoavasta mesoteelisolukosta alkunsa

saanut maligni kasvain eli mesoteliooma (Riska 2007a).

Pleuranesteen sytologiset tutkimusmenetelmat ja naytteen kasittelytapa vaihte-
levat eri laboratorioissa. Tavallisesti pleuranestenaytteesta tehdaén ensin sy-
tosentrifugivalmiste. Turun yliopistollisessa keskussairaalassa (Tyks:ssa) run-
sassoluisesta naytteesta valmistetaan lisdksi histologinen solublokki. (Taskinen
1994, 299; Tykslab 2012a.)

Aihe tutkimukseen saatiin Tyks:n sytologian osastolta. Siella oli aikaisemmin
havaittu, ettd sytosentrifugivalmisteiden ja solublokeista tehtyjen leikkeiden pe-
rusteella annetut diagnostiset vastaukset eivat aina vastaa toisiaan. lImiéta ha-
luttiin tutkia tarkemmin, jotta selvidisi, onko menetelmien valilla merkitsevaa
eroa. Tutkimuksen tarkoituksena oli vertailla pleuranesteesta kahdella eri mene-
telmalla annettuja vastauksia ja niiden eroja. Tavoitteena oli saada selville kah-
den menetelman yhtenevyys ja menetelmilla tuotettujen laboratoriotutkimustu-

losten luotettavuus.
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2 TUTKIMUKSEN TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Sytologia

Sytologia eli soluoppi on solujen ja niiden rakenneosien tutkimista. Sytologinen
tutkimus on kehittynyt yhta aikaa mikroskooppitekniikan ja varjaysmenetelmien
kanssa. Solujen varjddminen mahdollistaa niiden rakenneosien yksityiskohtai-
sen tutkimisen mikroskoopilla. (Stevens 1990, 107; Stenback & Koivuniemi
1994, 1-3.)

Sytologinen diagnostiikka perustuu paaosin kehomme onteloiden epiteeleilta
hilseilleiden tai mekaanisesti irrotettujen solujen mikroskooppiseen tutkimiseen.
Sytologisessa irtosolututkimuksessa kiinnitetaan erityistdé huomiota mahdollisiin
solumuutoksiin eli epanormaalilta nayttaviin atyyppisiin soluihin. Atyyppisen so-
lun piirteitd ovat muun muassa muutokset solun koossa ja muodossa, syto-
plasman maarassa ja varjaytyvyydessa seka tuman koossa ja rakenteessa.
(Stenback & Koivuniemi 1994, 7-8; Timonen 1998, 81.)

2.2 Pleura ja pleuraneste

Keuhkojen ulkopintaa ja rintakehan sisapintaa peittavat kalvot, jotka muodosta-
vat keuhkopussin eli pleuran (ks. Kuva 1). Pleuran sisapinnalla on mesotee-
lisolukkoa ja sen alla sidekudosta. Pleuraontelon sisapintaa voitelee ohut nes-
tekerros, joka mahdollistaa hengitettdessa kalvojen kitkattoman lilkkkeen toisiaan
vasten. (Taskinen 1994, 297; Riska & Saarelainen 2011, 185.)

Terveelld henkil6lla on pleuranestettéa keuhkopussin sisapinnalla 5-10pum:n pak-
suinen kerros. Sitd muodostuu verenpaineen vaikutuksesta plasman suodokse-
na pleuran hiussuonten seindman lapi. Nesteen proteiinipitoisuus on noin 15g/l,
ja siiné esiintyy mesoteelisoluja seké jonkin verran valkosoluja. Normaalitilassa
pleuranesteen méaard pysyy vakiona, sillda sen muodostuminen ja imeytyminen

ovat tasapainossa. Tasapainoon vaikuttavat muun muassa pleuran hiussuonten
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verenpaine seka veriplasman ja pleuranesteen kolloidiosmoottinen paine. (Tas-
kinen 1994, 297; Riska 2007b; Riska & Saarelainen 2011, 185.)

Kuva 1. Pleura. (Muokattu lahteesta Beltina - Health Encyclopedia 2013.)

Osmoottinen paine aiheutuu nesteeseen liuenneiden aineiden maarasta. Aineet
pyrkivat aina suuremmasta pitoisuudesta pienempaan, mutta kuitenkaan kaikki
suuret molekyylit eivat paase solukalvon lapi. Tallbin vesi pyrkii tasoittamaan
konsentraatioeroa siirtymalla laimeammasta nesteesta vakevampaan. Tama
aiheuttaa vakevampaan liuokseen suuremman osmoottisen paineen, koska
liuenneet aineet vievat tilaa vedelta. Kolloidiosmoottisella paineella tarkoitetaan
nesteeseen liuenneiden proteiinien aiheuttamaa osmoottista painetta. (Niemi
ym. 1995, 63-65; Nienstedt ym. 2004, 232-233.)

Pleuran hiussuonten valtimon puoleisessa paassa verenpaine on suurempi kuin
plasman kolloidiosmoottinen paine. Talldin nestettd tihkuu hiussuonten lapi
plasman suodoksena pleuraonteloon. Hiussuonen aiheuttaman virtausvastuk-
sen johdosta verenpaine on laskimon puoleisessa paassa puolestaan pienempi.
Suurin osa pleuranesteesta imeytyykin takaisin verenkiertoon hiussuonten las-
kimon puoleisessa paassa kolloidiosmoottisen paineen vaikutuksesta. Pleu-
ranesteen proteiinit ja solut imeytyvat keuhkopussin imusuonistoon, silla ne ei-
vat suurimolekyylisind aineina paase takaisin hiussuoniin. (Nienstedt ym. 2004,
236; Riska 2007b; Riska & Saarelainen 2011, 185.)
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2.2.1 Pleuranestekertymaét

Pleuranestetta voi kertyd keuhkopussiin, jos elimiston fysiologinen tasapaino
jarkkyy. Joidenkin kasvainten erittamaa limaa lukuun ottamatta pleuraneste on
aina peraisin veren plasmasta. Nestekertymdn muodostumiseen vaikuttavat
hiussuonten lapaisevyys ja verenpaine, pleuratilan alipaine seka veriplasman ja
pleuranesteen kolloidiosmoottinen paine. (Taskinen 1994, 297; Riska 2007b;
Riska & Saarelainen 2011, 185.)

Pleuranestekertymat eli effuusiot jaetaan muodostumistapansa ja koostumuk-
sensa perusteella transudaatteihin ja eksudaatteihin. Transudaatiksi kutsutaan
nestekertymad, joka muodostuu pleuran hiussuonten verenpaineen nousun tai
plasman kolloidiosmoottisen paineen laskun seurauksena. Transudaatti on
usein koostumukseltaan vahasoluista, ja sen proteiinipitoisuus on pieni. (Taski-
nen 1994, 297; Anttila ym. 2012, 558.)

Yleisin syy pleuran transudaatin muodostumiseen on sydamen vajaatoiminta,
mutta se voi liittyd myos esimerkiksi nefroottiseen oireyhtymaan tai maksakir-
roosiin. Nefroottisessa oireyhtymé&sséd veren matala proteiinipitoisuus johtaa
plasman kolloidiosmoottisen paineen alenemiseen. Samalla suolojen kertymi-
nen elimistdon nostaa hiussuonten verenpainetta. Nama tekijat yhdessa johta-
vat pleuran transudaatin muodostumiseen. Maksakirroosissa transudaattia ker-
tyy pleuraan samalla mekanismilla veren matalan proteiinipitoisuuden johdosta.
(Taskinen 1994, 298; Riska & Saarelainen 2011, 186-187.)

Keuhkopussiin kertyva eksudaatti muodostuu pleuran hiussuonten lisdéntyneen
lapéaisevyyden seurauksena, tavallisesti hiussuonivaurion yhteydessa. Eksudaa-
tissa on tulehdussoluja, ja sen proteiinipitoisuus on suuri. Kroonisten tulehdus-
ten lisaksi eksudaattia aiheuttavat tyypillisesti malignit kasvaimet. Kyseessa voi
olla maligni mesoteliooma, keuhkotuumori tai muu pleuraan metastasoitunut eli
etdpesakkeen tehnyt maligni kasvain. (Riska & Saarelainen 2011, 187; Anttila
ym. 2012, 558.)
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2.3 Pleuranesteen sytologinen irtosolututkimus

Pleuranesteen sytologisen irtosolututkimuksen tarkein tehtava on antaa alusta-
va diagnoosi malignin kasvaimen epdilyn yhteydessa. Sytologisesta naytteesta
ei aina saada yhta tarkkaa ja luotettavaa tulosta kuin kudosnaytteesta tehtavalla
tutkimuksella. Pleuranesteen sytologiset tutkimukset antavat kuitenkin hyvia
viitteita potilaan sairaudesta, vaikka varmaa diagnoosia ei niiden perusteella
voitaisikaan tehda. Sytologisen tutkimuksen etuina ovat lisdksi sen nopea ja
yksinkertainen suorittaminen. (Stenback & Koivuniemi 1994, 11-12 16; Riska &
Saarelainen 2011, 185.)

Pleuranestenayte otetaan aspiroimalla nestettd keuhkopussista neulan avulla.
Nayte otetaan antikoagulanttia siséltavaan nayteputkeen hyytymien muodostu-
misen ehkaisemiseksi. Pleurapunktiossa kerataan tavallisesti 50-100 ml nestet-
ta, joka toimitetaan viivytyksetta laboratorioon. Sytologisten naytteiden kasittely
ja valmistus vaihtelevat eri laboratorioissa. Tavallisesti pleuranestenéaytteesta
tehdaan sytosentrifugivalmiste ja runsassoluisesta naytteestd myads histologinen
solublokki. (Bourne 1990, 487; Taskinen 1994, 299; Tykslab 2012a.)

