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Tama opinnaytetyd toteutettiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen oikeuslaaketieteelli-
sessa histologian laboratoriossa kesalla 2019. Tyon tavoitteena oli kehittda hukkumisdiag-
noosin varmistuksessa kaytettavaa piilevaanalyysia.

Vesistoilla on tyypillinen piilevalajisto, joka vaihtelee mm. vuodenajan mukaan. Tata tietoa
kaytetdan apuna esimerkiksi silloin, kun epaillddn hukkumiskuolemaa tai vainaja l6ytyy ve-
siston laheisyydesta. Ihmisen hukkuessa elimistoon kulkeutuu piilevia ensin keuhkoihin ja
siitd edelleen perifeerisen verenkierron mukana muihin elimiin. Vainajasta otetaan oikeus-
ladketieteellisen ruumiinavauksen yhteydessa naytteet keuhkoista, maksasta, munuaisista
seka aivoista. Lisaksi poliisi toimittaa usein vainajan I6ytdpaikalta otetun vesinaytteen. Pii-
levanaytteet keitetdan keittokolveissa vahvassa typpihapon ja vetyperoksidin vesiliuok-
sessa, jotta orgaaninen aines hajoaa. Piilevien kitiinikuori kestaa happokasittelyn, ja levat
ovat sentrifugoitavissa erilleen. Naytteista valmistetaan mikroskopoitavat piilevapreparaa-
tit, jotka toimitetaan analysoitavaksi Helsingin yliopistolle.

Talla hetkella piilevien keittamisesta vastaa oikeuslaakinnan yksikdn obduktioteknikot ja
preparaattien valmistuksesta histologian laboratorio. Vuonna 2021 oikeuslaakintayksikko
muuttaa uusiin tiloihin, jolloin vastuu myos piilevanaytteiden keittamisesta siirtyy histolo-
gian laboratoriolle. Taman vuoksi haluttiin kehittda nykyista keittoprosessia seka prepa-
raattien valmistusmenetelmaa ja tutustua vaihtoehtoisiin piilevien eristysmenetelmiin.
Projektin aikana kokeiltiin keittaa piilevia ja huomattiin, etta reagenssien maaraa voidaan
vahentaa nykyisesta niin, ettd nayteliuoksen maara pienenee ja nain ollen piilevasaanto
paranisi. Keittdminen onnistui hyvin [ampoélevylla dekantterilasissa. Kokeita tehtiin myés
preparaattien valmistuksessa ja tarkein havainto oli se, etta nykyiselld menetelmalla kaikki
kudospalassa olevat piilevat eivat paady naytelasille.

Tarkein tavoite tassa projektissa oli poistaa piilevaanalyysin virhelahteita ja parantaa piile-
vasaantoa. Koska kyseista menetelmaa ei ollut kehitetty sen kayttoonoton jalkeen, kaikki

tassa tydssa tehdyt havainnot koettiin hyddylliseksi ja ne antoivat arvokasta lisatietoa his-
tologian laboratorion tyontekijoille, mika auttaa menetelman toteuttamista uusissa tiloissa.

Avainsanat piilevat, hukkumisdiagnostiikka, happodigestio
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This study was carried out in the forensic histology laboratory at the National Institute for
Health and Welfare during summer 2019. The target of the study was to develop a diatom
test method, which is exploited to confirm drowning cases.

Bodies of water have typical species of diatoms which vary between different seasons.
This information is employed when the police suspect death by drowning or a dead person
is found in or nearby water. When a person inhales water while drowning, the diatoms that
are present in the drowning medium first enter lungs and then other organs through the
bloodstream. When performing the forensic autopsy, forensic pathologist collects tissue
samples from lungs, liver, kidneys and brains for diatom test. Additionally, the police de-
liver a water sample collected from the body of water where the dead person was found.
Diatom samples are boiled in round-bottom flasks with strong nitric acid, hydrogen perox-
ide and distilled water until organic material is dissolved. The silica frustule of diatoms is
strong enough to tolerate the acid, so it is possible to centrifugate diatoms apart and make
microscopic slides from the pellet. Slides are delivered to and analyzed at the University of
Helsinki. Currently the autopsy technicians are in charge of boiling diatom samples. Slides
are prepared in the histology laboratory. In 2021 the department of Forensic Medicine will
be relocated and the histology laboratory takes charge of boiling diatom samples. Due to
relocating, current boiling method and slide sample preparation insisted improvements.
One goal was also to explore alternative digestion methods.

During this study, diatom sample boiling was experimented and it was noticed that it is
possible to decrease the quantity of chemicals, which leads to better yield of diatoms on
the slides. Boiling was performed in the beaker on the hotplate and it worked well. Tests
were performed also for preparing slides and the most valuable result was that the current
method causes diatom loss while sample preparation.

The main target in this project was to remove aberrations of the diatom test and increase
the yield of diatoms. The current method has never been developed since adopted into
use, so all observations during this study were experienced useful and gave valuable infor-
mation for the histology laboratory to perform diatom test in the future.

Keywords diatoms, drowning diagnostics, acid digestion
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1 Johdanto

Tama opinnaytetyd toteutettiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksessa (THL) oikeuslaa-
kinnan yksikdssa histologian laboratoriossa. Projektin suunnitteluun ja toteuttamiseen
osallistui histologian laboratorion tyontekijoiden lisaksi oikeuslaakinnan yksikon obduk-

tioteknikot seka Helsingin yliopiston paleoekologian dosentti Jan Weckstrom.

Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Helsingissa sijaitsevan histologian laboratorion teh-
taviin kuuluu paaasiassa oikeuslaaketieteellisissad ruumiinavauksissa elimista otettujen
kudosnaytteiden histologinen kasittely ja -varjays sekd hukkumiskuolemien selvitta-
miseksi pyydettyjen piilevapreparaattien valmistus. Projektin tarkoituksena oli kehittaa
hukkumisdiagnostiikassa toteutettavaa piilevaanalyysia. THL:n oikeuslddkinnan yksikko
Helsingissa on ainoa paikka Suomessa, jossa se on kaytdssa. Oikeuslaaketieteen toh-
tori Antti Auer on kirjoittanut aiheesta vaitéskirjan vuonna 1986, ja nykyiset menetelma-
ohjeet on luotu sen pohjalta. Kyseinen vaitoskirja toimi tassa projektissa tarkeana lahde-

tietona.

Vesistdilla on tyypillinen piilevalajisto, joka vaihtelee mm. vuodenajan mukaan. Tata tie-
toa kaytetaan apuna esimerkiksi silloin, kun epaillaan hukkumiskuolemaa tai vainaja I6y-
tyy vesiston laheisyydesta. Ihmisen vetaessa vetta henkeen elimistéon kulkeutuu piilevia
ensin keuhkoihin ja siitd edelleen perifeerisen verenkierron mukana muihin elimiin. Piile-
vaanalyysi tukee hukkumisdiagnoosia mutta ei yksindan riitd varmistamaan hukkumista-
pausta, ja se on paljon kritisoitu menetelma. Piilevaanalyysia kaytetaan paljon mm.
Etela-Amerikassa, Japanissa ja Euroopassa. Se on kuitenkin taysin kvalitatiivinen me-
netelma naytteiden monimuotoisen laadun takia. Suomessa hukkumistapausten tutkin-
taan osallistuu poliisi, oikeuslaakari, Helsingin yliopiston tutkija, THL:n Helsingin toimi-
pisteen oikeuslaaketieteellisia ruumiinavauksia suorittavat obduktioteknikot seka histo-

logian laboratorion henkilékunta.

Piilevaanalyysi kaynnistyy poliisin pyynndsta, kun oikeuslaakari kerad ruumiinavauk-
sessa naytteet keuhkoista, maksasta ja munuaisista seka aivoista, kun epailldan hukku-
miskuolemaa. Poliisi antaa lyhyen lausunnon vainajan l6ytdpaikasta seka kuolemaan

littyvista tiedoista. Poliisi toimittaa usein myds hukkumisymparistosta keratyn
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vesinaytteen, jonka piilevaprofiilia voidaan verrata kudosnaytteiden piilevaprofiilin
kanssa. Naytteiden kasittelyn aloittaa obduktioteknikko, joka keittda ne typpihapon, ve-
typeroksidin ja tislatun veden seoksessa. Keittdessa kudos hajoaa ja sulaa nesteeseen,
ja sen jatkokasittely suoritetaan histologian laboratoriossa. Naytteet neutralisoidaan
sentrifugoinnin ja tislatun veden avulla ja saadusta pelletista tehdaan mikroskopoitava
preparaatti, joka toimitetaan Helsingin yliopistolle analysoitavaksi. Yliopistolla tapauk-
sesta annetaan lausunto, jonka avulla oikeuslaakari seka poliisi saa mahdollisesti lisa-

tietoa vainajan kuolinsyysta.

THL:n oikeuslaaketieteen yksikko on siirtymassa vuonna 2021 uusiin tiloihin. Vastuu pii-
levanaytteiden happokeittamisesta siirtyy obduktioteknikoilta histologian laboratorion
tyontekijoille, minka vuoksi menetelmaa haluttiin kehittaa ja sen tyoturvallisuutta paran-
taa. Tarkoituksena oli myds tutkia vaihtoehtoisia piilevien eristysmenetelmia erilaisten
tieteellisten julkaisujen avulla. Piilevaanalyysin kehittaminen koettiin tarpeelliseksi myos
siksi, ettd se auttaa oikeuslaakarid antamaan vainajan omaisille tarkempaa tietoa kuo-
linsyysta. Taman opinnaytetydn tavoitteena oli poistaa piilevanaytteiden keittamisessa
ja preparaattien valmistuksessa syntyvia virhelahteitd ja vieda tuloksia luotettavampaan

ja toistettavampaan suuntaan.

