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GROCOTT- JA ZIEHL-NEELSEN-VARJAYKSIEN
TESTAUS ARTISAN LINK -
ERIKOISVARJAYSAUTOMAATILLA

Patologia on laaketieteen erikoisala, jossa tutkitaan solu- ja kudosmuutoksia.
Varjaysmenetelmien avulla saadaan nékyviin solujen ja kudosten rakenteet, jotka tutkitaan
mikroskooppisesti. Perusvarjayksien lisédksi tehddén erikoisvarjayksia, joilla saadaan
varmistettua tai tdydennettyd diagnoosia. Tassa opinnaytetyossa kasitelladn kahta
erikoisvarjaysta. Varjayksissa kaytetaan erilaisia terveydelle haitallisia tai vaarallisia kemikaaleja,
joille altistumista tulisi valttaa.

Opinnaytetyd tehtiin TYKS-SAPA-liikelaitoksen patologian palvelualueen laboratoriolle.
Tutkimuksen tarkoituksena oli testata, voidaanko sytologian laboratoriossa kasin tehtava Grocott-
varjays ja histologian laboratoriossa kasin tehtdva Ziehl-Neelsen-varjays siirtdd Artisan Link -
erikoisvarjaysautomaatille. Tavoitteena oli automaatioon siirtymisen myota helpottaa
tyontekijoiden tyotehtavia ja parantaa ty6turvallisuutta vahentamalla tyontekijoiden kontakteja
kasivarjayksissa kaytettavien terveydelle vaarallisten tai haitallisten kemikaalien kanssa.

Tutkimus toteutettin  kevaalla 2017 histologian laboratoriossa.  Grocott-varjayksen
naytemateriaalina oli bronkoalveolaariset lavaationaytteet (BAL) ja Ziehl-Neelsen-vérjayksen
naytemateriaali koostui keuhkokudosleikkeista. Molempia vérjayksia testattiin Artisan Link -
erikoisvarjaysautomaatilla kolmella eri ohjelmalla, jotta ldydettin parhaat inkubaatioajat ja
huuhtelujen lukumaaréat. Automaattivarjayksien laatua verrattiin lopuksi aikaisemmin tehtyihin
kasivarjayksiin.

Tutkimustulosten  perusteella  sytologinen  Grocott-varjdys toimi  Artisan  Link -
erikoisvarjaysautomaatilla ja se on tarkoituksena ottaa kayttoon kasivarjayksen tilalle TYKS-

SAPA-liikelaitoksen patologian palvelualueen laboratoriossa. Histologinen Ziehl-Neelsen-véarjays
ei ollut tarpeeksi luotettava automaattimenetelmalld, eika sitd viela oteta kayttdon laboratoriossa.
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TESTING OF GROCOTT- AND ZIEHL-NEELSEN
STAININGS WITH ARTISAN LINK SPECIAL
STAINING SYSTEM

Pathology is a medical specialty that studies cell and tissue changes. Different staining methods
are used to make the structure of cells and tissues visible and they are examined with a
microscope. In addition to the most common staining methods there are special staining methods
that are used to confirm and complete diagnosis. In this bachelor’s thesis two special staining
methods were tested. Some chemicals that are used in staining methods are harmful or
dangerous for human health and exposure for these chemicals should be avoided.

This thesis was made for service division of pathology of public utility Tyks-Sapa. The purpose of
this thesis was to test if it is possible to replace the cytological Grocott hand staining and
histological Ziehl-Neelsen hand staining with Artisan Link special staining system. The aim of this
thesis was to simplify the duties of the employees and to improve occupational safety by
decreasing contacts with harmful or dangerous chemicals that are used in hand staining methods.

The staining methods of this thesis were carried out in the spring of 2017 in histology laboratory.
The sample material of Grocott staining consisted of bronchoalveolar lavage samples (BAL) and
the sample material of Ziehl-Neelsen staining was lung tissue. Both stainings were tested with
Artisan Link special staining system with three different programmes so that the best incubation
times and amount of rinses were found. Finally, the quality of the automatic stainings were
compared with handmade stainings that were made earlier.

Based on the results of this thesis cytological Grocott staining was functional with Artisan Link
special staining system and this method will be introduced in the laboratory instead of hand

staining method. Histological Ziehl-Neelsen staining wasn'’t reliable enough with the automatic
method and won’t be introduced yet in the laboratory.
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1 JOHDANTO

Patologia on laéketieteen erikoisala, jossa kuvataan ja tunnistetaan sairauksia ja selvi-
tetédan niiden syita. Tama perustuu solu- ja kudosmuutosten tutkimiseen. Erilaisten var-
jaysmenetelmien avulla saadaan nékyviin solujen ja kudosten rakenteet, jotka tutkitaan
mikroskooppisesti. (Karttunen ym. 2005.) Solunaytteet varjatdan Papanicolaoun mene-
telmalla (Klemi & Stenback 2012a) ja kudosnaytteet varjataan yleisimmin hematoksyliini-
eosiini (HE) menetelmdlla. Liséksi voidaan tehda erikoisvarjayksia, joilla saadaan var-
mistettua tai tdydennettyd diagnoosia. (Makinen 2012a.) Tassa opinnaytetydssa testa-

taan Grocott- ja Ziehl Neelsen-erikoisvarjaykset Artisan Link -erikoisvarjaysautomaatilla.

Varjayksissa kaytetaan erilaisia kemikaaleja, joista lahes kaikki ovat haitallisia tervey-
delle (Kirjavainen 2013). Ty6turvallisuuden takaamiseksi kemikaaleille altistumista tulisi
valttdd (Tyoturvallisuuslaki 738/2002; Kemikaalilaki 599/2013). Grocott-kasivarjayk-
sessd kaytetddn haitalliseksi luokiteltuja kemikaaleja, kuten kromihappoa, hopeanitraat-
tia ja natriummetabisulfiittia, joista kromihappo aiheuttaa sydpaa hengitettyna (Hirsimaki
1999a). Ziehl-Neelsen-kasivarjayksessa kaytetdan myrkyllista fenolia ja haitallista light
green-variliuosta, jonka epadilldadn aiheuttavan sydpaa (Hirsimaki 1995). Varjaysauto-
maatin etuja ovat tyoturvallisuus, tasalaatuisuus ja tydtehtavien helpottaminen (Kirjavai-
nen 2013).

Taman opinnaytety6n tarkoituksena on testata, voidaanko kasivarjaykset Grocott ja
Ziehl-Neelsen siirtda Artisan Link -erikoisvarjaysautomaatille. Tutkimus tehdaan TYKS-
SAPA-liikelaitoksen patologian palvelualueen laboratoriolle. Tamé&n opinnaytetyon ta-
voitteena on automaatioon siirtyminen, koska se parantaa tyoturvallisuutta ja tasalaatui-

suutta, vahentaa inhimillisia virheité ja helpottaa tyontekijoiden tyotehtavia.
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2 PATOLOGIAN ERIKOISVARJAYKSIA

Patologia eli tautioppi muodostaa laéketieteen perustan, koska sitd kaytetddn taudin-
maarityksessa, tautien hoidossa, seurannassa ja ehkaisyssa. Patologian tarkoituksena
on kuvata ja tunnistaa tautien syita eli etiologisia tekijoita ja selvittdd miten taudit synty-
vat. Tama perustuu solujen ja kudosten makroskooppiseen ja mikroskooppiseen tutki-
miseen. (Karttunen 2005.) Solujen ja kudosten rakenteet saadaan nakyviin erilaisten var-
jaysmenetelmien avulla (Karttunen & Vuopala 2005). Patologian alueisiin kuuluu solu- ja

kudosoppi seka ruumiinavauspatologia (Karttunen 2005).

2.1 Sytologia

Sytologia eli soluoppi on solujen ja niiden rakenneosien tutkimista, joka tuli mahdolliseksi
mikroskoopin keksimisen myota 1600-luvulla (Koivuniemi & Stenbéck 1994). Mikro-
skooppinen tautidiagnostiikka alkoi kehittyd kuitenkin vasta 1800-luvulla. Vuonna 1917
George Nicolas Papanicolaou ja hanen tyotoverinsa aloittivat tutkimus- ja julkaisutoimin-
nan, jonka myota sytologian diagnostiikka sai perustan ja laajemman kliinisen merkityk-
sen. (Klemi & Stenback 2012b.) Sytologiasta tuli osa patologian diagnostiikkaa varsinai-
sesti 1960-luvulla (Kholova 2015).

2.1.1 Naytemateriaali ja diagnostiikka

Sytologian diagnostiset menetelmat ovat nopeita, yksinkertaisia ja taloudellisia (Koivu-
niemi & Stenback 1994; Klemi & Stenback 2012b). Sytologisia tutkimuksia kaytetaan
epdiltdessa kasvainta, varhaisdiagnostiikassa, seka potilaan hoidon seurannassa eri
hoitomenetelmien vaikutusta arvioitaessa. Sytologinen tutkimus on hyddyllinen myds,
jos koepalaa on vaikeaa tai mahdotonta ottaa komplikaatioiden vaaran tai teknisten syi-
den takia. Sytologisten tutkimuksen virheita voivat olla epdvarmat tulkinnat, vaarat ne-
gatiiviset ja vaarat positiiviset 16ydokset, jotka johtuvat tulkintavirheista tai -vaikeuksista.
Diagnostiikan onnistumiseen vaikuttavat naytteenotto, naytteen valmistus, seké sytolo-
gin ja esitarkastajan patevyys. Sytologisten tutkimusten hyoty on silti osoittautunut huo-
mattavaksi Kliinisessd mikroskooppisessa diagnostiikassa. (Koivuniemi & Stenback
1994))

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | llona Uotila ja Laura Valli



Kehon kaikkia pintoja peittaa kalvo, joka muodostuu pintasoluista. Ne kuluvat ja uusiu-
tuvat fysiologisesti jatkuvasti. Sytologisessa diagnostiikassa kaytetaan kullekin elimelle
tyypillisia soluja, jotka irtoavat eritteisiin itsestaan tai joita irrotetaan mekaanisesti kalvon
pinnalta. Pintasolut jaetaan muun muassa levy-, lierié- ja kuutioepiteeliin, seka valimuo-
toiseen epiteeliin, mesoteeliin ja endoteeliin. (Koivuniemi & Stenback 1994.) Soluja ir-
toaa enemman kasvaimista ja tulehtuneilta pinnoilta kuin terveilta pinnoilta, josta on hy6-

tya diagnosoinnissa (Karttunen & Vuopala 2005).

Sytologisia naytteita voidaan ottaa monella eri tapaa. Irtosolunaytteitéa otetaan esimer-
kiksi kohdunkaulasta, emattimesta, kohdun kaulaosasta, suuontelosta, yskoksista ja virt-
soista. Imunaytteita saadaan hengitysteiden ja ruuansulatuskanavan limakalvoilta tahys-
tyksen eli endoskopian avulla. Huuhtelunaytteité otetaan esimerkiksi ruoansulatuskana-
vasta, keuhkoputkista ja virtsateista. Huuhtelu voidaan tehda pelkalla letkulla tai tahys-
tyksessd, jonka hyodty on suunnata huuhtelu suoraan epailtyyn kohteeseen. Kaapimis-
naytteita ja harjairtosolunaytteita otetaan yleensé ruoansulatuskanavasta, suuontelosta,
kurkunp&astéd, keuhkoputkista ja kohdun kaulaosasta. Punktionaytteitd otetaan sisaeli-
mid ympardivistad onteloista, esimerkiksi perikardium-, abdominaali-, pleura- ja nivelon-
teloista, sekd myo6s patologisista onteloista kuten kystoista. Punktionaytteiden ottami-
seen kaytetddn neulaa tai ruiskua. Ohutneulabiopsiassa ohuella neulalla tai ruiskulla
imetddn solumateriaalia ja kudoksen kappaleita elimen tai kudoksen epailyttavasta muu-
toksesta. (Koivuniemi & Stenbéck 1994; Klemi & Stenbéck 2012c.)