2.3.1 Sytosentrifugivalmiste

Sytosentrifugivalmisteen tekoa varten laboratorioon saapunut nayte sentrifugoi-
daan, ja pohjalle saostunut solusedimentti fiksoidaan eli kiinnitetaan. Fiksoinnin
tarkoituksena on estaa naytteen autolyysi eli solujen hajoaminen seka bakteeri-
en toiminta naytteessa, jotta nayte pysyy mahdollisimman muuttumattomana
tutkimuksen ajan. Ellei naytetta voida sentrifugoida tunnin kuluessa punktiosta,
siihen voidaan jo naytteenoton yhteydessa lisata fiksatiivi. Tyks:n sytologian
laboratorioon pleuraneste saapuu valmiiksi 70% etanoliin fiksoituna (ks.Liite 2).
(Taskinen 1994, 299; Nurminen 2004, 6; Tykslab 2012a.)

Fiksoitua naytetta pipetoidaan tarvittava méaara naytekammioon, joka on kiinni-
tettyna identifioituun objektilasiin tahan tarkoitetulla pidikkeella. Objektilasin ja

naytekammion vélissa on silikoninen rajaaja, jonka tarkoituksena on rajata nayt-
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te tiettyyn kohtaan objektilasia (ks. Kuva 2). (Bales & Durfee 1979, 1202-1206;
Venojarvi 2011, 4-5; Tyks-Sapa-liikelaitos 2013.)

Objektilasi ja pidike

Silikoninen rajaaja

Naytekyvetti

Kuva 2. Naytekyvetin osat. (Muokattu lahteesta Venojarvi 2011, 5.)

Menetelman tarkoituksena on saada solut kiinnittym&&n objektilasille yhden so-
lukerroksen paksuudelta. Kammioon pipetoitava naytemaara riippuu talloin
naytteen solumaarasta eli sakeudesta. Mitd sakeampaa nayte on, sitd vahem-
man sita pipetoidaan kammioon. Naytekammioon on hyva lisata myos polyety-
leeniglygoli (PEG)-liuosta, joka parantaa solujen kiinnittymista objektilasille. Va-
jaaksi jaava kammio pipetoidaan tayteen fysiologisella keittosuolaliuoksella.
(Bales & Durfee 1979, 1202-1206; Venojarvi 2011, 4-5; Tyks-Sapa-liikelaitos
2013.))

Solut sentrifugoidaan kammiosta objektilasille Cyto-Tek® -solusentrifugin avul-
la. Naytteitéa sentrifugoidaan 5 minuuttia nopeudella 2000 rpm (revolutions per
minute, kierrosta minuutissa). Sentrifugoinnin jalkeen yliméarainen neste valute-
taan pois kammiosta, ja ndytteen annetaan kuivua pelkan rajaajan kanssa. Kun
nayte on kuivunut, rajaaja poistetaan ja objektilasin solut varjatddn Papanico-
laoun varjaysmenetelmalld. (Taskinen 1994, 299; Venojarvi 2011, 4-5; Tyks-
Sapa-liikelaitos 2013.)
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23.11 Papanicolaoun varjays

Papanicolaoun varjaysmenetelma on kehitetty erityisesti syovan sytologisen
diagnostiikan apuvalineeksi. Menetelmalla saadaan solujen tumien rakenne ja
levyepiteelisolujen sytoplasma hyvin esille. Papanicolaoun vérjaysprosessi ja-
kautuu kolmeen paavaiheeseen: tumavarjaykseen sekd ensimmaiseen ja toi-
seen sytoplasmavarjaykseen. Varjayksessa variaineiden sitoutuminen perustuu
solukomponenttien happamuuteen ja emaksisyyteen. (Stevens 1990, 107; Aho
2000, 140-143.)

Tumavarjayksessa variaineena toimii emaksinen hematoksyliini. Hematoksyliini
sitoutuu solujen happamiin komponentteihin varjaten nain myds tumat tumman-
sinisiksi. Tumissa variaine sitoutuu nukleiinihappoihin tuoden néin tumien sisa-

rakenteen hyvin esille. (Stevens 1990, 107.)

Sytoplasmavariaineita on Papanicolaoun varjayksessa kaksi. Niistd Orange-G-
6-fosfovolframihappo (OG-6) toimii variaineena ensimmaisessa sytoplasmavar-
jayksessa. Se sitoutuu naytteen emaksisiin komponentteihin ja varjaa taten ke-
ratiinin oranssiksi sekad eosinofiilien granulat ja levyepiteelin pintasolut punaisen
savyilla. (Aho 2000, 144-145))

Toisessa sytoplasmavarjayksessa variaineena on Eosin Azure (EA), joka sisél-
t&& eosiini-Y:t4 ja light green -varid. Hapan light green vérjaé aineenvaihdunnal-
lisesti aktiivisten solujen eli keskikerrossolujen, parabasaalisolujen ja lieriésolu-
jen emaksiset sytoplasmat vihertaviksi. Samoin histiosyytit ja leukosyytit varjay-
tyvat vihreiksi. Myds eosiini-Y on hapan véri, joka varjaa punaisiksi levyepiteelin
pintasolujen sytoplasmat, punasolut seka véarekarvat. (Aho 2000, 144-145.)

2.3.2 Solublokki

Histologinen solublokki voidaan tehd& sytologisesta naytteestd, jos siind on
runsaasti soluja. Solublokki valmistetaan yleensa fiksoimattomasta tuorenayt-

teestd, mutta se voidaan tehda myds formaliini- tai etanolifiksoidusta naytteesta.
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Solublokin valmistusmenetelméat vaihtelevat eri laboratorioissa. Tyks:n sytologi-
an osastolla solublokki valmistetaan agarmenetelmalla (ks. Liite 3). (Taskinen
1994, 299; Tyks-Sapa-liikelaitos 2010; Tykslab 2012b.)

Agarsolublokkimenetelméssa etanolissa fiksoitu nayte sentrifugoidaan, ja koe-
putken pohjalle saostunut solusedimentti sekoitetaan yhta suureen maaraan
agaria. Kovettunut agarnappi irrotetaan koeputkesta, ja halkaistaan kahteen
osaan. Agarnapin puolikkaat fiksoidaan viela formaliinissa ja l&hetetaan histolo-
gian laboratorioon. (Tyks-Sapa-liikelaitos 2010.)

Histologian osastolla agarnapit soluineen kudosprosessoidaan muiden histolo-
gisten naytteiden mukana. Kudosprosessoinnin tarkoituksena on poistaa nayt-
teestad vesi ja imeyttada tilalle parafiini. Dehydraatio eli veden poisto tehdaan
nousevan alkoholisarjan avulla. Taman jalkeen nayte kirkastetaan ksyleenissa,
jotta parafiini saadaan imeytettya eli infiltroitua soluihin. Kun sula parafiini on
infiltroitu naytteeseen, solumateriaali voidaan valaa parafiiniblokiksi kuten histo-
loginen kudosnayte. Parafiiniblokista leikataan mikrotomilla 2-4 pum:n paksuisia
leikkeité objektilasille histologisia varjayksia varten. (Taskinen 1994, 299; Kier-
nan 1999, 44-48; Tyks-Sapa-liikelaitos 2010.)

2.3.2.1 Hematoksyliini-eosiini-varjays

Tavallisesti solublokista tehdyt leikkeet varjataan hematoksyliini-eosiini (HE)-
varjayksella (Tykslab 2012b). HE-varjays on histologisten naytteiden varjayk-
sessa yleisesti kaytetty menetelmd, joka vastaa sytologista Papanicolaoun var-
jaysta. Hematoksyliini varjaa happamat komponentit naytteesta tumman sinisik-
si ja toimii siis tumavariaineena. Eosiini puolestaan osoittaa eméaksiset kom-
ponentit ja varjaa nain ollen sytoplasman ja sidekudosséaikeet punaisen eri sa-
vyilla. (Stevens 1990, 107; Rantala ym. 1998, 75-76.)
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2.3.2.2 Immunohistokemialliset varjaykset

Patologi voi halutessaan pyytaa solublokista jatkotutkimuksena immunohisto-
kemiallisia varjayksia (Tykslab 2012b). Immunohistokemiallisilla varjayksilla
saadaan tarkempaa tietoa naytteen solujen hyvan- ja pahanlaatuisuudesta. Nii-
ta kaytetdankin erityisesti kasvainsolujen tunnistamisessa ja luokittelussa
(Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 133).

Immunohistokemiallisten varjaysten tarkoituksena on osoittaa naytteestd kas-
vaimen ilmentama antigeeni sille spesifin vasta-aineen avulla. Antigeenin ja
vasta-aineen sitoutumisreaktio saadaan mikroskoopissa nahtavaksi littamalla
vasta-aineeseen erilaisia merkkiaineita eli leimaamalla se. (Naukkarinen & von
Boguslawsky 1998, 133; Delellis & Hoda 2006.) Naytetta inkuboidaan tutkitta-
van antigeenin mukaan valitulla leimatulla vasta-aineella, jolloin vasta-aine si-
toutuu sille spesifiin antigeeniin, mikali sitd naytteessa esiintyy. (Robinson ym.
1990; Kiernan 1999.)

2.3.3 Reaktiiviset ja benignit muutokset naytteessa

Pleuranestekertyméa saa aikaan pleuran kalvojen mesoteelisolujen suurenemi-
sen ja muodon pyoristymisen seka mesoteeliproliferaation eli mesoteelisolujen
jakaantumisen. Taméan vuoksi soluja irtoaa pleuran kalvoilta nesteeseen taval-
lista enemman. Mesoteelisoluissa esiintyy usein proliferaation yhteydessa vaih-
televan asteista reaktiivista atypiaa. (Bourne 1990, 488; Taskinen 1994, 299-
300.)