2 Oikeuslaaketieteellinen kuolinsyytutkinta ja histologia

THL:n oikeuslaakintayksikkd vastaa oman alueensa oikeuslaaketieteellisistd ruumiin-
avauksista, kuolinsyyn selvityksen ohjauksesta Suomessa, kuolinsyytodistusten tarkas-
tuksesta, viranomaisten avustamisesta oikeudellisten seka rikosoikeudellisten kysymyk-
sien ratkaisemisesta hammaslaaketieteellisin keinoin, oikeuslaaketieteellisissa ruumiin-
avauksissa elimista otettujen kudosnaytteiden histologisesta kasittelysta seka varjayk-
sestd, asiantuntijana toimimisesta oikeuslaakintdan liittyvissa kysymyksissa, seka
alansa tutkimus- ja kehittamistoimintaan osallistumisesta. Samassa yksikdssa tehdaan
myo6s oikeustoksikologisia maarityksia ruumiinavauksessa keratyistd naytteista, kuten
virtsasta ja veresta. Oikeuslaaketieteellisia ruumiinavauksia tehdaan Suomessa viidella

paikkakunnalla: Helsingissa, Turussa, Tampereella, Kuopiossa seka Oulussa. [1.]
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THL:lla on Suomessa kaksi oikeuslaaketieteellista histologian laboratoriota, Turussa ja
Helsingissa. Tama opinnaytetyd toteutettiin Helsingin yksikdéssa Ruskeasuolla. Histolo-
gian laboratorion tehtaviin kuuluu oikeuslaaketieteellisissa ruumiinavauksissa elimista
otettujen kudosnaytteiden histologinen kasittely ja -varjays oikeuslaakarin tekeman la-
hetteen perusteella. Lisdksi Helsingin yksikdn laboratorio vastaa hukkumiskuolemien
selvittdmiseen pyydettyjen piilevapreparaattien valmistuksesta ja obduktioteknikot piile-

vanaytteiden happokeittdmisesta.

Talla hetkella Helsingin yksikon histologian laboratoriossa kasitellaan 10-prosenttisessa
formaliinissa fiksoitua kudosmateriaalia, tuorekudosnaytteita seka piilevanaytteita. Nayt-
teet otetaan oikeuslaaketieteellisessd ruumiinavauksessa ja toimitetaan laboratorioon
joko suoraan tai postitse. Naytteiden kulkuun laboratoriossa kuuluu esikasittely, ku-
doskasittely, parafiinivalu, leikkaaminen mikrotomilla, preparaattien varjays, toimitus tut-
kijalle tai oikeuslaakarille seka arkistointi. Piilevanaytteidenkasittelysta ja hukkumisdiag-
nostiikasta, joita opinnaytetyo kasittelee, on kerrottu tarkemmin hukkumisdiagnostiikkaa

kasittelevassa luvussa 3.

3 Hukkumisdiagnostiikka

3.1  Hukkuminen

Hukkuminen on maailmassa kolmanneksi yleisin tahaton kuolinsyy ja kasittda 7 % kai-
kista onnettomuuden aiheuttamista kuolemista. Hukkumiskuolemia tapahtuu maailman-
laajuisesti arviolta 360 000 vuodessa. Maailman terveysjarjestd WHO:n mukaan hukku-
minen on prosessi, jossa henkild tukehtuu upotessaan tai hanet upotetaan veteen, mika
johtaa kuolemaan. Riskiryhmaan kuuluu miehet, lapset, vesiurheilua harrastavat (ve-
neily, kalastus), vesiston laheisyydessa asuvat, tulvien aiheuttamien onnettomuuksien
uhrit ja vesiteitse matkustavat. Muita riskitekijoita ovat mm. paihteiden kayttd vesistdon

laheisyydessa seka sairauskohtaukset kuten epileptinen kohtaus tai sydankohtaus. [2.]

Suomessa tapahtuneet kuolemaan johtaneet hukkumistapaukset vuosina 2017 ja 2018

ovat lueteltuina taulukossa 1 [3].
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Taulukko 1.  Suomen hukkumistilastot vuosina 2017 ja 2018 [3]

2017 2018
vesililkenne 20 21
uiminen 7 32
hukkuminen jaihin 15 16
hukkuminen sukeltaessa 2 1
veteen putoaminen 5 2
tuntematon syy 31 21
hukkuminen ulkomailla 3 1
yhteensa 83 94

Pahimmassa tapauksessa hukkumiseen voi riittdd vain suun seka nenaaukkojen jaami-
nen nestepinnan alapuolelle. Tallaisiin tapauksiin liittyy yleensa tajuttomuus ja/tai paih-
teet. Inmisia on hukkunut veden lisdksi mutaan, liejuun seka olutsammioihin. Hukku-
neelle tehdaan mahdollisimman nopeasti 16ytymisesta ruumiin ulkotarkastus, jossa teh-
daan merkinnat mahdollisista vammoista seka kuoleman jalkeisistd muutoksista. Huk-
kunut ruumis on yleensa vatsallaan ja suu- seka sierainaukoissa on valkoista vaahtoa.
Veden virtaus voi aiheuttaa ruumiin kulkeutumisen, ja ulkoiset vammat voivat johtua ruu-
miin kolhiutumisesta pohjaan, tukkeihin tai kiviin. Vainajan keuhkot ovat usein laajat, tur-

peat ja vaalentuneet. [4, s. 226-228.]

3.2 Tutkinnan aloittaminen ja oikeuslaaketieteellinen ruumiinavaus

Henkilon kuolinsyy selvitetaan vainajaa koskevien sairaustietojen seka elaman aikana
tehtyjen ja ruumiiseen kohdistuneiden tutkimusten avulla. Suomessa vainajaa ei saa
haudata ennen kuin kuolinsyy on selvilla. Kuolinsyytutkinnan vastuu on aina hoitavalla
laakarilla seka poliisilla. Tapauksissa, joissa vainaja ei ole ollut [adkarin hoidon alaisena
ja epaillaan, ettd kuolemaan on johtanut jokin muu syy kuin sairaus, tehdaan vainajalle
oikeuslaaketieteellinen kuolinsyyn selvitys. Ensisijaisesti ruumis tarkastetaan vain ulkoi-
sesti, mutta tarpeen vaatiessa sille tehdaan oikeuslaaketieteellinen ruumiinavaus. Lopul-
lisen kuolinsyyn paattely on laakarin tehtava, ja sen tehtydan tdman on annettava vai-

najalle hautaamislupa. [4, s. 76-83.]

Oikeuslaaketieteellinen ruumiinavaus tehdaan poliisin maarayksestd ilman omaisten

suostumusta. Avauksen suorittaa oikeuslaakari, joka saa ruumiinavausmaarayksen
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mukana tarpeelliset tiedot vainajan henkildllisyydesta, kuolinajasta, kuolinpaikasta, kuo-
linpaikkakunnasta, milloin vainaja on nahty viimeksi elossa ja kuka on todennut kuole-
man. [4 s. 86—88.] Kuolinsyyselvityksen tavoitteena on varmistaa vainajan henkiléllisyys,
arvioida kuoleman ajankohta, saada kasitys kuolinhetkella vallinneista olosuhteista ja
kuolontapahtumaan liittyvista seikoista, maaritella kuolemansyy ja kuolemanluokka seka

laatia kuolemansyyn selvittamiseen liittyvat asiakirjat [5].

VesistOsta tai sellaisen laheisyydesta |0ydetty vainaja on joko kuollut hukkumalla tai sit-
ten ei. Tallaisen tapauksen selvittdminen vaatii vastauksen kahteen kysymykseen: mika
on kuolemaan johtanut syy ja milla tavoin henkild on kuollut. Tallaisen tapauksen ratkai-
seminen on usein vaikeaa, koska on selvitettava, onko ruumiin veden kontrolloimaan
matanemisprosessiin johtanut hukkuminen ja vedessa oleminen vai jokin muu syy. Pii-
levaanalyysi antaa lisatietoa vedesta 16ytyneen ruumiin kuolinsyysta, mutta ei yksindan
voi varmistaa sitd. On mahdollista, etta vesistosta Idydetyn vainajan kuolinsyy ei ole huk-
kuminen tai kuivalta maalta I10ydetty vainaja on nimenomaan kuollut hukkumalla. Tallai-
sissa tapauksissa kuolemaan on voinut johtaa jokin toinen syy, tai kuolema on ollut va-
kivaltainen ja kyseessa on murha tai tappo. Tdma johtaa siihen, ettad kuolinsyytutkin-
nassa on etsittdva vastauksia liséksi seuraaviin kysymyksiin: tapahtuiko kuolema huk-
kumalla, hukkuiko vainaja sen Ioytdpaikalla, johtiko yksindan vedessa oleminen kuole-
maan vai onko tilanteessa ollut lasna muita merkittavia tekijoita, oliko ruumis upotettu
veteen vasta kuoleman jalkeen ja onko kyseessa henkirikos. Koska hukkumisesta ruu-
miille aiheutuvat vammat ja muutokset vaihtelevat, kuolinsyyn selvittdminen vaatii erilai-
sia laboratorioanalyyseja kayttden ruumiinavauksessa otettuja naytteita. Naista ehdotto-

masti tarkein on piilevaanalyysi. [6, s. 1-2.]

Vainajat, jotka l0ytyvat vedesta tai niiden epaillaan hukkuneen, ovat joko voineet kuolla
vedessa, tai ne ovat joutuneet sinne vasta kuoleman jalkeen jonkin syyn seurauksena.
Tallaisten ruumiiden tausta on usein jokin seuraavista: vahingollinen ja itsemurhan ai-
heuttama hukkuminen, hukkumiseen johtanut henkirikos, vedesta pois siirtaminen tai
ruumiin siirtdminen veteen kuoleman jalkeen. Vahingolliset ja itsemurhan aiheuttamat
hukkumistapaukset johtuvat usein joko virkistystoiminnasta (vesiurheilu, uiminen, kalas-
tus), sairauskohtauksesta (esim. sydankohtaus) tai paihteista (esim. alkoholimyrkytys tai
yliannostus). Tallaisiin kuolemantapauksiin voi johtaa esimerkiksi risteilyaluksen uppoa-

minen tai lentokoneonnettomuus, jolloin hypotermialla on suuri rooli kuolinsyyssa ja
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hukkumisessa. Hukkumiseen johtavissa itsemurhatapauksissa henkild6 on usein psy-
koottisessa mielentilassa tai karsii vakavista mielenterveysongelmista. Tallaiset uhrit
saattavat esimerkiksi kayttda painavia esineita, kuten kivia apuna hukuttautumisessa.
Hukkuneista ruumiista I6ytyy usein jalkia vakivallasta, kun kyseessa on henkirikos. Ylei-
simmat vammat ovat paahan kohdistunut isku seka kuristamisesta johtuvat jaljet uhrin
kaulassa. On kuitenkin mahdollista, ettd ruumiissa ei ole jalkia vakivallasta, mutta ky-
seessa on silti henkirikos. Tallaisten tapausten selvittdmisessa auttaa usein |0ytopaikan

ymparistosta I6ydetyt johtolangat esimerkiksi murhan tekovaline. [6, s. 8-9.]