Sytologian maligniteettidiagnoosi perustuu solumuutoksiin, joista tarkeimpia ovat tuma-
muutokset. Tumamuutoksia ovat esimerkiksi tumakoon vaihtelu, monitumaisuus ja kro-
matiinin rakenteen muutokset. Muutoksia voi ilmetd myos sytoplasmassa sen muodon
ja maaran vaihteluna. Lisaksi muutoksia voi esiintyd tuman ja sytoplasman suhteessa,
solun kypsymisessa eli differentaatiossa ja solujen valisessa koheesiossa. (Koivuniemi
& Stenback 1994.) Suomessa solundytteiden vastaamiseen kaytetaan yleensa Papa-
luokitusta (0-5) tai Bethesda jarjestelmaa. Jos luokka on korkea, tehd&an myos l6ydosta
selventava lausunto. Edustava néayte ja hyvét esitiedot ovat tarkeita lopputuloksen kan-
nalta. (Klemi & Stenback 2012d; Klemi & Stenbé&ck 2012e.)
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2.1.2 Bronkoalveolaarinen lavaationayte (BAL)

Bronkoalveolaarinen lavaationdyte (BAL) otetaan keuhkohuuhtelumenetelmalld, jolla
saadaan alemmista hengitysteistd solunaytteita ja eritteita, kuten proteiineja ja mikro-
beja. Menetelman etuina ovat helppous, alhainen komplikaatioiden riski, seké useat eri
analysointimahdollisuudet. (Taskinen 1994.) Onnistuneella BAL-naytteella voidaan
usein valttda keuhkobiopsia. Tavallisimpia tutkimusindikaatioita ovat keuhkosairaudet,
kuten keuhkosarkoidoosi, keuhkofibroosi ja erilaiset alveoliitit, seka infektioiden aiheut-
tajat kuten Pneumocystis jirovecii, sienet ja sytomegalovirus. BAL-naytteesta voidaan
my0s laskea asbestikappaleiden méaré keuhkoissa. (Hirsimaki 1999b.) Tassa opinnay-
tetydssa yhtend naytemateriaalina kaytetddn BAL-naytteita.

Huuhtelu tehdaan polikliinisesti tahystyksen yhteydessa ja hengitystiet puudutetaan pai-
kallisesti. Potilaan keuhkokudokseen ruiskutetaan 10x20 ml keittosuolaliuosta, joka ime-
taan takaisin jokaisen ruiskutuksen jalkeen. Lopulliseksi naytemaardksi saadaan
yleensa 100-150 ml ja se lahetetdan laboratorioon. (Taskinen 1994.) TYKS-SAPA-liike-
laitoksen patologian palvelualueen sytologian laboratoriossa fiksoimaton nayte kasitel-
l[&&n kahden tunnin sisalla naytteenotosta. Osa BAL-naytteesta fiksoidaan absoluutti-
sella etanolilla ja siita tehdaan Cyto-Tek-solusentrifugivalmisteet Papanicolaun (Papa)
varjaysta ja rautavarjaysta varten. Jaljelle jaanyt nayte suodatetaan sideharson lapi ja
esitarkastaja laskee siitd kokonaissolumaaran. Kokonaissolumaaran avulla valitaan oi-
kea naytemaara erikoisvarjayksien valmistukseen. Erikoisvarjayksista tehdaan aina
May-Grinwald-Giemsa (MGG) ja pyydettédessa Grocott ja Oil Red O (ORO) ja ne val-
mistetaan solusentrifuginaytteistd. Liséksi niistd voidaan tehdd immunohistokemiallisia

varjayksia. (Hirsimaki 1999b.)

2.1.3 Yleisimmat varjaykset

Sytologisten naytteiden fiksaatio riippuu naytetyypista ja ottamistavasta (Aho 2000).
Papa-nayte fiksoidaan valittdbmasti 95 % alkoholilla (Kauraniemi & Vuopala 1994) tai
suihkemuotoisella isopropyylialkoholilla ja polyetyleeniglykolilla. Muut solunaytteet fik-
soidaan 50-70 % etanolilla, jonka etuna on nopea fiksaatio ja naytteen hyva sailyvyys.
Jotkut naytteet ilmakuivataan myohempaa varjaysta varten. Yleisimmat sytologiset var-
jaykset ovat Papanicolaou (Papa) ja May-Grinwald-Giemsa (MGG). (Aho 2000.) Papa-

varjaysta kaytetdadn syopadiagnostiikassa, gynekologisissa sivelyvalmisteissa ja silla
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voidaan saada tietoa myos infektioista. Menetelman naytemateriaaleina ovat etanolilla
kiinnitetyt sively-, solusentrifugi- ja suodatinvalmisteet. Niiden varjadmisessa kaytetaan
tumavarina hematoksyliinia ja sytoplasmavareina ovat EA-50 (eosiiniatsuuri) ja OG-6
(orange-G-6-fosfovolframihappo). (Hirsiméki 1997.) MGG-varjays soveltuu kasvaindiag-
nostiikkaan, tulehdussolujen tyypitykseen, seka luuydin- ja imukudosdiagnostiikkaan.
Menetelmassa kaytetaan ilmakuivattuja sivelyja, seka Cytospin-solusentrifuugivalmis-
teita. Niiden varjadminen koostuu kahden eri menetelman yhdistelmasté ja vareina ovat

hapan eosiini, emaksinen metyleenisini ja atsuurivari. (Hirsiméki 2004.)

2.2 Histologia

Histologia eli kudosoppi on kudosten rakenteen ja toiminnan tutkimista
valomikroskoopilla. Histologian tutkiminen syntyi 1800- ja 1900-lukujen vaihteessa, kun
valomikroskoopit alkoivat kehittya ja tekniikat ohuiden leikkeiden valmistamiseen
syntyivat. Laboratoriovalineistét ovat kehittyneet viimeisten 20 vuoden aikana paljon.
Perusmenetelmét ovat kuitenkin pysyneet samoina. (Stevens & Lowe 2005; Makinen
2012b.)

2.2.1 Naytemateriaali ja diagnostiikka

Histologisia tutkimuksia kaytetaan hyvanlaatuisten kasvainten, rappeumasairauksien,
infektioiden, aineenvaihdunnan tautien ja muiden tulehdustautien toteamiseen ja luokit-
teluun, seka sydpadiagnostiikassa. Kudosnaytteet voivat olla hyvin erikokoisia, muuta-
masta millimetrista kymmeniin senttimetreihin. Naytteen kokoon vaikuttaa muutoksen
koko ja poistetun terveen kudoksen maara. (Karttunen & Vuopala 2005.) Diagnostiikan
onnistumiseen vaikuttavat naytteenotto, naytteen valmistaminen laboratoriossa ja pato-
login patevyys. Naytteenotossa on erityisen tarkedé saada edustava nayte ja kirjata esi-
tiedot tarkkaan ylos. Lahetetystéd materiaalista otetaan tutkimukseen yleensa vain pieni
osa mukaan, joten lahettavan lAdkarin on merkittava selkeasti, mitd osaa halutaan tutkia.
(Makinen 2012b.)

Vierekkain asettuneet solut ja soluvaliaine muodostavat kudoksia ja erilaiset kudokset
muodostavat yhdesséa suurempia toiminnallisia yksikoita eli elimia. Elimet voivat koostua
monista eri kudostyypeista ja niiden paatyypit ovat epiteeli-, tuki-, hermo- ja lihaskudos.

Epiteelikudosta on muun muassa iholla, limakalvoilla ja elimistdn vapailla pinnoilla. Sen
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tehtavana on esimerkiksi suojella kudoksia, ottaa vastaan aistiarsykkeita ja erittaa erilai-
sia aineita. Epiteeli luokitellaan sen rakenteen ja toiminnan mukaan muun muassa levy-
, kuutio- ja lieribepiteeliksi. Tukikudokseen kuuluu side-, rasva-, luu- ja rustokudos. Nii-
den tehtavana on kiinnittaa ja tukea elimistdn rakenteita. Hermokudos muodostuu varsi-
naisista hermosoluista ja gliasoluista eli hermotukisoluista. Hermokudos valittaa tietoa,
joka tapahtuu sahkéimpulssina hermosolusta toiseen synapsien ja valittdjaaineiden
avulla. Lihaskudos tuottaa supistumisen avulla liiketta ja lihaskudosta on kolmea eri lajia:

poikkijuovainen-, siled- ja sydanlihaskudos. (Arstila ym. 2006.)

Histologisia kudosnaytteita voidaan ottaa eri tavoin. Biopsioita eli ndytepaloja otetaan
muutosalueelta ja joskus myds alueelta, joka nayttaa normaalilta. Naytteet voivat olla
esimerkiksi ruokatorvi-, paksusuoli- tai maksabiopsioita, seka erityisosaamista vaativia
aivo-, lihas- ja hermobiopsioita. Biopsioilla pyritaan luokittelemaan muutos ennen suuria
operatiivisia leikkauksia. (Karttunen & Vuopala 2005.) Suuret operatiiviset naytteet ovat
elinten osia, kokonaisia elimia tai elinryhmid, jotka ovat poistettu kasvainten tai muiden
sairauksien takia. Pienet operatiiviset naytteet ovat paikallispuudutuksessa poistettuja
muutoksia, kuten luomia tai suurempia ihomuutoksia. (Makinen 2012b.) Naytteita ote-
taan myos kaapimalla esimerkiksi kohdunkaulasta ja kohdun limakalvolta (Karttunen &
Vuopala 2005). Histologisia naytteita ovat myos jaéleikkeet, joita tehdaan, kun tarvitaan
nopeaa diagnoosia kirurgisen operaation aikana. Naytteen diagnoosi voi vaikuttaa ope-
raation jatkotoimenpiteisiin. (M&kinen 2012b.)

Patologian laboratorioon tulleista l&hetteellisista naytteista tehdaan patologisanatominen
lausunto ja -diagnoosi (PAD), jonka ulkoasu vaihtelee eri laboratorioissa. Hyva lausunto
on selked ja antaa tarkan kuvauksen naytteesta. Pienten koepalojen lausunnossa tulee
mainita naytteen edustavuus ja koepalojen lukumaara. Suurten naytteiden lausunnossa
on loydoksen valokuvaus, sanallinen kuvailu, sek& merkinnat naytteenottokohdista. Kas-
vainmuutoksen lausunnossa tulee olla muutoksen edustavuus, kasvaintyyppi, kasvu-
tapa, hyvéan- tai pahanlaatuisuus, pahanlaatuisen kasvaimen erilaistumisaste, suhde ym-
paroéiviin kudoksiin, kasvaimen poistomarginaalit ja pohdinta. Patologisanatominen diag-
noosi sisaltdd kuvaavan topografia- ja morfologiakoodin, joiden my6téa diagnoosit ovat

yhdenmukaisia ja vertailtavissa eri laboratorioiden kesken. (Makinen 2012c.)
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2.2.2 Kudosleike

Suurin osa naytteista saapuu histologian laboratorioon formaliinissa, joka on néaytteen
sdilymisen varmistava fiksatiivi (Karttunen & Vuopala 2005). Osa naytteista saapuu jaa-
leike- ja tuorenaytteena, joiden kasittely poikkeaa fiksoiduista naytteista (Stahle 2013).
Jaaleike tehdaan Kiireellisissa tapauksissa, kuten kasvainta poistettaessa ja sen valmis-
tuminen kestéaéa noin 5-20 minuuttia (Karttunen & Vuopala 2005). Kudosnaytteen valmis-
tuminen kestaa vahintdan 3-5 vuorokautta sen saavuttua histologian laboratorioon.
Luuta ja kalkkiutunutta kudosta sisaltavat naytteet dekalsifioidaan ja niiden valmistumi-
nen kestdd kauemmin. Valmistumisen jalkeen nayte menee patologin arvioitavaksi. (M&-
kinen 2012a.)