Reaktiivisella atypialla tarkoitetaan benigneja solumuutoksia, jotka liittyvat usein
krooniseen tulehdukseen, virustautiin tai allergiseen tilaan. Atypia voi olla meta-
plastista tai regeneratiivista. Metaplastinen atypia on epiteelisolujen erilaistumi-
sen vahenemista. Regeneratiivinen atypia kuvaa normaalista poikkeavaa epi-
teelisolukon uudistumista eli regeneraatiota tai epiteelivaurion korjaantumista eli
reparaatiota. (Stenback & Koivuniemi 1994, 12-13.)
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Reaktiivisen atypian erottaminen maligneista solumuutoksista saattaa olla han-
kalaa. Reaktiiviset muutokset liittyvat kuitenkin usein kroonisiin effuusioihin,
joissa solukuva on joko tulehdussolu-, makrofagi- tai mesoteelisoluvaltainen.
Voimakasta tulehdusta ja maligneja soluja ei tavallisesti esiinny naytteessa sa-
manaikaisesti. (Bourne 1990, 488; Taskinen 1994, 299-300.)

Etenkin pleuran eksudaatin mesoteelisoluissa esiintyy usein reaktiivista vaihte-
lua, jopa selvaa atypiaa ja mitooseja eli tuman jakautumista. Solukuvan arvioin-
tia voi hairita runsas tulehdussolukko seka naytteen verisyys tai fibriini- ja prote-
iinikertymat. Akuuteissa tulehduksissa naytteessa nakyy tavallisesti runsaasti
neutrofiilisia granulosyytteja ja kroonisissa tulehduksissa lymfosyytteja. Eo-
sinofiilisten granulosyyttien runsaus viittaa usein allergiseen reaktioon, keuh-
koinfarktiin tai kasvaimeen. (Bourne 1990, 489; Taskinen 1994, 301-303.)

2.3.4 Pleuran primaariset kasvaimet

Pleuran primaariset kasvaimet saavat alkunsa joko pinnallisesta mesoteelisolu-
kosta tai sen alaisesta sidekudoksesta. Ne ovat harvinaisia, eivatka yksittaiset
hyvéanlaatuiset eli benignit pleuran kasvaimet yleensé aiheuta effuusioita. Ma-
lignin mesoteliooman ennuste on huono, ja elinaikaa on yleensa vain 12-18
kuukautta diagnoosista. (Taskinen 1994, 305-306.)

Mesotelioomista irtoilee pleuranesteeseen usein runsaasti maligneja soluja yk-
sitellen ja rykelmin&. Runsassoluiset reunoiltaan poimuilevat pallomaiset solury-
kelmét viittaavat vahvasti maligniin mesotelioomaan. Solurykelmét voivat olla
myoOs papillaarisia, rauhasmaisia tai jonomaisia. (Bourne 1990, 490; Taskinen
1994, 306.)

Mesotelioomalle tyypilliset solut ovat kookkaita ja monitumaisia. Sytoplasma on
usein melko runsasta ja vakuolisoitunutta eli siin& on runsaasti solunesterakku-
loita. Joskus esiintyy "kannibalismia” eli solusyontid, jossa maligni mesoteelisolu
fagosytoi eli ottaa sisddnsa toisia maligneja soluja. Mesotelioomaldyddsten
taustalla ndhdaan usein paksua juosteista limaa, jota esiintyy reaktiivisessa
mesoteeliatypiassa vahan. (Bourne 1990, 490; Taskinen 1994, 306-309.)
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2.3.5 Pleuran metastaattiset kasvaimet

Pleuranesteen maligneista |0ydoksista noin 65%:ssa on kyseessa metastaatti-
nen adenokarsinooma eli rauhasepiteelista peraisin olevan syovan etapesake.
Yleisimmat pleuraan metastasoivat kasvaimet aikuisilla ovat keuhkon, rinta-
rauhasen, munasarjojen ja mahalaukun adenokarsinoomat. Metastaasi saattaa
olla malignin kasvaimen ensimmainen ilmentyma, jolloin ennuste on aina huo-
no. Keskimaarainen elinika potilaalla, jolla todetaan pleurametastaasi, on noin

kolme kuukautta primaarikasvaimen sijainnista riippuen. (Taskinen 1994, 309.)

Adenokarsinoomalle tyypillisia rakenteita ovat pallomaiset, papillaariset tai rau-
hasmaiset monikerroksiset solurykelméat, joiden reunus on usein tasainen. Tu-
mat ovat usein kookkaita, sijaitsevat solun laidassa ja niissé& on suuria nukleole-
ja. Ne voivat olla onttoja, uurteisia tai poimuttuneita. Sytoplasmaa on soluissa
tavallista runsaammin, ja siind esiintyy joskus vakuoleja. (Bourne 1990, 489;
Taskinen 1994, 315.)

Hyvin erilaistuneet adenokarsinoomat ovat helposti tunnistettavissa, mutta aina
malignin I6ydodksen tyypitys ei ole helppoa. Tyypityksessa kiinnitetdan huomiota
solujen kokoon, solurakenteisiin, solujen valisiin suhteisiin ja solurykelmien ra-
kenteisiin. Huonosti erilaistuneiden kasvainten tyypityksessa ja kasvaimen si-
jainnin arvioinnissa kaytetaan hyodyksi immunohistokemiallisia varjayksia.
(Taskinen 1994, 311-316.)

2.3.6 Diagnostiset vastaukset

Sytologisia naytteita arvioidaan tavallisesti Papanicolaoun (Papa) luokkien avul-
la (ks. Taulukko 1). Papa-luokkia on viisi, ja ne kuvaavat solujen pahanlaa-
tuisuusastetta. Papa-luokka | tarkoittaa normaalia solukuvaa, ja Papa-luokka V
viittaa jo maligniin I0ydokseen. Myohemmin Papanicolaoun jarjestelmaan on
lisatty luokka 0, joka kuvaa ep&onnistunutta tai riittamatonta naytetta. (Stenback
& Koivuniemi 1994, 8-12.)
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Taulukko 1. Papanicolaoun luokkien tulkinta. (Muokattu lahteestd Stenback &
Koivuniemi 1994, 11.)

Papa-luokka Tulkinta
0 Epaedustava/riittamatdn nayte
I Normaali solukuva
Il Hyvanlaatuisia solumuutoksia eli benignia atypiaa

1 Lievasti pahanlaatuisuuden suhteen epailyttavia (ma-
lignisuspekteja) soluja tai premalignia atypiaa

v Vahvasti pahanlaatuisuuden suhteen epailyttavia
(maligisuspekteja) soluja
V Pahanlaatuisia eli maligneja soluja

Kuten sytologisesta naytteestd yleensa, myods pleuranesteen irtosolututkimuk-
sesta annetaan maligniteettiarvio Papanicolaoun luokkia kayttaen. Liséksi nayt-
teestad vastataan solujakauma eli eritellaan effuusiossa esiintyvat solut ja niiden
runsaus. Poikkeavissa |0ydoksissa patologi antaa lausuntonsa ja sytologisen
diagnoosin naytteesta. (Stenback & Koivuniemi 1994, 8; Timonen 1998, 86-87;
Tykslab 2012a.)

Histologisesta solublokista patologi antaa myds lausunnon ja diagnoosin. Mikali
solublokista on tehty lisdksi immunohistokemiallisia varjayksia, vastaukset an-
netaan erikseen HE-varjayksesta ja immunohistokemiallisista varjayksista. Vas-
taus saattaa talldin tarkentua immunohistokemiallisten varjaysten valmistumisen
myota. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 158-159; Tykslab 2012b.)
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3 TUTKIMUKSEN TARKOITUS JA TAVOITE

Tutkimuksen tarkoituksena oli vertailla pleuranesteesta kahdella eri menetel-
malla saatuja diagnostisia vastauksia ja vastausten eroja. Tutkittavista pleu-
ranestenaytteista oli tehty sytosentrifugivalmiste, joka oli varjatty Papanicolaoun
varjaysmenetelmalla seka agarsolublokki, josta tehdyt leikkeet oli varjatty hema-
toksyliini-eosiinivarjayksella. Patologin pyynnosta solublokista oli voitu tehda
my6s immunohistokemiallisia varjayksia. Sytosentrifugivalmisteesta ja solublo-
kista oli molemmista annettu omat vastauksensa. Tutkimustehtavana oli analy-

soida vastauksia tilastollisin menetelmin.

Tutkimuksen tavoitteena oli saada selville kahden menetelman yhtenevyys ja
menetelmilla tuotettujen laboratoriotutkimustulosten luotettavuus. Mikali dia-
gnostiset vastaukset poikkeaisivat merkittavasti toisistaan, voitaisiin tulevaisuu-
dessa pohtia vaihtoehtoisia menetelmia, ja néin parantaa tutkimustulosten luo-

tettavuutta.
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4 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

4.1 Tutkimusaineisto ja -menetelméa

Tutkimusaineistona olivat pleuranesteen sytologisen irtosolututkimuksen tulok-
set sekd samoista naytteista valmistettujen histologisten solublokkien diagnosti-
set vastaukset. Tutkimusaineisto koottiin Tyks:n patologian laboratorion tutki-
mista naytteista. Aineisto kerattiin potilastietokannasta Tyks:n patologian yksi-

kon QPati-tietojarjestelman avulla.

Tutkimusaineistoon mukaan hyvaksyttavien naytteiden valintaperusteena oli,
ettd naytteesta oli saatavilla seka sytologisen irtosolututkimuksen tulos etta his-
tologisen solublokin lausunto. Aineistoon valittin 100 edella mainitut kriteerit
tayttavaa naytettd. Tarkasteltavaksi saatiin yhteensa 200 tutkimuksen diagnos-

tiset vastaukset.

Tutkimusmenetelm&na oli kvantitatiivinen vertaileva tutkimus. Siina tutkimusai-
neistoa kasitelldadn tilastotieteen menetelmin oikeiden johtopaatosten aikaan-
saamiseksi. Ennen kuin tilastotieteellinen analysointi voitiin suorittaa, tutkimus-
aineiston diagnostiset vastaukset oli saatettava tilastollisesti kasiteltavaan muo-
toon. (Hirsjarvi ym. 2004, 131; Tilastokeskus 2012.)