Hukkuminen kylvyssa voi johtua sairauskohtauksesta, laakkeiden tai paihteiden ylian-
nostuksesta. Kyseessa voi olla myos henkirikos tai itsemurha. Yleisin naista kuolinsyista
on sairaskohtaus. Piilevia on talousvedessa hyvin vahan, joten piilevaanalyysin merkitys
tallaisten kuolemien tutkinnassa ei ole kovin merkittava. Kylpykuolemien ratkaisemiseksi

ruumiinavauksella ja vainajan sairaushistorialla on suurempi merkitys. [6, s. 12—13.]

Ruumiin 18ytaminen vedesta ei aina tarkoita sita, ettd kyseisen vainajan kuolinsyy on
hukkuminen. Tama on voinut pudota veteen esimerkiksi yliannostuksen seurauksena tai
henkirikoksen tekija on siirtdnyt ruumiin veteen. Henkirikostapauksissa ruumis on lahes-
tulkoon aina heitetty vesistdéon ja siihen on voitu kiinnittda painoja uppoamisen varmis-
tamiseksi. Lisatietoa tallaisista vainajista antaa ruumiista tehdyt toksikologiset tutkimuk-
set, kuten huumausaine- ja alkoholipitoisuuden mittaaminen veri- tai virtsanaytteesta.
On my6s mahdollista, etta kuivalta maalta 16ydetty ruumis on ollut kuoleman jalkeen ve-
dessa. Ruumis on voitu siirtda vedesta maalle tai se on yritetty esimerkiksi polttaa. Tal-
I6in ruumiinavauksen yhteydessa yleensa huomataan, etta vainajalla on nestetta keuh-
koissa ja/tai mahalaukussa. My0s tallaisissa tapauksissa piilevaanalyysi antaa kuolin-

syysta arvokasta lisatietoa. [6, s. 13—14.]

3.3 Piilevien keittomenetelman kuvaus

Talla hetkella piilevat eristetdan kudos- seka vesinaytteista keittamalla ne typpihapon ja
vetyperoksidin vesiliuoksessa. Typpihappo hajottaa kudoksen, ja vetyperoksidi hapettaa
orgaanista materiaalia ja nain ollen kirkastaa naytteen, jotta piilevat erottuvat naytetta
mikroskopoitaessa. Vetyperoksidilla on tutkittu olevan myds hiilipdlya sitova vaikutus

happokeitossa [7].
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Ruumiinavauksen yhteydessa obduktioteknikko ottaa vainajasta yleensa kolme eri ku-
dosnaytetta ja joissain tapauksissa otetaan myds luuydin- tai verindyte. Kudosnaytteita
otetaan 5-50 grammaa ja ne merkitaan kirjaimin A, B ja C. A-nayte on keuhkoa ja se on
naytteista tarkein, silla ensisijaisesti piilevia 16ytyy hukkuneen tai veteen uponneen vai-
najan keuhkoista. B-naytteeseen yhdistetddn maksa sekd munuaiset ja C-nayte on
otettu aivoista. Jokaista naytetta otetaan kaksi kappaletta, joista toinen siirretaan talteen,

jos naytteet joudutaan jostain syysta keittdmaan uudestaan.

Talla hetkelld kudosnaytteiden keittdmisestd vastaavat obduktioteknikot noudattavat
keittamista varten laadittua ohjetta suurpiirteisesti. Jokaisella keittdjalla on tydssa oma

kasialansa, ja ohjeita annetaan I&ahinna suullisesti kokemuksen pohjalta.

Naytteiden kasittely aloitetaan siirtamalla kukin nayte 0,5 litran keittokolviin, johon on
merkitty tapausnumero ja se, onko kyseessa A, B vai C-nayte. Naytetta punnitaan alku-
peraisen ohjeen mukaan 20-50 grammaa, mutta todellisuudessa maarat vaihtelevat 5—
60 gramman valilla, sillda muilta avauspaikkakunnilta tulevat piilevanaytteet kerataan talla
hetkella pieniin 50 ml:n naytepurkkeihin. Jokaiselle kudosnaytteelle kaytetdan omia inst-
rumentteja kontaminaation valttamiseksi. Kolveihin lisataan silmamaaraisesti noin 250
ml tislattua vetta kanisterista. Kolvit asetetaan lammityspesiin ja niihin lisataan silma-
maaraisesti arvioiden 20—60 ml vahvaa typpihappoa (65 %), seka 100—150 ml vetyper-
oksidia (30 %) suoraan laboratoriopullosta kaataen. Taman jalkeen naytteita keitetaan
+100 °C:ssa niin kauan, kunnes kaikki orgaaninen aines on hajonnut ja nayte on tar-
peeksi kirkas. Keittamisen pituus vaihtelee suuresti, mutta yleensa se kestaa kahdesta
neljaan tuntia. Obduktioteknikko vie valmiit naytteet histologian laboratoriossa olevaan
vetokaappiin paivan paatteeksi. Tarkemmat ohjeet piilevanaytteiden kerdamiseen ja
naytteiden keittdmiseen on liitteessa 1. Vesinaytteet keitetdan samalla tavalla, jotta ne

ovat vertailukelpoisia kudosnaytteiden kanssa.

3.4 Piilevapreparaattien valmistusmenetelman kuvaus

Talla hetkella tapauksia kasitellaan rutiinisti vain yksi paivassa ja naytteita on yleensa 3—
5. Rutiininaytteiden lisaksi kasitelladn usein myods poliisin vainajan I6ytdpaikalta ottama

vesinayte sekd 0-nayte (joka 10:nnen tapauksen jalkeen), jolla varmistetaan, etta
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laboratorion kayttdma tislattu vesi ei ole kontaminoitunut piilevilla. Naytteiden kasittely
oikeuslaaketieteellisessa histologian laboratoriossa alkaa piilevatutkimuspyynnon eli 13-
hetteen vastaanottamisella. Lahetteesta otetaan ylés kyseisen tapauksen numero, vai-
najan nimi, paikkakunta, jossa kyseisen vainajan ruumiinavaus on suoritettu, seka tutki-

musta pyytavan oikeuslaakarin nimi.

Keittdmisen suorittanut obduktioteknikko on tuonut naytteet edellisend paivana histolo-
gian laboratoriossa olevaan vetokaappiin, jotta piilevistd mahdollisimman suuri osa las-
keutuisi keittokolvin pohjalle yon aikana. Histologian laboratorion tyontekija aloittaa nayt-
teiden kasittelyn merkitsemalla kaikille naytteille oman 50 ml:n sentrigufiputken ja jokai-
seen putkeen kyseisen tapauksen numeron. Piilevanaytteita kasitellessa on noudatet-
tava erityista huolellisuutta ristikontaminaation valttamiseksi. Piilevia 16ytyy myos hana-
vedesta ja kasipaperien valmistuksessa kaytettavasta sellusta, joten niiden joutumista

naytteisiin on valtettava.

Taman jalkeen naytekolvista kaadetaan silmamaaraisesti nestettd vedella taytettyyn
neutralointiastiaan yhdella kaadolla kolvia heiluttamatta. Tekija arvioi silmamaaraisesti,
etta kolvin pohjalle jaisi noin 20 ml naytetta ja siirtda taman varovasti kaataen naytteelle
merkittyyn 50 ml:n sentrifugiputkeen. Jos naytteitd on pariton maara, yhdelle naytteelle
taytyy ottaa tasapainoputki, joka taytetdan hanavedelld sentrifugointia varten. Putket ta-
sapainotetaan vaa’an avulla ja asetetaan sentrifugiin. Naytteita sentrifugoidaan (7 min,
2600 x g), minka jalkeen supernatantti kaadetaan neutralointiastiaan. Kolvit huuhdellaan
tislatulla vedella ja neste kaadetaan kutakin naytetta vastaavaan sentrifugiputkeen. Put-
ket taytetaan tislatulla vedelld, tasapainotetaan uudestaan ja sentrifugoidaan uudelleen.
Taman jalkeen supernatantti kaadetaan neutralointiastiaan ja putket taytetdan ja tasa-
painotetaan jalleen tislatulla vedelld, minka jalkeen sentrifugointi toistetaan kolmannen
kerran. Viimeisen sentrifugoinnin jalkeen supernatantin happamuus mitataan pH-pape-
rilla ja naytteen ollessa neutraali supernatantti kaadetaan viemariin, jolloin sentrifugiput-
kien pohjalle jaa hieman vetta ja naytteessa olevat piilevat. Jos naytteet ovat viela hap-

pamia, sentrifugointi toistetaan viela kerran.

Mikroskooppipreparaattien valmistus aloitetaan laittamalla jokaiselle naytteelle oma,
merkitty lasi lampolevylle. Piilevaanalyysissa kaytetdan objektilaseja, joiden keskella on

halkaisijaltaan 8 mm:n kaivo. Talla spesifilla lasilla varmistetaan, etta piilevat eivat karkaa
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lasilta. Tyon suorittaja pipetoi naytteet omille laseilleen kayttden muovisia pasteur-pipet-
teja. Lasissa olevaan kaivoon pipetoidaan kaksia pisaraa suspensoitua naytetta ja sen
annetaan kuivua kokonaan. Lopuksi lasit paallystetdan Naphrax-liman ja ohuen peitin-
lasin avulla. Preparaattia kuumennetaan bunsen-liekilla, jotta ilmakuplat Iahtevat ja lima

Kiinnittyy kunnolla.

Valmiita piilevapreparaatteja tarkastellaan valomikroskoopilla 40-kertaisella suurennok-
sella ja nain varmistetaan naytteen laatu. Lasit pakataan muovikoteloon, ja tekija kuittaa
niiden valmistuspaivan ylos. Jokaisen viikon paatteeksi Helsingin yliopiston tutkija hakee
valmiit naytteet lahetteineen analysoitavaksi yliopistolle ja tekee niista lausunnon tapauk-

sesta vastaavalle oikeuslaakarille.