Naytteen sisdan kirjaamisen yhteydessa naytteelle annetaan tunnistenumero, joka tu-
lostetaan lahetteeseen ja naytekasetteihin. Pienet biopsianaytteet siirretdan suoraan ka-
setteihin ja sita suuremmat naytteet pilkotaan ensin sopiviksi paloiksi. Kasetit asetetaan
kudoskuljetusautomaattiin. (Stahle 2013.) Kudoskuljetusautomaatissa tapahtuu kudos-
kuljetus, jossa poistetaan kudosten vesi ja rasva seké kiinnitetdan kudokset. Talla kasit-
telylla varmistetaan naytteiden sailyvyys ja kudosrakenteiden kovettuminen. Taman jal-
keen naytteet valetaan parafiiniin, joka mahdollistaa ohuiden leikkeiden leikkaamisen.
(Mé@kinen 2012a.) Tastad nayteblokista leikataan mikrotomilla 2-4 um:n paksuisia leik-
keitd, jotka siirretd&n puhtaalle objektilasille, suoristetaan ja kiinnitetdén +45 °C vesihau-
teessa, valutetaan hetki pystyasennossa ja kiinnitetaan +60 °C lampdlevylla 10-15 mi-
nuuttia. Taman jalkeen naytteet varjataan ja paallystetaan. (Stahle 2013.) Tassa opin-
naytetyossa yhtena ndytemateriaalina kaytetddn keuhkokudosta, josta on valmistettu

naytelasit edelld mainitulla tavalla.

2.2.3 Yleisimmat varjaykset

Hematoksyliini-eosiinivarjays (HE) on eniten kaytetty histologinen varjays, joka koostuu
hematoksyliinista ja eosiinista (Hirsimaki 1999c; Bancroft & Layton 2013). Tunnetuin yh-
distelm& HE-varjayksessad on Delafieldin hematoksyliini ja alkoholiliukoinen eosiini Y
(Naukkarinen 2000). Varjays on vesiliukoinen ja tuo hyvin esiin eri kudosrakenteet ja
erityisesti tumien sisarakenteen, jonka vuoksi sitd kaytetaan erityisesti syovan histopa-

tologisessa diagnostiikassa. Menetelmé varjaa kudosrakenteet niiden happamuuden ja
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emaksisyyden perusteella. Hematoksyliinin hapetustuote hemateiini varjaa tuman kro-
matiinin siniseksi. Eosiini varjaa sytoplasman ja sidekudossaikeet punaiseksi. (Hirsimaki
1999c; Bancroft & Layton 2013.) Varjaystulosta heikentaa lilan vahaiset vesihuuhtelut ja

jos Delafieldin hematoksyliiniliuosta ei suodateta ennen varjaysta (Hirsimaki 1999c).

2.3 Grocott-varjays

Grocott-varjaysta eli hopea-methenamiini-varjaysta kaytetddn Pneumocystis jiroveciin ja
sienten osoittamiseen (Hirsiméki 1999a). Hopeavarjaykset ovat tahan tarkoitukseen pa-
rempia kuin muut menetelmat, koska ne antavat hyvan kontrastin naytteen organismin
ja taustavarin vélille (Bales 2006). Hopeavarjaykset perustuvat hopeasuolan eli ho-
peanitriitin pelkistymiseen metalliseksi hopeaksi kudoskomponentteihin. Alkalisoimalla
hopealiuos tai nostamalla reaktiolampdétilaa voidaan lisata hopeasuolan tunkeutumista
kudokseen. Hopeasuolaa jaa tiiviisiin kudososiin kuten sienirihmoihin. (Naukkarinen
2000.)

Pneumocystis jirovecii on ennen tunnettu Pneumocystis cariniina ja se luokitellaan ny-
kyaan enemman sieneksi kuin alkuelaimeksi. Se aiheuttaa keuhkokuumetta varsinkin
immuunipuutteisilla potilailla ja onkin yksi AIDS -potilaiden vaarallisimpia infektioita.
Pneumocystis jiroveciita esiintyy I&hinn& keuhkoissa ja harvoin muissa kehon osissa ku-
ten suolistossa ja imusolmukkeissa. (Bartlett 2013.) Kypsét organismit muodostavat hal-
kaisijaltaan 4-6 um kokoisia kystia, jotka sisaltavat 5-8 pistemaista rakennetta. Kystan
puhjetessa ne vapautuvat ja muodostavat kypsyessdan uusia kystia. (Koss & Melamed
2006; Bartlett 2013.)

TYKS-SAPA-liikelaitoksen patologian palvelualueen laboratoriossa Grocott-varjays teh-
daan kasivarjayksena. Naytemateriaaleina ovat sytologiset bronkoalveolaariset lavaati-
onaytteet (BAL) ja histologiset parafiinileikkeet. Ennen varjaysta tehdaan esikasittely,
jossa fiksoimattomat naytteet fiksoidaan ja parafiinileikkeille suoritetaan parafiinin poisto.
Varjayksessa kromihappo hapettaa solu- tai kudosrakenteita aldehydeiksi ja edelleen
reagoimattomiksi ryhmiksi, jonka jalkeen kromihappo poistetaan natriumtiosulfaatilla.
Sienirihmoihin ja Pneumocystis jiroveciin saostuu hopeaa alkaalisessa methenamiini-
hopeanitraattiliuoksessa, jolloin ne varjaantyvat mustiksi. Vastavarjaykseen kaytetaan
eosiinia. Positiivisena kontrollina toimii histologinen sieni positiivinen leike. Sienirihmojen
ja Pneumocytis jiroveciin tunnistus tapahtuu rakenteen ja mustan vérin perusteella. (Hir-
siméki 1999a.)
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2.4 Ziehl-Neelsen-varjays

Ziehl-Neelsen menetelméd on mykobakteerivarjays, joka varjaa haponkestavat sauvat.
Varjaysta kaytetddn Mycobacterium tuberculosis -lajin osoittamiseen. (Hirsimaki 1995;
Pynninen 2013.) Muut mykobakteerit varjaytyvat epaluotettavammin, koska ne voivat
menettaa varia happo-alkoholikasittelyssa (Katila 2000). Ziehl-Neelsen-varjays perustuu
fenolifuksiinin tunkeutumiseen mykobakteerin rasvakapselin lapi ja ylimaaraisen vérin
poistamiseen suolahappo-etanolilla, kunnes varia on vain mykobakteereissa (Naukkari-
nen 2000).

Mykobakteereja tunnetaan yli 120 lajia, joista tarkein on Mycobacterium tuberculosis.
Muita tarkeita mykobakteereita ovat M. avium, M. intracellulare, M. fortuitum, M. lentifla-
vum ja M. leprae. (THL 2015a.) Mykobakteerit ovat suoria tai hieman kaarevia, liilkku-
mattomia ja itibttdbmia sauvoja, joiden haponkestavyys perustuu niiden soluseinan suu-
reen rasvapitoisuuteen. Mycobacterium tuberculosis -bakteeri aiheuttaa tuberkuloosia,
joka on maailmanlaajuisesti tarkeimpia infektiotauteja. (Liippo, Soini & Vasankari 2010.)
Tavallisin muoto on keuhkotuberkuloosi, mutta tautia voi ilmetéd myds muissa elimissa.
Oireita ovat esimerkiksi pitkittynyt yska, yleiskunnon heikkeneminen ja limaiset yskokset.
(THL 2015b.)

TYKS-SAPA-liikelaitoksen patologian palvelualueen laboratoriossa Ziehl-Neelsen-var-
jays tehdaan kasivarjayksena. Naytteena ovat histologiset parafiinileikkeet, joille suori-
tetaan parafiinin poisto ennen varjaysta. Varjayksessa kaytetaan lampdokasiteltya karbo-
lifuksiinia, jonka fenoli ja alkoholi auttavat fuksiinia tunkeutumaan bakteereihin. Lampo6-
kasittely +37 °C:ssa tehostaa varin paasya bakteerin lipidikalvon lapi. Punainen vari pois-
tetaan suolahappo-alkoholilla muista rakenteista ja tausta varjataan light green-variliu-
oksella. Kaikkiin varjayksiin otetaan mukaan parafiinileikkeesta tehty kontrollilasi. Var-
jayksessa haponkestavat sauvat varjaytyvat punaiseksi ja tausta vihreaksi. (Hirsimaki
1995.)

2.5 Tydturvallisuus

Tyo6turvallisuuslaki on saadetty takaamaan ty6turvallisuus. Lailla turvataan ja yllapide-
taan tyontekijoiden tyokykya parantamalla tydolosuhteita ja tyoymparistda. Tyoturvalli-

suuslailla myds ennalta ehkaistaéan ja torjutaan tyGtapaturmia, ammattitauteja ja muita
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tydsta ja tydymparistdsta johtuvia tydntekijdiden terveyshaittoja. Tydnantajalla ja tydnte-
kijalla on yleisia velvollisuuksia. Tybnantajan pitda huolehtia muun muassa tyontekijoi-
den terveydesta ja turvallisuudesta tydssa, seka ottaa kaikki niihin vaikuttavat tekijat huo-
mioon. Tydntekijan pitdd noudattaa tarvittavaa jarjestysta, huolellisuutta, varovaisuutta
ja siisteytta tyonsa ja tydolosuhteiden turvallisuuden ja terveellisyyden yllapitamiseksi,
sekad noudattaa tydnantajan maarayksia ja ohjeita. Tyoturvallisuuslain mukaan turvalli-
suudelle tai terveydelle haittaa tai vaaraa aiheuttavien kemiallisten tekijéiden altistusta
on rajoitettava niin vahaiseksi, ettei se aiheuta haittaa tai vaaraa tyontekijan terveydelle,
turvallisuudelle tai lisd&ntymisterveydelle. (Tyoturvallisuuslaki 2002/738.)

Kemikaalilaki on sdadetty suojelemaan terveytta ja ymparistdoa kemikaalien aiheuttamilta
vaaroilta ja haitoilta. Niitéa ehkaistdan noudattamalla huolellisuutta ja varovaisuutta kemi-
kaalin ominaisuuksien mukaan, seké valitsemalla vahiten vaaraa aiheuttava kemikaali
tai menetelma. (Kemikaalilaki 2013/599.) Vaaralliseksi luokitelluista aineista, seoksista
ja luokittelemattomista seoksista on laadittu kayttoturvallisuustiedote, josta saadaan tie-
toa aineen tai seoksen riskeista, ominaisuuksista ja turvallisesta kaytosta (Tukes 2016).
Tassa opinnaytetydssa tehtavien varjayksien vaaroja ovat kemialliset tekijat ja tydssa
kaytettavat vaaralliset aineet. Niille altistuminen tulisi rajoittaa mahdollisimman va-

haiseksi.