Tutkimus suoritettiin vertailemalla sytosentrifugivalmisteen perusteella annettua
Papa-luokkaa vastaavan naytteen histologisen solublokin Papa-luokkaan. Tilas-
tollista analysointia varten tutkimusaineisto koottiin Microsoft Office Excel -
ohjelmalla taulukkomuotoon. Aineiston analysoinnissa apuna kaytettin myads
SPSS (IBM SPSS Statistics 20) -ohjelmaa.
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4.2 Tutkimuksen kaytdnnon toteutus

Tutkimusaineiston keruu suoritettin Tyks:n patologian yksikdssa, sytologian
osastolla tammikuussa 2013. Ennen tutkimusaineiston keruuta anottiin Varsi-
nais-Suomen sairaanhoitopiirin Hoitotyon tutkimus- ja opinnaytetytlupaa, joka
myonnettiin 11.12.2012 (ks. Liite 1). Tutkimusaineiston analysointi ja tutkimus-
raportin kirjoittaminen suoritettiin kevaan 2013 aikana. Tutkimuksen kaytannén
toteutuksessa apuna olivat Tyks:n patologian yksikén solubiologi ja sytologias-

sistentti. Turun ammattikorkeakoulusta ohjaajana toimi FT Sanna Virtanen.

4.2.1 Tutkimusaineiston keruu

Tutkimusaineisto keréattiin  Qpati-tietojarjestelman avulla potilastietokannasta
tutkimuksen tekijan kasiteltavaksi. Aineiston keruun suoritti ohjaaja, koska teki-
jalla ei ollut paasya potilastietokantaan. Tietokantahaussa kaytettiin "Pleural
cytologic material” -hakutermid. Tutkimukseen sopivat tapaukset valittiin satun-

naisesti vuonna 2012 tehdyisté pleuranesteen sytologisista tutkimuksista.

Valittaessa tutkimukseen sopivia pleuranesteen irtosolututkimuksen tuloksia ja
histologisen solublokin lausuntoja tuli huomioida naytteiden saapumispaiva.
Sytosentrifugi- ja solublokkinaytteen saapumispaivien piti olla samat, jotta var-
mistuttiin siitd, ettd molemmat valmisteet oli tehty potilaan samasta naytteesta.
Tutkimuksista kirjattiin ylos potilaan ika ja sukupuoli sek& tutkimusten diagnosti-
set vastaukset. Mitdan yksildivia potilas- tai tunnistetietoja ei poimittu tietokan-

nasta, ja talla varmistettiin potilaiden yksityisyyden suoja.

Tietokantahaun jalkeen tutkimukseen tarvittavat tiedot kirjattiin Microsoft Office
Excel -ohjelmalla taulukkomuotoon. Yhdessa ohjaajan kanssa paadyttiin siihen,
ettd menetelmien vastaavuutta vertaillaan Papa-luokkien avulla. Kaikista solu-
blokeista Papa-luokkaa ei oltu erikseen vastattu, jolloin luokka tuli paatella lau-
sunnon ja diagnoosin pohjalta. Excel-taulukkoon kirjattiin naytteiden tunniste-
numerot (1-100), potilaan ik& ja sukupuoli seka sytosentrifugivalmisteen ja solu-

blokin perusteella annetut Papa-luokat.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenna Leppésalo



21

4.2.2 Aineiston analysointi

Aineistoa analysoitin SPSS-ohjelmalla, joka on tilastotieteelliseen analyysiin
suunniteltu ohjelmisto. Taulukoiden ja kaavioiden tekemisessa apuna kaytettiin
lisdksi Excel-ohjelmaa. Tutkimusaineistosta laskettiin kunkin Papa-luokan pro-
sentuaaliset osuudet koko naytemaarasta seka sytosentrifugivalmisteissa etta
solublokeissa. Ristiintaulukoimalla havainnollistettiin sitd, miten vastaukset

eroavat eri menetelmilla tutkittuina.

SPSS-ohjelmalla suoritettiin myds Wilcoxonin merkittyjen sijalukujen testi. Tes-
tin avulla selvitettiin, onko kahdella menetelmélla samasta naytteesta saatujen
Papa-luokkien vélilla tilastollisesti merkitsevaa eroa. Wilcoxonin testin tuloksena
saadaan p-arvo, joka kertoo erojen merkitsevyydesta. Erot ovat erittain merkit-
sevia, kun p < 0,001, merkitsevia, kun 0,001 < p < 0,01 ja jokseenkin merkitse-
via, kun 0,01 < p < 0,05. Mikali p-arvo on suurempi kuin 0,05, muuttujien valilla
ei ole tilastollisesti merkitsevaa eroa. Wilcoxonin merkittyjen sijalukujen testi ei
edellyta aineistolta normaalijakaumaa ja sopii myds jarjestysasteikollisille muut-
tujille. Siksi se katsottiin kayttokelpoiseksi tdhan tutkimukseen. (Ernvall 2012a,
9; Yhteiskuntatieteellinen tietoarkisto 2003.)

Kahdella menetelmalla vastattujen Papa-luokkien keskinaista riippuvuutta tar-
kasteltiin myds pareittain korrelaation avulla. Korrelaation arviointia varten las-
kettiin SPSS-tilasto-ohjelmalla Spearmanin korrelaatiokerroin, r. Se on yleisim-
min kaytetty jarjestyskorrelaatiokerroin ja sopi taéhan tutkimukseen, koska tutkit-
tavat muuttujat ovat jarjestysasteikollisia. Korrelaatio tulkitaan voimakkaaksi,
kun 0,7 <r < 1, kohtalaiseksi, kun 0,3 <r < 0,7 ja heikoksi/merkityksettémaksi,
kun 0 < r < 0,3. Korrelaatiokertoimen ollessa 0, muuttujien valilla ei ole riippu-
vuutta. Jos korrelaatiokerroin on puolestaan 1, muuttujien véalilla on taydellinen
riippuvuus. Korrelaatiokertoimen yhteydessa ilmoitetaan usein my6s p-arvo,
joka kertoo tuloksen merkitsevyydesta. (Ernvall 2012b, 6; Yhteiskuntatieteelli-
nen tietoarkisto 2004.)
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5 TUTKIMUSTULOKSET

Tutkimukseen valituista pleuranesteen irtosolunaytteista 64% oli otettu miehilta
ja 36% naisilta. Potilaiden ika vaihteli 40 ja 98 vuoden valilla. Miehet olivat kes-
kimaarin 69-vuotiaita ja naiset 73-vuotiaita. Papa-luokkien esiintyvyydet nayt-
teissa jakautuivat melko epatasaisesti (ks. Kuvio 1). Suurin osa naytteista oli
solukuvaltaan normaaleja tai niissa esiintyi benigneja muutoksia. Papa-
luokkaan | kuului 42% sytosentrifugivalmisteista ja 43% solublokeista. Papa-

luokkaan 1l kuului puolestaan 32% sytosentrifugivalmisteista ja 38% solublo-

keista.
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Kuvio 1. Papa-luokkien osuudet tutkimusaineistossa eri valmisteiden mukaan.

Muut Papa-luokat oli tutkimusaineiston naytteissa niukemmin edustettuina. Pa-
pa-luokaan Il kuului 15% sytosentrifugivalmisteista ja 5% solublokeista: Lievasti
malignisuspekteja |0ydoksia havaittiin sytosentifugivalmisteista selvasti enem-
man kuin solublokkimenetelmalla. Vahvasti malignisuspekteja soluja I6ydettiin
molemmilla menetelmilla yhtad paljon: Papa-luokka IV oli vastattu kummankin
menetelman perusteella 4% naytteista. Selvia karsinoomaldydodksia diagnosoi-
tiin solublokkien avulla hieman enemman kuin sytosentifugivalmisteiden perus-
teella: Papa-luokaan V kuului 7% sytosentifugivalmisteista ja 9% solublokkien

naytteista.
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Ensin kaikkia sytosentrifugivalmisteiden ja solublokkien perusteella annettuja
Papa-luokkia (0)I-V analysoitiin yhdessa, jotta saatiin kokonaiskuva Papa-
luokkien vastaavuudesta. Aineiston analysointi aloitettiin parierojen vertailulla
tekemalld Wilcoxonin merkittyjen sijalukujen testi (ks. Taulukko 2). Testin tulok-
sena saatiin, ettei sytosentrifugivalmisteiden ja solublokkien perusteella annet-

tujen vastausten valilla ole tilastollisesti merkitsevaa eroa (p=0,467).

Taulukko 2. Sytosentrifugivalmisteen ja solublokin perusteella vastattujen Papa-

luokkien erot.

Wilcoxonin merkittyjen sijalukujen testi

Muutokset Papa-luokissa n p
Negatiivinen 202 0,467
muutos
Solublokki - Sytosentrifugivalmiste Positiivinen 15°
muutos
Ei muutosta 65°
Yhteensa 100

a. Papa-luokka solublokin perusteella < Papa-luokka sytosentrifugivalmisteen perusteella

b. Papa-luokka solublokin perusteella > Papa-luokka sytosentrifugivalmisteen perusteella

c. Papa-luokka solublokin perusteella = Papa-luokka sytosentrifugivalmisteen perusteella

Vastaavat Papa-luokat seka sytosentrifugivalmisteen ettd solublokin perusteella
oli annettu kuitenkin vain 65 naytteesta sadasta. Kun laskettiin eri menetelmilla
vastattujen Papa-luokkien valinen korrelaatio, saatiin Spearmanin korrelaa-
tiokertoimeksi 0,606 (p<0,001). Sytosentrifugivalmisteiden ja solublokkien Pa-

pa-luokkien valinen korrelaatio oli kohtalaista.