Kaytetyt keittokolvit ja sentrifugiputket taytetddn emaksiselld Deko-pesuaineella
(pH=11,5) ja niiden annetaan liuota vahintaan vuorokauden ajan. Taman jalkeen ne pes-
tdan astianpesukoneessa. Liuotuksen tarkoituksena on puhdistaa lasiastiat piilevista
kontaminaation valttamiseksi. Neutralointiastiaan laitetaan natriumvetykarbonaattia,
kunnes happo ei enaa reagoi ja astia tyhjennetaan viemariin. Tarkemmat ohjeet piileva-
naytteiden kasittelyyn on liitteessa 2. Kuvassa 1 on virtauskaavio piilevaanalyysin ku-

lusta THL:n oikeuslaakinnan yksikodssa.
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Koko piilevaanalyysin toteuttamiseen ja tulkintaan osallistuu oikeuslaakari, poliisi, ob-

duktioteknikko, Helsingin yliopiston tutkija Jan Weckstréom seka histologian laboratorion

tyontekijat.

3.5 Piilevaanalyysin kontaminaatiolahteet

Piilevaanalyysiin kayttéon hukkumisdiagnostiikassa kohdistuu paljon kritiikkia. Yksi syy

sen kyseenalaistamiseen johtuu suuresta maarasta kontaminaation lahteitd sen
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toteuttamisen kaikissa vaiheissa. Kontaminaatio voi tapahtua joko ennen kuolemaa tai
sen jalkeen. [8, s. 33—-34.]

On mahdollista, etta vainajan elimistédn on joutunut piilevia jo ennen kuolemaa. Jotkin
elintarvikkeet, kuten salaatti, selleri ja ayridiset, voivat sisaltaa niita. Piilevia voi joutua
asukkaiden elimist66n myds maissa, joissa juodaan esimerkiksi jokivetta, tai olut- ja vii-
niteollisuudessa kaytetaan piimaata sisaltavia suodattimia. Liséksi piimaata saatetaan
kayttda valmistusmateriaalina esimerkiksi maaleissa seka paperissa ja se voi kulkeutua

elimistoon hengitysteitse. [8, s. 33—-34.]

Jos ruumis ehtii hajota vedessa pidemman aikaa, kudokset voivat kontaminoitua niita
ymparoivan veden piilevilla. Kontaminaatio voi tapahtua myos naytteenottohetkella.
Mahdollisia kontaminaationlahteita ruumiinavauksen aikana ovat esimerkiksi ilma, hana-

vesi, instrumentit, suojakasineet seka paperi. [8, s. 33-34.]

Lisaksi koko tutkinnan ajan ristikontaminaatio seka eri tapausten ettd saman tapauksen
eri naytteiden (A, B, C ja vesi) valilla on mahdollista. Kontaminaatiota pyritaan valtta-
maan kayttamalla puhtaita instrumentteja ja valttamalla materiaaleja, joiden valmistus-
prosessissa saatetaan kayttaa piilevia sisaltavia komponentteja. Jos vainaja on |0ytdhet-
kella jo pitkalle madantynyt, piilevanayte voidaan ottaa luuytimesta. Se hajoaa muita ku-

doksia hitaammin, ja piilevat kulkeutuvat luuytimeen verenkierron mukana.

3.6 Muita piilevien eristysmenetelmia

Piilevaanalyysi hukkumistapausten tutkinnassa on otettu kayttdéon jo 1900-luvun alussa.
Tarkein tavoite analyysin onnistumisessa on hajottaa kudos siten, ettd mahdollisimman
suuri osa piilevista saataisiin eristettya turvallisesti kontaminaatiota valttaen. Kokeiluja

on tehty myds vesinaytteille. [9.]

Tassa luvussa on esitetty erilaisia piilevien eristysmenetelmia, joita on kokeiltu esimer-
kiksi rikosanalyyttisissa laboratorioissa ja yliopistoissa ympari maailman. Osa naista me-
netelmistd on aikaa vievia, kalliita tai niista 16ytyy liian vahan tietoa, joten ne jatettiin
taman opinnaytetyon toteutuksen ulkopuolelle. Koska tavoitteena oli kehittaa piilevaana-

lyysia, haluttin kuitenkin ottaa selvaa vaihtoehtoisista eristysmenetelmistd. Alla
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mainittujen menetelmien lisaksi piilevia on koitettu eristdd mm. membraanisuodatusme-

netelmalld, Soluene 350 -menetelmalla seka tuhkaamalla [9].

3.6.1 Suolahappodigestio

Italialaisessa yliopistossa testattiin suolahappodigestiota orgaanisen aineksen hajot-
tamiseen piilevanaytteissa. Naytteet kerattiin teurastamolla olevista sioista. Nayt-
teenkasittely aloitettiin punnitsemalla yksi gramma naytettd dekantterilasiin, johon lisat-
tiin 10 ml suolahappoa (10 %, 20 % tai 37 %). Naytteisiin lisattiin positiiviseksi kontrolliksi
yksi millilitra mutaista, piilevarikasta vetta. Naytteitd keitettiin 15 minuuttia +95 °C:ssa,
kunnes kaikki orgaaninen materiaali oli hajonnut. Menetelmaa kokeiltiin, koska haluttiin
selvittda, onnistuuko digestio ilman erittdin vahvoja happoja. Laimeampien kemikaalien

kayttd ei hajottaisi piilevien rakennetta niin helposti. [10.]

Laimeimmalla (10 %) suolahapolla digestoidut naytteet sisalsivat edelleen paljon or-
gaanista ainesta ja tdman vuoksi naytelasien tarkastelu valomikroskoopilla oli todella
hankalaa. Piilevia kuitenkin havaittiin jonkin verran. 20 % vahvalla suolahapolla digestoi-
taessa orgaanista ainesta oli huomattavasti vahemman, jolloin mikroskopointi helpottui.
Lisaksi piilevat nakyivat lasilla paremmin. My6s vahvimmalla suolahapolla digestointi on-
nistui kuten ylla. Orgaanisen aineen hajotessa lahes kokonaan naytelasilta oli helpompi

tunnistaa, minka lajin piilevid ndytteessa on ja taksonominen analysointi helpottui. [10.]

Tassa tutkimuksessa naytemaarat olivat hyvin pienia ja vaikka keittdmiseen meni vain
15 minuuttia, on vaikea arvioida tarvittavaa keittoaikaa, kun kyseessa on suurempi
maara kudosta. Helsingin yliopiston tutkija Jan Weckstrom analysoi talla hetkella kaikki
histologian laboratorion valmistamat piilevalasit ja kertoi kokeilleensa my0s itse nayttei-
den digestointia. Hanen mukaansa tuhkaaminen, pelkan vetyperoksidin kayttd, su-
olahapon kaytté tai suolahappo ja vetyperoksidi yhdessa eivat tuottaneet yhtd hyvia
tuloksia kuin digestointi typpihapolla seka vetyperoksidilla. Naiden tietojen perusteella

kyseisid menetelmia ei siis kokeiltu tdman opinnaytetyon aikana.
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3.6.2 Happo-formaliinidigestio

Japanilaisessa |ladketieteellisessa yliopistossa tutkittiin tapauksia, joissa vainaja on huk-
kunut kylvyssa. Hukkumistutkinnassa kaytettiin apuna piilevaanalyysia ja digestointi
tehtiin typpi- ja rikkihapolla. Naytteiksi otettiin ruumiinavauksessa keuhkoa, pernaa,
munuaista ja maksaa. Ne sail6ttiin ensin 10 % formaliiniin useaksi paivaksi. Taman ja-
Ikeen naytteet huuhdeltiin hanavedella ja leikattiin 10 ja 20 gramman palasiin. Naytteet
pestiin viela tislatulla vedelld ja pilkottiin pienempiin osiin, annettiin olla huoneen-
lammossa 15-30 minuuttia ja siirrettiin erlenmeyereihin. Kaikki erlenmeyerit asetettiin
kuumaan hiekkahauteeseen ja jokaiseen lisattiin ensin 10 ml rikkihappoa ja kun naytteet
olivat tummuneet, lisattiin viela 10-15 ml typpihappoa. Naytteita keitettiin, kunnes neste
oli muuttunut kirkkaaksi. Tutkimuksessa haluttiin tutkia piilevien osuutta kylpyku-
olemissa, koska oletuksena on, etta talousvedessa on piilevid, mutta suhteellisen vahan.
Digestointi kuitenkin onnistui, koska tutkimuksen tuloksissa oli pystytty laskemaan

piilevien lukumaara 100 grammassa kudosnaytetta. [11.]

Tata menetelmaa ei kokeiltu opinnaytetyon aikana, koska se on nykyistd menetelmaa

hitaampi ja olisi vaatinut liian kalliita hankintoja.

3.6.3 Entsyymidigestio

Opinnaytetyon edetessa perehdyttiin tarkemmin entsyymidigestioon ja selvitettiin, olisiko
sen kayttaminen piilevdanalyysissa tehokkaampaa kuin typpihappodigestion. Entsyymi-
digestiota tutkiessa apuna kaytettiin chileldisen yliopiston tutkimusta seka histologian
timinvetajan ja taman opinnaytetyon ohjaajan Johanna Virrin kehittdamaa protokollaa
piilevaanalyysin kudosnaytteiden entsymaattisesta digestoinnista. Kyseinen protokolla
on kehitetty ranskalaisen mm. molekyylibiologiaan erikoistuneen professorin Berntrand
Ludesin tutkimuksen pohjalta. Kyseista digestiomenetelmaa on tutkittu Ranskassa seka
Japanissa ja se on todettu toimivaksi ja turvallisemmaksi naytteenkasittelymenetelmaksi

kuin happodigestio.

Yliopiston tutkimuksessa vertailtin happo- ja entsyymidigestiota keskenaan. Naytteina
vertailussa kaytettiin luuydintd ja vettd. Entsyymidigestioon kaytettin 0,5 U/ml pro-
teinaasi K:ita ja 0,01 M Tris-HClI (pH=7,5) -puskuria, johon oli lisatty 2 %
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natriumdodekyylisulfaattia (SDS). Reagenssien maarasta tai tydvaiheista ei ollut tarkem-

paa tietoa kyseisessa julkaisussa. [12.]

Vuonna 1994 julkaistun tutkimuksen (Ludes ym.) mukaan entsyymidigestio on happo-
keittoa turvallisempi ja ymparistdystavallisempi menetelma kudosten hajottamiseen ja
piilevien eristamiseen. Tutkimuksessa vertailtiin happokeittoa ja entsyymidigestiota kes-

kenaan keraamalla vainajista 10 gramman kudosnaytteet. [13.]