TYKS-SAPA-liikelaitoksen patologian palvelualueen sytologian laboratoriossa késin teh-
tavassa Grocott-varjayksessa kaytetaan terveydelle vaarallisia tai haitallisia aineita, ku-
ten kromi VI oksidia, hopeanitraattia ja natriummetabisulfiittia (Hirsiméki 1999a). Kromi
VI oksidi on erittéain myrkyllinen, syovyttava ja hapettava jauhe, joka hengitettyna aiheut-
taa syopasairauden vaaraa (Hirsimaki 1999a; Merck Millipore 2015a). Natriummetabisul-
fiitti on haitallinen aine, joka arsyttaa hengityselimia, sek& vaurioittaa vakavasti silmia
(Hirsiméki 1999a; Merck Millipore 2016a). Hopeanitraatti on voimakkaasti hapettava
aine, ihoa syovyttava ja silmia vaurioittava. Kuumennettaessa hopeanitraatista vapautuu

myrkyllisia typen oksideja. (Hirsiméki 1999a; Merck Millipore 2016b.)

TYKS-SAPA-liikelaitoksen patologian palvelualueen histologian laboratoriossa kasin
tehtavassa Ziehl-Neelsen-varjayksessa terveydelle vaarallisia tai haitallisia aineita ovat
light green-vériliuos, fenoli, suolahappo (HCI) ja etikkahappo. Light green on haitallinen
aine ja sen epaillaan aiheuttavan syopaa. Fuksiinia sisaltdva karbolifuksiiniliuos ja light
green-variliuos kerataan erilliseen astiaan varjayksen jalkeen ja havitetddn ongelmaja-

telaitoksella. (Hirsiméki 1995.) Fenoli vaurioittaa vakavasti silmid, &rsyttda ihoa ja on
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vaarallinen ymparisttlle (Merck Millipore 2015b). Suolahappo on syévyttavaa ja ihoa ar-
syttavaa (Merck Millipore 2015c). Etikkahappo syttyy helposti, syovyttad, seké aiheuttaa

iho- ja silméavaurioita (Merck Millipore 2010).

Seka Grocott- etta Ziehl-Neelsen-varjayksessa kaytetaan ksyleenia, joka on helposti syt-
tyvaa, arsyttaa ihoa ja on erittdin vaarallista hengitettyna ja nieltyna. Pitkittynyt tai tois-
tuva altistus voi vahingoittaa sisaelimia. Ksyleenia ei saa paastaa viemariin ja sen hen-
gittamista ja muuta sille altistumista tulee valttaa. (Merck Millipore 2016c.) Haitallisilta
kemikaaleilta suojaudutaan kayttamalla suojakasineita ja kasittelemalla kemikaaleja ve-
tokaapissa (Hirsiméki 1995; Hirsimaki 1999a).

2.6 Artisan Link -erikoisvarjaysautomaatti

Artisan Link -erikoisvarjaysautomaatti on suunniteltu erikoisvarjayksien laadukkaaseen
varjaamiseen. Varjaysautomaatin jarjestelmaan kuuluu nayteprosessori, tietokone, tu-
lostin ja kayttovalmiit Artisan Link -reagenssit. Varjaysautomaattiin mahtuu 48 naytelasia
ja 50 reagenssia. Naytelaseja voidaan lammittdd huoneenlammdstad 65 °C:een. Rea-
genssit ovat kaseteissa, jotka annostelevat naytelasille tarkasti oikean maéaran reagens-
sia. Reagenssit sdilytetddn ohjeen mukaan ja niiden tulee olla huoneenlampddon lam-
menneitd ennen ajon aloittamista. (Agilent 2017a; Agilent 2017b.) Reagenssien vaara
sdilytys saattaa aiheuttaa saostumista ja kemiallista hajoamista (Dako 2011). Viivakoo-
dinlukija lukee reagenssien ja naytteiden viivakoodit, mika lisda laitteen luotettavuutta,
vahentaa virheitd ja nopeuttaa naytteiden varjaysta (Agilent 2017a; Agilent 2017b). Vii-
vakooditunnistuksen jalkeen naytteet kulkeutuvat annostelijalle ja levitys/sekoituspis-
teelle. Taman jalkeen ne siirtyvat imupisteelle, jossa kaytetyt reagenssit imetaan pois.
Kaytetyt reagenssit jaotellaan haitallisuuden perusteella orgaanisiin liuottimiin, happoi-
hin, haitallisiin kemikaaleihin ja vesiliukoisiin jatteisiin. Talla jaottelulla minimoidaan jat-

teen tuotto. (Dako 2011.) Artisan Link -erikoisvarjaysautomaatti on esitetty kuvassa 1.

Artisan Link -varjayskitteja on yhteensa 31 ja ne ovat kayttovalmiita eli niita ei liuoteta tai
laimenneta (Agilent 2017c¢). Varjayskitit ovat 50 tai 100 testin suuruisia (Agilent 2017a).
Grocott’'s Methenamine Silver Eosin Stain -kittid kaytetddn Pneumocystis jiroveciin ja
sienien osoittamiseen. Kontrollina voidaan kayttdd Aspergillusta, Candidaa tai Pneumo-
cystista sisaltdvad kudosnaytetta. Varjayksesséa Pneumocystis ja sienet varjaytyvat mus-
taksi ja tausta vaaleanpunaiseksi. Acid-Fast Bacteria Stain -kitilla osoitetaan haponkes-

tavat sauvabakteerit, jotka kuuluvat mykobakteerien sukuun. Kontrollina voidaan kayttaa
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haponkestavilla sauvoilla infektoitunutta kudosta. Varjayksessa haponkestavat sauvat
varjaytyvat punaisen eri savyilla ja tausta vaaleansiniseksi. (Agilent 2017d.) Tassa opin-
naytetydssa kaytettavat kitit ovat Grocott's Methenamine Silver Eosin Stain Kit eli Gro-

cott-varjayskitti, seka Acid-Fast Bacteria Stain Kit eli Ziehl-Neelsen-varjayskitti.

Kuva 1. Artisan Link -erikoisvarjaysautomaatti (Agilent 2017a).

Varjaysautomaatilla on monia eri ominaisuuksia, jotka lisdavat tyoturvallisuutta ja tasa-
laatuisuutta, sekd helpottavat tyontekijoiden tyotehtavid (Shelton 2010; Kirjavainen
2013). Melkein kaikkiin erikoisvarjayksiin on olemassa kayttdvalmiita reagensseja ja Kit-
tejd. Reagensseja voi valmistaa myds kasin laboratoriossa, mutta se vie aikaa, lisaa vir-
helahteita ja altistaa tyontekijan reagenssien haitallisille kemikaaleille. Erikoisvérjaysau-
tomaatin kayttovalmiit reagenssit ja suljetut jateastiat vahentavat kemikaalialtistusta,
mika lisdé tyoturvallisuutta. Kéasin tehtavat varjaykset sitovat enemman tyévoimaa kuin
varjaysautomaatilla tehtavat varjaykset. Erikoisvarjaysautomaatin varjaysohjelmien joi-
takin parametreja on mahdollista muuttaa laboratorion ja patologin tottumusten mu-

kaiseksi. (Kirjavainen 2013.)
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA
TUTKIMUSTEHTAVAT

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on testata, voidaanko sytologian laboratoriossa ka-
sin tehtava Grocott-varjays ja histologian laboratoriossa kasin tehtava Ziehl-Neelsen-
varjays siirtaa Artisan Link -erikoisvarjaysautomaatille. Tutkimus tehdaan TYKS-SAPA-
likelaitoksen patologian palvelualueen laboratoriolle. Tavoitteena on automaatioon siir-
tymisen myo6ta helpottaa tydntekijoiden tydtehtavia ja parantaa tyoturvallisuutta vahen-
tamalla tyontekijoiden kontakteja Grocott- ja Ziehl-Neelsen-kasivarjayksissa kaytettavien

terveydelle vaarallisten tai haitallisten kemikaalien kanssa.

Tutkimustehtavana on varjata Grocott- ja Ziehl-Neelsen-menetelmilla naytteita Artisan
Link -erikoisvarjaysautomaatilla. Varjaysautomaatilla testataan varjdysmenetelmia eri
parametreilla, jotta varjayksille I6ydetaan parhaat inkubaatioajat ja huuhtelujen lukumaa-
rat. Automaattivarjayksien laatua verrataan lopuksi aikaisemmin tehtyihin kasivarjayksiin

ja paatetaéan, voidaanko automaatioon siirtya.
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4 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

Opinnaytety6n suunnitelman tekeminen ja lahteiden hankkiminen aloitettiin lokakuussa
2016. Opinnaytetyon tutkimuslupa haettiin Turku Clinical Research Centre -tutkimuskes-
kuksesta joulukuussa 2016. Tutkimuslupa on esitetty liitteessa 1. Tutkimuksessa kus-

tannuksia aiheuttivat varjayskitit, jotka toimeksiantaja maksoi.

Opinnaytetydn kaytannon toteutus suoritettiin kevaalla 2017 TYKS-SAPA-liikelaitoksen
patologian palvelualueen histologian laboratoriossa. Tutkimuksessa kaytettiin jo aikai-
semmin diagnosoituja positiivisia ja negatiivisia naytteitd. Grocott-varjaykseen saatiin
naytteita vanhoista ylijaaneista BAL-naytelaseista. Ziehl-Neelsen-varjayksen kudosnayt-
teet hankittiin kevaalla 2017 arkistoista histologian laboratorion toimesta. Varjattyja nay-

telaseja arvioitiin yhdessa solubiologin ja patologin kanssa.

4.1 Grocott-varjayksen kaytannon toteutus

Grocott-varjayksen tutkimusaineisto koostui seitsemasta eri naytteesta, joista kolme ol
positiivisia ja nelja negatiivisia. Naytteet on esitetty taulukossa 1. BAL-naytteet esikasi-
teltiin ja niistd valmistettiin naytelasit Cytospin-solusentrifuugilla sytologian laboratorion
toimesta laatukasikirjan tydohjeiden mukaisesti. Naytelasit olivat jaaneet yli aikaisemmin
tehdyistd ja diagnosoiduista Grocott-kasivarjayksista. Poikkeuksena oli nayte 2, jota sai-
lytettiin jAdkaapissa tuoreena puolitoista vuotta ennen Cytospin-solusentrifuugivalmis-
teen tekemista. Jokaisesta positiivisesta BAL-naytteesta oli useampia naytelaseja, joita
kaytettiin eri varjaysohjelmien testauksessa. Grocott-varjayksessa kontrollina toimi nayte
3, joka oli positiivinen histologinen nayte. Siité leikattiin useammalle naytelasille 4 pm:n
paksuisia leikkeita liukumikrotomilla, jonka jalkeen ne kiinnitettiin lampdlevylla 15 minuut-
tia. Ennen varsinaisia varjayksia BAL-naytelasit fiksoitiin laatukasikirjan tydohjeen mu-
kaisesti. Ne olivat ensin viisi minuuttia 96 % alkoholissa, jonka jalkeen ne huuhdeltiin 70
% alkoholilla ja tislatulla vedelld. BAL-naytelaseja seisotettiin vield viisi minuuttia
Washing Solution-liuoksessa erikoisvarjaysautomaatin valmistajan suosituksen mu-

kaan.
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Taulukko 1. Grocott-varjayksen naytteet.

Nayte Tyyppi Negatiivinen / Positiivinen
1 BAL pos.
2 BAL pos.
3 kontrolli, keuhko pos.
4 BAL neg.
5 BAL neg.
6 BAL neg.
7 BAL neg.