Solublokeista 20 naytteessa Papa-luokka oli pienempi ja 15 tapauksessa suu-
rempi kuin vastaavan naytteen sytosentrifugivalmisteen perusteella oli vastattu.
Samasta naytteesta eri menetelmilla vastattujen Papa-luokkien valilla oli vaihte-
levuutta, mutta selvaa paatelméa sen suhteen, antaako toinen menetelma tois-
tuvasti pienemman tai suuremman Papa-luokan, ei kuitenkaan voitu tehda. Sik-

si verrattiin viela erikseen kaikkia sytosentrifugivalmisteiden perusteella vastat-
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tuja Papa-luokkia solublokin tutkimisen jalkeen annettuihin Papa-luokkiin. Ver-
tailu kahden menetelman valilla suoritettiin ristiintaulukoimalla (ks. Taulukko 3).

Taulukko 3. Sytosentrifugivalmisteen Papa-luokan vastaavuus samasta nayt-
teesté valmistetun solublokin Papa-luokkaan.

Naytteen Papa-luokka solublokin perusteella

0 | I 1 \Y V  Yhteensa
Naytteen Papa-luokka | f 1 30 9 2 0 0 42
sytosentrifugivalmisteen %  24%  714% 21,4%  4.8% 0,0% 0,0%  100,0%
perusteella T 0 8 23 0 1 0 32
%  00%  250% 71,9%  0,0% 3,1% 0,0%  100,0%
m_f 0 4 5 3 1 2 15
%  00%  267%  333% 20,0% 67%  133%  100,0%
v f 0 1 1 0 2 0 4
%  00%  250% 250%  0,0%  50,0%  0,0%  100,0%
v f 0 0 0 0 0 7 7
%  0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%  100,0% 100,0%
Yhteensa f 1 43 38 5 4 9 100
%  1,0%  43,0%  380%  50% 4,0% 9,0%  100,0%

Ristiintaulukoimalla saatiin selville, etta naytteista, joista oli vastattu sytosentifu-
givalmisteen perusteella Papa-luokka | (n=42), 71,4% vastattiin samaan luok-
kaan kuuluvaksi myo6s solublokkimenetelmalla. Naytteista 26,2% puolestaan
antoi solublokkimenetelman perusteella suuremman Papa-luokan. 21,4%:ssa
todettiin solublokeissa benignia atypiaa, ja ne sijoitettin Papa-luokkaan II.
4,8%:ssa diagnosoitiin solublokkien pohjalta maligniteetin suhteen lievasti epai-
lyttava 10ydos eli ne luokiteltiin Papa-luokaan 1ll. Liséksi joukossa oli yksi tapa-
us, josta vastattiin solublokkimenetelmalla luokka O, koska nayte todettiin liian

niukaksi.

Kun tarkasteltiin naytteita, joista oli vastattu sytosentifugivalmisteen perusteella
Papa-luokka Il (n=32), saatiin selville, etta 71,9% naytteista, sijoitettiin samaan
Papa-luokkaan myo6s solublokin tutkimisen jalkeen. Naytteista 3,1% antoi solu-
blokkimenetelmalla suuremman luokan ja ne sijoitettiin Papa-luokkaan IV. Puo-
lestaan pienempi luokka saatiin 25%:sta tapauksista, ja nama naytteet kuuluivat

talldin solublokin mukaan Papa-luokkaan I.
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Maligniteetin suhteen lievasti epailyttaviksi oli vastattu sytosentrifugivalmisteista
15%, mutta solublokkien perusteella vain 5% naytteista. Tapauksista, joista oli
vastattu sytosentrifugivalmisteen perusteella Papa-luokka Ill (n=15), 20% vas-
tattiin samaksi luokaksi myos solublokkimenetelmalla. Naytteista 20% antoi
suuremman vastauksen solublokin tutkimisen jalkeen: 6,7% luokiteltin Papa-
luokkaan 1V ja 13,3% Papa-luokaan V. Tapauksista 60%:sta vastattiin pienempi
luokka solublokin perusteella: 33,3% sijoitettiin Papa-luokaan 1l ja 26,7% Papa-

luokaan I.

Papa-luokkaan IV eli maligniteetin suhteen vahvasti epailyttaviksi diagnosoitiin
molemmilla menetelmilla 4% naytteista. Tapauksista, jotka sytosentrifugivalmis-
teen tutkimisen pohjalta vastattiin Papa-luokkana IV (n=4), 50% luokiteltiin
myds solublokin tutkimisen jalkeen samaan luokkaan. Loput 50% jakaantuivat

solublokkimenetelmalla pienempiin Papa-luokkiin | ja Il.

Maligneja l6ydoksia diagnosoitiin solublokkien perusteella hieman enemman
kuin sytosentrifugivalmisteiden pohjalta. Kuitenkin kaikki naytteet, jotka sy-
tosentrifugivalmisteen tutkimisen perusteella luokiteltin maligneiksi (n=7), vas-
tattiin Papa-luokkaan V myds solublokin tutkimisen jalkeen (ks. Taulukko 4).

Taulukko 4. Sytosentrifugivalmisteen ja solublokin perusteella vastattujen Papa-
luokkien erot Papa-luokittain.

N Papa-luokan muutos solublokin tutkimisen jéalkeen
Naytteen Papa-luokka . ) .
sytosentrifugivalmisteessa Ei muutosta Paapa- Muutos suurempaan Muutos pienempadn
luokassa Papa-luokkaan Papa-luokkaan

I 71,4 % 26,2 % 2,4 %
Il 71,9 % 3,1% 25 %
i 20 % 20 % 60 %
v 50 % 0% 50 %
\ 100 % 0% 0%

a. Papa-luokka solublokin perusteella = Papa-luokka sytosentrifugivalmisteen perusteella
b. Papa-luokka solublokin perusteella > Papa-luokka sytosentrifugivalmisteen perusteella

c. Papa-luokka solublokin perusteella < Papa-luokka sytosentrifugivalmisteen perusteella
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6 JOHTOPAATOKSET

Yleisesti pleuranesteen sytologisen irtosolututkimuksen diagnostiset tulokset
vastasivat toisiaan kohtalaisesti. Samasta naytteesta vastatut Papa-luokat vaih-
telivat jonkin verran tutkimusmenetelmasta riippuen, mutta selvdd suuntaa ei
voida sanoa, antaako toinen menetelma toistuvasti pienemman tai suuremman
Papa-luokan kuin toinen. Sytosentifugivalmisteissa havaitut benignit muutokset
tulkittiin 25%:ssa tapauksista solukuvaltaan normaaleiksi solublokkien perus-
teella. Toisaalta taas 26,2% sytosentifugivalmisteiden mukaan normaaleista
naytteista vastattiin solublokkien perusteella benigneiksi tai maligniteetin suh-

teen lievasti epailyttaviksi.

Tarkasteltaessa erikseen Papa-luokkia IlI-IV eli malignisuspekteja naytteita,
havaittin kahden menetelméan perusteella vastattujen Papa-luokkien valilla
merkittavaa vaihtelua. Sytosentifugivalmisteista havaittuja maligniteetin suhteen
epailyttavia 16ydoksia ei oltu usein solublokkien perusteella diagnosoitu lain-
kaan. Lahes 60%:sta naytteista, joista oli sytosentifugivalmisteen perusteella
annettu Papa-luokka 11l tai IV, oli vastattu solublokin tutkimisen jalkeen pienem-
pi luokka eli Papa-luokka | tai Il. Selvasti malignit I0ydokset, jotka luokitellaan
Papa-luokkaan V, havaittiin puolestaan solublokeista hieman paremmin kuin

sytosentrifugivalmisteista.
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7 POHDINTA

Tutkimuksen tarkoituksena oli vertailla pleuranesteesta kahdella eri menetel-
malla saatuja diagnostisia vastauksia ja vastausten eroja. Tavoitteena oli saada
selville kahden menetelméan yhtenevyys ja menetelmilla tuotettujen laboratorio-
tutkimustulosten luotettavuus. Tutkimuksen suunnitteluvaiheessa asetettuihin
ongelmiin saatiin tutkimuksen edetessa vastaukset, ja tuloksia voidaan hyddyn-
taa kaytannon tybelamassa.

Saadut tutkimustulokset ovat hieman ristiriitaisia: Joidenkin Papa-luokkien koh-
dalla solublokin perusteella saatiin joskus pienempi Papa-luokka kuin sytosenti-
fugivalmisteen tutkimisella, mutta toisten Papa-luokkien kohdalla suunta oli taas
painvastainen. Merkittavintd vaihtelu oli Papa-luokissa Il ja IV, joissa Papa-
luokka useimmiten muuttui solublokin tutkimisen jalkeen sytosentifugivalmistee-

seen ndhden pienemmaksi.

Se, miksi solublokin perusteella saadaan usein pienempi Papa-luokka malig-
nisuspekteissa l6ydoksissa, saattaa johtua siitd, ettei soluja leikkaannu agarso-
lublokkimenetelmalla objektilasille riittavasti, kuten Sorvali (2005, 141-144) on
tutkimuksessaan osoittanut. Talléin malignisuspekteja soluja ei véalttamatta saa-
da objektilasille mikroskopoitavaksi. Tutkimuksessa oli mukana myds tapaus,
josta sytosentrifugivalmisteen perusteella oli vastattu Papa-luokka I, mutta solu-
blokin perusteella vastausta ei voitu niukkuuden vuoksi lainkaan antaa. Myo6s
useissa muissa solublokkien lausunnoissa oli huomautus niukasta naytteesta

tai ettd ndyte sisalsi vain runsaasti verta.

Syita siihen, miksi agarmenetelmalla objektilasille saatava solum&aré jaé niu-
kaksi, on havaittu useita. Soluja ei saada valettua agariin kovin tiiviisti, ja siksi
objektilasille leikkautuu vain satunnaisia soluja. Myds agarnapin valmistustek-
niikkassa on useita tekijoitd, jotka voivat vaikuttaa lopulliseen néaytelasille saata-

vaan solumaaraan. Naita tekijoitd ovat muun muassa kaytetyn koeputken malli,
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lisdtyn agarin maara ja sekoitustapa soluihin seka agarnapin leikkaustyyli. (Sor-
vali 2005, 141-144.)

