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Dako Artisan™ Link Special Stains System on automaatti, joka on suunniteltu tuottamaan laa-
dukkaita sytologisten ja patologisten mikroskooppisten kudosleikkeiden varjayksia in vitro-
diagnostiikkaa varten. Varjaysautomaatti on tarkoitettu ensisijaisesti ammattilaisten kayttoon pa-
tologian laboratorioon ja se sopii erinomaisesti yksikéille, jotka tekevat erikoisvarjayksiin perustu-
vaa diagnostiikkaa. Dako Artisan Link- varjaysautomaatti on yksikko, joka sisaltaa leikeprosesso-
rin, tietokonejarjestelman ja tarratulostimen. Ohjelmistoon kuuluu 31 erilaista erikoisvarjaysta.
Tarratulostimella naytelaseihin saadaan tulostettua koodatut tarrat, jotka kestavat varjaysliuokset
ja lampotilat. Tama pienentaa virhemarginaalia ja lisaa nain luotettavuutta. Leikeprosessoriin
mahtuu kerrallaan 50 reagenssipakkausta ja 48 varjattavaa naytelasia.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on arvioida eroja erikoisvarjayksissa verrattaessa kasinvar-
jaysta ja automatisoitua varjaysta. Opinndytetyd vastaa tyoelamasta nousseeseen tarpeeseen,
jonka toimeksiantajana on Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratorio. Oulun yliopistolli-
sen sairaalan patologian laboratoriossa on suunnitteilla menetelmamuutos erikoisvarjaysten suh-
teen. Tavoitteena olisi, ettd patologian laboratorion bioanalyytikot paasisivat siirtymaan ergono-
misempaan seka laadukkaampaan menetelmaan jokapaivaisessa laboratoriotydskentelyssa.
Siirtymiseen menetelmasta toiseen vaaditaan tiettyjen kriteerien tayttymista. Naité kriteereja ovat
varjaysten laatu, taloudellinen kannattavuus seka tyotehokkuus. Talla projektilla selvitimme tuon
siirtyman kannattavuutta vertailemalla laatua ja kustannustehokkuutta kasinvarjayksen seka au-
tomatisoidun varjayksen valilla.

Opinnaytety6ta varten suoritimme yhdentoista erilaisen erikoisvarjayksen sisaanajot Dako Arti-
san- varjaysautomaatille. Varjaykset olivat: Masson Trikrom, Colloidal Iron, Warthin-Starry,
Feulgen, Gomor Blue, Gomor Green, Gram, Gram Yellow, Orcein, Acid Fast Bacteria, Acid Fast
Bacteria seka Acid Fast Bacteria Light Green. Jokaista varjaysta varten valmistimme kolme nay-
telasia Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratoriossa valikoiduista kudosnaytteista.
Tyossa kaytimme tukena jo olemassa olevaa histoteknista osaamistamme hyodyntaen patologian
laboratorion henkilokuntaa ja heidan ammattitaitoaan. Kartutimme omaa tietoperustaamme koko
projektin ajan kayttaen histologian tietokirjoja, histologisia tutkimuksia ja erikoisvarjaysten ohjeita.
Tyon lopuksi solubiologi ja patologi tarkistivat varjaysten laadun ja onnistumisen. Varjaysten li-
saksi suoritimme kustannustehokkuuslaskelman, jota hyodyntden Oulun yliopistollisen sairaalan
patologian laboratorion talousvastaavat voivat paattaa onko menetelméamuutos kannattava.

Asiasanat: Dako Artisan Link, erikoisvarjaykset, menetelmamuutos, laatu, kustannustehokkuus,
patologian osasto



ABSTRACT

Oulu University of Applied Sciences
Degree programme in Biomedical Laboratory Sciences

Authors: Emma Erkkila, Hanna-Maija Jussila & Annina Rasanen
Title of thesis: Quality and cost-efficiency of special stains
Supervisors: Markku Yli-Pyky, Outi Makitalo and Paula Reponen
Term and year when the thesis was submitted: Spring 2015
Number of pages: 52 + 2 appendices

Dako Artisan ™ Link Special Stains System is an automatic that is designed to produce an excel-
lent staining quality of cytological and pathological microscopic tissue sections for in vitro diag-
nostics. This staining machine is designed primarily for use by professionals in pathological la-
boratory and it is ideal for units that make special staining-based diagnostics. Dako Artisan Link-
staining machine is an unit which includes: a slide prosessor, a computer system and a la-
belprinter. The printed labels can be encoded and are resistant to staining solutions and tempera-
tures. This reduces the margin of error and increases the reliability. The software includes 31
different types of special staining programme.

The purpose of this study is to evaluate the differences between manual staining and automatica-
lyzed staining. This study was sponsored by the Oulu University Hospital, Department of Pathol-
ogy. The Department of Pathology is considering changing the method of special staining proto-
col from manual to automatic. Changing to another method requires that certain criteria are met.
These criteria are: the quality of staining, economic viability, as well as work efficiency. This pro-
ject explored the profitability of that transition comparing the quality and cost-efficiency between
manual staining and automated staining.

For this study we carried out the automatization of eleven different types of special stains. These
were: Masson Trichrom, Colloidal Iron, Warthin-Starry, Feulgen, Gomor Blue, Gomor Green,
Gram Yellow, Gram, Orcein, Acid Fast Bacteria, Acid Fast Bacteria and Acid Fast Bacteria Light
Green. For each of these special stains three slides were made from tissue samples that had
already been chosen by the Department of Pathology.

At work we used our already existing knowledge of histotechnique, taking advantage of the staff
and their professional skills at Department of Pathology. We increased our own intelligence and
data throughout the project using the books, studies, guides and manuals of histology and special
stains. The success and quality of the stains were assessed by cell biologist and pathologist at
the end of the work. In addition we carried out a cost benefit analysis of the staining methods
which they can use at the Department of Pathology when they determine whether or not the
method change is viable.

Keywords: Dako Artisan Link, special stains, method change, quality, cost efficiency, Department

of Pathology
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1  LAHTOKOHDAT

1.1 Projektin tausta ja tarve

Opinnaytetyomme vastaa tyoelamasta nousseeseen tarpeeseen, jonka Oulun yliopistollisen sai-
raalan patologian laboratorio on tilaajana esittanyt. Oulun yliopistollisen sairaalan patologian labo-
ratorion tdmanhetkinen menetelma sytologisten ja histologisten leikkeiden erikoisvarjaysten suo-
rittamisessa on manuaalinen eli kasinvarjays. Kasinvarjays on seka hidas etta epaergonominen
menetelmd, josta Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratorio on valmis luopumaan.
Muutos halutaan toteuttaa siirtymélla automatisoituun varjaykseen. Menetelmamuutoksen suun-
nittelua varten teimme opinnaytetydn aiheesta, jonka nimesimme Artisan-projektiksi. Opinnayte-
tyota toteuttaessamme meidan oli suoritettava erikoisvarjaysten sisaanajot Artisan- varjaysauto-
maatille siten, etta leikkeiden laatu taytti vaaditut kriteerit. Laadulliset kriteerit ovat kliinisen hoidon
ja tutkimuksen kannalta ehdottoman tarkeita, eika siirtymaa voida toteuttaa ennen kuin varjaystu-
los on automaattia kaytettaessa tasalaatuinen ja luotettava. Laadullisten kriteerien tayttymisen
lisaksi tallaisen menetelmamuutoksen on oltava taloudellisesti kannattava. Projektissa otettiin
lisaksi huomioon kustannustehokkuus osana analyyttista kokonaisuutta oheisen kuvion mukai-

sesti (Kuvio 1).
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KUVIO 1. Onnistuneen menetelmamuutoksen kriteerit.



1.2 Opinnaytetyon tarkoitus ja tavoitteet

Opinnaytetyon tarkoituksena on lisaté tietoa automatisoitujen varjaysten kayttdmahdollisuuksista
jokapaivaisessa laboratorioty0ssa, silla aiheesta on tehty melko vahan tutkimusta. Perinteisissa
varjaysmenetelmissa niiden toimivuus ja laatu todetaan positiivisilla ja negatiivisilla kontrollinayt-
teilld. Jos naytteeseen ei sisally vertailukudosta, kontrollindytteita tutkitaan saannollisesti.
(Labquality 2012, 34.) Talla menetelmalla voidaan jatkuvasti seurata ja tutkia varjaysten laatua
kudosleikkeissa. Tavoitteeksi asetettiin automatisoidun varjaysmenetelman kokeellinen testaus
kaytanndssa niin, etta tarkastellaan tuloksia seka taloudellisesta etta laadullisesta nakokulmasta.
Opinnaytetydmme tarkoituksena on myos kehittaa bioanalytiikan alaa Oulun yliopistollisen sairaa-
lan patologian laboratoriossa kokeilemalla vaihtoehtoa, joka voisi helpottaa tulevaisuudessa hen-
kildkunnan tyota vapauttamalla tydaikaa muihin tehtaviin. Nykyisen menetelman ollessa manuaa-
linen, on automatisaation koko ajan lisdéntyessa taysin luonnollista kartoittaa mahdollisuutta hyo-
dyntdd tata suuntausta. Kuten Opetushallituksen www-sivuilla todetaan, laboratoriotoimintaan
kuuluvat oleellisesti laatu- ja ymparistojarjestelmat seka tulosvastuu. Tulosvastuu tarkoittaa sita,
etta oman toiminnan seka laadullinen etta taloudellinen seuranta kuuluu kaikille. Tama edellyttaa
laadullista ja taloudellista ajattelua sek& osaamista. (Opetushallitus 2015. Viitattu 22.4.2015.)
Kiteytettyna opinnaytetydomme haasteena on selvittaa, mika on samaan aikaan seka laadukas
etta kustannustehokas varjaysmenetelma, jolla olisi myds bioanalyytikoiden tyota kehittava vaiku-

tus.

1.3  Tutkimustehtavan kuvaus

Opinnaytetydmme tutkimustehtavand on laadun sailyttdminen ja kustannustehokkuuden opti-
mointi ottaen samalla huomioon kestava kehitys. Tutkimusmenetelma opinnaytetydssamme on
kvalitatiivinen ja metodina kaytamme projektiluontoista kokeellista tyoskentelya. Varjaystulosten
laatu on ensisijaisena tarkastelun kohteena opinndytetydssamme, mutta bioanalyytikon toimen-
kuvaan kuuluu my6s kyky ajatella taloudellisesti ja pyrkia toteuttamaaan kestavaa kehitysta, min-
k& vuoksi otamme laadunhallinnallisen tarkastelun lisaksi tyohomme mukaan tuotosten kustan-
nuslaskennan. Taloudellinen kestava kehitys tarkoittaa ja edellyttaa vastuullisesti ja eettisesti
tehtyja materiaali-ja laitehankintoja, huolellista taloudenpitoa seka koko henkilokunnan vastuunot-

toa kulutuksessa.



Suuri perustavanlaatuinen merkitys patologian laboratorion laadunhallinnassa on ammattitaitoi-
nen ja palvelualtis henkilokunta. Tama vaatii henkilokunnan hyvaa teoreettista ja kaytannon tieto-
perustaa. Taman ohella vaadittu laadunhallinnallinen toimenpide tyontekijoiden piirissa on pereh-
dytys tyopisteisiin ja vaihtuneisiin tyonkuviin, jotta ei-kvantitatiivinen reliabiliteetti ja validius kliini-
sen patologian diagnostiikassa saataisiin optimoitua. Patologisten naytteiden laadunhallinta on
erilaista monin tavoin verrattuna kvantitatiivisiin ja kvalitatiivisiin analyysimenetelmiin useimmissa
muissa laboratoriossa, kuten esimerkiksi kliinisen kemian laboratorioissa. Laadunhallinnalliset
strategiat ja metodit ovat hyvin erilaisia ja viitekehyksellisesti teoreettiseen, mutta yhta kokeelli-
sesti saatuun tietoon nojaavaa kaytannollista analyyttista toimintaa. Validiteettia arvioitaessa
esimerkiksi virheiden analysoinnissa pohditaan, mika tekija on voinut saada aikaan virheen. Tut-
kimuksen luotettavuuteen vaikuttavia tekijoita ovat esimerkiksi otoksen laadukkuus, tutkimuksen

koejarjestelyt, inhimilliset epavarmuustekijat ja tutkimusmenetelma.