Johanna Virrin protokollan mukaan kudosnaytettd punnitaan ensin 10 grammaa ja sita
huuhdellaan tislatulla vedella. Kudosnayte sekoitetaan liuokseen, jossa on 500 pul pro-
teinaasi K -entsyymia (10 mg/ml) ja 100 ml Tris-HCl-puskuria (0,01 ml/l, pH 7,5), joka
sisaltda 2 % SDS-reagenssia. Seosta inkuboidaan yon yli Iampdkaapissa (+50 °C) ja
seuraavana paivana siihen lisatdan 500 pl proteinaasi K -entsyymia, minka jalkeen sita
inkuboidaan kahdeksan tunnin ajan. Kun kudos on digestoitunut, seos laimennetaan 100
ml:lla tislattua vettad ja ndyte sentrifugoidaan (3000 rpm, 15 min). Sentrifugoinnin jalkeen
supernatantti kaadetaan jateastiaan ja sedimentistd pipetoidaan objektilasille 100 pl
naytettd. Preparaatti kuivataan lampdlevylla ja peitinlasi kiinnitetdan Naphrax-liman

seka liekityksen avulla.

4 Piilevat

4.1 Piilevista yleisesti

Piilevat ovat mikroskooppisen pienia yksisoluisia kasveja, ja niiden tunnusomaisin piirre
on niiden piihappoa sisaltava kova soluseinad. Soluseina ja sen kuviot ovat erittdin sym-
metrisia, ja tdman ominaisuuden avulla piilevia voidaan karakterisoida seka jakaa eri
luokkiin. Kyseisen luokittelun avulla piilevalajeja on l6ydetty jo kymmeniatuhansia. Piile-
via l6ytyy luonnon omista vesistdista, kuten jarvista, joista, merista, ojista sekad lammi-
koista. Levien kasvuymparistojen fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet ovat yksi tekija
niiden luokittelussa. On olemassa seka suolaisen ettd makean veden piilevia. Jotkin pii-
levat taas suosivat kasvuymparistondan maaperaa (piimaa) tai pienempia vesistoja.
Maapallolla on elavien piilevien lisaksi myos piilevafossiileja, jotka muodostavat koko-

naan oman luokkansa, ja niitd louhitaan kaupalliseen tarkoitukseen ja kaytetaan
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esimerkiksi hiomapapereissa. Yksi tarked ominaisuus piilevilla on niiden kantojen moni-
muotoinen dynamiikka ja ekologia. Piilevakannat ovat jatkuvassa muutostilassa ja ne
muokkaantuvat jaksoittain. Niiden kukintojen runsaus vaihtelee vuodenajasta riippuen.
Veden lampdtila, happamuus seka kerrostuneisuus vaikuttavat suoraan kyseisen vesis-
ton piilevakonsentraatioon. Nama edella mainitut piilevakantojen ominaisuudet ovat suu-

ressa roolissa, mita tulee hukkumisdiagnostiikkaan. [6, s. 2-3.]

4.2 Piilevien rooli hukkumisessa ja rikostutkinnassa

Kun ihminen hukkuessaan vetaa vetta henkeen, piilevat kulkeutuvat ensin keuhkoihin ja
sydamen pumpatessa verta siité edelleen perifeerisen verenkierron kautta muihin elimiin
ja luuytimiin. Jos ruumis joutuu veteen kuoleman jalkeen, piilevia kulkeutuu vedella tayt-
tyvan suun ja henkitorven kautta keuhkoihin. Tassa tapauksessa sydan ei pumppaa

verta eteenpain, joten piilevia ei 16ydy muista elimista tai luuytimesta. [6, s. 3—6.]

Kova piikuori tekee piilevista kemiallisesti erittéin kestavia, joten ne voidaan eristaa ih-
miskudoksesta helposti kayttden vahvaa happoa ja sentrifugointia. Typpihappodigestion
on tutkittu olevan tehokkain piilevien eristykseen kaytettava menetelma. Eristamiseen on
kaytetty useita eri kudoksia, mutta saariluusta otetun luuytimen on todettu olevan kaikista
luotettavin piilevanayte vainajasta. Piilevaanalyysin luotettavuuden varmistamiseksi on
verrattava vainajasta otetun naytteen piilevakonsentraatiota ja niiden morfologiaa vesi-
naytteeseen, joka on keratty ruumiin 16ytdpaikalta tai oletetulta hukkumispaikalta. [6, s.
3-6.]

Oikeuslaaketieteen patologit ympari maailman ovat tulleet siihen tulokseen, etta piileva-
analyysi on luotettavin lIahde selvittdessa hukkumistapauksia ja vedesta lI6ydettyjen vai-
najien kuolinsyita. Eraat tutkijat ovat kuitenkin esittaneet piilevien I0ytymisen myods ei-
hukkuneista ruumiista. Vaite on kuitenkin kumottu perustelemalla piilevaanalyysin ole-
van validi menetelma, kun verrataan kudosnaytteita ja oletetulta I16ytdpaikalta kerattya

vesinaytetta keskenaan. [6, s. 3-6.]

Piilevia voidaan kayttdaa myos johtolankoina rikoksissa. Kassakaappien valmistusmate-
riaalissa voidaan kayttda piimaata. Erddssa tapauksessa kassakaapin rydstaneiden

miesten vaatteista 16ytyi jadnteita piimaasta ja siina olevat piilevat olivat samoja kuin ne
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piilevat, joita 16ytyi kaapin valmistusmateriaalista. Tama tieto vahvisti epailtyjen syyllisyy-

den ja heidat tuomittiin varkaudesta. [6, s. 112.]

5 Nykyisen menetelman haasteet

5.1 Piilevien keittomenetelméa

Opinnaytetydn alussa seurattiin obduktioteknikoiden suorittamaa piilevien keittomene-
telmaa ja listattiin nykyisen menetelman haasteet ja heikkoudet, jotka vaativat kehitta-

mista:

- Piilevatutkimuspyynnon tullessa toiselta avauspaikkakunnalta, naytemaara on
usein hyvin pieni (5—15 grammaa) vaikka ohjeen mukaan naytetta pitaisi olla n.
30 grammaa.

- Lammityspesiin mahtuu kerralla kuusi keittokolvia, joten saman aikaisesti keite-
tdan normaalisti vain yhden tapauksen naytteet, mika ruuhkauttaa tapausten ka-
sittelya.

- Keittamisprosessissa on suuri ty6turvallisuusriski, silla vahva typpihappo roiskuu
keitettdessa kudosten reagoidessa kiehuvan happovesiliuoksen kanssa.

- Naytteisiin lisattavien reagenssien (65 % typpihappo ja 30 % vetyperoksidi) ja
tislatun veden maara vaihtelee tekijan mukaan, eikd kaytdssa ole kaavaa, jonka
pohjalta naytteen paino maaraisi reagenssien ja veden maaran.

- Keittamisesta vastaavat obduktioteknikot, joilla ei ole laboratorioalan koulutusta.

5.2 Piilevapreparaattien valmistusmenetelméa

Opinnaytetydn alussa pohdittiin histologian laboratorion henkildkunnan seka yliopiston
paleoekologian dosentti Jan Weckstromin kanssa piilevapreparaattien valmistukseen liit-

tyvia haasteita seka kehittdmiskohteita:

- Kun kolvista kaadetaan aluksi ylimaarainen neste pois, menetetdan naytteessa

mahdollisesti olevia kevyempia piilevia, jotka eivat laskeudu kolvin pohjalle.
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- On lahes mahdotonta arvioida silmamaaraisesti, ettd kolvin pohjalle jaisi 20 ml
nestettd, minka vuoksi naytemaara, joka on suoraan verrannollinen saantoon,

vaihtelee suuresti.

6 Menetelman kehitys projektin aikana

6.1 Preparaattien valmistusmenetelman kehittaminen

6.1.1 Koe 1

Kokeen 1 tarkoituksena oli selvittda, paraneeko saanto, jos naytteeksi kerataan keitto-
kolvissa oleva nayteliuos kokonaan. Talla pyrittiin valttdmaan mahdollisten kolvin pin-
nalla olevien piilevien joutuminen neutralointiastiaan. Koe tehtiin A-naytteesta ja se tois-

tettiin kaksi kertaa, jotta naytteita voitiin verrata keskenaan.

A-naytetta varten otettiin useampi sentrifugiputki, joihin pyrittiin kaatamaan kaikkiin noin
20 ml kolvissa olevaa nayteliuosta. Kolvin ravistelua seka heiluttamista valtettiin kaata-
misen aikana ja kolvi pidettiin jokaisen kaadon valissa vaakatasossa sekoittumisen es-
tamiseksi. Viimeisin sentrifugiputki edusti nykyisella menetelmalla valmistettua naytetta.
Taman jalkeen naytteenkasittelyssa noudatettiin nykyisen menetelman ohjetta. Kokeen
1 ensimmaisessa vaiheessa A-naytteesta tehtyja preparaatteja tuli yhteensa nelja ja toi-
sessa vaiheessa kuusi. Kaikki naytteet mikroskopoitiin valomikroskoopilla 40-kertaisella

suurennoksella.

6.1.2 Koe 2

Kokeen 2 tarkoituksena oli vertailla keskendan kahta eri naytteenkasittelymenetelmaa
mikroskooppipreparaatteja valmistettaessa. Talla hetkelld obduktioteknikon keitettya pii-
levanaytteet han tuo ne iltapaivalla histologian laboratorion vetokaappiin. Naytteet odot-
tavat jatkokasittelyd seuraavaan paivaan ja oletuksena on, ettd piilevat laskeutuisivat
yén aikana kolvin pohjalle. Kun osa kolvissa olevasta nesteesta kaadetaan neutraloin-
tiastiaan, piilevien pitaisi jaada loppuun nesteeseen, joka kaadetaan sentrifugiputkeen.

Tassa kokeessa haluttiin selvittaa, huononeeko piilevasaanto, jos kolvissa oleva neste
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sekoitetaan ensin homogeeniseksi ja siitd kaadetaan suoraan noin 20 ml naytetta sentri-

fugiputkeen. Loppu neste, joka ei mahdu putkeen, voitaisiin kaataa neutralointiastiaan.