Maligneissa tapauksissa niukan naytteen ongelmaa ei solublokeissa havaittu
olevan. Kasvaimesta irtoaakin usein paljon soluja naytteeseen (Myhre 1993,
195), jolloin myds objektilasille saatava solumaara on luonnollisesti runsaampi.
Maligneja I6ydoksia diagnosoitiin solublokkien perusteella jopa hieman enem-
man kuin sytosentrifugivalmisteiden pohjalta. TAma johtuu todennakoisesti siita,
etta solublokeista tehdyt immunohistokemialliset varjaykset ovat antaneet solu-

jen pahanlaatuisuudesta tarkempaa tietoa kuin Papanicolaoun varjays.

7.1 Virhelahteet

Tutkimusaineistoon keréttiin ensin tietoa runsaammin kuin mita tutkimukseen
lopulta tarvittiin. Tutkimukseen tarvittavat tiedot siirrettiin Excel-taulukon muo-
toon kasin kirjaamalla. Tiedot kaytiin useaan kertaan lapi, jotta oikeilla sarakkeil-
la ja riveilla oli varmasti oikeat tiedot. Virheiden mahdollisuus kasin kirjauksessa

on silti olemassa, vaikka huolellisuutta ja tarkkuutta noudatettiinkin.

Tutkimukseen vaikuttavia virheitd on voinut tapahtua myds tutkimuksen tekijas-
ta riippumatta. Laboratoriotutkimusprosessi, jonka sytologinen nayte kay lapi,
on erittdin monivaiheinen ja virheita on voinut tapahtua missa tahansa proses-
sin vaiheessa. Tutkimusaineistoon valittujen naytteiden tulkintaan vaikuttavia
virheitéd on voinut tapahtua jo naytteiden otossa ja preparaatin valmistuksessa
sekad vield mikroskopoitaessa ja vastausten kirjaamisessa. Luotettavan diag-

noosin aikaansaaminen edellyttaa huolellista tydskentelya ja osaamista.

7.2 Tutkimuksen luotettavuus

Tutkimuksen tekijalla oli tilastollisesta analysoinnista hyvin vahan aikaisempaa
kokemusta. Myds SPSS-tilasto-ohjelma oli aluksi taysin vieras ohjelmisto. Tut-
kimuksen tekija sai kuitenkin lyhyen perehdytyksen tilasto-ohjelman kaytosta ja

tarvittaessa apua ohjaajilta aineiston analysoinnissa. Aineiston kasittelytapaa ja
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analysointiin sopivia tilastollisia testauksia pohdittiinkin yhdessa ohjaajien kans-
sa, jotta saatiin aineistosta mahdollisimman paljon irti.

Ensin tutkimukseen valittiin 50 naytettd, mutta koska suurempien Papa-luokkien
osuus jai nain hyvin pieneksi, paatettiin naytemaara nostaa sataan. Siltikin luo-
tettavuutta laskee se, ettd esimerkiksi Papa-luokkaa IV oli edustamassa vain
4% naytteista. Suurin osa naytteista kuului Papa-luokkaan | tai Il. Papa-luokkien
| ja Il perusteella tehdyt havainnot ovat nain ollen paljon luotettavampia kuin
suuremmista Papa-luokista saadut tutkimustulokset.

Suhteellisen pienesté otoksesta huolimatta tutkimustulokset vaikuttavat luotet-
tavilta, koska solublokkien ja sytosentrifugivalmisteiden Papa-luokkien valilla on
todettu aikaisemmissakin tutkimuksissa olevan eroa (Weihmann ym. 2012 553-
559). Agarsolublokkimenetelma on koettu heikoksi menetelmaksi, koska soluja
ei leikkaannu menetelmalla objektilasille riittavasti (Sorvali 2005, 141-144). Toi-
saalta solublokkimenetelméllda on todettu saavan tarkempaa tietoa solujen pa-
hanlaatuisuudesta, koska solublokista voidaan tehda my6s immunohistokemial-
lisia varjayksia (Martin ym. 2001, 723-730; Weihmann ym. 2012 553-559). Nais-
ta syista voi myos johtua, etta tutkimuksesta saadut tulokset ovat hieman ristirii-

taisia.

Tutkimuksen luotettavuuteen vaikuttaa myds se, ettd aineiston pleuranestenayt-
teitd ovat diagnosoineet useat Tyks:in patologian yksikdn patologit. Heidan valil-
l& voi olla pienia tulkinta eroja, jotka ovat voineet vaikuttaa annettuihin Papa-
luokkiin. Etenkin Papa-luokkien 1l ja lll seka Il ja IV vélinen raja voi olla hyvinkin
hailyva. Annettuihin diagnostisiin tuloksiin on voinut vaikuttaa myos patologin
osaaminen ja kokemus mikroskopoinnista. Lisaksi sytosentifugivalmisteen esi-
tarkastajan tekemat huomiot naytteesta ovat voineet vaikuttaa patologin anta-
maan vastaukseen. Yleensa pyritaan siihen, ettd samasta potilaasta tehdyt
valmisteet tulkitsee sama patologi, mutta aina se ei onnistu. Sytosentrifugival-
misteesta saadaan usein tulos ensin, koska solublokin valmistamiseen, leik-

kaamiseen ja varjgamiseen kuluu enemman aikaa.
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Tutkimusaineiston diagnostiset vastaukset olivat myos tyyliltddn hyvin erilaisia,
koska jokaisella patologilla on oma tapansa kirjoittaa. Jotkut lausunnot olivat
pitkia ja selkeita tulkita, kun taas toiset olivat kovin lyhyitda. Osassa vastauksista
oli ilmoitettu Papa-luokka myds solublokista, mutta toisista se piti paatella lau-
sunnon ja diagnoosin perusteella. Yleensé naytteen Papa-luokka solublokista
oli helposti paateltavissa, ja tutkimuksen tekijalla oli myds mahdollisuus keskus-
tella ohjaajan kanssa epéaselvista tapauksista. Tutkimuksen luotettavuutta olisi
kuitenkin lisdnnyt se, jos kaikista solublokeista olisi annettu Papa-luokka jo val-

miiksi.

7.3 Tutkimusetiikka

Tutkimusetiikan toteutumisen lahtokohtana on tutkimuksen luotettavuus ja
avoimuus seka ihmisarvon kunnioittaminen. Luotettavuudella tarkoitetaan sit4,
etta tutkimuksella tuotettavaan informaatioon suhtaudutaan kriittisesti ja tutki-
mustulokset on perusteltavissa. Omia tuloksia ei vaaristella eika oleellisia seik-
koja jateta kertomatta. Myods toisen tekstin luvaton kopioiminen ja esittdminen
omana on kiellettya. (Pietarinen 2002, 59 66; Kuula 2006, 60.) Tassa tutkimuk-
sessa eettiset nakokohdat huomioitiin ja tutkimuseettisia periaatteita noudatet-
tiin tutkimuksen jokaisessa vaiheessa.

Ihmista tutkittaessa on huomioitava tutkittavien itsemaaraamisoikeus, vahingoit-
tumattomuus ja yksityisyyden kunnioittaminen (Kuula 2006, 60). Vaikka tassa
tutkimuksessa tutkittiin laboratoriotutkimusmenetelmia eiké ihmistd, tutkimuksen
aineistona kaytettiin silti potilastuloksia. Tutkimuksen tulos ei kuitenkaan vaikut-
tanut potilaiden diagnooseihin tai hoitoon. Tutkimusta varten ei mydskaan tarvit-
tu potilaista uusia naytteita, silla aineistona kaytettiin jo valmiiksi vastattuja poti-
lastuloksia. Nain ollen potilaille ei aiheutunut tutkimuksesta minkaanlaista hait-

taa tai vaivaa.

Jokaisen tutkijan velvollisuus on noudattaa tietosuojalakia. Tietosuojalla tarkoi-
tetaan ihmisen yksityisyyden kunnioittamista ja suojelemista. Tietosuojan toteu-

tuminen edellyttda tutkittavien henkilotietojen suojaamisen niin, etteivat ne paa-
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se ulkopuolisten kasiin. (Kuula 2006, 64.) Tassa tutkimuksessa kaytettiin syto-
logisen tutkimuksen tuloksia seka histologisia lausuntoja ja diagnooseja. Poti-
laiden yksityisyyden suoja pysyi taattuna, koska aineisto kasiteltiin nimettdmana
ja ilman tunnistetietoja. Tutkimusaineisto oli koko tutkimuksen ajan sahkoisesséa
muodossa, eika sitd missaan vaiheessa tulostettu paperille. Aineiston kasittelyn

jalkeen tutkimusmateriaali havitettiin.

7.4 Jatkotutkimusaiheet

Jatkotutkimusaiheena voisi olla vastaavanlaisen tutkimuksen suorittaminen run-
saammalla naytemaaralla, jolloin my6ds suuremmat Papa-luokat tulisivat pa-
remmin edustetuiksi. Tassa tutkimuksessa suurin osa naytteistd oli Papa-
luokkaa | tai Il. Vertailtavaksi voisi ottaa my6s pelkastadn naytteitda, joista on

sytosentifugivalmisteen perusteella annettu Papa-luokka IlI-V.