Tutkimuksen luotettavuutta laboratorioissa arvioidaan yleisesti reliabiliteetin ja validiteetin avulla.
Niissa tarkastellaan mittaukseen liittyvia asioita ja tarkkuutta tutkimuksen toteuttamisessa. Vali-
dius merkitsee kuvauksen ja siihen liitettyjen tulkintojen yhteensopivuutta. Tutkimus on siten validi
silloin, kun silla kyetaan mittaamaan tutkittua asiaa. Reliaabelius merkitsee patologian kliinisessa
diagnostiikassa tutkimustulosten toistettavuutta, siksi otamme projektissamme reliabiliteettia arvi-
oitaessa huomioon otoksen koon ja edustavuuden. Meilta vaaditaan tarkkuutta keratyn tiedon
funktionaaliseen dokumentointiin ja meidan tulee ottaa huomioon mahdolliset systeemivirheet.
Patologian laboratoriossa epistemologinen pohja on asettanut lahtokohtia laadunhallinnan perus-
tan luomiseen strategian ja metodien linjauksilla. Validiusongelma kun on kvantitatiivisten ja kvali-
tatiivisten mittausten ulkopuolella suuri. Laadullinen tutkimusstrategiamme on loppujen lopuksi
kartoittava ja kuvaileva. Ei ole saavutettavissa yhteiskunnan ja kliinisten tutkimusprosessien suu-
resti kayttdmia ja hyodyntamia matemaattisia suureita. Pyrimmekin projektissa, valittua tutkimus-
menetelmaa toteuttaessa pohtimaan ja ottamaan huomioon patologian alan tulosvastuullisuuden

validius- ja reliabiliteettiongelmat.

1.4  Opinnaytetyon toimeksiantaja

Opinnaytetydmme toimeksiantaja on Pohjois-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin patologian laborato-
rio. Pohjois-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin patologian laboratoriossa tehdaan patologisanatomisia

seka sytologisia taudinmaarityksia. Laboratoriossa on kaytossa kattava valikoima histologisia,



immunohistologisia, sytologisia sekd muita patologian erikoismenetelmid ja palveluja. Lisaksi
siella tehdaan laaketieteellisia ruumiinavauksia Pohjois-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin kuntayh-
tyman alueella. Patologian laboratoriossa on ISO 9000 standardien mukainen laatujarjestelma ja
laatukasikirja, jossa on kuvattu toiminnan organisaatio, prosessit seka kaytettavat analyysimene-
telmat. Yksikkd osallistuu myds Labqualityn ja NordiQCin laaduntarkkailukierroksiin. (Oyslab
2015. Viitattu 23.1.2015.) Toimeksiantaja kokee tarkeéksi Artisan-varjdysautomaatin sisaanajon
laadullisuutta ja kustannustehokkuutta tutkivana tehtavana. Oulun yliopistollisen sairaalan patolo-
gian laboratorio haluaa tutkia menetemamuutoksen mielellisyytta, kliinista hyotya seka kustan-

nusvaikuttavuutta.

1.5 Moniammatillinen yhteistyo ja tyovaiheet

Opinnaytetyo toteutetaan Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratoriossa, jossa tiedon-
antajina toimivat apulaisosastonhoitaja sekéd solubiologi. Oulun ammattikorkeakoulun puolella
ohjaajina toimivat koulutusohjelmamme opettajat. Varjaysten sisaanajoja varten valitaan 11 eri-
koisvarjaysta: Masson Trikrom, Colloidal Iron, Warthin-Starry, Feulgen, Gomor Blue, Gomor
Green, Gram, Gram Yellow, Orcein, Acid Fast Bacteria seka Acid Fast Bacteria Light Green. Var-
jayksia varten valikoidaan patologian laboratorion biopsia-arkistosta sopivat kudosnayteblokit.
Kudosnayteblokeista leikataan mikrotomilla kolmen mikrometrin paksuisia leikkeita 10 kappaletta
jokaista varjaysta kohden. Poikkeuksena paksuuden suhteen ovat jaaleikkeet, joista leikataan 5 —
10 mikrometrin paksuisia naytteita. Leikkeet kiinnitetaan erikoisvarjayksia varten tarkoitetuille
objektilaseille, joista valitaan optimaalisimmat kolme naytelasia kutakin varjaysta varten. Loput
nayteleikkeet saastetaan mahdollisia uusia varjayskierroksia varten. Valmiit varjaykset mikrosko-
poidaan solubiologin toimesta, joka konsultoi myds Oulun yliopistollisen sairaalan patologian
laboratorion patologeja laadun suhteen. Projektimme koskettaa tyontekijoina bioanalyytikkoja,
solubiologia, osastonhoitajaa ja patologeja, jotka ovat viime k&dessa vastuussa Kliinisista diag-
nooseista. Moniammatillinen yhteistydmme kiteytyy kliinikkojen ja solubiologin laadulliseen lop-
puarvioon. Projektimme yksi ammatillinen linjaus onkin hahmottaa tutkimusprosessi kokonaisval-
taisesti ja moniammatillisesti, silld projekti toteutetaan yhteistydssa tyoelaman eri edustajien
kanssa. Taten tydomme kautta saamme kokemusta moniammatillisessa projektiryhmassé toimimi-

sesta. Projekti toteutuu seuraavalla sivulla olevan kuvion mukaisesti (Kuvio 2).
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2 HISTOLOGIA JA HISTOTEKNIIKKA

Histologia on tieteenala, joka kasittelee solujen rakennetta seka niiden koostumusta ja sijaintia
niin kudoksissa kuin elimissa. (National Society of Histotechnology 2015, viitattu 12.2.2015.) Ku-
dokset rakentuvat soluista ja niita ymparoivasta soluvaliaineesta. Kudoksissa on olemassa
useimmiten useita erityyppisia soluja, jotka toimivat yhdessa kudoksellisena kokonaisuutena.
Samalla ne toimivat omissa erilaistuneissa erikoistehtavissaan. (Solunetti 2006, viitattu
13.3.2015.) Histoteknologia keskittyykin kudosten epanormaaliuden tunnistamiseen seka haitalli-
sia poikkeavuuksia aiheuttavien sairauksien havaitsemiseen ja hoitoon. Histologian laboratorios-
sa tutkitaan kudosnaytteitd, joita ovat erilaisten tahystysten yhteydessa otetut koepalat, leikkaus-
ten yhteydessa poistetut kasvaimet seka muut kudosnaytteet, kuten esimerkiksi luomet. Histolo-
giassa kaytetaan paljon variaineita seka kemikaaleja ja on tarkeaa tietaa niiden tarkka koostu-
mus, toimintatapa seka niiden reagoiminen keskenaan. Kudosnaytteet kasitellaan erilaisten ku-
doskasittely- ja varjaysprosessien avulla sellaiseen muotoon, etta patologi voi antaa niista lau-
sunnon. Edella mainittujen tietojen ja kudosten koostumuksen ymmartamiseen pohjautuu histo-

tekninen patologinen diagnoosi. (National Society of Histotechnology 2015, viitattu 12.2.2015.)

2.1 Histotekniikka

Keskeinen apuvaline histologisen tiedon keraamisessa on mikroskooppi, jolla voidaan monipuoli-
sesti kuvantaa kudosten hienorakennetta. Lisatietoa kudosnaytteistd saadaan kayttamalla erilai-
sia spesifisia varjaystekniikoita haluttujen rakenteiden osoittamiseksi. Jotta mikroskopointi on
mahdollista ja ndytteen rakenteesta saataisiin mahdollisimman hyva kuva, taytyy naytepala leika-
ta ohuiksi viipaleiksi. Rutiininomaisesti yleisimmat tavat valmistaa kudosnayte on tehda parafii-
nileikkeita tai jaaleikkeita riippuen kliinisesta tarpeesta. Parafiinileikkeissa kudosrakenteet sailyvat
hyvin luonnollisen mukaisina. Sailyvyys on yksi suurimmista eduista parafiinileikkeiden kaytdssa.
Jaaleikkeita kaytetaan lahinna silloin, kun tarvitaan nopea tieto kudoksesta. Esimerkkina voi olla
tilanne, jossa sydpapotilaalta saatu kudospala analysoidaan jo leikkauksen aikana, tai esimerkiksi
kun immunohistologian tekniikoissa kaytetty vasta-aine ei toimi kohteena olevissa parafiinileik-
keissa. (Solunetti 2006, viitattu 2.3.2015.)

Tana paivana histologian laboratorion tyd on osittain automatisoitua seka kudosprosessoinnin

ettd varjaysten osalta, mutta suurelta osin tyd on siitdkin huolimatta viela kasity6ta. Kiinnityksen,
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valamisen ja leikkaamisen jalkeen useimmat leikkeet ovat visuaalisesti taysin varittomia. Sen
vuoksi yksi tarkeimmista vaiheista, eli leikkeen varjaaminen, tekee mahdolliseksi kudoksen mik-
roskooppisen tarkastelun. (Solunetti 2006, viitattu 16.3.2015.)

2.2 Histotekninen prosessi

Kudosta tarkastellaan in vitro seka histologisista ettd patologisista syistd. Samoista syistéa kudos
valmistellaan ja prosessoidaan kéyttden useita reagensseja. Siten séilytetdan sopivat kudososiot
mikroskooppista tarkastelua varten. (Ruchieka, Hitesh & Nirmala 2014, 16.) Jotta voidaan saavut-
taa yksityiskohtainen morfologinen tutkimusloydos kudosnaytteestd, on valttdmatonta estaa or-
gaanisten osien korvautuminen liukenemattomilla suoloilla. Lisaksi alkuperdisen topografian on
sailyttava niin, ettei autolyysia paase tapahtumaan. Nama useat vaatimukset saavutetaan useilla
kudosprosessoinnin vaiheilla. Kudosprosessointi sisaltdd kunnollisen fiksaation, dehydraation
seka kudoksen kyllastamisen petausaineella (Kuvio 3). Fiksaatioon kaytetaan useimmiten pusku-
roitua formaliinia seka asteittaista etanolisarjaa. Fiksointi estdd kudoksen autolyysia, mikrobien
aiheuttamaa matanemista ja naytteen kovettumista, minka ansiosta kudosta pystytaan jatkokasit-
telemaan helpommin. Tietyt fiksatiivit joko edistavat tai estavat varin sisdanottoa muokkaamalla
kudoksen proteiineja, mika vaikuttaa varjayksen diffuusioon. Joskus myos reaktiivisia radikaaleja
paljastetaan tai verhotaan proteiinien uudelleenjarjestaytymiselld eli denaturaatiolla. Esimerkiksi
formaliini muodostaa ristisidoksia proteiinin kanssa ja silla on taipumus verhota kationisen kudok-
sen sidosalueita anionisille variaineille, jotta happaman varin sisaanotto estyy. Painvastoin ani-
oniset sidosalueet paljastetaan, jotta tumien basofiilisyys parantuu. (Bancroft, Stevens & Turner
1996, 21.) Dehydraatiota seuraa kirkastus, jossa dehydroiva neste korvataan aineella, joka on
liukoinen kaytettavan petausaineen kanssa. Riippuen tilanteesta voidaan ksyleenia, toluiinia seka
muita aineita kayttaa kirkastusaineena. (Ruchieka ym. 2014, 14.) Kirkastaminen on muiden toi-
menpiteiden ohella valttdméaton osa kudosprosessointia. Petausaine on aine, johon kudos imeyte-
taan leikkausta varten ja useimmiten se on parafiini. Hiilivetyliuottimet ovat yleensa liukoisia seka
dehydraatiokomponenttien kanssa etté parafiinin kanssa. Niilla on yleensa sama taitekerroin kuin
kudoksen proteiineilla. (Ruchieka ym. 2014, 16.) Kirkastuksen jalkeen kudos kyllastetaan ja peda-
taan parafiinilld, minka jalkeen se on valmis leikkaukseen. (Ruchieka ym. 2014, 14.) Histotekni-
sen prosessin jalkeen suoritetaan naytteen véarjays ja paallystys, minka jalkeen se on valmis klii-

niseen mikroskooppiseen tarkasteluun (Kuvio 3).
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KUVIO 3. Histotekninen prosessi patologian laboratoriossa.
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3 HISTOLOGISET ERIKOISVARJAYKSET

Erikoisvarjaykset termina on epaselva alkuperaltdan, mutta varmoja voidaan olla siita, etta sita
alettiin kayttaa vuoden 1876 jalkeen jolloin hematoksyliini-eosiini- varjaykset esiteltiin. Erikoisvar-
jaykset poikkeavatkin muista varjayksista siina, etteivat ne ole rutiinia. Ne on kohdistettu kudok-
sen erinaisiin osiin esimerkiksi hematoksyliinin ja eosiinin varjatessa osioita, jotka vastaavat he-
matoksyliini-eosiini- varjayksen suorituksen antamiin vasteisiin kudoksessa sen morfologian mu-
kaan. Erikoisvarjaysterminologiaa kaytetaankin yleisimmin kliinisessa ymparistossa, kun tarkoite-
taan jotain muuta varjaystekniikkaa kuin hematoksyliini-eosiini-varjaysta. (Kumar & Gill 2010, 1.)