Ennen varjayksien aloittamista varjaysautomaatille tehtiin tarvittavat toimenpiteet. Jaa-
kaapissa séilytettavat reagenssit otettiin huoneenlampdon tuntia ennen varjayksien aloit-
tamista ja laitettiin sitten varjaysautomaattiin. Naytelaseille tulostettiin tarrat tunnista-
mista varten ja ne asetettiin rajaajan kanssa paikoilleen. Grocott-varjayksen ohjelmat on
esitetty taulukossa 2. Ensin testattiin 1. ohjelma, joka oli varjaysautomaatissa valmiina
oleva ohjelma Grocott-varjaykselle. Naytteet 1-5 testattiin talla ohjelmalla. Naytteita in-
kuboitiin methenamiini-hopeanitraattiliuoksessa 630 sekuntia ja taustavarina kaytetyssa

eosiinissa 60 sekuntia. Tarkka kuvaus 1. ohjelmasta on esitetty liitteessa 2.

Ohjelmia tehtiin viel& kaksi lisaa, koska haluttiin lisata taustavarin vahvuutta. Met-
henamiini-nitraattiliuoksen inkubaatioaikaa eika reaktiolampdtiloja muutettu. Naytteet 1
ja 2 testattiin 2. ohjelmalla, jossa eosiinin inkubaatioaika oli 90 sekuntia. Tarkka kuvaus
2. ohjelmasta on esitetty litteessa 3. Taustavaria haluttiin viela voimakkaammaksi, joten
3. ohjelmaan eosiinin inkubaatioajaksi asetettiin 120 sekuntia. Talla ohjelmalla testattiin

naytteet 1-3 ja 6-7. Tarkka kuvaus 3. ohjelmasta on esitetty liitteessa 4.

Taulukko 2. Grocott-varjayksen ohjelmien inkubaatioajat.

1. ohjelma 2. ohjelma 3. ohjelma
Methenamiini-ho-
. » 630s 630s 630s
peanitraattiliuos
Eosiini 60s 90s 120s
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Varjayksien jalkeen naytelasit olivat ksyleenissa vahintdan 10 minuuttia, jonka jalkeen
ne paallystettiin. Varjaystuloksia arvioitiin mikroskoopilla yhdessa solubiologin ja patolo-
gin kanssa. Ohjelmista parhaimmaksi valittiin 3. ohjelma, jossa methenamiini-hopeanit-
raattiliuoksen inkubaatioaika oli 630 sekuntia ja taustavarin eli eosiinin inkubaatioaikaa
oli pidennetty 60 sekunnista 120 sekuntiin. 3. ohjelmalla testatut naytteet koostuivat kah-
desta positiivisesta ja kahdesta negatiivisesta BAL-naytteesta, seké positiivisesta histo-

logisesta kontrollinaytteesta.

4.2 Ziehl-Neelsen-varjayksen kaytannon toteutus

Ziehl-Neelsen-varjayksen tutkimusaineisto koostui kahdeksasta eri naytteesta, joista
viisi oli positiivisia ja kolme negatiivisia. Kaikki kolme negatiivista naytetta kiinnitettiin sa-
malle naytelasille, joka toimii naytteenad 6. Naytteet on esitetty taulukossa 3. Histologian
laboratorion toimesta arkistoista keréattiin nayteblokit, jotka oli valmistettu laatuk&sikirjan
tydohjeen mukaan. Naytteet oli diagnosoitu aikaisemmin Ziehl-Neelsen-kéasivarjayksista.
Kaikista kahdeksasta nayteblokista leikattiin liuku- ja rotaatiomikrotomilla 4 pm:n paksui-
sia leikkeitd useammalle naytelaseille, jotta niilla voitiin testata useampia eri véarjaysoh-
jelmia. Jokaiselle naytelasille leikattin myds positiivinen kontrolli. Naytteet kiinnitettiin

[Ampdlevylla 15 minuuttia.

Taulukko 3. Ziehl-Neelsen-varjayksen naytteet.

Nayte Kudos Negatiivisuus / Positiivisuus
1 kontrolli pos.
2 keuhko pos.
3 keuhko pos.
4 keuhko pos.
5 obduktio, keuhko pos.
6 keuhko neg.

Ennen varjayksien aloittamista erikoisvarjaysautomaatille tehtiin tarvittavat toimenpiteet.
Jaakaapissa sdilytettavat reagenssit otettiin huoneenlampdéon tuntia ennen varjayksien
aloittamista ja laitettiin sitten varjaysautomaattiin. Naytelaseille tulostettiin tarrat tunnis-
tamista varten ja ne asetettiin rajaajan kanssa paikoilleen. Ziehl-Neelsen-varjayksen oh-

jelmat on esitetty taulukossa 4. Ensin testattiin 1. ohjelma, joka oli varjdysautomaatissa
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valmiina oleva ohjelma Ziehl-Neelsen-varjaykselle. Naytteet 1-6 varjattiin talla ohjel-
malla. Naytteitd inkuboitiin 600 sekuntia karbolifuksiinissa, 60 sekuntia suolahappo-al-
koholissa ja metyleenisinin huuhteluja oli viisi kappaletta. Nayte 5 lahti osittain irti, joten

se varjattiin uudelleen. Tarkka kuvaus 1. ohjelmasta on esitetty liitteessa 5.

Ohjelmia tehtiin viela kaksi lisda, koska haluttiin vaalentaa taustavaria eli metyleenisinia
ja vahvistaa bakteerien varjaytymista karbolifuksiinilla. Karbolifuksiinin inkubaatioaikaa
eika reaktiolampétiloja muutettu. Naytteet 1-6 testattiin 2. ohjelmalla, jossa naytteet in-
kuboitiin suolahappo-alkoholissa 60 sekuntia ja metyleenisinin huuhtelujen maarat nos-
tettiin viidesta kuuteen, koska taustavaria haluttiin vaalentaa. Tarkka kuvaus 2. ohjel-
masta on esitetty liitteessa 6. Naytteet 1-4 ja 6 testattiin 3. ohjelmalla, jossa metyleenisi-
nin huuhtelujen maara pysyi viidessa ja naytteiden inkubaatio suolahappo-alkoholissa
laskettiin 60 sekunnista nollaan sekuntiin, koska bakteerien varjaytymista haluttiin vah-

vistaa. Tarkka kuvaus 3. ohjelmasta on esitetty liitteessa 7.

Taulukko 4. Ziehl-Neelsen-varjayksen ohjelmien inkubaatioajat ja huuhtelujen lukumaa-
rat.

1. ohjelma 2. ohjelma 3. ohjelma
Karbolifuksiini 600s 600s 600s
Suolahappo-alkoholi 60s 60s Os
Metyleenisinin huuhtelu-
. 5 6 5
jen lukumaaréat

Varjayksien jalkeen naytelasit olivat ksyleenissa vahintdan 10 minuuttia, jonka jalkeen
ne paallystettiin. Varjaystuloksia arvioitiin mikroskoopilla yhdessa solubiologin ja patolo-
gin kanssa. Ziehl-Neelsen-varjayksen osalta testauksia pitda viela jatkaa, ennen kuin se

voidaan ottaa kayttdon laboratoriossa kasivarjayksen tilalle.
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4.3 Opinnaytetydn metodologiset lahtékohdat

Kvantitatiivisen eli maarallisen tutkimusmenetelman tarkoituksena on selittda, kuvata,
kartoittaa, vertailla tai ennustaa luonnonilmioita tai ihmisia koskevia asioita tai ominai-
suuksia. Maarallisessa tutkimuksessa mittaamisessa hyddynnetdén teoriaa, esitetdan
hypoteesi, seka l6ydetaan ja selitetdén asioiden syy-seuraus-suhde. (Vilkka 2007.) Tut-
kimus perustuu positivismiin, jossa tieto saadaan aistihavaintojen ja loogisen paattelyn
avulla. Kasitteiden maarittelylla pyritddn hahmottamaan asioita teoreettisella tasolla.
(Hirsjarvi ym. 2009; Aira & Seppa 2010.) Kvantitatiivisessa tutkimuksessa keskeisena
osana maaritelladn perusjoukko, josta valitaan otos tietylla otantamenetelmalla. Otos
edustaa perusjoukkoa, johon tulokset halutaan yleistaa. (Vilkka 2007; Kankkunen & Veh-
vildinen-Julkunen 2013.) Koehenkiltt valitaan tarkasti ja havaintoaineisto on maarallista
eli numeerisesti mitattavissa. Tutkimustulokset havainnollistetaan tilastomatemaattisina
lukuina. (Hirsjarvi ym. 2009; Aira & Seppéa 2010.)

Taman opinnaytetyon tutkimusmenetelma on kvantitatiivinen. Tutkimuksessa kaytettiin
menetelman tyypillisia piirteitd, kuten hypoteesin esittamistd, kasitteiden maarittelya ja
havaintoaineiston tarkkaa valitsemista. Hypoteesi eli olettamus oli, etta erikoisvarjaykset
toimivat Artisan Link -erikoisvarjaysautomaatilla. Varjayksiin valittiin arkistoista positiivi-
sia ja negatiivisia naytteita, jotka edustivat tutkimuksen varjayksien onnistumista. Var-

jaystuloksia arvioitiin visuaalisten aistihavaintojen avulla.

4.4 Opinnaytetydn eettisten nakokohtien tarkastelu

Tutkimus pitaa tehda hyvan tieteellisen kaytannén mukaisesti, jotta tutkimus on eettisesti
hyvaksyttava, uskottava ja luotettava (Launis 2007). Hyvéassa tieteellisessa kaytanndossa
tiedonhankinta-, tutkimus-, raportointi- ja arviointimenetelmien tulee olla tieteellisesti ja
eettisesti kestavia. Siina noudatetaan myds tiedeyhteistn toimintatapoja ja viitataan asi-
anmukaisesti muiden tutkijoiden toihin ja saavutuksiin. Tarkeita toimintatapoja ovat re-
hellisyys, huolellisuus ja tarkkuus tutkimusty®ssa ja tutkimustulosten tulkinnassa. (Leino-
Kilpi 2009; Vilkka 2015; Vuorio 2015.) Hyva tieteellinen kayt&antt luo pohjan tieteelliselle
tutkimukselle (Vuorio 2015).

Jos tutkimuksessa kasitellaan henkilotietoja, on noudatettava vaitiolovelvollisuutta ja tie-

tosuojaa (Henkilotietolaki 523/1999). Plagiointi, anastaminen ja havaintojen vaaristely
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ovat hyvan tieteellisen kaytadnnon vastaista (Clarkeburn & Mustajoki 2007; Vuorio 2015).
Jos tutkimuksessa kaytetdan ihmisia, tutkittavien itsemaaraamisoikeus ja ihmisarvon
kunnioitus turvataan tutkittavien vapaaehtoisella suostumuksella. Tama edellyttaa, etta
tutkittava saa tarpeeksi ymmarrettavaa tietoa tutkimuksesta. (Kankkunen & Vehvildinen-
Julkunen 2013; Keranen ym. 2015.) Tutkittavalla on oikeus kieltaytya tutkimuksesta tai

keskeyttaa osallistumisensa (Kankkunen & Vehvildainen-Julkunen 2013; Vilkka 2007).