Jatkotutkimuksena voisi myds selvittdd, miksi sytosentifugi- ja agarsolublokki-
menetelmalla ei aina saada vastaavia diagnostisia tuloksia. Olisi mielenkiintois-
ta tietdd, johtuuko se todella siita, ettei soluja leikkaannu objektilasille agarsolu-
blokkimenetelmalla tarpeeksi. Mielenkiintoista olisi selvittaa myos, miksi tassa
tutkimuksessa 26,2% sytosentrifugivalmisteiden mukaan solukuvaltaan normaa-
leista naytteista tulkittin solublokin perusteella benigneiksi tai lievasti malig-
nisuspekteiksi, ja onko agarsolublokkimenetelma kuitenkaan epaluotettavampi

kuin sytosentrifugimenetelma.
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SYTOLOGIAN LABORATORION TYOPISTEET

1 Laboratorio

1.1 Néaytteiden numerointi

Naytteet tuodaan sytologian laboratorioon objektilaseille siveltyind, alkoholiin (50 - 70 %) fiksoituina
tai tuorendytteind. QPati - ohjelma hakee niytteelle l1dhetteen Multilab II:sta. Léhete tallennetaan
patologian atk-jérjestelmién, jolloin ndyte saa C-ndytenumeron ja saapunut - merkinnén (selailu).

Osaston tai patologian vastausten selailussa: ndyte saapunut.

1.2 Valmissivelyt

Valmiiksi objektilasille siveltyind laboratorioon tulevat gynekologiset irtosolundytteet on kiinnitetty

sprayfiksatiivilla ndytteenottajan toimesta.

Osa ohutneulabiopsiandytteistd tulee laboratorioon ilmakuivattuina valmissivelyind. Liséksi

spermandytelasit tulevat valmiiksi fiksoituna laboratorioon.

Naytteitd numeroitaessa on selvitettdvi, onko kyseessd fiksoitu vai ilmakuivattu néytelasi. Fiksoidut

lasit virjdtdan Papanicolaoun-virjaykselld ja ilmakuivatut lasit May-Griinwald-Giemsa -vérjaykselld.
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1.3 Sivelyvalmisteet

Yskos- ja runsaista bronkusnéytteistd (imu, harjaus, huuhtelu) tehddén sivelyvalmisteet poly-l-lysiini -
esikisitellyille objektilaseille, yskosndytteestd kaksi lasia, bronkusnéytteestd yksi lasi. Tarkoituksena

on saada lasille ndytemateriaalia yhden solukerroksen paksuudelta solumorfologian tulkintaa varten.

Sivelyvalmisteiden teko aloitetaan ndytelasien numeroinnilla. Alkoholifiksoitu nidyte sekoitetaan ja
kaadetaan kertakéyttoiselle petrimaljalle. Vetolasin (esikésitteleméton apulasi) avulla siirretdén ja
sivellddn edustava kohta ndytemateriaalista objektilasille. Yskosnédytteen lasit sivelldén erindkoisistd
kohdista néytettd. Sivelyn jélkeen loput ndytteestd kaadetaan takaisin ndytepurkkiin ja sitd sédilytetdén
varalla viikon ajan (jadkaappi + 4° C). Silminnéhden niukasta ndytteestd on mahdollista tehda

sytosentrifuugivalmiste (Cyto-Tek), jotta solut saataisiin varmimmin talteen.

Vilittomadsti sivelyn jélkeen ndyte kiinnitetdén lasille sprayfiksatiivilla(polyetyleeniglygoli + abs. alk.

+ etikkahappo) ja lasit ilmakuivataan.

Kuivuneet lasit nostetaan virjdyskelkkaan ja varjatdadn Tissue-Tek DRS virjaysautomaatissa

ohjelmalla: Muu sytologia, Papanicolaoun-virjdys koneellisesti.

Virjatyt lasit paéllystetddn peitinlasilla (24 x 32 mm) ksyleeniliukoisen peitinaineen avulla.

Kuivuttuaan lasit ovat valmiit mikroskopoitaviksi.
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1.4 Sytosentrifugivalmisteet (CytoTek)

Muista alkoholifiksoiduista nédytteistd tehddén sytosentrifugivalmisteet poly-1-lysiini -esikésitellyille
objektilaseille. Tarkoitus on saada lasille soluja yhden solukerroksen paksuudelta. Solusentrifugi
(CytoTek) sinkoaa solut objektilasin pintaan. Lasit vérjdtidan Papanicolaoun-vérjdykselld Tissue-Tek

DRS automaatissa (ohjelma: Muu sytologia).

Valmisteiden teko aloitetaan numeroimalla lasit. Seuraavaksi kootaan néytekyvetti: lasi pidikkeeseen,
lasille halutun kokoinen rajaaja, jonka péille kiristetddn sopivan kokoinen nédytekyvetti (kertak. 1

ml/6 ml/12 ml).

Niytekammioon tiputetaan o, 5 ml (12 ml kammio) PEG-liuosta (polyetyleeniglygoli) (liite3:3), joka
kiinnittdd solut lasille. Néyte sekoitetaan huolellisesti ja pipetoidaan kammion merkkiviivaan asti.
Paksulta tai sakkaiselta ndyttivid ndytettd laimennetaan 0,9 %:lla natriumkloridi liuoksella. Niytteen
ja natriumkloridi liuoksen suhde médritetddn silmamaardisesti. Veri voidaan tarvittaessa hajottaa
néytteestd 0.1 M suolahappoliuoksella. Ndytekammion korkki suljetaan ja ndyte + Peg-liuos
sekoitetaan keskenddn. Naytteitd sentrifugoidaan 5 min 2000 rpm. Naytepurkit ja loppu ndytteestd

sdilytetdén (+4°C) varalla viikon ajan.

Sentrifugoinnin jalkeen ndytekammiosta kaadetaan supernatantti viemériin ja kammiota valutetaan
hetki ylosalaisin selluvanun péilla. Valutuksen jédlkeen irrotetaan pidike ja kammio poistetaan.
Naytelasit rajoittajineen laitetaan vetokaappiin kuivahtamaan. Tdmén jédlkeen rajoittajat poistetaan ja

ndytteitd kuivataan vield hetki ennen vérjaysta.
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Jos ndyte on niukka, kdytetdan valmisteen tekoon 6 ml:n kyvettid ja rajoittajaa. Periaatteena on, etti

ndytettd jdtetddn aina (ei BAL-ndytettd) hiukan jéljelle mahdollista lisdtarvetta varten.

Kuivuneet néytelasit virjétdéin Papanicolaou-virjdykselld koneellisesti (Tissue-Tek DRS), ohjelma:

Muu sytologia.

1.5 Naytteiden vérjdaminen

Sytologiset ndytteet virjatddn ohjelmoitavalla virjdysautomaatilla (Tissue-Tek DRS).
Virjdysautomaattiin on ohjelmoitu Papanicolaoun vérjdys gynekologisille ja muille sytologisille

néytteille sekd May-Griinwald-Giemsa-virjdys ilmakuivatuille sivelyvalmisteille.

Virjdysautomaatin livosmadrityskartta ja péivittdishuolto (liite3:1)

Lisavérjayksid tehddén rutiinisti: Preussinsini, raudan osoittamiseksi, Grocott, pneumocystis jerovecii
osoittamiseksi ja/tai Oil-RedO (ORO)makrofageihin kerddntyneen lipidien osoittamiseksi BAL
(bronkoalveolaarilavaatio)-ndytteille. Amyloidin osoittamiseksi tehddin Kongo-virjdys. Tarvittaessa

sytologian laboratoriossa vérjatddn myos parafiinileikkeistd Grocott. Virjdykset tehdddn kdsin

tyoohjeiden mukaan.

1.6 BAL (bronkoalveolaarilavaatio)-ndytteet

BAL-ndyte tuodaan laboratorioon tuorendytteend ja se on késiteltdva kahden tunnin sisalla

ndytteenotosta.
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Osa ndytteestd fiksoidaan kahteen tyhjaén ndytepurkkiin: 2 osaa ndytettd +1 osa fiksatiivia (esim.
5 ml + 2,5 ml). Fiksoinnin jédlkeen, seuraavana pdivand niytteistd tehdddan sytosentrifugivalmisteet
(Cyto-Tek) (koko ndytemddra 7,5 ml + NaCl), joista toinen vérjdtdadn Papanicolaou-

(kone)virjdykselld ja toinen rautavirjiykselld.

Niytteen solukkuus médritelldan suodatetusta néytteestd. Esitarkastaja arvioi mikroskooppisesti, milla
ndytemadrélla saadaan sopivan ohuet ja toisaalta tarpeeksi solukkaat valmisteet lisdvérjayksid varten.
Sopivaa ndytemadrad kdyttden tehdddn Cytospin - valmisteet MGG-, Grocott- tms. virjdyksid varten.

Tuorenidytteestd esitarkastaja laskee myos kokonaissoluméarén.

Laboratoriossa on BAL-néytteen yksityiskohtainen késittelyohje.

1.7 Ohutneulapoliklinikka

Patologian yksikon lagkéri kdy kaksi kertaa viikossa korvapoliklinikalla ottamassa ohutneulanéytteita.
Etukiteen sytologian laboratoriohoitaja
— tulostaa potilaiden ldhetteet
— numeroi ndytelasit valmiiksi patologille
— laittaa valmiiksi ndyteputket, joissa on sitraatti-alkoholi fiksatiivia Papanicolaoun virjdystd
varten ja ndyteputket, joissa on PBS-puskuria immunohistokemiallisia vérjdyksid tai

solublokkia varten

1. 8 Solublokki
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Ohutneulabiopsiandytteestd patologi tai esitarkastaja voi pyytdd tekemién solublokin.
Osaston ldhettdméstd tuoreesta pleuranesteestd valmistetaan solublokki, jolle annetaan histologian B -
ndytenumero.

Laboratoriossa on solublokin valmistuksesta yksityiskohtainen ohje.

2 Esitarkastus

Solunéytteiden esitarkastuksesta vastaavat histologian ja sytologian erikoispétevyyden suorittaneet ja

edelleen tehtdviin toimipaikkakoulutetut laboratoriohoitajat.

Sytologisten ndytteiden vastaus on Papanicolaoun luokka ja tarvittaessa ladkérin antama lausunto

(SD). Gynekologisen sytologian vastaukset annetaan Bethesda-jarjestelmén diagnoosin mukaisesti.