Kaikesta huolimatta hematoksyliini-eosiini- varjays on kuitenkin edelleen suosituin varjaysmene-

telmé histologiassa ja ladketieteellisissa laboratorioissa. (Kumar ym. 2010, 16.)

3.1 Erikoisvarjaysten kayttoindikaatiot

Erikoisvarjaykset voivat vastata naihin kysymyksiin: Onko tietty molekyyliluokka lasna kudokses-
sa vai ei? Minne molekyylit ovat valmisteessa asettuneet? Kuinka monta molekyylia on lasna?
Erikoisvarjayksissa onkin kaksi laajaa sovellusaluetta, tutkimuksellinen ja diagnostinen osa-alue.
Tutkimuksessa erikoisvarjayksia kaytetaan ikaan kuin koettimina tunnistamaan tiettyja kemiallisia
ainesosia normaaleissa ja poikkeavissa soluissa. Koottua tietoa kaytetaan perustana jatkotutki-
muksiin ja myos tutkimuksellisella perustasolla, kun erikoisvarjaysten tuloksia verrataan erilaisiin

diagnostisiin menetelmiin. (Kumar ym. 2010, 19.)

Erikoisvarjayksia voidaan soveltaa solubiologiaan ja histologiaan. Joitakin hyodyllisia sovelluksia
ovat DNA- ja RNA-pitoisuuden maaritys, laakkeiden vaikutustavat, hormonit tai potentiaalisesti
myrkylliset ruoan lisdaineet, metabolinen biokemia, sairausprosessien biokemia, metastaattisten
tuumoreiden primaariset paikat, pigmentoitumattomien metastaattisten melanoomien identifikaa-
tio, aikaisten invasiivisten tuumoreiden havaitseminen, marginaalien maaritelma poistetuista tuu-
moreista, Barrin kappaleiden identifikaatio seka soluvarjays, jota voidaan kayttda perustana so-
luerottelulle sopivalla instrumentaatiolla. Liséksi mikro-organismien identifikaatio on yksi yleinen

sovellus. (Kumar ym. 2010, 19.)
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3.2 Varjaytymisen biokemiaa

Véarjaédmisen luoman visuaalisen efektin vuoksi solukosta voidaan erottaa eri varein varjaytyneita
kudosten komponentteja. Tama fakta pohjaa sita, etta histologiset varjaysmenetelmat ovat oleel-
lisia tunnistettaessa eri sairauksia. Kemialliset reaktiot tuottavat kudokseen vareja, mika mahdol-
listaa kudosrakenteiden erottamisen sita mikroskoopilla tarkasteltaessa. Varjays tapahtuu
useimmiten selektiivisella variaineella, jossa variaine sitoutuu leikkeeseen solukon kemiallisten
ominaisuuksien mukaan. Naiden kemiallisten reaktioiden vuoksi erilaisilla varjayksilla voidaan
erottaa kudosten eri rakenteet toisistaan niiden varinsitomiskyvyn mukaan. (Solunetti 2006, viitat-
tu 16.3.2015.) Eli varjayksen intensiteetti seka kaytetyt menetelmat pohjautuvat biokemiallisiin
mekanismeihin. Naiden mekanismien inhibitio tai eksitaatio vaikuttavat paatekijana histologisten

naytteiden varjaytymiseen ja lopulliseen laatuun, eli nain ollen myds kliiniseen diagnoosiin.

Kudos sitoo variaineita seuraavilla mekanismeilla: elektrostaattinen voima, hydrogeeniset sidok-
set, Van der Waalsin voimat, kovalenttiset sidokset, fysikaalinen varjaytyminen ja luonnollinen
affiniteetti. Useimmat kudosvarjaysreaktiot sisaltavat joitakin elektrostaattisen mekanismin muoto-
ja. Kationinen vari sitoutuu anionisiin yhdisteisiin. Painvastoin anioniset varit sitoutuvat kationisiin
aineisiin, joita ovat muun muassa punasolujen pintaproteiinit. Amfolyyttisista reaktioista mainitta-
koon esimerkkina lihasproteiini, joka kayttaytyy happaman varin lasnaollessa emaksena ja pain-
vastoin. Myos varit voivat toimia amfolyytteina, jolloin ne voivat toimia myods sopivasti purskuroi-
tuina joko emaksena tai happona isoelektriseen pisteeseensa saakka. Vaikka vain harvat varjays-
reaktiot perustuvat hydrogeenisiin sidoksiin, niilla on kaikkein kayttokelpoisimmat ja diagnostisesti
merkittavimmat histologiset ohjelmavalikoimat; esimerkiksi Kongon punainen amyloideille ja kar-
miini glykogeenille. Viime vuosina on lisaantynyt tietoisuus Van der Waalsin voimien roolista var-
jayssidoksissa. On kaynyt ilmi, etta suuret peittausainekompleksit voivat sitoutua kudokseen Van
der Waalsin voimilla. Lipidien varjaytyminen kollektiivisesti Sudan-varjayksissa on ainoa merkitta-
va histologinen reaktio, joka kuuluu puhtaasti fysikaalisin mekanismeihin. Namé& kuuluvat kro-
mogeenisesti AZO-varien ryhmaan. Ne omaavat ainutlaatuisen ominaisuuden varjaytyvyyteen
niiden ollessa liukoisempia tietyn tyyppisiin lipideihin enemman kuin niiden liuottimiin. Siité johtu-
en reversiibeli diffuusio vaihtaa paikkaa mediumista toiseen. Sudan- vérjaykset yhta lukuunotta-
matta eivat auksokromisen ryhman puuttuessa ole vareja sanan todellisessa merkityksessa.
Poikkeuksena on kuitenkin Sudan Black- varjays, mika omaa aminoryhman auksokromin. Sen
vuoksi silla on paremmat varjaysominaisuudet verrattuna muihin Sudan-ryhman varjayksiin, jol-

loin silla voidaankin varjata laaja-alaisesti lipideja. On muutamia esimerkkeja, missa elavalla ma-
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teriaalilla on affiniteetti tiettyyn variin. Merkittavin on Janus Green- varjays mitokondrioille. (Ban-
croft ym. 1996, 20.)

3.3 Projektissa kaytetyt histologiset erikoisvarjaykset

Masson Trikrom- varjaysta kaytetaan lahinna silloin, kun halutaan erottaa kollageenisaikeet lihak-
sesta seka tunnistaa fibriini seka punasolut kudosleikkeessa. Masson Trikrom- varjayksesta on
apua muun muassa fibrioottisten muutosten, neuromuskulaaritautien seka lihasperaisten kasvain-
ten diagnostiikassa. Masson Trikrom- varjays on hyodyllinen myos lisdantyneen kollageenin ker-
rostumisen osoittamiseen, jossa toimiva kudos korvautuu arpikudoksella. Varjayksesta on apua
arvioitaessa maksaskleroosia, jossa paksuuntunut kollageeni korvaa normaalin kudoksen aiheut-
taen maksan toimintahairiéta. Masson Trikrom- varjays on vaiheittainen menetelma, jossa Wei-
gertin rautahematoksyliini varjaa nukleuksen mustaksi, Biebrich punainen varjaa sytoplasman
punaiseksi sekd aniliini-sininen tai aniliini-vaaleanvihred varjaa kollageenin joko siniseksi tai vih-
reaksi. Mikroskooppisesti varjaystulosta tarkasteltaessa lihas nakyy punaisena, kollageeni sinise-
na tai vihreand, fibriini vaaleanpunaisena, punasolut punaisina seka tumat sinimustina. (Dako
2015, viitattu 24.5.2015.)

Colloidal Iron- varjayksessa tarkoituksena on tunnistaa karboksyloituneet ja sulfatoituneet muko-
polysakkaridit seka glykoproteiini ja musiini kudosleikkeessa. Kolloidaaliset rautaionit absorboitu-
vat alhaisessa pH:ssa padasiassa karboksyloituneisiin ja sulfatoituneisiin lima-aineksiin ja varjay-
tyvat tummansinisiksi. Tumat ja solulima varjaytyvat vaaleanpunaisiksi. (Dako 2015, viitattu
23.4.2015.)

Warthin-Starry- varjaysta kaytetaan Helicobacter pylorin, Bartonella henselaen, Afipia felisin,
spirokeettojen ja muiden pienelididen tunnistamiseen kudosleikkeessa. Warthin-Starry- varjays
perustuu tiettyjen bakteerien kykyyn sitoa hopeaioneja liuoksesta. Menetelman biokemiallisena
spesifisend periaatteena on hopeaimpregnaatio ja argyrofiilinen menetelma. Spirokeetat seka
muut bakteerit voivat sitoa hopeaioneja varjaysliuoksesta, mutta ne eivat kykene rajoittamaan
sitoutuneen hopean maaraa. Varjaysta tehtdessa naytelasia inkuboidaan aluksi hopeanitraatti-
luoksessa puolituntia, jonka jalkeen hydrokinonin avulla kehitetadn nayteleikkeisiin sitoutunut

hopea sellaiseen muotoon, jota pystytaan tarkastelemaan mikroskopoiden. Helikobakteeri ja spi-
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rokeetat varjaytyvat mustiksi tai tummanruskeiksi taustan varjaytyessa kullankeltaiseksi. (Dako
2015, viitattu 24.5.2015.)

Feulgen- varjayksella on tarkoituksena tunnistaa deoksiribonukleiinihappo DNA kudosleikkeessa.
DNA varjaytyy Schiffin reagenssilla magentan savyiseksi. Nain varjaytynyt DNA nakyy vastavaril-
lisend kontrastina vihreda taustaa vasten. (Dako 2015, viitattu 4.3.2015.) Feulgen- varjays on
tehokas menetelma, kun halutaan saada tietoa solujen kromosomaalisen materian maarasta
naytteessa. (Gaub, Auer & Zetterberg 1, 2015.)

Gomor Green- ja Blue- varjayksia kaytetdan maksa- ja munuaiskudosleikkeen kollageenisaikei-
den tunnistamiseen kudosleikkeessa. Nailla varjayksilla pystytaan osoittamaan lisaantynyt kolla-
geenin kertyminen, jossa se korvaa toiminnallisen kudoksen arpikudoksella. Varjays on kaytan-
nollinen ja hyodyllinen maksakirroosin arvioimisessa, jossa paksuuntunut kollageeni korvaa nor-
maalin kudoksen ja aiheuttaa siten maksan toimintahairiotd. Gomor Green- varjayksessa kolla-
geeni ja tumat varjaytyvat vihreiksi, sytoplasma, punasolut ja fibriini vaaleanpunaisiksi tai puner-
taviksi, kun taas Gomor Blue- varjayksessa kollageeni ja lihassaikeet varjaytyvat sinisiksi. (Dako
2015, viitattu 4.3.2015.)

Gram- ja Gram Yellow- varjayksia kaytetaan yleisesti mikrobien tunnistamiseen infektiotaudeissa
kuten meningiitti, pneumonia, tippuri seka aivojen, keuhkojen, sisaelinten ja haavojen infektioiden
diagnosoinneissa. Varjayksia kaytetaan kahden eri mikrobiryhman, gram-positiivisten seka gram-
negatiivisten bakteerien tunnistamiseen kudosleikkeissa. Gram- varjayksessa gram-positiiviset
mikrobit varjaytyvat kristallivioletin savylla. Ne bakteerit, jotka menettavat ensisijaisen variaineen-
sa dehydraation aikana ovat gram-negatiivisia. Mekanismit, joilla gram-positiiviset organismit
sailyttavat paavarinsa ja gram-negatiiviset organismit menettavat sen, ovat seurausta kemiallisis-
ta reaktioista organismin soluseindn rakenteissa. Taustan varjdytyminen vaihtelee sinisesta vih-
reaan. Gram Yellow- varjayksessa gram-positiiviset organismit varjaytyvat tummansinisiksi ja
gram-negatiiviset organismit vaaleanpunaisiksi ja magentan savyisiksi. Gram—positiivisia baktee-
reja ovat mm. Clostridium botulinum, Clostridium tetani, Staphlococcus aureus seka Corynebac-
terium diphtheriae. Gram-negatiivisia taas ovat mm. Salmonella, Shigella dysenteriae, Esche-

richia coli seka Pseudomonas aeruginosa. (Dako 2015, viitattu 24.5.2015.)