Koetta varten kaytiin kerdadmassa vesinayte mutaisesta lammesta. Oletuksena oli, etta
lammen vesistdssa olisi piilevia. Vesinaytteesta keitettiin rinnakkaisnaytteet (nayte 1 ja
nayte 2) yhdessa obduktioteknikon kanssa. Keittaminen toteutettiin nykyisella obduk-
tioteknikoiden soveltamalla ohjeella. Vesinaytetta ja tislattua vetta laitettiin kolvin pohjalle
suhteessa 1:1 niin, etta kolvin pyorea osa tayttyi puoleen valiin asti. Obduktioteknikko toi
valmiit naytteet histologian laboratorion vetokaappiin ja seuraavana paivana ne jatkoka-
siteltiin. Nayte 1 sekoitettiin tasaiseksi kolvia heiluttaen ja ndyteliuosta kaadettiin noin 20
ml sentrifugiputkeen. Loput nayteliuoksesta kaadettiin neutralointiastiaan. Naytteesta 2
tehtiin mikroskooppipreparaatti nykyisen ohjeen mukaan, jotta sita voitaisiin kayttaa ver-
tailussa. Sentrifugointi ja mikroskooppipreparaatin valmistus tehtiin nykyisen ohjeen mu-
kaan. Naytteet olivat lasille pipetoitaessa niin tummat, etta niista tehtiin uudet lasit 1:1

laimennoksella (pasteur-pipetilld yksi pisara naytetta ja yksi pisara tislattua vetta).

6.2 Keittomenetelman kehittaminen

6.2.1 Koe 1

Nykyisen keittomenetelman ohjeen mukaan keittaminen tapahtuu keittokolvissa, kudos-
naytetta keitetdan 20-50 grammaa, tislattua vetta laitetaan kolviin pydrean osan puoleen
valiin eli noin 250 ml ja typpihappoa seka vetyperoksidia lisataan alussa 20 ml. Ohjeessa
kasketaan lisatd happoa keittdmisen ajan siten, ettad nayte ei kuivu tai pala pohjaan nes-
teen haihtuessa ja lopuksi lisataan viela 10 ml vetyperoksidia naytteen kirkastamiseksi.
Obduktioteknikot, jotka vastaavat piilevien keitosta, siihen asti, kunnes koko yksikkd siir-
tyy uusiin tiloihin, noudattavat ohjetta suurpiirteisesti. Happoa lisataan heti aluksi noin 60
ml ja vetyperoksidia vain silmamaaraisesti nokkapullosta kaataen. Taman kokeen tarkoi-
tuksena on tavoitella toistettavampaa ja tarkempaa naytteenkasittelya, jotta piilevaana-

lyysista saataisiin luotettavampia tuloksia ja todisteita hukkumiskuolemien selvitykseen.

Mikroskopoitavaa piilevapreparaattia valmistaessa histologian laboratoriossa, osa nayt-
teesta kaadetaan pois ja jaljelle jaa vaan noin 20 ml nayteliuosta, joka mahtuu 50 mi:n

sentrifugiputkeen. Kokeessa 1 tavoiteltiin sellaista keittoprosessia, etta jatetta ei syntyisi
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preparaatin valmistuksen alkuvaiheessa ollenkaan, vaan kaikki kudospalassa olevat pii-
levat paatyisivat naytteeksi, eli sentrifugiputken pellettiin. Tarkoituksena siis oli kokeilla,
onko nayte mahdollista keittda "kasaan” tarpeeksi lyhyessa ajassa. Samalla yritettiin mi-
nimoida tarvittavien reagenssien maaraa. Kokeen ensimmaisessa vaiheessa hankittiin
tarvittavat reagenssit seka mittavalineet keittdmista varten (taulukko 2) ja paatettiin kay-

tettavien reagenssien maarat nykyista ohjetta mukaillen.

Taulukko 2.  Kokeilun 1 reagenssit, tarvikkeet ja mittavalineet

Reagenssit, tarvikkeet ja mittavalineet

Keittolevy (Bibby Scientific)

Erlenmeyerita

Analyysivaaka (Fisher Scientific, SG-5001)

Pihdit

Tislattu vesi

Typpihappo 65 % (HNOs, VWR Chemicals, Lot: 19A074019)
Vetyperoksidi 30 % (H.02, EMD Millipore, Lot: K50671809838)
Kudosnayte (A, B, C)

Keittomenetelman kehitysta varten keratyt kudosnaytteet haettiin avaussalin kylmiosta.
Suojavarusteina kaytettiin suojalaseja, paksuja suojakasineitd, suusuojainta, laborato-

riotakkia sekd muovista esiliinaa. Keittaminen tehtiin vetokaapissa.

Keuhkonaytteen (A-nayte) keittdminen

Keuhkonayte punnittiin suoraan 200 ml:n erlenmeyeriin ja sita pilkottiin saksilla. Taman
jalkeen erlenmeyeriin lisattiin mittalasilla 100 ml tislattua vetta. Nayte laitettiin keittole-
vylle ja kun vesi alkoi kiehua, seokseen lisattiin pipetilla 20 ml typpihappoa. Vetyperok-
sidia alettiin lisddamaan tunnin keittdmisen jalkeen varovasti pasteur-pipetilla. Neste kie-
hui koko prosessin ajan hallitusti eika se kuohunut erlenmeyerin reunojen yli kertaakaan.
Keittamisen kulku ja sen aikana tehdyt happo- ja vetyperoksidilisaysten maarat seka li-

saysajat kirjattiin taulukkoon 3.
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Taulukko 3.  A-naytteen keittdmisen vaiheet (koe 1)

e . Kellon- . - Keittolevyn
Keittdmisen eteneminen aika Typpihappo Vetyperoksidi limpotila
Keittoprosessi aloitettu 10:30 100 °C
Typ.plhapp(.)a lisatty (kun 11:05 50 ml
vesi alkoi kiehua)

Vetyperoksidin lisdys aloi- 12:15 200 °C
tettu

Typpihappoa lisatty 12:20 10 ml

Typpihappoa lisatty 14:15 10 ml

Yhteensd 10 ml vetyper-| ) 5, 10 ml

oksidia lisatty

Klehumlsen. jfalkeen lisatty 14:45 10 ml keittolevy sam-
vetyperoksidi mutettu
Keittoprosessi lopetettu 14:50 yhteensa 40 ml | yhteensd 20 ml

Naytteen paino: 20 g

Tislatun veden maara: 100

ml

Keittamista jatkettiin 4 h 20 min, jonka jalkeen seoksen annettiin hieman jaahtya ja siihen
lisattiin viela 10 ml vetyperoksidia naytteen kirkastamiseksi. Alla olevassa kuvasarjassa

havainnollistettuna keittdmisen aikana tapahtuneet hajoamis- ja varimuutokset (kuva 2).
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Ennen kiehumista

Typpihapon lisdys

Typpihapon lisdys

Kuva 2. Kuvasarja A-naytteen keittamisesta (koe 1)

Kaikki vetyperoksidi

lisatty

Vetyperoksidin lisdys
aloitettu

Keittdminen lopetettu

Nayte jai hieman kellertavaksi, mutta sen ei uskottu haittaavan jatkokasittelya. Naytteen

lopputilavuus oli tassa vaiheessa noin 90 ml ja se jatettiin vetokaappiin jadhtymaan yon

yli.

Seuraavana paivana nayte sekoitettiin homogeeniseksi ja jaettiin kahteen 50 ml:n sentri-

fugiputkeen. Naytteenkasittely ja piilevapreparaattien valmistus tehtiin histologian labo-

ratoriossa kaytdssa olevan ohjeen mukaan (lite 2). Laseja mikroskopoitaessa huomat-

tiin, ettd naytteeseen oli jaanyt suhteellisen paljon ylimaaraista sakkaa, mika hairitsi tul-

kintaa. Molemmilta laseilta oli kuitenkin havaittavissa muutamia piilevia. Tapaus kasitel-

tiin myos alkuperaisella keittomenetelmalla obduktioteknikoiden toimesta. Alkuperaisella

menetelmalla kasitellysta naytteesta tehdylla A-naytteen lasilla piilevat nakyivat selke-

ammin ja sakkaa oli vahemman.
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Maksa- ja munuaisnaytteen (B-nayte) keittdminen

B-naytteen keittamisessa kaytdssa oli samat reagenssimaarat kuin A-naytteella. Vety-
peroksidia alettiin lisddmaan tunnin keittamisen jalkeen varovasti pasteur-pipetilla. Neste
kuohahti erlenmeyerin reunojen yli ensimmaisen typpihapon lisdyksen jalkeen. Keittole-
vyn lampétilaa laskettiin hieman, ja kiehuminen jatkui hallitusti keittdmisen loppuun asti.
Keittamisen kulku ja sen aikana tehdyt happo- ja vetyperoksidilisaysten maarat seka li-

saysajat kirjattiin taulukkoon 4.

Taulukko 4.  B-naytteen keittdmisen vaiheet (koe 1)

e . Kellon- . - Keittolevyn
Keittamisen eteneminen aika Typpihappo Vetyperoksidi limpétila
Keittoprosessi aloitettu 10:15 200 °C
Typpihappoa lisatty (kun .o, 20 ml 100 °C
vesi alkoi kiehua)

Vetyperoksidin lisdys aloi- 11:50 200 °C
tettu

Typpihappoa lisatty 11:55 10 ml

Typpihappoa lisatty 13:00 10 ml

Yhteensa 10 ml vetyper-| 5 5, 10 ml

oksidia lisatty

Klehumlserf ngkeen lisatty 14:10 10 ml keittolevy sam-
vetyperoksidi mutettu
Keittoprosessi lopetettu 14:30 yhteensa 40 ml | yhteensd 20 ml

Naytteen paino: 20 g
Tislatun veden maara: 100
ml

Viimeinen happolisdys tehtiin tuntia aikaisemmin kuin keuhkonaytetta keittdessa. Yh-
teensa B-naytetta keitettiin 4 h 15 min. Alla olevassa kuvasarjassa havainnollistettuna

keittdmisen aikana tapahtuneet hajoamis- ja varimuutokset (kuva 3).
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Typpihapon lisdys Typpihappo reagoi
1 } naytteen kanssa ja

seos kuohahti yli

Vetyperoksidin Keittdminen lopetettu
lisdys aloitettu .