Tama opinnaytetyd tehtiin hyvan tieteellisen kaytannén mukaisesti. Siina noudatettiin
vaitiolovelvollisuutta ja tietosuojaa. Kaikki vaiheet tehtiin huolellisesti, rehellisesti ja tar-
kasti. Tutkimuksessa ei plagioitu tai anastettu ja kirjallisuuslahteisiin viitattiin asianmu-
kaisesti. Tassa opinnaytetydssa tutkimuskohteena olivat erilaiset patologiset naytteet,
joita ei tarvinnut ottaa erikseen potilailta tutkimusta varten. Naytteet olivat jo aikaisemmin
diagnosoituja ja ne keréattiin arkistoista tai ylijaaneista naytemateriaaleista. Tutkimuk-
sessa ei kaytetty potilaiden henkil6tietoja, vaan naytteet identifioitiin juoksevilla nume-

roilla.
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5 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Varjaysten lopputuloksia tarkasteltiin visuaalisesti mikroskoopilla yhdessa solubiologin
ja patologin kanssa. Arvioitiin, vastaako automaattivarjayksien laatu aikaisemmin tehtyja
kasivarjayksia ja voidaanko Grocott- ja Ziehl-Neelsen-varjayksien osalta siirtya automaa-
tioon. Varjaystulokset kuvattiin Carl Zeiss Axio Scope Al -fluoresenssimikroskoopilla ja

kuvien kasittelyyn kaytettiin Q-Capture Prot -ohjelmaa.

5.1 Grocott-varjays

Naytteet 1-5 testattiin 1. ohjelmalla, jolla selvitettiin automaatin toimivuus Grocott-var-
jayksen osalta. Automaattivarjayksien laatua verrattiin aikaisemmin tehtyihin kasivar-
jayksiin. Automaatin varjaystulokset todettiin toimiviksi ja ne vastasivat laadultaan kasi-
varjayksia. Nayte 2 irtosi naytelasilta varjayksen aikana 1. ohjelmassa.

Kuvassa 2 ndhdaan aikaisemmin tehty kasivarjays naytteesta 1, joka on kasivarjayksen
ja automaattivarjayksen vertailua varten. Kuvissa 3 ja 4 ndhdaén positiiviset naytteet 1
ja 3, jotka on varjatty 1. ohjelmalla. Kuvissa 5 ja 6 ndhd&én negatiiviset naytteet 4 ja 5,
jotka on varjatty myds 1. ohjelmalla. Kuvien vasen puoli on kuvattu 10x suurennoksella
ja oikea puoli 40x suurennoksella. Nuolilla on osoitettu mustaksi véarjaytyneet Pneumo-

cystis jiroveciit.

Kuva 2. Grocott-kasivarjays, nayte 1.
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Kuva 5. Grocott-varjays automaatilla, nayte 4, ohjelma 1.
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Kuva 6. Grocott-varjays automaatilla, nayte 5, ohjelma 1.
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Naytteet 1 ja 2 testattiin 2. ohjelmalla, jolla haluttiin lisatéa taustavérin vahvuutta. Kuvissa
7 ja 8 nahdaan positiiviset naytteet 1 ja 2, jotka on vérjatty 2. ohjelmalla. Kuvien vasen
puoli on kuvattu 10x suurennoksella ja oikea puoli 40x suurennoksella. Nuolilla on 0soi-
tettu mustaksi varjaytyneet Pneumocystis jiroveciit. Taustavarin vahvuudella ei ollut mer-

kittavaa eroa 1. ohjelmaan verrattuna.

Kuva 7. Grocott-varjays automaatilla, ndyte 1, ohjelma 2.
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Kuva 8. Grocott-varjays automaatilla, nayte 2, ohjelma 2.

Naytteet 1-3 ja 6-7 varjattiin 3. ohjelmalla. Nayte 2 irtosi naytelasilta varjayksen aikana.
Kuvissa 9 ja 10 nahdaan positiiviset naytteet 1 ja 3. Kuvissa 11 ja 12 nahdaan negatiivi-
set naytteet 6 ja 7. Kuvien vasen puoli on kuvattu 10x suurennoksella ja oikea puoli 40x
suurennoksella. Nuolilla on osoitettu mustaksi varjaytyneet Pneumocystis jiroveciit. Par-
haimmaksi valittin 3. ohjelma, koska taustavari oli siina vahvin. Muuten eri ohjelmien
varjaystuloksissa ei ollut merkittavia eroja lopputuloksen kannalta. Kaikissa ohjelmissa
Pneumocystis jirovecii ja tausta varjaytyivat onnistuneesti.
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Kuva 9. Grocott-varjays automaatilla, nayte 1, ohjelma 3.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | llona Uotila ja Laura Valli



[

:

Kuva 12. Grocott-varjays automaatilla, nayte 7, ohjelma 3.
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5.2 Ziehl-Neelsen-varjays

Naytteet 1-6 testattiin 1. ohjelmalla, jolla selvitettiin automaatin toimivuus Ziehl-Neelsen-
varjayksen osalta. Automaattivarjayksien laatua verrattiin aikaisemmin tehtyihin kasivar-
jayksiin. Automaatti varjasi bakteerit hieman heikommin kuin kasivarjays ja negatiivisiin
naytteisiin tuli epaspesifia varjaytymista karbolifuksiinista. Kuvissa 13 ja 14, seka kuvissa

16 ja 17 nahd&éan punaiseksi varjaytyneet haponkestavat bakteerit.

Kuvassa 13 vasemmalla nahdaan aikaisemmin tehty kasivarjays naytteesta 3 ja oikealla
automaattivarjays 1. ohjelmalla naytteesta 3. Ne on kuvattu 40x suurennoksella. Ku-
vassa 14 nahdaén positiivinen nayte 1, joka on varjatty 1. ohjelmalla. Kuvan vasen puoli
on kuvattu 20x suurennoksella ja oikea puoli 40x suurennoksella. Kuvassa 15 nahdaan
negatiivinen nayte 6, joka on varjatty 1. ohjelmalla ja kuvattu 20x suurennoksella. Siina

esiintyy epaspesifia punaista varjaytymista.
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Kuva 14. Ziehl-Neelsen-varjays automaatilla, nayte 1, ohjelma 1.
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Kuva 15. Ziehl-Neelsen-vérjays automaatilla, nayte 6, ohjelma 1.

Naytteet 1-6 testattiin 2. ohjelmalla, jolla haluttiin vaalentaa taustavaria. Kuvassa 16 nah-
daan positiivinen nayte 1, joka on varjatty 2. ohjelmalla. Naytteet 1-4 ja 6 testattiin 3.
ohjelmalla, jolla haluttiin vahvistaa bakteerien varjaytymista. Kuvassa 17 nahdaan posi-
tiivinen nayte 1, joka on varjatty 3. ohjelmalla. Kuvien 16 ja 17 vasen puoli on kuvattu
20x suurennoksella ja oikea puoli 40x suurennoksella. Kuvassa 18 ndhdaan negatiivinen
nayte 6, joka on varjatty 3. ohjelmalla ja kuvattu 20x suurennoksella. Siina esiintyy epa-
spesifia punaista varjaytymistad. Tata ohjelmaa pidettiin parhaimpana, koska bakteerit
varjaytyivat siind vahvimmin. Ohjelmassa esiintyi kuitenkin eniten epaspesifia varjayty-

mista.
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Kuva 16. Ziehl-Neelsen-varjays automaatilla, nayte 1, ohjelma 2.
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Kuva 17. Ziehl-Neelsen-varjays automaatilla, nayte 1, ohjelma 3.

ohjelma 3.

nayte 6

Kuva 18. Ziehl-Neelsen-varjays automaatilla
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6 POHDINTA

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli testata, voidaanko sytologian laboratoriossa ka-
sin tehtava Grocott-varjays ja histologian laboratoriossa kasin tehtava Ziehl-Neelsen-
varjays siirtda Artisan Link -erikoisvarjaysautomaatille. Tavoitteena oli automaatioon siir-
tymisen myo6ta helpottaa tyontekijoiden tydtehtavia ja parantaa tydturvallisuutta vahen-
tamalla tyontekijoiden kontakteja Grocott- ja Ziehl-Neelsen-kasivarjayksissa kaytettavien
terveydelle vaarallisten tai haitallisten kemikaalien kanssa. Opinnaytety6 tehtiin TYKS-
SAPA-liikelaitoksen patologian palvelualueen laboratoriolle, jolle tutkimus oli ajankohtai-
nen ja hyddyllinen. Lisdksi se kehitti tekijéidensd ammatillista kasvua ja edisti bioanalyy-
tikon patologian laboratoriossa tarvitsemia taitoja. Tutkimuksen tekijat oppivat esimer-
kiksi kayttama&an hyvin varjaysautomaattia ja tarkastelemaan kriittisesti varjaystuloksia.

Tutkimustulosten perusteella sytologinen Grocott-varjays toimi automaattimenetelmalla
ja se on tarkoitus ottaa kayttoon kasivarjayksen tilalle TYKS-SAPA-liikelaitoksen patolo-
gian palvelualueen laboratoriossa. Varjayksessa kaytettiin vanhoja positiivisia naytteita,
koska uusia positiivisia naytteitad ei saatu tdman tutkimuksen kerédyksen aikana. Tama
johtui siitd, etta positiivisia BAL-naytteita tulee niin harvoin. Positiivisia naytteita oli var-
jayksessé vain kolme, mutta maaraa pidettiin siitd huolimatta riittdvana ja luotettavana
varjaystulosten tulkinnan kannalta. Histologinen Ziehl-Neelsen-varjays ei ollut tarpeeksi
luotettava automaattimenetelmalld, eika sita viela oteta k&yttoon laboratoriossa. Varjayk-
sissé bakteerit varjaytyivat oikein, mutta negatiivisissa naytteissa ilmeni tulkintaa hairit-
sevaa epaspesifia varjaytymistd. Taman syyta ei paasty selvittdmaan, joten varjaysta

pitaa testata lisaa eri parametreilla, jotta varjaykselle |10ydetdén toimivin ohjelma.

Varjayksille pyrittiin 16ytamaan sopiva varjaysohjelma muuttamalla inkubaatioaikoja ja
huuhtelujen lukumaaria. Parametrien muuttaminen oli tdssa tutkimuksessa tarked omi-
naisuus, jonka avulla paastiin haluttuun lopputulokseen. Myds Kirjavainen (2013) totesi
taman ominaisuuden hyddylliseksi. Varjaysautomaatioon siirtyminen Grocott-varjayksen
osalta nahtiin perustelluksi, koska siina on monia hyotyja verrattuna kasivarjaykseen.
Automaation siirtyminen parantaa ty6turvallisuutta, tasalaatuisuutta ja helpottaa tyonte-
kijoiden tyotehtavia, mika todettiin jo aikaisemmin tdssa opinndytetydssa Sheltonin

(2010) ja Kirjavaisen (2013) kirjallisuuteen perustuen.
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Opinnaytetydssa otettiin huomioon tutkimustulosten luotettavuuteen ja eettisyyteen vai-
kuttavat tekijat. Lahteiksi valittiin luotettavia ja mahdollisimman uusia julkaisuja. Tutki-
muksen aikana tydskenneltiin huolellisesti, tarkasti ja rehellisesti. Aseptisuudesta ja tyo-
turvallisuudesta huolehdittiin kayttamalla suojatakkia ja -kasineitd, seka vetokaappia.
Varjayksissa kaytetyt naytteet valmistettiin laboratorion laatukasikirjan ohjeiden mukaan.
Artisan Link -erikoisvarjaysautomaattia kaytettiin siihen perehdytettyjen tydntekijoiden
opastuksella, jolla varmistettiin automaatin oikeanlainen kayttd. Automaatin luotetta-
vuutta lisasivat myds viivakooditunnistus ja kayttévalmiit reagenssit, jotka sailytettiin ja
esikasiteltiin ohjeiden mukaan.