Orcein- vérjdysmetodia kaytetddn HBsAg:n eli hepatiitti B-viruksen pinta-antigeenin, elastisten

saikeiden seka kupariin sitoutuneen proteiinin tunnistamiseen kudosleikkeessa. Isantasolujen
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sisalla olevia virushiukkasia kutsutaan virusinkluusiokappaleiksi. HBsAg voidaan havaita Orcein-
varjaysmenetelmalla. Orseiini on luonnollinen véri, jota saadaan jakalasta ja se varjaa kupari-
sidonnaisia proteiineja, elastiinia seka B-hepatiittiviruksen pinta-antigeeninin. Antigeeni nakyy
hienona granulana joko hajanaisesti sytoplasmaan levinneena, tai keskittyneesti sytoplasmassa
perifeerisesti sinusoidaalitilaan. Hyvin patologista maaraa kuparisidonnaisia proteiineja muodos-
tavia sairauksia, kuten Wilsonin tautia ja joitakin kirrooseja voidaan havaita Orcein- varjayksella.
HBsSAG- elastiset saikeet varjaytyvat punertavan tummanruskeiksi, kuparisidonnainen proteiini

tummanpunaiseksi tai violetiksi ja tausta vaaleanpunaiseksi. (Dako 2015, viitattu 24.5.2015.)

Acid Fast Bacteria ja Acid Fast Bacteria Light Green- varjayksia kaytetdan kun halutaan tunnistaa
haponkestavia bakteereja, kuten mykobakteereja. Mykobakteereihin kuuluvat mm. Mycobac-
terium tuberculosis ja Mycobacterium leprae, jotka aiheuttavat tuberkuloosin seké lepran. Myko-
bakteerit muodostavat vahamaisia aineita, joita kutsutaan mykoolisiksi hapoiksi. Ndma aineet
muodostavat kovalenttisen sidoksen bakteerin soluseinan peptidoglykaanin kanssa, mika tekee
var-jayksistd haastavaa. Acid Fast Bacteria- varjayksessa kuuma carbol fuchsin-vari varjaa ha-
ponkestavat bakteerit punaiseksi, mita seuraa varin poistuminen kaikista muista kudosten osista
lukuunottamatta haponkestavia bakteereja. Metyleeninsinea kaytetdan antamaan sininen savy
kaikille kudoksen taustaelementeille. Kayttamalla Light Green-varia vastavarina, saadaan vihrea
savy muille kudoksen osille. (Dako 2015, viitattu 24.5.2015.)
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TAULUKKO 1. Projektissa kéytetyt erikoisvérjdykset. (Kumar ym

. 2010, 5-9. )

Erikoisvarjays

Kliininen applikaatio

Varjayksen spesifisyys

Masson Trikrom TRI

Solujen erottaminen ymparoivasta

yhdistavasta kudoksesta

Lihas, kollageenisaikeet, fibriini ja

erytrosyytit

Colloidal Iron

Karboksyloitunut ja sulfatoitunut
mukopolysakkaridi, glykoproteiini

ja musiini kudosleikkeissé

Musiini ja mukopolysakkaridit

Warthin-Starry

Alipia feles, Bartonella henselae,
Borrelia burgdorferi, Helikobacter
pylori, Legionella  pneumophila,

Treponema pallidum

Koko organismi

Feulgen

Kromosomaalisen materiaalin tai
deoksiribonuklelinihapon  tunnis-
taminen DNA parafiinipedatussa

kudoksessa tai solundytteessa

DNA

Gomor Trikrom Green

Kollageenisaikeet maksassa ja

munuaisissa, esim. maksakirroosi

Kollageeni ja pehmeat lihas-

saikeet

Gomor Trikrom Blue

Kollageenisdikeet maksassa ja

munuaisissa, esim. maksakirroosi

Kollageeni ja pehmeat lihas-

saikeet

Gram

Gram-positiivisten ~ ja  gram-
negatiivisten bakteerien tunnista-
minen: Clostridium botulinum, C.
tetani, St. aureus, Corynebacte-
rium diphteriae, Salmonella, Shi-
gella dysenteriae, E. coli, Pseu-
domonas aeruginosa, Actinomy-
ces Israeli, Legionella pneumophi-
la, Neisseria gonorrhoeae, Neis-
seria meningitidis, Nocardia as-

teroides

Koko organismi

Gram Yellow

Tunnistaa  gram-positiiviset  ja

gram-negatiiviset bakteerit

Gram-positiiviset ~ ja  gram-

negatiiviset bakteerit

Orcein

Virusinkluusiokappaleet: hepatiitti

A- ja B, Wilsonin tauti

Elastiset saikeet
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Acid Fast

Tunnistaa Nocardioform actino-
mycetes- ryhmén bakteerit, kuten
Mycobacterium Spp, Rhodococ-

cus equi ja Nocardia Spp

Haponkestéava basilli

Acid Fast Light Green

Tunnistaa Nocardioform actino-
mycetes- ryhmén bakteerit, kuten
Mycobacterium Spp, Rhodococ-

cus equi ja Nocardia Spp

Vérjaytyminen kuten Acid Fast-
varjayksessa, mutta tausta var-

jaytyy vaaleanvihredksi
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4 ERIKOISVARJAYSTEN VIRHELAHTEET

Tehdessamme opinnaytety6td Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratoriossa saimme
tuntumaa siihen, kuinka paljon naytteiden varjayksen intensiteetti seka histologiset menetelmat
pohjautuvat biokemiallisin mekanismeihin. Naiden mekanismien inhibointi tai eksitointi vaikutta-
vat paatekijoina histologisten naytteiden varjaytymiseen. Virhelahteiden inhibointi tyoston kaikissa
vaiheissa on olennaisin osa laadukasta tyoskentelya. Virhelahteiden luonne on patologian ana-
lyyttisen perustan vuoksi omalaatuinen ja siihen tulee kiinnittda sen vuoksi asianmukainen huo-

mio.

Mittausepavarmuus onkin tuloksena mittaustulokseen liittyva parametri, joka kuvaa mittaussuu-
reen arvojen odotettua vaihtelua. Standardi ISO/IEC 17025 maaraa, etta laboratoriolla tulee olla
rittva tulosten tarkkuus seka siihen liittyvan mittausepavarmuuden arviointi. Sen vuoksi labora-
torion mittausepavarmuuden osatekijat tulee tunnistaa. Lisaksi tulee arvioida niiden merkitys.
Patologian laboratorion mittaustulos on harvoin numeroarvona esitettavissa oleva suure. Sen
sijaan tulos on yleensa histo- tai sytopatologinen diagnoosilausunto, joka sisaltaa diagnoosin ja
lisaksi muita naytteeseen liittyvia hoidon kannalta oleellisia tietoja. Patologian diagnostiikka onkin
luonteeltaan sellaista, etta tarkkaa metrologisesti ja tilastollisesti patevaa epavarmuuslaskelmaa
ei voida laatia. Toisaalta yritetaan tunnistaa kaikki epavarmuustekijat ja jarkevalla tavalla arvioida
seka varmistaa, ettd tulosten esitystapa ei anna virheellista kuvaa menetelmaan liittyvasta epa-
varmuudesta. Naytekohtaisen epavarmuusarvon maarittdminen ei yleensa ole mahdollista, koska
eri naytteisiin ja diagnooseihin liittyvat virhemahdollisuudet vaihtelevat ja ovat usein riippuvaisia
my6s naytteen tutkijasta. Patologiassa mittausepavarmuuden ajatellaan olevan vaarien diagnoo-
sien ja ennalta maariteltyjen laatuvaatimusten kannalta puutteellisten lausuntojen osuus laborato-

rion kaikista annetuista diagnooseista. (Soderstrom M. 2015, 19.)

Tyoskenneltdessé erikoisvarjaysten kanssa on otettava huomioon monia nakokohtia. Erikoisvar-
jaysten kaytto vaatii epatavanomaisten varjaysten ja reagenssien kayttoa, joita on saatavissa vain
muutamasta lahteesta. Tieto naista lahteista on valttdmaton, jotta valtyttaisiin teknisilta ongelmil-
ta. On oltava tietoinen erikoisvarjayksista, jotka sisaltavat varillisia tai varittdmia epapuhtauksia
kuten suoloja, koska nama ainesosat voivat vaikuttaa varjaytyvyyteen. Erikoisvarjaykset vaativat
hyvan teoriatiedon tutkimuksen kohteena olevista soluista ja kudoksista. Lisaksi tydskenneltaessa
erikoisvarjaysten kanssa taytyy olla huolellinen, jotta ndyte on otettu, fiksoitu ja valmisteltu oikein.
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Oikein meneteltdessa tutkittava molekyyli sailyy kudoksessa tai solussa. Esimerkkind voidaan
mainita jaaleikkeet, joista halutaan ilmiantaa entsyymeja. Tunnistettaessa lipideja on valtettava
rasvaliuottimia, joita ovat muun muassa etanoli ja ksyleeni. Tutkittaessa erikoisvarjaysten toimi-
vuutta ja arvioitaessa epaspesifisen varjaytymisen astetta tarkastetaan onko jokin reagenssi yha
aktiivinen tai maaritetaan standardi varjaysoperaation asteittaisen laskun vuoksi. Kontrollivalmis-
teita on tyostettava yhta aikaa vertailukappaleina kokeellisten valmisteiden kanssa. liman kontrol-
lia suoritetussa varjayksessa negatiivinen reaktio saattaa tarkoittaa, ettei etsitty ainesosa ole
lasna ja reaktio on epaluotettava, koska se ei toimi. Nimettyjen negatiivisten tai positiivisten kont-
rollien tulisi olla jotain seuraavista: kudoksia, joilla on korkea molekyyliainesosapitoisuus, nayttei-
ta tietyista molekyylipreparaateista puhdistettuina, naytteita samasta lahteesta, joista on entsyy-
mi- tai liuotinesikasittelylla poistettu jokin ei toivottu ainesosa, naytteita samasta kudoskohteesta
varjaysoperaation vaatimien reagenssien ja toimenpiteiden kera, tai duplikaattinaytteitd samoilla
toimintatavoilla ilman yhtd valttaméatonta toimenpidettd. Erikoisvarjayksen maara kudoksessa
edustaa varjaystulosta, joka on saavutettu joko varjayksen aikana tai varjayksen jalkeisessa
huuhtelussa. (Gill 2013, 232, 239-241.) Namé ovat progressiivinen ja regressiivinen varjadysmene-

telma.

Progressiivinen varjays tarkoittaa sita, etta leikkeen annetaan olla variliuoksessa, kunnes sopiva
varikyllaisyys saavutetaan. Regressiivisessa varjayksessa naytetta sen sijaan varjataan ensin
reilummin, jonka jalkeen vari pestaan pois. Pesua tehdaan siihen saakka, kunnes haluttu varjays-
taso saavutetaan. Regressiivinen varjays on kaytannossa selvasti helpompi. Regressiivisessa
varjayksessa kaytetaan yleensa happoa poistamaan emaksista varia ja painvastoin. (Solunetti

2006, viitattu 21.4.2015.) Se on progressiivista menetelmaa yleisempi varjaysmenetelma.

Jotta voitaisiin varmistaa optimaalinen varjayksen maara, on kayttajan hallittava materiaalit ja
metodit, jotta edistetdan tai estetaan varin sisdanottoa varjayksen aikana ja sen jalkeen. Esi-
merkkina voidaan mainita varin konsentraatio, sopiva liuotin, suositellun pH:n kontrollointi, tarvit-
taessa suolojen liséys, ionikonsentraation kontrollointi, aika ja [@mpdtila. Jotta sailytetdan erikois-
varjayksen oikea maara ja varisavy, on varjatty nayte kiinnitettava mediumissa, joka ei edista
valkaisua eikd huuhtoutumista. Etta varmistuttaisiin varjatyn naytteen laadukkaasta mikroskoop-
pisesta nakymasta, on kaytettava oikeaa maaraa kiinnitysmediumia, oikean paksuista peitinlasia
seka puhdasta mikroskooppia, jonka valaistus on saédetty Kdhlerin metodin mukaan. (Gill 2013,
241.)
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5 LAADUNTARKKAILU PATOLOGIAN LABORATORIOSSA

Yksi tarkeimmista kriteereista suorittamassamme projektissa oli laatu. Patologian laboratoriossa
tehtavien naytteiden taytyy olla tasalaatuisia ja tayttaa yleiset varjayksille asetetut kriteerit. Kuten
Sinervo kertoo Finaksen luennossaan, laboratorion hyvaan laatuun vaikuttavat my6s henkilokun-
nan osaaminen, hyva johtamiskaytanto ja toimiva laadunhallintajarjestelma. Akkreditointistandardi
ISO 15189 kuvaa, miten voidaan varmistaa toiminnan hyva laatu ja tutkimustulosten oikeellisuus.