.x'/

Kuva 3. Kuvasarja B-naytteen keittdmisesta (koe 1)

Myds B-nayte jai variltdan kellertdvaksi ja sen pinnalla kellui rasvaa. Naytteen lopputila-
vuus oli noin 50 ml eli huomattavasti vahemman kuin A-naytteelld. B-nayte keitettiin 250
ml:n erlenmeyerissa, joten nestettd on voinut haihtua enemman kuin pienemmassa er-
lenmeyerissa keitettdessa. Lisaksi B-nayte kuohui kerran yli, jolloin naytetta roiskui keit-
tolevylle, ja tilavuus pieneni. Nayte jatettiin vetokaappiin jaahtymaan yon yli ja kasiteltiin
kuten A-nayte. Laseja mikroskopoitaessa huomattiin, ettei kummallakaan niista ollut pii-
levid, ja lasille paatynyt hajoamaton rasva hairitsi tulkintaa jossain maarin. Mydskaan

alkuperaisella menetelmalla tehdylla B-lasilla ei ollut piilevia.
Aivonaytteen (C-nayte) keittdminen
C-naytetta saatiin ruumiinavauksesta vain 13 grammaa, joten tislatun veden ja kemikaa-

lien maarat piti suhteuttaa naytteen painoon. Erlenmeyeriin laitettiin tislattua vetta 70 ml,
typpihappoa 28 ml ja vetyperoksidia 14 ml. Aivondyte kuohui hieman ensimmaisen
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typpihappolisdyksen jalkeen, mutta naytetta ei valunut erlenmeyerin reunojen yli. Keitto-
levyn lampdtilaa laskettiin, ja kiechuminen jatkui hallitusti keittdmisen loppuun asti. Keit-
tamisen kulku ja sen aikana tehdyt happo- ja vetyperoksidilisdysten maarat seka lisays-

ajat kirjattiin taulukkoon 5.

Taulukko 5.  C-naytteen keittdmisen vaiheet (koe 1)

e . Kellon- . - Keittolevyn
Keittdmisen eteneminen aika Typpihappo Vetyperoksidi limpétila
Keittoprosessi aloitettu 10:15 200 °C
Typpihappoa lisatty (kun| ., 14 ml 175 °C
vesi alkoi kiehua)

Vetyperoksidin lisdys aloi- 11:20 200 °C
tettu

Typpihappoa lisatty 12:00 7 ml

Typpihappoa lisatty 12:30 7 ml

Y.ht.ee.nﬁa 7 ml vetyperok- 12:30 7 ml

sidia lisatty

Klehumlserf ngkeen lisatty 13:00 7 ml keittolevy sam-
vetyperoksidi mutettu
Keittoprosessi lopetettu 12:15 yhteensa 28 ml | yhteensa 14 ml

Naytteen paino: 13 g

Tislatun veden maara: 70

ml

Aivonaytteen keittaminen kesti kaiken kaikkiaan vain kaksi tuntia. Nopea digestoitumi-
nen johtui todennakoisesti pienemmasta naytemaarasta, seka aivokudoksen pehmey-
desta verrattuna muihin kudosnaytteisiin. Alla olevassa kuvasarjassa havainnollistettuna

keittdmisen aikana tapahtuneet hajoamis- ja varimuutokset (kuva 4).
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Typpihapon lisdys Typpihappo reagoi

naytteen kanssa ja
seos kuchuu

Kaikki

vetyperoksidi ja
typpihappo lisétty

Kuva 4. Kuvasarja C-naytteen keittdmisesta (koe 1)

Myds C-nayte jai hieman kellertavaksi ja sen pinnalla kellui rasvaa. Naytteen tilavuus
keittamisen jalkeen oli noin 40 ml. Jatkokasittely tehtiin samalla tavalla kuin aiemmille
naytteille. Naytteen pienesta tilavuudesta johtuen se mahtui yhteen 50 ml:n sentrifugi-
putkeen, ja ndin ollen siita tehtiin vain yksi mikroskooppipreparaatti, mika oli tdssa kokei-
lussa alkuperaisena tavoitteena. Lasia mikroskopoitaessa tulokset olivat samat kuin B-

naytteella.

6.2.2 Koe 2

Toinen koe suoritettiin samalla tavalla kuin ensimmainen, mutta ndytemaarat pienennet-
tiin 10 grammaan, jolloin myds reagenssien maaraa voitiin pienentdd. Ensimmaisessa
kokeessa huomattiin, ettd C-nayte, joka painoi 10 grammaa, saatiin keitettya tarpeeksi

pienilla reagenssimaarilla, ja se mahtui yhteen 50 ml:n sentrifugiputkeen. Nain ollen
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naytteesta pystyttiin tekemaan vain yksi preparaatti. Liséksi kudosnaytteet pyrittiin talla
kertaa pilkkomaan ennen keittdmista pienemmiksi kuin kokeessa 1, jotta ne hajoaisivat

nopeammin.

Tassa kokeessa kudosnaytetta punnittiin 10 grammaa, vetta laitettiin 50 ml, typpihappoa
20 ml ja vetyperoksidia 10 ml. Kaikki naytteet (A, B ja C) keitettiin yhden kerran. Kaikki
kokeen 2 kudosnaytteet keitettiin korkeassa dekantterilasissa, jotta nahtaisiin, haihtuuko
nestettd paremmin kuin erlenmeyerissa keitettdessa. Kokeessa 2 kaytettiin samoja rea-

gensseja ja mittavalineita kuin kokeessa 1 (taulukko 2).

Keuhkonaytteen (A-nayte) keittdminen

Toinen keittokoe aloitettiin punnitsemalla A-naytettd 10 grammaa 400 ml:n dekantterila-
siin ja lisdamalla sinne 50 ml tislattua vetta. Dekantterilasi laitettiin Iampdlevylle ja kun
neste alkoi kiehua, tehtiin ensimmainen typpihapon lisays (10 ml) pipetilla. Keittdmisen
aikana tehtiin typpihappo- ja vetyperoksidilisayksia. Keittamisen kulku ja sen aikana teh-

dyt happo- ja vetyperoksidilisdysten maarat seka lisdysajat kirjattiin taulukkoon 6.

Taulukko 6.  A-naytteen keittamisen vaiheet (koe 2)

s s . Kellon- . - Keittolevyn
Keittamisen eteneminen aika Typpihappo Vetyperoksidi limpétila
Keittoprosessi aloitettu 10:40 200 °C
Typ.plhar?pcl)a lisatty (kun 10:50 10ml
vesi alkoi kiehua)

Vet.yperok5|d|n lisdys 11:40

aloitettu

Typpihappoa lisatty 12:00 5 ml

Typpihappoa lisatty 12:10 5ml

Yhteensd S mivetyper- | ) 1, 5 ml

oksidia lisatty

K'l'ehum|sen Jalke‘er.1 li- 12:15 5 ml keittolevy sammu-
satty vetyperoksidi tettu
Keittoprosessi lopetettu 12:15 | yhteensd 20 ml | yhteensd 10 ml

Naytteen paino: 10 g

Tislatun veden maara: 50

ml
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Kaiken kaikkiaan keittamiseen kului vain noin 1,5 h, mikd on huomattavasti vahemman
kuin kokeen 1 A-naytteen keittdmiseen kulunut aika (4 h 20 min). Nestetta haihtui nayt-
teesta paremmin keittdessa dekantterilasissa kuin erlenmeyerissa, ja nayte kiehui halli-
tusti. Alla olevassa kuvasarjassa havainnollistettuna keittdmisen aikana tapahtuneet ha-

joamis- ja varimuutokset (kuva 5).

@ 3

Typpihapon Vetyperoksidin Keittaminen
lisays lisays aloitettu lopetettu

Kuva 5. Kuvasarja A-naytteen keittamisesta (koe 2)

Naytteen lopputilavuus oli noin 20 ml ja se mahtui hyvin yhteen 50 ml:n sentrifugiput-
keen. Jatkokasittely tehtiin nykyisen ohjeen mukaan. Naytteen neutralointiin tarvittiin
kolme sentrifugointia. Lasia mikroskopoitaessa silta [6ytyi muutama piileva. Sita verrattiin
nykyiselld menetelmalla tehtyyn saman tapauksen A-naytteeseen. Kyseiselta lasilta ei
kuitenkaan 16ytynyt piilevia, mika on todisteena siita, etta nykyisen menetelman piileva-

saanto on joissain tapauksissa heikko.

Maksa- ja munuaisnaytteen (B-nayte) keittdminen

Kokeen 2 B-nayte keitettiin samalla tavalla kuin A-nayte. Kudosta punnittiin 10 grammaa
400 ml:n dekantterilasiin, tislattua vetta lisattiin 50 ml, typpihappoa 20 ml ja vetyperoksi-
dia 10 ml. Toisin kuin kokeessa 1, B-nayte ei kuohunut yli typpihappolisayksen jalkeen.
Keittamisen kulku ja sen aikana tehdyt happo- ja vetyperoksidilisdysten maarat seka li-

saysaijat kirjattiin taulukkoon 7.
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Taulukko 7.  B-naytteen keittdmisen vaiheet (koe 2)

e . Kellon- . - Keittolevyn
Keittamisen eteneminen aika Typpihappo Vetyperoksidi limpotila
Keittoprosessi aloitettu 10:45 200 °C
Typr.)lh.appoa lisatty (kun vesi 11:00 10ml
alkoi kiehua)

Vetyperoksidin lisdys aloitettu | 11:40

Typpihappoa lisatty 11:55 5ml

Typpihappoa lisatty 12:00 5mil

Yhfeensa 5 ml vetyperoksidia 12:00 5 ml

lisatty

Klehumlsler? jalkeen lisatty ve- 12:10 5 ml keittolevy sam-
typeroksidi mutettu
Keittoprosessi lopetettu 12:10 | yhteensa 20 ml | yhteensa 10 ml

Naytteen paino: 10 g

Tislatun veden maara: 50 ml

B-naytteen keittdminen kesti n. 1,5 tuntia, mika on jalleen huomattavasti vahemman kuin
kokeessa 1. Alla olevassa kuvasarjassa havainnollistettuna keittdmisen aikana tapahtu-
neet hajoamis- ja varimuutokset (kuva 6).

Typpihapon
lisays

Keittaminen
lopetettu

Vetyperoksidin
lisays aloitettu

Kuva 6. Kuvasarja B-naytteen keittamisesta (koe 2)

Naytteen lopputilavuus oli noin 20 ml ja se mahtui hyvin yhteen 50 ml:n sentrifugiput-
keen. Jatkokasittely tehtiin nykyisen ohjeen mukaan. Lasia mikroskopoitaessa siita ei
I8ytynyt piilevid. Sita verrattiin nykyisella menetelmalla tehtyyn saman tapauksen B-nayt-

teeseen, jossa mikroskopoinnin tulos oli sama.
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Aivonaytteen (C-nayte) keittaminen

C-nayte keitettiin kuten A- ja B-nayte. C-naytteen keittdminen epaonnistui, koska neste

haihtui oletettua nopeammin ja nayte paloi pohjaan (kuva 7).