Naytemateriaalien toimivuutta varjayksissa jouduttiin pohtimaan, koska kaksi naytetta ir-
tosi varjayksien aikana. Grocott-varjayksessa nayte 2 irtosi 1. ja 3. ohjelmassa, mika
saattoi johtua siitd, etta sita sailytettiin jadkaapissa tuoreena puolitoista vuotta ennen
Cytospin-solusentrifuugivalmisteen tekemista. Taman naytteen kasittely poikkeaa laatu-
kasikirjan tyoohjeesta. Fiksoimaton BAL-nayte pitéisi kasitella kahden tunnin sisalla
naytteenotosta (Hirsimaki 1999b). Ziehl-Neelsen-varjayksessa nayte 5 irtosi 1. ja 2. oh-
jelmalla, mink& vuoksi sita ei varjatty enda 3. ohjelmalla. Irtoaminen saattoi johtua nay-

temateriaalista, joka muista naytteista poiketen oli obduktiosta.

Varjaystuloksia tarkasteltiin patologin ja solubiologin kanssa, joten lopputuloksia arvioi-
tiin asiantuntevasti. Varjayksien luotettavuutta arvioitiin kontrollinaytteiden avulla ja ne
ajettiin jokaisella varjaysohjelmalla. Jokaista naytetta verrattiin aikaisemmin tehtyyn ka-
sivarjaykseen, jonka avulla arvioitiin varjayksien toimivuutta. Ziehl-Neelsen-varjayksen
automaattimenetelmassa kaytettiin eri taustavaria kuin kasivarjayksessa. Tama saattoi
vaikuttaa varjaystulosten vahvuuden arviointiin, mutta véarjayksen toimivuuden kannalta
talla ei ollut merkitysta. Tassa opinnaytetyssa esitettyjen kuvien varien savyerot johtu-

vat kuvaajien kokemattomuudesta.

Jatkotutkimusehdotuksena voisi olla Ziehl-Neelsen-vérjayksen testaus eri parametreilla,
jotta epaspesifi varjaytyminen saadaan pois ilman, ettd bakteerien varjaytyvyys Kkarsii.
Taman myotd myos Ziehl-Neelsen-varjays saataisiin siirrettya Artisan Link -erikoisvar-
jaysautomaatille. Toisena jatkotutkimusehdotuksena voisi olla obduktiondytteiden pysy-
vyyden testaus Ziehl-Neelsen-varjayksessa Artisan Link -erikoisvarjaysautomaatilla.
Kolmantena voisi olla Ziehl-Neelsen-varjayksen testaus varjaysautomaatilla sellaisella

kitilla, jossa on sama taustavari kuin kasivarjayksessa.
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Rekisteritutkimuksen/laatuhankkeen lupahakemus

REKISTERITUTKIMUKSEN/ LAATUHANKKEEN
VARSINAIS-SUOMEN REEIERTUTE =
SAIRAANHOITOPIIRI |

Lomaketta kaytetaan potilaskohtaisten tietojen hakemiseen rekisteritutkimukseen, naytetutkimukseen tai
laatuhankkeeseen. Tilastoja tai potilaiden hoitoon tarvittavia tietoja haetaan lomakkeella YHT51a. Muihin VSSHP:ssa
tehtéaviin tutkimuksiin kuin rekisteritutkimuksiin haetaan lupa lomakkeelia YHT50a.

TurkuCRC tayttaa

Lupapaatésnumero Lupa myonnetty ajalle Tutkimuksen projektinumero
A/ # R K P .
% s > = ADL- —
E [ J/ TR /\.O Lé/ /\L) ‘IF

! PATOLCGA

1. Potilaskertomustietojen kayttétarkoitus

[ Tutkimus Laatuhanke tai muu selvitystyé

2. Tutkimusnumero

e iy X Uusi lupahakemus
mr32'2/261é [ Muutos vanhaan lupaan, jonka tutkimusnumero on /

3. Tutkimuksen/ laatuhankkeen nimi ja mahdollinen lyhenne,

Eocot - ja 7ieh) - NeeVoen - varjayksien testaus  Dalon Athsan Link-
e ket syarjaysastomaatilia

4, Vastaava henkild (luvan hakija, opinndytetoissé ohjaaja)
Nimi, oppiarvo, virka, toimipaikka, yhteystiedot

Vi U 7

5. Muu yhteyshenkil®, jos tarpeen 7 J
Nimi, oppiarvo, virka, toimipaikka, yhteystiedot

o o s

6. Opinnaytetydn tekijan nimi, oppiarvo, virka, toimipaikka, yhteystiedot ({ytetaan vain opinnaytetoists)

(Opinnaytety6n ohjaaja on kysymyksen 4 "vastaava henkilo”) Y | i
. . e . a b \

N s g

7. Muut tutkimuksen/ hankkeen/ tyén tekemiseen osallistuvat henkil6t, joilla on paasy kaytettivaan
potilaskertomustietoon (kohtien 4-6 henkildiden lisaksi)
Nimi, oppiarvo, virka, toimipaikka, yhteystiedot

YHT 52a VSSHP 10.2015
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REKISTERITUTKIMUKSEN/ LAATUHANKKEEN
VARSINAIS-SUOMEN REERATIT e
SAIRAANHOITOPIIRI
[ Muu, mika:

c. Vuodelta/ vuosilta/ ajanjaksolta:

d. Mista:

[ Tyks Turun yliopistollinen keskussairaala

Tyks toimialue 1: TULES

Tyks toimialue 2: Sydénkeskus

Tyks toimialue 3: Vatsaelinkirurgian ja urologian Klinikka
Tyks toimialue 4: Neuro

Tyks toimialue 5: Medisiininen

Tyks toimialue 6: Operatiivinen toiminta ja syépataudit
Tyks toimialue 7: Naistenklinikka

Tyks toimialue 8: Lasten ja nuorten klinikka

Tyks palvelualue 1: Asiantuntijapalvelut
Tyks palvelualue 2: Totek
[ Muu, mika?

Ooooooooooo

e. Tutkimuskohortin kuvaus eli poimintaehdot
(Toimenpiteista ja diagnooseista numerot. Uusi toimenpidefuokitus 1997 atkaen,
diagnoosit: ICD-8: 1977-1986, ICD-9: 1987-1995, ICD-10:1996 alkaen)

f. Valituista tietolahteista poimittavat tiedot:
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REKISTERITUTKIMUKSEN/ LAATUHANKKEEN
VARSINAIS-SUOMEN bRl o
SAIRAANHOITOPIIRI

Vastuullisen tutkijan/laatuhankkeen luvanhakijan allekirjoitus

Allekirjoituksellani sitoudun omasta ja tietoja kasittelevén ryhman puolesta tietojen salassapitoon ja niiden kayttoon
vain lupapaatsksen ehtojen mukaisesti. Mikali teemme tutkimusta, sitoudumme myés siihen, etta tutkimuksessa
noudatetaan hyvaa tutkimustapaa ja tieteellista kaytantoa ja etta tutkimuksen tulokset julkaistaan viivyttelematta
rippumatta siita, ovatko ne hakijalle tai tutkimuksen rahoittajille toivottuja tai ei. Mahdolliset epéilyt hyvén tieteellisen
kaytannon loukkaamisesta kasitell&&n noudattaen Tutkimuseettisen neuvottelukunnan ohjetta "Hyva tieteellinen
kaytants ja sen loukkausepdilyjen kasitteleminen Suomessa” (www.tenk.fi).

Lomake toimitetaan liitteineen ennen puoltoa TurkuCRC:hen (Tyks, rakennus 9, 2. kerros).

Nimi:

Asema/ virka:
Toimipaikka:
Osoite: %
Puh: ON
Paivays: /¢

Allekirjoitus:

14

Luovutettavia tietoja saa kiyttaa vain lupapaitoksen ehtojen mukaisesti. Tieteellistd tutkimusta koskevia . .
ehtoja on soveltuvin osin noudatettava myos laatuhankkeissa.

Toimialueen, palvelualueen, tulosalueen tai Iiikelaj}oksen
TUTKIMUKSEN JA OPETUKSEN VASTUUHENKILON PUOLTO (koskee vain tutkimuksia)

Péétésnumero: T\T‘U‘K%V\ S\‘\(q

Pvm

Allekirjoitus

Nimenselvennys: ]
Eckki Eerola
Toimialueen, palvelualueen, tulosalueen tai lilkelaitoksen johtajan paatés
tai johtajaylilaékarin paatés
LUPA TEHDA REKISTERITUTKIMUSTA / LAATUHANKETTA

Paatosnumero\/H/-/ 3 ¢ 3

Pvm: Sl AOID
o u
Allekirjoitus < - S st //L S L=
Nimenselvénnys:
iz

Bewite Palehetune
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Grocott-varjayksen 1. ohjelma

kY TYKS SAPA Patologia
‘E"'_ Histologia
Turku, Fimland

—

Artisan Link Procedure Report

Liite 2

{"Dako

£ GMS Eosin
Grocott's Methenamine Sitver (GMS) Eosin Stain
DCiate modified Authior
2223011 Diako
Dilapanas - Fluld Volume i) Tima Haater Mixes  Aspirate Waste
1[Mone [} [ of [ = Watter solubie
[ Z[Reagent - GMS Eosin (18] - 1000 [1] on [1] ] None
| |Sodum Chromate
3| Feagent - GMS Eosln (23] - 1000 630 45 3 O Hone
Perchionc Acid Bk Suld Vohsme  Acpirate Wasts
1[ Wash solufion 3000 [=] Comoined dye
| Z| Wash solufon 3000 =
3| Wash solufion 3000 = Comoined dye
|4 Wash solufon 3000 =
[~ 4[Reagent - GMS Eoein (3/8) - 1000 B30 on ] ] None
Sodum Blsuifite __ Bulk Suld ‘Wodames ‘Wacts
1] Wash solufion 3000 Water solubie
Z| Wash solufion 3000 = Waier solubie
3| Wash solsfion 3000 = Waer soiubie
4| Wash solufion 3000 = Waier solubie
S| Feagent - GWS Eosk (378) - SIver 000 1] T 1] T Wone
Mitrate
& [Feagent - SWS Eosh [578) - T i) (5] 3 o T
Meffienamine Borate
[Elk Tiid - Wash soiubion 2 1] o z [m] Hone
Bulk fuld ‘Wodames ‘Wacts
[ 1[Wash solufion 3000 E Trace metal
Z| Wash solufion 3000 = Trace metal
3| Wash solufion 3000 = Trace metal
4| Wash solufion 3000 = Trace metal
[ B[ Reagent - GMS Eoein (58] - Goid 1000 B30 on 1 [m] None
Chionde Bk Suld Vohsme  Acpirate Wasts
1[ Wash solufion 2000 = Trace metal
Z| Wash solufion 3000 = Trace metal
| 3| Wash soiufion k] H  |[Tacemelal 0 |
[ o|Reagent - GMS Eosin (78] - 1000 530 on H O Hone
Sodum Thiosutat:
Bulk fuld ‘Wodames ‘Wacts
[ 1] Wash solufion 2000 E Water solubie
Z| Wash solufion 3000 = Waier solubie
3| Wash solufion 3000 Waier solubie
[ 10| Reagent - GMS Eosin (64) - Eoein 1000 &0 on H [m] Hone
Bk Suld Vohsme  Acpirate Wasts
1[ Wash solufion 3000 = Comoined dye
Z| Wash solufion 000 = Comoined dye
3| Wash solufion 2000 = Comoined dye
4| Wash solsfion 000 = Comoined dye
5| Wash solufon 2000 = Comoined dye
|6 Wash solufion 3000 = Combined dye
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Grocott-varjayksen 2. ohjelma