Standardia voidaan kayttaa kliinisissa laboratorioissa. (Sinervo. Finas, luento. 11.2.2011.)

5.1 Laadunvalvonta ja laadunhallinnalliset menetelmat

Laadunvalvonta on jarjestelma, joka tarkastaa ja yllapitaa haluttua laatutasoa yksittaisessa ko-
keessa tai prosessissa. Laadunvalvontatoiminta pitaa sisallaan kokeellisen prosessin naytteen-
otosta sinne saakka, ettd laakari saa raportin. Laadunvarmistuksen tarkoituksena on havaita,
kontrolloida seka estaa virheita niin, etta kliinikolla on asianmukainen kyky hoitaa potilastaan. Se
onkin jarjestelmallisten toimintojen kokonaisuus, jonka tavoitteena on saavuttaa tuotteen laatu-
vaatimukset. Tallaisella kaytannolla varmistutaan oikeasta diagnoosista ja lausunnon kayttokel-
poisuudesta. (Labquality 2012, 47.) Eras tarkea tavoite on potilastulosten oikeellisuuden varmis-
taminen, jota tarkkaillaan ja hallitaan validoinneilla, menetelman soveltuvuuden arvioinnilla, oikei-
den tulosten ja toistettavuuden valvonnalla, huomioimalla virhelahteet, sisaisella laadunohjauksel-
la, kayntiinpanolla, naytteen prosessoinnilla, arvioimalla lausuntoja seka ulkoisella laadunarvioin-
nilla tarkkailemalla tulosten vertailukelpoisuutta. (Sinervo. Finas, luento. 11.2.2011.) Kaikki laa-
dunvalvontaprosessit kuvataan ja dokumentoidaan laboratorion laadunvarmistusohjelmassa.
(American Society of Cytopathology 2015, viitattu 21.4.2015.)

Laaduntarkkailuun ja naytteiden laatuun panostetaankin patologian laboratoriossa koko ajan
enemman. Laboratorioiden tyontekijat saavat laatukoulutusta ja he osallistuvat laatutyéhén. Laa-
duntarkkailukierroksia jarjestetaan saannollisesti seka laatukasikirjoja yllapidetaan ja paivitetaan.
Hoitajia koulutetaan tekemaan sisaisia auditointeja ja niihin valmistautuminen sek& palautteen
kirjaaminen jarjestelmiin kuuluvat heidan tehtaviinsa. Vuosittain tehtavat akkreditoinnit ovat osa
heidan tyotaan. Kaikissa tyOpisteissa niiden toimivuudesta ja naytteiden laadusta vastaavat tuo-
tantopaallikot, solubiologit ja tyOpistevastaavat. (Aakko 2015, 1.)
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Diagnostiikan laadunvarmistusmenetelmat patologiassa ovat tutkimusten uudelleenarvioinnit,
kaksoisluennat, ongelmatapaus- ja konsensuskokoukset, l0ydosten vertailut, esitarkastajan ja
patologien arvioiden vertailut sytologiassa, pikaleikkeiden ja parafiinileikkeiden tulosten vertailut
seka ulkopuoliset asiantuntijakonsultaatiot. Niita kaytetaan niin laajasti, etta varmistutaan oikeista
tuloksista ja niiden luotettavuudesta. Patologian laatutunnus edellyttaa naytteiden uudelleenarvi-
ointia ja ongelmanaytteiden kaksoisluentaa. Uudelleenarviointi toteutetaan halutulla menetelmal-
la. Kaikkien tutkimusnimikkeiden tulee kuitenkin kuulua uudelleenarvioinnin piiriin. (Labquality
2012, 49.) Kaksoisluennalla tarkoitetaan moniluennan vahimmaismuotoa ja se onkin useimmiten
riittAva menetelma naytteen tutkimisessa. Kaksoisluenta tehdaan aina myos selvissa tapauksis-
sa. Niin sanottu taydellinen kaksoisluenta edellyttda jokaisen naytteen kaksoislukua, kun taas
rajattuun kaksoisluentaan kuuluu vain osa naytteista. Kaksoisluennan piiriin kuuluvat seka histo-

logiset ettd sytologiset naytteet. (Labquality 2012, 50. )

5.2 Laadunvalvonta Oulun patologian laboratoriossa

Oulun patologian laboratorion, eli PPSHP:n patologian laboratorion laadunvalvonnasta on paa-
vastuussa ylilaakari. Kaytannon laadunvalvonnasta vastaa osaston ylilaakari ja laadulliset vas-
tuuhenkilot ovat solubiologi, sytologian tyOpistevastaava seka immunohistologian tyopistevastaa-
va. Kaytannon tyossa lahtokohtaiset laadulliset ohjeet ovat avainasemassa laaduntarkkailussa.
Niita paivitetaan uusien menetelmien myota seka maaraajoin tutkimuksesta riippuen. Tyopiste-
kohtaiset ohjeet luovat laatulinjauksen ja siten jaljitetaan laadulliset virhelahteet. Jos tyontekija on
noudattanut menetelmakohtaisia ohjeita virheen sattuessa, on kyse systeemivirheesta. Muutoin
vastuu on tyontekijalla itsellaan. Menetelma- ja virhepoikkeamia arkistoidaan ohjelmaseurannalla
patologian laadunhallintaohjelmaan Qbatiin. Sinne tehdaan ilmoitus virheellisista tuloksista aina
syysta riippumatta missa tahansa tyostamisen vaiheessa esikasittelysta analysointiin. Viime ka-
dessa patologit huomaavat mahdollisia virheita kudoksen rakenteessa ja varjayksessa. Talloin

virheen lahde jaljitetdan ja iimoitetaan Qbatiin.

Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratorio tekee sisaista laadunvalvontaa spesifisilla
kontrollindytteilld, joita tyostetdan ja varjataan muiden kliinisten naytteiden ohella tavalliseen ta-
paan. Talld menetelmalld voidaan poissulkea esimerkiksi varjayksesta, kuten variaineista johtuvat
virheet. Lisaksi koeajetaan positiivisia kontrollindytteita potilasnéytteiden mukana saanndallisesti,

kuten bakteerinaytteissa esimerkiksi tuberkuloosinaytteet. Muita yleisia positiivisen kontrollin me-
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netelmalla tehtyja koeajoja ovat Colloidal Iron ja Kongo- varjaykset. Labquality Oy jarjestaa Suo-
messa histologisen diagnostiikan, sytologisen diagnostiikan ja histotekniikan laaduntarkkailukier-
roksia. Samanlaisia palveluja voidaan ostaa myds ulkomailta muun muassa immunohistokemias-
sa NordiQC:lta. (Labquality 2012, 53.) Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratorio osal-
listuukin Labqualityn laadunhallintakierroksiin immuno- ja histokemiallisten naytteiden analysoin-
nilla kaksi kertaa vuodessa ja saman taajuuden laadunhallintakierrokset ovat myos toisen yhteis-

tydkumppanin NordiQC:n piirissa.
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6 MANUAALISET JA AUTOMATISOIDUT ERIKOISVARJAYSPROTOKOLLAT

Automaatio on helpottanut laboratoriohenkilokunnan tyota ja johtanut yha luotettavampiin tulok-
siin. Lopputuloksena ovat olleet korkeampi tuottavuus, paremmin koulutettu ja organisoidumpi
tyovoima ja parantuneet potilaspalvelut. Monia tekijoita taytyy ottaa huomioon, kun toteutetaan
uutta teknologiaa, metadologiaa tai tehda@n menetelman vaihto, joka voi vaikuttaa perinteisiin
prosesseihin. Joka tapauksessa vaikuttavalla muutosjohtamisella on suuri vaikutus meneillaan
olevien prosessien epaonnistumiseen tai onnistumiseen, kuten myos mahdollisten ei-toivottujen
sivuvaikutusten laajuuteen. Nykypaivan laboratoriot kokevat valtavaa painetta parantaa palveluita
ja alentaa kustannuksia tuottavuuden parannusten kera. Monet suuntaavat automaatioon saavut-

taakseen nama paamaarat. (Ajeneye 2014, 92.)

Riippuen laboratorion taloudellisesta tilanteesta, naytetyypin ja kaytettavissa olevan henkilokun-
nan koosta, erikoisvarjaysprotokollat suoritetaan joko manuaalisesti tai kayttaen automatisoituja
systeemeja. Manuaalinen varjays toimii hyvin tutkimuksellisissa asetelmissa ja usein erityisesti
silloin, kun prosessoitavia laseja on muutamia paivassa. Joka tapauksessa varjattavien naytela-
sien maaran noustessa manuaalinen metodi tulee virhealttiiksi johtaen vahentyneeseen jousta-
vuuteen ja tuottavuuteen. Laaketieteellisen yhteison vaatiessa nopeampia suoritusaikoja, lisaan-
tyvaa joustavuutta ja tuottavuutta, kuten myds suurempaa standardisaatiota, ovat automaattiset
instrumentit ja laitteet korvanneet jotain manuaalisia varjaysmetodeja tullen olennaiseksi osaksi

laboratoriota. (Kumar ym. 2010, 5.)

Projektissa kaytamme manuaalisten ja automatisoitujen varjaysprotokollien luonteen vuoksi usei-

ta naytteita jokaisessa varjaysajossa, minka on tarkoitus optimoida niiden vertailukelpoisuutta.
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7 HISTOLOGISTEN VARJAYSTEN LAATU JA KUSTANNUSTEHOKKUUS

Acid Fast Bacteria. Acid Fast Bacteria- varjaysmenetelman spesifinen biokemiallinen periaate on,
etta karbolifuksiinilla varjataan kaikki kudoksen osat mukaan lukien tuberkuloosibasillit. Taman
jalkeen muista kudoksen osista poistetaan vari happoalkoholilla. Koska tuberkuloosibasilleissa ja
muissa haponkestavissa basilleissa on lipidikapseli, ne sailyttavat karbolifuksiinin varin. Spesifi-
sena virhelahteena tassa varjayksessa voi olla se, ettei ndytetta ole diffattu tarpeeksi ja punaista
varia jaa kudoksiin. Toinen mahdollinen virheldhde voi olla se, ettei karbolifuksiinia ole suodatet-
tu, minkd@ vuoksi siita jaa leikkeisiin sakkaa. Taustavarjayksen tulee olla vaaleanpinkki tai vaa-
leansininen, jotta harvalukuisetkin basillit erottuisivat paremmin. (PPSHP 2015. OYS. Patologian

vastuualueen laatukasikirja.)

Acid Fast Bacteria- varjayksessamme kudosleikkeena oli Ziehl-Neelsen-kontrollinayte. Kyseessa
on talléin keuhkohistologinen positiivinen tuberkuloosinayte. Varjayksen lopputulosta mikroskoop-
pisesti tarkasteltaessa taustaelementit ovat hailakan vaaleansinisia, ja tama vastaakin odotettua
lopputulosta. Myds bakteerit erottuvat hyvin muista kudoksen komponenteista punertavalla varil-
laan. Tuberkuloosibakteerien punaisuuden olisi suotavaa olla vakevampi ja siten hieman parem-
min erotettavissa. Kuvissa on nuolella osoitettuna keuhkokudokseen pesiytyneita Mycobacterium
tuberculosis- bakteereja. Varjays Artisan- varjaysautomaatilla on kaiken kaikkiaan hyvin onnistu-

nut.
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Kuvio 1 ja 2. Acid Fast Bacteria- vérjdys. Bakteerit erottuvat hyvin muista kudoksen komponen-
teista punertavalla vérillaan.
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Acid Fast Bacteria Green. Acid Fast Bacteria Green- vérjays on tavallisen Acid Fast Bacteria-
varjayksen alalaji. Kudosnaytteena varjayksessamme oli aivokudosta. Tassakin varjayksessa
tarkoituksena on erottaa haponkestavia bakteereja kudosleikkeessa. Mikroskooppisesti kudos-
leiketta tarkasteltaessa tausta on hyvin kirkkaanvihrea, minka vuoksi se korostaa selkeammin
punaiseksi varjaytyneita tuberkuloosibakteereja vihrean ollessa punaisen vastavari variopillisesti.
Sen vuoksi kudoksen eri komponentit erottuvat hyvin toisistaan. Kliinikon mielipidekysymykseksi
jaa, miten on helpompi tunnistaa komponentteja varin puolesta, eli toisin sanoen kontrasti voisi
joskus olla eri kudosrakenteiden valilla vielakin suurempi. Lopputuloksellisesti varjays Artisan-

varjaysautomaatilla on kliinisesti todella hyvin onnistunut.
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Kuvio 3 ja 4 Acid Fast Bacteria Light Green. Kuvissa on nuolella osoitettuna Mycobacterium tu-

berculosis- bakteereja.
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Feulgen. Feulgen- varjdaysmenetelman spesifisena biokemiallisena periaatteena on deoksiriboo-
sin osoittaminen nukleiinihappomolekyyleista. Happohydrolyysi rikkoo puriinideoksiriboosisidok-
sen, jolloin muodostuu reaktiokykyisia aldehydeja. Aldehydit osoitetaan Schiffin reagenssilla.
Riboosipuriinisidos jaa paaosin ehyeksi. Riboosi ei sisalla deoksiryhmaa eika se nain ollen reagoi
Schiffin reagenssin kanssa, vaikka hydrolyysia jonkin verran tapahtuisikin. Spesifisia virhelahteita
voi luoda se seikka, etta hydrolysointiaika on tarkka. Reaktion intensiteetti voimistuu, kun optimi-
hydrolyysiaikaa lahestytaan. Kun optimiaika ylitetaan, reaktio heikentyy, ja jos hydrolyysia jatke-
taan, reaktio haviaa taydellisesti. HCI tulee esilammittaa, jotta edellamainitut hydrolyysiajat pitavat

paikkansa. (PPSHP 2015. OYS. Patologian vastuualueen laatukasikirja.)