Esitarkastaja mikroskopoi nédytelasit huolellisesti kenttéd kentéltd, merkitsee (rengastaa) 10ydokset
lasille ja antaa oman vastausehdotuksensa. Sytologian laboratoriossa potilastietoja késitellddn vain
tietokoneella. Néytteen esitiedot haetaan niytolle ja esitarkastaja tallentaa 16ydokset
esitarkastustaulukkoon. Esitarkastetut ndytteet jaetaan tietokoneella tydjdrjestyksen mukaisesti

ladkarille vastattavaksi, jolloin selailussa merkintd: odottaa. Niytteet lahetetdén patologille.

Lisdksi esitarkastaja laskee Biirkerin kammion avulla BAL-tuorenéytteen kokonaissolumaérén.

Solumiérin perusteella hidn péaattdd Cytospin-valmisteisiin kdytettdvan ndytemaarin.

Esitarkastajat osallistuvat sisdisen ja ulkoisen laaduntarkkailun auditointitoimintaan esitarkastamalla

auditointindytteet.
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3 Muuta

Laboratoriohenkil6kunta huolehtii reagenssien ja muiden tarvikkeiden riittivyydestd. Tarvikkeet

tilataan apteekista ja logistiikkakeskuksesta. Apteekin alkoholitilauksen hyviksyy ldadkéri.

Hallinnollinen osastonhoitaja tai apulaisosastonhoitaja hyvéksyy tilaukset.

Laboratoriohenkilokunta huolehtii myds laboratorion laitteiden perushuollosta.

3.1 Vetokaappien ja sentrifuugien huolto

Paivittdin, tyoskentelyn jdlkeen:

- suihkuta vetokaapin pinnoille ja sytosentrifugin irrotettuun roottoriin

1 % (200ppm) Klorillia ja pyyhi

- pyyhi sytosentrifugin sisus 1 % Klorillilla kostutetulla selluvanulla

- eritetahroihin (+HIV, HBV, hepatiitti) 25 % (5000ppm) Klorilli 1 tunnin ajan

- suihkuta ja pyyhi lopuksi 70 % alkoholilla

Sytosentrifugin viikkopesu (edellisen lisdksi) perjantaina tyoskentelyn jilkeen:

- sulje poistoletku tulpalla ja taytd letku 0.05 % klooriheksidiini-hydrokloridilla

- anna aineen vaikuttaa 1 tunnin ajan

- laske desinfektioaine pois ja huuhdo letku 70 % alkoholilla

- sulje letku ja taytd se 70 % alkoholilla

- anna vaikuttaa yli viikkonlopun
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TYOOHJE:
Solublokki agar-menetelmilli

1 Menetelmiin periaate

Solunéytteestd valmistetaan solublokki agar-menetelmilld. Ensin sytologialla solupelletti tehddén
kovaksi agar-napiksi, joka ldhetetddn 10 % formaliinissa histologialle. Sielld se kudoskuljetuksen
jilkeen valetaan parafiiniblokiksi, josta sitten voidaan leikata ohuita leikkeitd histologisia ja

immunohistokemiallisia vérjayksid varten.

2 Niytteen laatu

Yleensd ndyte on tuore pleuraneste, mutta fiksoidustakin ndytteestd voidaan samalla menetelmallad
tehdd solublokki. Aamupdivilld otettu tuorendyte voidaan tarvittaessa sdilyttdd +2 - +8 °C:een
lampétilassa iltapdivddn. Jos ndyte tulee niin myohddn, ettei sitd ehditd saman pidivdan aikana
tekemaién, voidaan ndyte fiksoida 10 %:lla puskuroidulla formaliinilla jo ennen agariin valua. Tama
pitdd kuitenkin mainita erikseen histologialle ldhetettdessa.

3 Tyon suoritus
3.1 Solublokin valmistaminen

Sulata agar:

- ota riittdvd médrd agar-putkia jadkaapista (agaria tarvitaan yhtd suuri maaréd kuin

sedimenttid on)

- laita putki korkki avonaisena pieneen dekantteriin, jossa on vettd
- sulata agar lammittdmélld vettd lampolevylld n.100-150-C ldmpdétilassa
- jitd agar-putki kuumaan veteen, ettei se jidhmety ennen pipetointia

Tee néytteestd pelletti agariin:

- jaa hyvin sekoitettu ndyte 8:aan (8-12 putkea riippuen niytteen maaristi)

suippopohjaiseen sentrifuugiputkeen
- sentrifugoi 10 min 2000 rpm

- kaada tai pipetoi pasteur-pipetilld supernatantti takaisin alkuperdiseen néytepulloon
- yhdisti pelletit yhteen sentrifuugiputkeen pasteur-pipetilld

- sentrifugoi 10 min 2000 rpm

- pipetoi pasteur-pipetilld supernatantti takaisin alkuperdiseen niytepulloon (séilytys

jédkaapissa noin viikon ajan)

- metallivartisella tikulla voi tarvittaessa irrottaa ndytettd putken pohjasta

- tarkista, ettei agar ole liian kuumaa eli ettei se polta kétté

- pipetoi sula agar pasteur-pipetilld pelletin péaélle samalla varovasti Vortexilla
sekoittaen (sekoita ripedsti, ettei agar jahmety liian nopeasti)
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- metallivartisella tikulla voi tarvittaessa siirtdd ndytteen edustavasti agarin keskelle
- laita putki jadkaappiin n 30 minuutiksi kovettumaan (ndyte on vield tuorendyte)

Jos nidytteestd ei ehditd tekeméédn saman pdivin aikana solublokkia:

- jaa hyvin sekoitettu ndyte 8:aan (8-12 putkea riippuen niytteen maarésta)
suippopohjaiseen sentrifuugiputkeen

- sentrifugoi 10 min 2000 rpm

- kaada tai pipetoi pasteur-pipetilld supernatantti takaisin alkuperdiseen ndytepulloon

- yhdisti pelletit yhteen sentrifuugiputkeen pasteur-pipetilld

- kaada solujen piille 10 %:sta puskuroitua formaliinia 10-kertainen mééard pellettiin
ndhden ja sekoita

- jétd putki huoneenldmp6on yon yli (jadkaapissa formaliini saattaa kiteytyd)

- seuraavana pdivand sulata agar ja valmista solublokki kuten ylla

Valmista nédyte parafiiniblokin tekoa varten:

- kovettunut agar-nappi irrotetaan metallivartisella tikulla my®étéillen putken reunaa ja
kopautetaan selluloosavanun péille (jos nédyte ei ole kunnolla kovettunut, sen voi
laittaa verkkopussiin ennen kasettiin laittoa)

- leikkaa kovettunut agar-nappi halki vertikaalisesti steriililld veitselld (saat kaksi
samanmuotoista palaa)

- laita palat numeroituun kasettiin makaamaan ja sulje kansi tiukasti

- laita 10 %:sta puskuroitua formaliinia kannelliseen néytepurkkiin ja upota kasetti
sinne (formaliinia tarvitaan 10-kertainen maara)

- tulosta QPatista ldhete néytteelle mukaan

- pakkaa purkki minigrip-pussiin ja ldhetd purkki histologialle, joka laitaa blokin
lyhyeen kuljetukseen ja parafiiniin valuun eli siitd tehddin parafiiniblokki

4 Tulos ja sen tulkinta

Néytteestd tehdddn parafiinileikkeitd, jotka sitten varjatdan histologisella HE-vérjdykselld sekd
tarvittaessa immunohistokemiallisella virjdyksellda vasta-aineiden avulla ennen lopullisen
vastauksen antamista.

5 Virhelihteet

Solujen miédrdn tulee olla riittdvd, jotta siitd saadaan sentrifugoitaessa pelletti. Agarin tulee
kovettua, jotta solupelletti saadaan siirrettyd kasettiin. Agaria ei saa lammittdd ja jadhdyttda
edestakaisin. Myoskaddn liian kuumaa agaria ei saa laittaa ndytteiden pédlle. Néytettd ei saa missddn
tapauksessa fiksoida alkoholilla, jos siitd on tarkoitus tehdd immunohistokemiallisia vérjdyksid.
Niytettd ei mydskién saa fiksoida liian pitkdéan formaliinissa.
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6 Laitteet ja vilineet

- lampolevy

- sentrifuugi

- eppendorf-putket (1,5 ml)

- suippokarkiset sentrifuugiputket korkilla (10 ml)
- kasetit(pienireikdiset)

- verkkopussit

- kannelliset ndytepurkit

- metallivartiset ndytteenottotikut

- steriilit kertakdyttoveitset

7 Reagenssit

- Bacto Agar BD
- formaliini (10%, neutraalipuskuroitu)

7.1 Agar-liuoksen valmistaminen
Agar-liuos valmistetaan hyvissd ajoin ennen varsinaista solublokin tekoa vetokaapissa:

4,0 g Bacto Agar (Becton Dickinson, ref 214010)
100 ml aqua

- mittaa dekantterilasiin aqua ja agar ja liuota seos lampdélevylld n. + 80-100-C
lampdotilassa vetokaapissa (varo ylikuohumista; livotus voi kestdd kauan, yli
tunninkin)

- liukenemisen voi tarkistaa pipetoimalla seosta eppendorf-putkeen ja jos hetken
odotuksen jilkeen liuos jakaantuu kahteen kerrokseen ei liuos ole vield valmis
(valmis liuos myos jahmettyy jadhdytettdessd)

- jaa valmis liuennut liuos kerta-annoksiin eppendorf-putkiin (n.1,5 ml/ putki)

- ndmd agar-putket sdilytetdan +2 - + 8 °C lampdatilassa, jossa ne sitten jahmettyvit

- huom: dld kaytd lammitettyéd agaria uudelleen, koska se ei endd jahmety

8 Varotoimenpiteet

Noudata yleisid tyoturvallisuusohjeita eli kédytd tyotakkia ja suojakdsineitd. Tyoskentele
vetokaapissa. Varo ldmmitettdessd ylikuohuvaa agaria.
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