LY TYKS SAPA Patologia
E'" Histologia
Turku, Finland
—

Artisan Link Procedure Report

)

GMS Eosin eosin +90s

ﬁ‘DakO

Grocott's Methenamine Sikver (GMS) Eosin Stain

Diate modified Authior
2T 1F0522 Patoiogla, TYKS
Dispanas - Fluld Volume (i) Tima Haaler Mixes Aspirate Waabe
1[Mone [ [ of [ [=] Water soluble
[ 2| Reagent - GMS Eosin (18- 1000 [1] on [1] ] Hone
| |Sodum Chromate
3| Reagent - GMS Eosin (28) - 1000 630 45 3 O Hone
Perchioric Acd _ BukfSuld Vohsme  Acpirate Wacts
1[ Wash solufion 3000 = Comoined dye
| Z| Wash solufon 3000 =
3| Wash solufion 3000 = Comoined dye
|| Wash soluEan kil =
[ 4| Reagent - GMS Eosin (8- 1000 530 on H ] Hone
Sodum Bisulfte
Bulk fuld ‘Wodames ‘Wacts
[ 1] Wash solufion 3000 E Water soiubie
Z| Wash solufon 3000 = Water solubie
3| Wash solufion 3000 = Water solubie
4| Wash solufon 3000 = Water solubie
[FiEagent - SWS Eosin (37 - SIver T i AT i | Hone
Hitrate
B[ Feagent - WS Eosh (578~ TR %] 1] T [0 Wome
Meffienamine Borate
BRIk T - Wash soiufion 2] 1] 5] z [m] Hone
Bulk fuld ‘Wodames ‘Wacts
[ 1] Wash solwfion 3000 E Trace metal
Z| Wash solufon 3000 = Trace metal
3| Wash solufion 3000 Trace metal
4| Wash solufon 3000 = Trace metal
| &|Reagent - GMS Eosin (68 - Goid 1000 530 on 1 [m] Hone
Chionds _ BukfSuld Vohsme  Acpirate ‘Wacts
1[ Wash solsfion 2000 [5] Trace metal
Z| Wash solufion 3000 = Trace metal
|3 Wash solufon 3000 H  (|[Trecemeal |
| o|Reagent - GMS Eosin (758 - 1000 530 on H ] Hone
Sodum Thiosuitate
Bulk fuld ‘Wodames ‘Wacts
[ 1] Wash solwfion 000 E Water solubie
Z| Wash solufon 3000 = Water solubie
3| Wash solufion 3000 = Water solubie
[ 10| Reagent - GMS Eosin (648 - Ecein 1000 30 on H [m] Hone
_ BukfSuld Vohsme  Acpirate Wacts
1[ Wash solufion 3000 = Comoined dye
7| Wash solsfion 000 =i Comoined dye
3| Wash solufion 2000 = Comoined dye
4| Wash solsfion 2000 = Combined dye
5| Wash solufon 2000 = Comoined dye
| 6] Wash soluion 3000 =] Combined dye
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Grocott-varjayksen 3. ohjelma

LY TYKS SAPA Patologia
‘E"'_ Histologia
Turku, Finland

—

Artisan Link Procedure Report

|| GMS Eosin eosin +120s
Grocott's Methenamine Sikver (GMS) Eosin Stain

Liite 4

ﬁ‘Dako

Dite moded Aarthor
122017 13004004 Fatniogla, TYKS
Dilapanas - Fluld Volume i) Tima Haater Mixes  Aspirate Waste
1[None [} 0 of 0 = Waier soluble
% |Reagent - GMS Eosi (18] - 1000 0 o 0 O Hone
| |=odum chromate
3| Reagent - GMS Eosin (2] - 1000 30 a5 3 O Hone
srchlonc Add Bk Suld Vohsme  Acpirate Wasts
1] Wash solufion 3000 = Comioined dye
| Z| Wash solufon 3000 =
3| Wash solufon 3000 = Comioined dye
|| Wash solsion T 1=
[ 4| Reagent - GMS Eosin (28] - 1000 530 on H O Hone
Sodum Bisuftz Bk Suld \rn-u_uEh_ Wasts
1] Wash solufion 3000 Water soluble
Z| Wash solsfon 3000 = Waier soluble
3| Wash solsfon 3000 Waiter soluble
4| Wash solusfon 3000 = Waier soluble
[FrEagent - HES Eoei (4] - Slver TIRRT ] T ] [m] Hone
Mitrate
B[ Feagent - WS Eosh 58] - TR ] 1] 3 T Wone
Mefenamine Borate
[Elk Tiid - Wash soiubion 2 1] o z [m] Hone
Bulk fuld ‘Wodames ‘Wacts
[ 1] Wash solufion 3000 E Trace metal
Z| Wash solsfon 3000 = Trace metal
3| Wash solsfon 3000 Trace metal
4| Wash solston 3000 = Trace metal
| &|Reagent - GMS Eosin (68 - Goid 1000 530 on 1 [m] Hone
Chioride Bk Suld Vohsme  Acpirate Wasts
1] Wash solufion 2000 =] Trace metal
Z| Wash solsfon 3000 = Trace metal
|3 Wash solufion 3000 = ([Trecemelal 00 |
[ o|Reagent - GMS Eosin (78] - 1000 530 on H O Hone
Sodum Thicsutat: Bk Suld \rn-u_uEﬁ_ Wasts
1] Wash solufion 2000 Water soiuble
Z| Wash solsfon 3000 = Waier soluble
3| Wash solufon 3000 = Waier soluble
[ 10| Reagent - GMS Eosin (64) - Eoein 1000 120 on H [m] Hone
Bk Suld Vohsme  Acpirate Wasts
1] Wash solufion 3000 = Comioined dye
2| Wash solufon o000 = Comisined dye
3| Wash solufon 2000 = Comioined dye
4| Wash solfion 2000 = Comiined dye
5| Wash solusfon 2000 = Comioined dye
| 6| Wash solufion 3000 B Comoined dye
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Liite 5

Ziehl-Neelsen-varjayksen 1. ohjelma

A" TYKS SAPA Patologia
v Histologia ﬁ‘DﬂkO
‘&' Turku, Finland
S

Artisan Link Procedure Report

] AFB
Stains Acid-Fast Bacteria
DCiate modified Authior
13.4.2012 8:04:41 Diako
Dilapanas - Fluld Volume i) Tima Haater Mixes  Aspirate Waste
1[Mone [} [ of [ = Watter solubie
[ 2|Reagent - AFE [1/3) - Carbol 1000 500 37 1 O Hone
Funzin Bk Suld Vohsme  Acpirate Wasts
1 Wash solufon 3000 = Comoined dye
| Z| Wash solufon 3000 =
3| Wash solufion 3000 = Comoined dye
|4 Wash solufon 3000 =
5| Wash solufion 3000 = Comoined dye
| &| Wash solufon 3000 =
[ 3|Reagent - AFB 23] - Acid Alcohol 1000 &0 on 3 ] None
Bulk fuld ‘Wodames ‘Wacts
[ 1] Wash solufion 3000 E Combined dye
Z| Wash solufion 3000 = Comoined dye
3| Wash solufion 3000 =] Combined dye
4| Wash solufion 3000 = Comoined dye
5[ Wash solfion 3000 = Combined dye
| 6| Wash solufion 3000 = Combined dye
|3 [ BTk 1 - Viash soiion I 1] TR 1] m] Hone
[ 5| Reagent - AFE (23] - Methyiena =00 [1] on ) [m] Hone
Blue Bk Suld Vohsme  Acpirate Wasts
1[ Wash solufion 3000 = Comoined dye
2| Wash solufion 3000 =] Combined dye
3| Wash solufion 3000 = Comoined dye
4| Wash solfion 3000 = Combined dye
5| Wash solufon 3000 = Comoined dye
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Liite 6

Ziehl-Neelsen-varjayksen 2. ohjelma

AN TYKS SAPA Patologia
v Histologia (;’Dﬂko
‘&' Turku, Finland
S

Artisan Link Procedure Report

] AFB blue -
Stains Acid-Fast Bacteria
DCiate modified Authior
23T 124536 Patoiogla, TYKS
Dilapanas - Fluld Volume i) Tima Haater Mixes  Aspirate Waste
1[Hone [} [ of [ = Watter solubie
[ 2|Reagent - AFE [1/3) - Carbol 1000 500 37 1 O Hone
_ Bukfuk Vohsme  Acpirate Washs
1] Wash solufion 3000 = Comoined dye
| Z| Wash solufon 3000 =
3| Wash solufion 3000 = Comoined dye
|| WWash solsgon ki B |
5| Wash solufion 3000 = Comoined dye
| &| Wash solufon 3000 =
[ 3| Reagent - AFE (23] - Acd Alcohol 1000 &0 on 3 O Hone
Bulk fuld ‘Wodames ‘Wacts
[ 1] Wash solufion 3000 E Combined dye
Z| Wash solufion 3000 = Comoined dye
3| Wash solufion 3000 Comoined dye
4| Wash solufion 3000 = Comoined dye
5| Wash solufion 3000 Comoined dye
| 6| Wash solufion 3000 = Combined dye
[ [ BTk i - Wsh soluion RN ] [ ] m] Hone
[ 5| Reagent - AFE (23] - Methyiena =00 [1] on ) [m] Hone
Blue Bk Suld Vohsme  Acpirate Wasts
1] Wash solufion 3000 = Comoined dye
2| Wash solufion 3000 =] Combined dye
3| Wash solufion 3000 = Comoined dye
4| Wash solfion 3000 = Combined dye
5| Wash solufon 3000 = Comoined dye
| 6] Wash solufion 3000 =] Combined dye
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Liite 7

Ziehl-Neelsen-varjayksen 3. ohjelma

By TYKS SAPA Patologia
v Histologia ﬁ‘Dﬂk'ﬂ
‘&' Turku, Finland
S

Artisan Link Procedure Report

| AFB red+
Stains Acid-Fast Bacteria
Cate modified Author
£.3.2017 &:55.09 Fatoiogla, TYKS
Dilapanas - Fluld Volume [pl) Time Haaker Mixes Aspirate Waste
1] Hone [] [1] on [1] = Waller soluble
[ 2| Reagent - AFE [1/3) - Carbol 1000 500 7 1 ] Hone
Fuchsin Bk Suld Vohsme  Acpirate Wasts
1] Wash solsfon 3000 = Comoined dye
| 2| Wash solufion ki =
3| Wash soisfion 3000 = Combined dye
4| Wash solufion ki
5| Wash soisfon 3000 = Comoined dye
| & Wash solufion ki
[ 3| Reagent - AFE (23] - Acd Alcohol 1000 [1] on 3 ] Hone
Bulk fuld ‘Wodames ‘Wacts
[ 1] Wash solufion 3000 E Comiined dye
2| Wash soisfion 3000 = Combined dye
3| Wash soisfion 3000 Combined dye
4| Wash soisfon 3000 = Comoined dye
5[ Wash soisfion 3000 Combined dye
6| Wash soiufion 3000 = Combined dye
[ & [Balk i - Wash solufion L] 1] o 1] [m] Hone
| 5| Reagent - AFE (23] - Methyiena 500 [1] on ) [m] Hone
Blue Bk Suld Vohsme  Acpirate Wasts
1] Wash solufion 3000 = Combined dye
Z| Wash solon 3000 = Comoined dye
3| Wash soisfion 3000 = Combined dye
4| Wash soiufion 3000 = Combined dye
5[ Wash soisfion 3000 = Combined dye
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