Kuvio 5 Feulgen- vérjdys. Kudosleike on keuhkosydpépotilaan levyepiteelikarsinoomanéyte, jos-

sa on havaittavissa keuhkosyopéén viittaavia muutoksia.
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Kuvio 6 Feulgen- vérjéys.

Feulgen- varjayksessamme kudosleikkeena oli keuhkokudosta. Kudosleike on keuhkosyopapoti-
laan levyepiteelikarsinoomanayte, jossa on havaittavissa keuhkosyopaan viittaavia muutoksia.
Tallainen kudos iimentaa usein kookkaita tumia. Kookkaat tumat erottuvatkin taustasta hyvin.
Vérjays on vahan kaytetty. Sitd kaytettin tdssa kokeellisessa varjayksessamme toisen yleisen
indikaation eli kromosomaalisen materiaalin, DNA:n tunnistamiseen. Varjays on onnistunut Arti-

san- varjaysautomaatilla hyvin.

Gram. Gram- varjdysmenetelman biokemiallisena periaatteena on monivaiheinen varjays, jossa
kaikki bakteerit varjaytyvat ensin kristallivioletilla sinivioleteiksi. Huuhtelun aikana gram-
negatiivisista bakteereista huuhtoutuu kristallivioletti pois, mutta gram-positiiviset bakteerit sailyt-
tavat sinivioletin varin. Virhelahteitd painvastaisiin varjaystuloksiin on useita. Jos gram-
positiivinen bakteeri varjaytyy gram-negatiiviseksi, voi syyna olla liian ohut valmiste, bakteerin
stationaarinen kasvuvaihe, naytteen alhainen pH, antibiootit potilaan kehossa, bakteerien vaurioi-
tuminen esimerkiksi liiallisesta hankaamisesta naytelasille tai bakteerien kuoleminen. Varjaykses-
sa tata voi aiheuttaa liian kuumassa tehty kiinnitys objektilasille, liian pitkat vesipesut, vanhentu-

nut jodiliuos, veden lasnaolo varinpoistoliuoksessa, liian pitka vastavarjays tai nouseva etanoli-
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sarja ja ksyleenit. Jos taas gram-negatiivinen bakteeri varjaytyy gram-positiiviseksi, voi virhelah-
teitd tuottavana tekijana olla liian paksun valmisteen luominen tai kaytetyn detergentin huonontu-
neet ominaisuudet. Var-jayksessa virheldhteitd gram-negatiivisen bakteerin gram-positiiviseen
varjaystulokseen voivat olla liian kuiva objektilasi ennen varinpoistoa, seka kristallivioletti- tai jodi-

kontaminaatio varinpoistossa. (PPSHP 2015. OYS. Patologian vastuualueen laatukasikirja.)

Kuvio 7 ja 8 Gram- vérjdys. Kudosleikkeend oli epiteelikudosta, jossa on havaittavissa autolyysia.
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Gram- varjayksessamme kudosleikkeena oli epiteelikudosta, jossa on haavan pinnan eritetta.
Kudos ei ole kuitenkaan hyvin sailynytta ja siind on havaittavissa autolyysia. Gram- varjaykset
ovat yleisesti vaikeita tulkittavia ja ne ovatkin yleensa mikrobiologin arvioitavissa. Tassa leikkees-
sa on havaittavissa laiskaisyytta sytoplasmassa, miké voi kertoa parafiiniin liittyvistd ongelmista.
Gram-negatiivisia diplokokkeja on havaittavissa vain harvalukuisesti. Granuloosi-ilmiéta on myés-
kin sinisen varin keskittymisena epidermiksessa. Oheinen kuva on yleiskuva Artisan- varjaysau-

tomaatin tuottamasta epavarmasta varjaystuloksesta.

Gram Yellow. Gram Yellow- varjayksessa spesifinen menetelma ja biokemia ovat keltaista taus-
tavaria lukuunottamatta samat kuin perinteisessa Gram- varjayksessa. Kudosleikkeend varjayk-
sessamme oli epiteelikudosta, jossa on haavan pinnan eritettd. Leikkeessa on havaittavissa ma-
gentan savylla varjaytyneitd gram-negatiivisia kokkibakteereja. Artisan- varjaysautomaatin tuot-

tama tulos on optimaalinen.
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Kuvio 9 ja 10 Gram Yellow- vérjays. Tassékin vérjdyksessé kudosleikkeend oli epiteelikudosta.
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Colloidal Iron. Colloidal Iron- varjdysmenetelman biokemiallisena periaatteena on se, etta rau-
taionit Fe Il ja Fe lll sitoutuvat selektiivisesti kudoksen amino- ja quanidyyliryhmiin. Menetelma on
epaspesifinen, mutta muun muassa kromofobinen munuaissolukarsinooma varjaytyy positiivises-
ti. (PPSHP 2015. OYS. Patologian vastuualueen laatukasikirja.) Spesifisia virhelahteita ei ole
luokiteltu, eli systeemivirhe on paalinjaisesti mahdollinen virhelahteiden tuottaja. Colloidal Iron-
varjayksessamme kudosleikkeena oli onkosytoomaleike, ja toisena kudosleikkeena tonsillakont-
rolli. Naissa kudoksissa varjaytyminen on hieman liian voimakasta. Lima-aines on varjaytynyt
tummansiniseksi ja tumat seka solulima vaaleanpunaiseksi. Artisan- varjaysautomaatin tuottama-
na lopputuloksena on kudoksen ylivarjaytyminen, vaikka muuten varjaystulos onkin suhteellisen

spesifinen.
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Kuvio 11 ja 12 Colloidal Iron- vérjdys. Kudosleikkeené oli onkosytoomaleike, ja toisena kudosleik-

keend tonsillakontrolli.

Masson Trikrom. Masson Trikrom- varjaysmenetelman biokemiallisena periaatteena on, etta
Weigertin hematoksyliinilla varjatdan tumat. Lihaksen seka fibriinin ja vari poistetaan 16yhasta
sidekudoksesta differentoimalla fosfomolybdeenihappo-oranssilla. Yleensa sidekudoksen haalis-
tamiseen riittdd muutama minuutti. Sarveiskalvot vaativat 15 minuutin differentaation. Haalistami-
sen jalkeen sidekudos vastavarjataan vaaleanvihreaksi. Yleisimmin virhel@hteisiin voi johtaa se,
jos Masson-Azophlozin- liuosta ei ole valmistettu jokaista varjaysta varten uudelleen. (PPSHP
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2015. OYS. Patologian vastuualueen laatukésikirja.) Varjayksessamme histologisena kudosleik-
keena oli maksa- ja maksakirroosikudosta. Mikroskooppisesti on havaittavissa, ettad sytoplasma
on punertava ja sidekudos sininen, kuten niiden kuuluukin olla. Tumat ovat varjaytyneet sinimus-
taksi. Punasolut ovat erittdin punaisia, ja nekin erottuvat muista kudoksen osista hyvin. Kaikki
kudoksen eri komponentit ovat helposti havaittavissa tassa leikkeessa. Artisan- varjaysautomaatti

on tuottanut suhteellisen optimaalisen tuloksen myds tassa varjayksessa.

Kuvio 13 Masson Trikrom- varjays. Kudosleikkeené oli maksa- ja maksakirroosikudosta.

Gomor Trikrom Blue ja Green. Molempien erikoisvarjaysten varjaysmenetelman periaate pohjau-
tuu Gomor- variliuoksen modifikaatioihin ja sen yhteiskayttoon Colen hematoksyliinin kanssa.
Virheldhteitd voi luoda esimerkiksi se, ettd Gomor- variliuoksen teho heikkenee sen viikon kayt-
téian mukana. Tama tulee ottaa huomioon varjaysajassa. (PPSHP 2015. OYS. Patologian vas-

tuualueen laatukasikirja.)
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Kuvio 14 Gomor Trikrom Blue- varjays, jossa kudosleikkeené oli lihasjééleike.

Gomor Trikrom Blue- varjayksessamme kudosleikkeena oli lihasjaaleike. Sidekudos on varjayty-
nyt siniseksi, lihassyyt ja niiden sytoplasma punaisiksi. Rakenteellisia artefaktoja on havaittavissa
lihassyissa, joita ei saisi olla ndytteessa. Tallaisia artefaktoja voi kuitenkin tulla kudokseen tyds-
kenneltaessa nopeita tuloksia vaativien jaaleikkeiden kanssa. Artisan- varjaysautomaatilla loppu-
tulos on kuitenkin hyva.

Gomor Trikrom Green- varjayksessamme kudosleikkeend oli lihasjaéleike. Sidekudos ja tumat
ovat varjaytyneet vihreaksi. Lihassyyt seka sytoplasma ovat varjaytyneet punaiseksi kuten Gomor
Blue- véarjayksessa. Tassakin kudoksessa on havaittavissa rakenteellisia artefaktoja. Artisan-

varjaysautomaatti on tuottanut kuitenkin suhteellisen onnistuneen lopputuloksen.
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Kuvio 15 Gomor Trikrom Green- vérjéys, jossa kudosleikkeené oli lihasjééleike.

Warthin-Starry. Warthin-Starry- varjdysmenetelman biokemiallisena spesifisend periaatteena on
hopeaimpregnaatio ja argyrofiilinen menetelma. Virhelahteena voi olla esimerkiksi ylikehittami-
nen, jonka jalkeen leikkeet ovat liian ruskeita ja spirokeetat eivat erotu taustasta. Alikehittyneissa
naytteissa spirokeetat eivat varjaydy selkean tummiksi. Jos hopeaa on tarttunut leikkeeseen epa-
spesifisesti, sita voi yrittda poistaa kastelemalla laseja 1%:ssa kaliumferrosyanidin vesiliuokses-
sa. (PPSHP 2015. OYS. Patologian vastuualueen laatukasikirja.)
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Kuvio 16 Warthin-Starry- vérjéys, jossa kudosleikkeend oli gastrointestinaalista epiteelikudosta.

Kuviossa on nuolella osoitettuna helikobakteereja.
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Kuvio 17 Warthin-Starry- vérjdys. Suoliston kryptoissa seké villusten véleissé on néhtévissé sen-

sitiivisesti sekéa hyvin spesifisesti vérjdytynytté bakteerikasvustoa.

Warthin-Starry- varjayksessamme kudosleikkeena oli gastrointestinaalista epiteelikudosta. Mikro-
villus sitoo jonkin verran spesifista vériainetta. Suoliston kryptoissa seké villusten valeissa on
kuitenkin nahtévissé sensitiivisesti sek& hyvin spesifisesti varjaytynyttd bakteerikasvustoa. Heli-
kobacter pylori- bakteerit erottuvat hyvin muusta taustasta, mika onkin tassa varjayksessa olen-
naisinta. Artisan- varjaysautomaatti ei tuottanut pettymysta tassa varjayksessa.

Orcein. Orcein- varjaysmenetelman periaatteena on se, etta varin avulla voidaan osoittaa soluis-
sa oleva hepatiitti B-viruksen kuoriosa. Orseiini on aluperin kasveista valmistettu variaine, joka
tosin nykyisin valmistetaan synteettisesti. (PPSHP 2015. OYS. Patologian vastuualueen laatuka-
sikirja.) Kudosleikkeena varjayksessamme oli maksan kuparikontrolli. Kudoksessa ei ole havait-
tavissa hepatiittiviruksen antigeenia, mutta kuvassa olevan isomman verisuonen seindmassa
nakyy tummaksi varjaytyneita elastiinisaikeita. Elastiinisaikeissa on kuparia, miké aiheuttaa puna-
ruskeaa varjaytymista. Taustavari on punainen, tosin varjaytyminen taustassa olisi voinut olla

hieman vaaleampi. Muilta osin varjays on Artisan- varjaysautomaatilla hyvin onnistunut.
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Kuvio 18 Orcein- vérjdys. Kudosleikkeené vérjdyksessémme oli maksan kuparikontrolli. Kuvassa

olevan isomman verisuonen seindmé&ssé nékyy tummaksi vérjdytyneité elastiiniséikeita.

7.1 Erikoisvarjaysten kustannustehokkuus

Kustannustehokkuutta arvioitaessa tallaisen menetelmamuutoksen suhteen on otettava huomi-
oon monia muuttujia, kuten reagenssien hinnat ja menekki, tyontekijakustannukset, varjaysmene-
telmien limittaminen seka varjaysautomaatin huolto- ja yllapitokustannukset. Varjayksia voi tehda
tarvittaessa rajattomasti limittain. Rajoitteena toimii ainoastaan koneen kapasiteetti lasi- ja rea-
genssipaikkojen suhteen. Toki on niin, etta yksittaisen varjayksen ajoaika pitenee verrattuna yk-
sittain tehtavaan manuaaliseen varjaykseen. Toistaiseksi pidennys ei ole kokemusten mukaan
ollut kovin merkittava. Lisaksi on muistettava, etta konetta voi ajaa yoajonakin, jolloin pitkakaan
pidennys ei haittaa. Tata ei ole viela tehty rutiinisti patologian laboratoriossa. lhan suoraan piden-
nyksen kestoa ei voi arvioida, silld se riippuu varjdyskombinaatiosta yhdessa ajossa. Ainakin
toistaiseksi paivakohtaiset Artisan- varjdysautomaatin lasien maarat ovat olleet sen verran pienia
patologian laboratoriossa, ettd monia varjayksia on ajan puolesta voitu ajaa yhdessakin konees-
sa. Lisaksi osastolla on kaksi konetta, joten tarvittaessa esimerkiksi aikataulun ollessa tiukka, on
kahden koneen kayttd mahdollista. Toisaalta toinen kone toimittaa tyhjaa naytemaaran ollessa
pieni. Joka tapauksessa monen varjayksen ajo ei kuluta sen enempaé reagensseja kuin yhden

varjayksen ajo.
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7.2  Erikoisvarjaysten kustannusarvio

Kustannusarvio toteutettiin kayttamalla hintoja seka maaria, jotka solubiologi ja apulaisosaston-
hoitaja toimittivat. Arvio tehtiin laskemalla erikoisvarjaysten hinnat per naytelasi seka kasinvar-
jaykselle (lite 1) etté kayttden Artisan- varjaysautomaattia (Liite 2). Varjaysten hinnat laskettiin
toimitetuista reagenssien hinnoista, jotka jaettiin saataviin varjayseriin. Naytelasien hintoihin lisat-
tiin viela tyontekijakustannukset, jotka laskettiin kayttamalla bioanalyytikoille iimoitettua keskikuu-
kausiansiota, josta johdettiin keskituntiansio. Tuntimaarina kaytettiin varjaysohjeista saatuja aiko-

ja seka koneen kayttoon menevaa aikaa.

Kustannusarviosta johdetusta taulukosta kdy selkeasti ilmi se tosiasia, ettei Artisan-
varjaysautomaatti todennakoisesti pysty tuottamaan saastoa tai sita voittoa, joka laitteen hinnan
kuoletusta varten tarvitaan. Automaatin hintana on ilmoitettu 39 000 € ja esimerkiksi kuuden vuo-

den aikana tuottoa pitaisi tulla 6500 € vuodessa laskematta huolto- ja yllapitokuluja (Kuvio 19).

Erikoisvarjdysten kustannukset

18 9000
16 8000
14 7000
12 6000
10 5000
8 4000
6 3000
4 2000
2 1000
0 0
Verhoeff Giemsa PASM [ron Gomor
=== Artisan €/naytelasi 16 16 16 16 16
== Késinvarjays €/naytelasi 2,6 2,1 4,5 3,2 2,1
k=i Erotus € €13,40 €13,90 €11,50 €12,80 €13,90
e Artisan €/vuosi 3232 6832 5440 7152 8272
e Kdsinvarjdys €/vuosi 525 897 1530 1430 1086
===t Artisan €/naytelasi ==t Kasinvarjays €/ndytelasi k===d Erotus €
e Artisan €/vuosi e Kisinvarjdys €/vuosi

KUVIO 19. Erikoisvérjédysten kustannukset graafisesti esitettyné.
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Onnistuneiden varjaystulosten lisaksi menetelman taytyy olla myds taloudellisesti kannattava.
Artisan- varjaysautomaatin kayttoonottoa voidaan perustella varmasti laadullisilla syilla, silla laatu
on laboratoriotyoskentelyn seka tulosten tarkein kulmakivi, mutta taloudellisesti automaatin kaytto
oheisissa varjayksissa on arveluttavaa. Limittaisvarjaysta kayttaen kustannuksia saadaan toki
pienennettya, mutta silloin luonnollisesti naytelasien laatukin vaihtelee osan ollessa automaatilla
tuotettuja ja osan kasinvarjayksella. Limittaisyys kannattaa mahdollisesti sellaisissa tilanteissa,
joissa tulee paljon varjayksia tai on kiire. Koska Oulun yliopistollisen sairaalan patologian labora-
torioon tulevien erikoisvarjaysten maarat ovat hyvin vaihtelevia, ei ole jarkevaa siirtya Artisan-
varjaysautomaatin kayttdon niissa varjaysmenetelmissa, joissa naytelasimaarat jaavat niin pie-
niksi, ettd reagenssihavikkia syntyy jokaisella varjayskierroksella. Tama tarkoittaa kaytannossa
sitd, etta vaikka automaattia kayttaen naytelasien laatu olisi tasalaatuisempaa kuin kasinvarjayk-

sessa ei kustannussyista johtuen voida siirtya menetelméasté toiseen.
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8 JOHTOPAATOKSET

Tuloksellisina kvalitatiivisina johtopaatoksina voimme todeta, etta Artisan- varjaysautomaatti tuotti
laadullisesti keskimaarin kiitettavia histologisia varjaystuloksia, jotka tuovat varmuutta kliinisen
diagnoosin luomiseen. Artisan- varjaysautomaatin luomat vikatilanteet johtivat kuitenkin joissain
erikoisvarjayksissa ylivarjaytyvyyteen tai varin sakkautumiseen varjatyissa nayteleikkeissa. Kyse
oli automaatin varjaysohjelmien liian pitkistd saatoajoista tai liian puutteellisesta regressiivisesta
varjaysoperaatiosta. Johtopaatoksena voimme todeta Artisan- varjaysautomaatin tuottavan kui-
tenkin pienten saatdjen saattelemana optimaalisia varjaystuloksia ja automaation ollessa kysees-
sa on tyotekijoiden tybajan vapauttaminen vahintaankin huomattava. Erikoisvarjayksesta riippuen
naytteiden koneellinen kasittely ja varjays vie tyontekijoiden ja Artisan- varjaysautomaatin mu-
kaan keskimaarin kolme tuntia, mika kaikesta kontrolloivasta ja tarkkailevasta toiminnasta huoli-
matta vapauttaa tyoaikaa. Kustannustehokkuuden voimakkuus on Artisan- varjaysautomaattia
kaytettaessa selkeasti pienehkd manuaaliin menetelmaan verrattuna. Kustannukset ovat merkit-

tavasti korkeammat verrattuna kasinvarjayksen kustannuksiin (Liite 1).

Tulosten hyodynnettavyys riippuu paljon siita, halutaanko asiaa tarkastella laadun vai taloudelli-
suuden nakokulmasta. Laadullisesti Artisan- varjaysautomaatin kayttoonotto on perusteltua, mut-
ta taloudellisesti kasinvarjays voittaa tarkastelun suurimmassa osassa varjayksia. Tama johtuu
siita, ettd lasimaarien jaddessa vahaisiksi syntyy varjdysautomaattia kaytettdessa reagenssiha-
vikkia niin paljon, etta menetelma ei ole pitkalla aikavalilla kannattava. Bioanalytiikan opiskelijoina
koemme, ettd nimenomaan tasalaatuiset ja varjayksille asetetut kriteerit tayttavat naytteet ovat
diagnostiikkaa, sekd omaa ammattiylpeytta ajatellen ensiarvoisen tarkeitd. Tallainen laadun ja
kustannusten vastakkainasettelu tekeekin tulosten arvioinnista haastavaa. Lopullisen paatoksen
laadun ja kustannustehokkuuden yhtalon optimointiin ja siihen tarvittaviin toimenpiteisiin tekee

jokainen kliinisia histopatologisia naytteita kasitteleva taho itsenaisesti.
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9 POHDINTA

Opinnaytetyon tarkoituksena ja paalinjauksena oli pyrkia kehittdmaan bioanalytiikan alaa patolo-
gian osa-alueella. Projektin aikana teimme histologisia erikoisvarjayksia Artisan- varjaysautomaa-
tilla. Projekti toteutettiin tarkan aikataulun mukaisesti. Jokaiselle tyovaiheelle olimme asettaneet
tavoitteet seka laatineet suunnitelman, kuinka niihin paéstaan. Tavoitteenamme oli histologisten
erikoisvarjaysten oikeaoppinen suorittaminen, jotta saavuttaisimme laadukkaita ja vertailukelpoi-
sia tuloksia Artisan- varjaysautomaattia kayttden samalla analysoiden menetelman kustannuste-
hokkuutta (Liite 1).

Laboratoriotydskentelyn aloitimme Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratoriossa tam-
mikuun 2015 alussa. Opinnaytety6ta oli suunniteltu edellisesta syksysta lahtien, jolloin kdvimme
ensimmaisen kerran keskustelemassa aiheesta solubiologin ja apulaisosastonhoitajan kanssa,
jotka painottivat tallaisen kokeellisen menetelmamuutoksen tarkeytta. Valmistauduimme projektin
kaynnistymiseen perehtymalla erikoisvarjaysten teoriaan seka kertaamalla etta kasvattamalla
histologista ja histoteknista osaamistamme. Lisaksi luonnollisena osana projektiin kuului tutustu-
minen Artisan- varjaysautomaattiin (Liite 2). Valmistautumisen yhteydessa koemme oppineemme
runsaasti itse aiheesta, mutta myds tiedon analyyttisesta ja monimuotoisesta etsimisesta seka
julkaisujen kriittisesta lukemisesta. Taman lisaksi laadimme tietysti huolellisen tutkimussuunnitel-
man. Laboratoriotyoskentelyn alkaessa meilla olikin selked nakemys siita, miten aiomme projektin
toteuttaa. Osana suunnitelmaa valmistauduimme myds mahdollisiin ongelmatilanteisiin tekemalla
SWOT-analyysin.

Opinnaytetyon tekeminen oli mielenkiintoista ja haastavaa. Patologian ala opinnaytetyon toteut-
tamisen kohteena on sen kliinisen ja laadunhallinnallisen erilaisuuden vuoksi mielenkiintoinen.
Patologian laadullisuutta taytyy operationaalistaa erityisen paljon. Totesimmekin, etta laadunhal-
linnallisessa patologiassa on jouduttu tavallista monipuolisemmin selvittdmaan, miten kasitteita ja
asioita voidaan mitata. Olemme tyytyvaisia, ettd saimme toteuttaa nain monitahoisen projektin.
Monipuolisuutta siihen toi erityisesti laadun ja kustannustehokkuuden yhteensovitus. Koemmekin,
etta tama projekti valmisti meidan tulevaa ammattitaitoamme kehittamalla kykyamme nahda suu-
ret kokonaisuudet laboratoriotyon rakenteissa. Hahmotimme, kuinka paljon taloudelliset ja laa-
dunhallinnalliset ratkaisut vaikuttavat koko laboratorion toimintaan tyontekijoista lahtien kliinisiin
hoitotuloksiin saakka.
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Kaytanndn tyon organisoimiseen ja toteuttamiseen saimme neuvoja niin ohjaajilta, kuin myds
patologian henkilokunnalta. Myos patologian laboratoriotyotekijat olivat aina valmiita neuvomaan
meita ja monet olivat kiinnostuneita tydstdmme. Saimme heiltd tukea ja ohjeita pyytamattakin,
mika korosti yhteistyon merkitysta seka toi ammatillista vahvuutta ja uskoa oman oppimisen mo-
nitahoiseen kehittamiseen. Laboratoriotyoskentelyn eri vaiheissa saamamme apu osaston bio-
analyytikoilta toi nakokulmaa siihen, miten menetelmamuutos on vaikuttanut ja mahdollisesti tulee
vaikuttamaan patologian laboratorion tyontekijoiden jokapaivaisiin rutiineihin. Tyoskentely herétti
myos ajatuksia siita, mita kaikkea tallainen menetelmamuutos kaytannossa vaatii koko osastolta.
TyOskentelyn eri vaiheissa kuulimmekin henkilokunnan nakemyksia Artisan- varjaysautomaatista
seka siitd, miten he kokevat mahdollisen menetelmamuutoksen. Keskusteluista inspiroituneina
paatimme ottaa nimenomaan tyontekijoiden nakokulman aiheeksemme tyon alla olevaan artikke-
liin, jonka kirjoitamme tydmme tuloksista alan lehted varten. Kokonaisuutena projekti kehitti teki-
jéiden yhteistoiminnallista oppimista seka vuorovaikutustaitoja, joita tulemme tarvitsemaan tule-

vissa tyOyhteisoissa toimimisessa.

Kaytannon laboratoriotydskentely onnistui hyvin muutamia pienia takapakkeja lukuun ottamatta.
Laboratorioissa jo aiemmin tyoskennelleind osasimme kuitenkin varautua suunnitelmien muutok-
siin ja erilaisiin pulmiin, ja siten saimme tydomme suoritettua ongelmatilanteista huolimatta. Arti-
san- varjaysautomaattia oli vaivatonta kayttaa ja varjayskittien ohjeet olivat erittain selkeita. Sa-
malla opimme laboratorion toimintatavoista uusia asioita ja esimerkiksi kemialliset ainesosaluette-
lot, varjaysmenetelmat, jatehuolto ja turvallisuustekijat tulivat lahemmaksi kaytannon tietotaito-

amme.

Loppuvaiheessa onnistuimme vastaamaan tutkimuskysymyksiimme ja opinnaytety0 edistyi pitkalti
siind aikataulussa, jonka olimme sille asettaneet. Projekti toteutettiin konkreettisen suunnitelmalli-
sesti ja huolellisesti. Projektissa noudatimme oletettuja ja vaadittuja hyvia laboratoriotoimintaperi-
aatteita eli Good Laboratory Practice- periaatteita. Kaytannontyossa seka tulosten kasittelyssa
noudatimme huolellisuutta, tarkkuutta ja toiston tuomaa varmuutta. Histologisia naytteita koe-

ajoimme tarvittaessa monta kertaa optimaalisen lopputuloksen aikaansaamiseki.
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Tama kustannusarvio on toteutettu osana opinnaytetyota, jonka tilaa-
jana on Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratorio. Opin-
naytetyon aiheena oli Histologisten vdrjdysten laatu ja kustan-
nustehokkuus. Toimeksianto tuli erityistoiveena tilaajan puolelta ja
tama arvio onkin ldhinna suuntaa antava. Kustannusarvion tarkoitus
on tuoda yksi tarkastelukulma lisaa verrattaessa manuaalista ja auto-
matisoitua varjaysta. Tassa tapauksessa vertailevan tutkimuksen koh-

teena on Artisan-varjaysautomaatti.

Kustannusarvio on laskettu kayttamalla hintoja sekda maaria, jotka so-
lubiologi ja apulaisosastonhoitaja ovat meille toimittaneet. Arvio on
tehty laskemalla erikoisvarjaysten hinnat yhta naytelasia kohden seka

kasinvarjaykselle etta kayttaen Artisan-varjaysautomaattia.

Artisan- varjdyskittien hinnaksi ilmoitettiin 679 €/kpl. Tama luku on
jaettu 48:la, joka on kierrokselle mahtuva lasimaara. Lasien hintaan
on vield lisatty tyontekijakustannukset, jotka on laskettu keskipalkas-
ta johdettua keskituntiansiota kayttaen. Tuntimaarat perustuvat var-

jaysautomaatissa ohjelman kestoon per varjays.

Kasinvarjaysten hinnat laskettiin toimitetuista reagenssien hinnoista,
jotka jaettiin saataviin varjayseriin. Jokaisesta erdsta arvioitiin saata-
vaksi 10 lasia. Lasien hintoihin lisattiin viela tyontekijakustannukset,
jotka laskettiin samaa keskituntiansiota kayttaen, kuin Artisan-

varjaysautomaatin kustannuksissa. Tuntimaarina kaytettiin varjays-
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ohjeista saatuja aikoja. Verrattaessa nadita lukuja syntyy ohessa oleva

taulukko, jossa kuvataan hintaeroja naiden kahden menetelman valil-

1 seka yksittaishintoina ettd vuositasolla.

Erikoisvarjdysten kustannukset

18
16
14
12
10
8
6
4
2
| Verhoeff | Giemsa | PASM |  Iron
E===d Artisan €/naytelasi 16 16 16 16
== Kdsinvarjays €/naytelasi 2,6 2,1 4,5 3,2
b==d Erotus € €13,40 €13,90 €11,50 €12,80
e Artisan €/vuosi 3232 6832 5440 7152
== Kdsinvdrjdys €/vuosi 525 897 1530 1430
===l Artisan €/naytelasi == Kdsinvarjdys €/ndytelasi ks==d Erotus €

e Artisan €/vuosi

e Kisinvarjdys €/vuosi

Gomor
16
2,1

€13,90

8272
1086

Ylld olevassa taulukossa ndkyy erikoisvdrjdysten kustannukset graafi-

sesti esitettynd.
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Kustannusarviosta johdetusta taulukosta kay selkeasti ilmi se tosiasia,
ettei Artisan- varjdysautomaatti todenndakoisesti pysty tuottamaan
saastoa tai voittoa, joka laitteen hinnan kuoletusta varten tarvitaan.
Artisan- varjdysautomaatin hintana on ilmoitettu 39 ooo € ja esimer-
kiksi kuuden vuoden aikana tuottoa pitdisi tulla 6500€/vuosi laske-

matta_huolto- ja yllapitokuluja.

Artisan- varjadysautomaatin kayttoonottoa voidaan perustella varmasti
laadullisilla syilla ja laatu onkin laboratoriotyoskentelyn seka tulosten
tarkein kulmakivi, mutta taloudellisesti automaatin kaytté oheisissa

varjayksissa on arvelluttavaa.

Limittdisvarjaysta kayttden kustannuksia saadaan toki pienennettyad,
mutta silloin luonnollisesti naytelasien laatukin vaihtelee limittain
tehtavien varjaysten vuoksi. Limittaisyys kannattaakin mahdollisesti

sellaisissa tilanteissa, joissa tulee paljon varjayksia tai on kiire.
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LITE 2

()

Artisan- varjaysautomaatti

ArtisanLink Special Stainig System

Dako Artisan™ Link Special Staining System on ohjelmistokokonaisuus, jolla voidaan tuottaa
laadukkaita sytologisten ja patologisten mikroskooppisten kudosleikkeiden varjayksia in vitro-
diagnostiikkaa varten. Artisan- varjdysautomaatti on tarkoitettu ammattilaisten kayttoon patologi-
seen laboratorioon ja sopii erinomaisesti yksikdille, jotka tekevat erikoisvarjayksiin perustuvaa
diagnostiikkaa. (Dako 2015, viitattu 1.5.2015.)

Ominaisuudet
Dako Artisan Link- yksikko sisaltaa leikeprosessorin, tietokonejarjestelman ja tarratulostimen.
Leikeprosessori

Leikeprosessoriin mahtuu kerrallaan 50 reagenssipakkausta ja 48 varjattavaa naytelasia. Rea-
genssit, jotka on pakattu patentoituihin kayttdastioihin, takaavat tarkkuuden ja annostelun, jolla
saadaan aikaan optimaalinen varjaystulos. Artisan™ Clearing Solution- liuoksen ansiosta koko
varjaysprosessi, mukaan lukien lammitys ja parafiininpoisto, voidaan automatisoida. Tasta johtu-
en naytelasit voidaan ladata automaattiin suoraan mikrotomista eli heti leikkaamisen jalkeen.
(Dako 2015, viitattu 1.5.2015.)

Tietokone
Tietokoneeseen kuuluvat kosketusnayttdo seka nappaimistd kirjoitusta varten. Yhteen tietoko-
neyksikkdon voidaan liittdd yhteensa kolme leikeprosessoria tarvittaessa. Ohjelmistoon kuuluu

my0s 31 erilaista erikoisvarjaysta seka runsaasti immunohistokemiallisia varjayksia. (Dako 2015,
viitattu 1.5.2015.)
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Tarratulostin

Tarratulostimella naytelaseihin saadaan tulostettua koodatut tarrat, jotka kestavat voimakkaat
varjaysliuokset ja kuumat lampatilat. Koodatut tarrat pienentavat virhemarginaalia lisaten luotetta-
vuutta, standardointia ja nopeutta naytelasien kasittelyssa ja siten ne parantavat laboratorion
tuottavuutta. (Dako 2015, viitattu 1.5.2015.)

Special Stain System toimii yhdistettyna koko patologian laboratorioon

Artisan ™ Link Special Staining System- tietokonetta voidaan kayttaa kytkettyna jopa kolmeen
erilliseen varjaysautomaattiin. Se sisaltdéd myos stand-alone- jarjestelman. Se toimii joko yhden
tai verkotetun kokoonpanojarjestelman avulla l&hiverkossa (DakoLink ™ ohjelmisto) tai laborato-
rion tietojarjestelmassa (LIS). Jokaiselta tydasemalta on taysi kayttdoikeus tietokantaan, joka
sisaltad kaiken tarvittavan informaation seka naytelasien varjayshistorian. Ohjelmiston avulla voi
hallita ja valvoa kaikkia Dako Link- systeemiin yhdistettyja varjdysautomaatteja verkossa. (Dako
2015, viitattu 2015.)

Laboratorioprosessien yksinkertaistaminen ja tuottavuuden parantaminen

Reagenssit ovat suoraan pakkauksista kayttoonotettavia, mika yksinkertaistaa ja nopeuttaa var-
jaysprosessia. Jatteiden erottelu neljaan sailioon helpottaa uusien ja tiukempien turvallisuus- ja
riskienhallinnan vaatimusten noudattamista. Artisan ™ Link Special Staining System- laitesuun-
nittelussa pyrittin - parantamaan  tuottavuutta laboratoricissa ja laite sisaltadkin  2D-

matriisiteknologiaa reagenssien ja naytelasien lukua varten. (Dako 2015, viitattu 1.5.2015.)

Laitteiston tekniset tiedot

Mitat: korkeus 52 cm x syvyys 67 ¢cm x leveys 80 cm

Paino 68 kg

Naytekapasiteetti: 48 naytelasia per varjayskierros
Reagenssikapasiteetti: 50 / 100 testipakkausta

Bulk Fluid- kapasiteetti: kuusi 1 L pulloa

Reagenssijatteiden lajittelu: Kaksi 2 L pulloa, kaksi 4 L pulloa
lonivaihdettu vesi: 10 L sailio
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Yksittaisien naytelasien lampatilan saatd: Ympariston lampétila—> 65 ° C
Ympériston ldmpétila: 15-35 ° C 15-75% suhteellinen kosteus

Varastointi: 5-50 ° C 15-95% suhteellinen kosteus (ei tiivistymista)

Komponentit mukana Artisan ™ Link Special Staining System- laitteistossa:

Tietokone: All-in-one, ladkelaatuluokan kosketusnaytto tietokone, 2,2 GHz Intel® Core ™ 2 Duo
tai vastaava

Nayttd: 17 "litted LCD

Tulostin: HP Deskijet® tai vastaava

Liitannat ja kaapelit: Kaksi Ethernet-kaapelia, AC-johto

(Dako 2015, viitattu 1.5.2015.)

LAHTEET

Dako 2015. Products. Artisan Link Pro Special Staining System. Viitattu 1.5.2015.
http://www.dako.com/fi/ar41/p235760/prod_products.htm.
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