Typpihapon Vetyperoksidi Kelttamlnen
lisays n lisays lopetettu
aloitettu

Kuva 7. Kuvasarja C-naytteen keittdmisesta (koe 2)

Keittaessa naytteita nain pienillda nestemaarilla, on mahdollista, etta kaikki neste paasee
haihtumaan ja nayte palaa pohjaan kiinni. Taman takia naytetta on kaytava katsomassa
noin puolen tunnin valein ja lisattava typpihappoa tai vetyperoksidia tarvittaessa.

C-naytetta oli jaljella viela viisi grammaa, joten se keitettiin uudelleen. Vetta laitettiin 25
ml, typpihappoa 10 ml ja vetyperoksidia 5 ml. Keittdmisen kulku ja sen aikana tehdyt

happo- ja vetyperoksidilisdysten maarat seka lisdysajat kirjattiin taulukkoon 8.
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Taulukko 8.  C-naytteen keittdmisen vaiheet (koe 2)

e . Kellon- . - Keittolevyn
Keittamisen eteneminen aika Typpihappo Vetyperoksidi limpétila
Keittoprosessi aloitettu 12:10 200 °C

Typpihappoa lisatty (kun vesi
alkoi kiehua)
Vetyperoksidin lisdys aloitettu 12:25

12:20 5ml

Typpihappoa lisatty 12:35 2,5 ml

Typpihappoa lisatty 12:45 2,5 ml

Y-P.\teensa 5 ml vetyperoksidia li- 12:45 25ml

satty

Klehumls‘er\ jalkeen lisatty ve- 13:00 25ml keittolevy sam-
typeroksidi mutettu
Keittoprosessi lopetettu 13:00 yhteensa 10 ml | yhteensa 5 ml

Naytteen paino:5¢g
Tislatun veden maara: 25 ml

Reagenssien lisdykset tehtiin C-naytetta keittdessa tiheammin. Koska naytteen paino oli
vain viisi grammaa, sen keittdmiseen kului vain vajaa tunti. Naytteen lopputilavuus oli
vain noin 10 ml. Jatkokasittely tehtiin nykyisen ohjeen mukaan. Lasilta ei 16ytynyt mikro-

skopoitaessa piilevia ja sama havainto tehtiin nykyisellda menetelmalla tehdylta lasilta.

7 Entsyymidigestio

Typpihappodigestiokokeiden jalkeen haluttiin perehtya paremmin entsyymidigestioon
vaihtoehtoisena piilevieneristysmenetelmana. Entsyymidigestion kokeilua varten tehtiin
hintavertailu (taulukko 9). Typpihapon seké vetyperoksidin ostohinta ja kulutus saatiin
obduktioteknikoilta. Vertailuun otettin mukaan myos keittomenetelman kehityksen
kokeilussa 2 kaytetyt reagenssimaarat. Proteinaasi K:n hintaa tiedusteltin VWR:It4, ja

kulutusarvio tehtiin luvussa 3.6.3 esitellyn julkaisun seka valmiin protokollan perusteella.
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Taulukko 9.  Entsyymidigestion ja happodigestion hintavertailu

65 % typpihappo 30 % vetyperoksidi | 0,6 U/ml proteinaasi K
(VWR) (EMD Millipore) (VWR)
hinta (11) 29,95 € 88,40 € 5290 €
kulutus (1 ndyte) 60 ml n. 125 mi 200 pl
hinta (1 nayte) 1,80 € 11,05 € 3,20€
hinta (3 naytettd) 5,40 € 33,15 € 9,55 €
kulutus (1 nayte, kokeilu 2) 20 ml 10 ml
hinta (1 ndyte, kokeilu 2) 0,60 € 0,88 €
hinta (3 naytettd, kokeilu 2) 1,80¢€ 2,65 €

Taulukon 9 perusteella typpihappodigestion hinta yhdelle naytteelle nykyisilla rea-
genssimaarilla on noin 13 € ja entsyymidigestiossa kaytetyn proteinaasi K:n noin 5 €.
Entsyymidigestion toteuttamiseen tarvittaisiin lisdksi Tris-puskuria sekd SDS-rea-
genssia. Ajallisesti se veisi huomattavasti enemman tyOtunteja kuin nykyinen
menetelma. Jos reagenssimaaria vahennetaan kokeilussa 2 kaytettyihin maariin, hap-

podigestion hinnaksi yhdelle naytteelle tulisi noin 1,50 €.

Tassa opinnaytetydssa paatettiin olla kokeilematta entsyymidigestiota, koska sen kayt-
téonotto vaatisi paljon aikaa, naytteiden vertailua seka tyontekijdiden uudelleenkoulu-
tusta. Lisaksi nayteastioita varten pitaisi hankkia uusi sentrifugi tai adapteri vanhaan sen-
trifugiin, silla naytteen tilavuus olisi yli 50 ml, joka on talla hetkella kaytdéssa olevien sen-
trifugiputkien tilavuus. Hintavertailusta koettiin kuitenkin olevan hyotya, ja entsyymidiges-
tiota voidaan mahdollisesti kokeilla tulevaisuudessa. Happodigestion ollessa toimiva
piilevieneristysmenetelma, paatettiin jattda entsyymidigestion kokeilu pois piilevaanalyy-

simenetelman kehityksessa ja keskittya nykyisen menetelman paranteluun.

8 Tulokset

8.1 Preparaattien valmistus

Preparaattien valmistuksessa tehtiin kaksi eri koetta. Ensimmaisessa kokeessa kerattiin
keittokolvissa olevasta nayteliuoksesta piilevasaanto kokonaan. Kokeessa oltiin kiinnos-

tuneita siita, jaako nykyisellda menetelmalla jatteeseen kaadettavaan liuokseen piilevia
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vai painuvatko kaikki piilevat yon aikana kolvin pohjalle, ja paatyvat naytetta kasitellessa

sentrifugiputkeen, johon loppuliuos (noin 20 ml) kaadetaan.

Kokeen 1 ensimmaisessa vaiheessa A-naytetta tuli yhteensa nelja preparaattia, joista
A1-nayte on ensimmainen kaato, A2-nayte toinen kaato ja niin edelleen. A4-nayte oli
viimeinen kaato ja nain ollen edusti nykyisellda menetelmalla tehtya A-naytetta. Laseja
mikroskopoitaessa huomattiin, etta piilevia oli havaittavissa kaikilla neljalla lasilla. A1-
lasilla piilevia oli selkedsti vahemman, joten taman tapauksen A-naytteessa tuskin on
ollut paljon kevyita pintalevid. A2-lasilla piilevien maara kasvoi huomattavasti ensimmai-
seen lasiin verrattuna. Piilevia 10ytyi myos A3-lasilta runsaasti. A4-lasilla piilevien maara
oli lahella A2-lasin piilevd maaraa, mutta lasilla oli niiden lisdksi paljon pohjasedimentista
irronneita fragmentteja ja naytteessa ollutta, kolvin pohjalle painunutta sakkaa. Kuvassa
8 havainnollistettuna hukkaan menevien piilevien osuus jatkoanalyysiin |1ahetettavasta
naytteesta (A1, A2 ja A3).
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Kuva 8. Lasit kuvattuna valomikroskoopilla (koe 1, osa 1)

Kokeen 1 toisessa vaiheessa A-naytetta tuli yhteensa kuusi preparaattia. A6-nayte oli
viimeinen kaato ja nain ollen edusti nykyisellda menetelmalla tehtya A-naytetta. Laseja

mikroskopoitaessa huomattiin, ettd kyseessa oli tapaus, jossa piilevia oli muutenkin
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vahan. Tassakin kokeilussa piilevia 16ytyi myds muilta laseilta. Kuvassa 9 havainnollis-
tettuna hukkaan menevien piilevien osuus jatkoanalyysiin lahetettavasta naytteesta (A1,
A2, A3, A4 ja A5).

Al | A2 . - “A3.

A4 B0 50

- > o

Kuva 9. Lasit kuvattuna valomikroskoopilla (koe 1, osa 2)

Kaikilla muilla paitsi lasilla A1 oli ndhtavissa piilevia. My0s tassa erdssa huomattiin, etta

piilevia jaa jatteeseen kaadettavaan nesteeseen.

Molempien tapausten laseja mikroskopoitaessa huomattiin, etta Iaheskaan kaikki piilevat
eivat paady jatkoanalyysiin lahetettavalle lasille. Hukkumistapausta selvitettaessa yli-
opistolla lasketaan mm. laseilla olevien piilevien maara, joten nykyisellda menetelmalla
tehtyjen lasien piilevakonsentraatio ei ole taysin luotettava. Tdman kokeen toteuttaminen
oli kuitenkin aikaa vievaa, ja oli vaikea arvioida kuinka monta 50 ml:n sentrifugiputkea
kolvissa olevalle naytteelle tarvitsisi, jotta kaikkiin putkiin tulisi nestettd saman verran.
Koska putkia tuli jo yhdelle naytteelle (A) 4-6, niiden sentrifugoimiseen kului huomatta-
vasti enemman aikaa verrattuna nykyiseen menetelmaan. Lisaksi objektilaseja kului pal-

jon enemman kuin tavallisesti.

Kokeessa 2 keitettiin itse kaksi vesinaytetta, jotka oli keratty samasta paikasta. Toisesta
vesindytteesta tehtiin piilevapreparaatti nykyiselld ohjeella ja toisesta vesinaytteesta pre-
paraatti tehtiin sekoittamalla kolvissa oleva nayteliuos homogeeniseksi ja kaatamalla

siitd noin 20 ml liuosta sentrifugiputkeen.

metropolia.fi //[Metropolia



34

Naytteet olivat lasille pipetoitaessa niin tummat, etta niista tehtiin uudet lasit 1:1-laimen-
noksella (pasteur-pipetilla yksi pisara naytetta ja yksi pisara tislattua vetta). Valmiit lasit

kuvattiin (kuva 10) saannon vertailemiseksi.
' S e e

Kuva 10. Lasit kuvattuna mikroskoopilla

Laseja mikroskopoitaessa huomattiin, etta nykyisella menetelmalla tehdylle lasille paatyy
piilevien lisaksi paljon enemman kolvin pohjalla olevaa sakkaa kuin homogeenisesta
naytteesta tehdylle lasille. Molemmilla laseilla piilevia oli runsaasti, mutta ne eivat naky-
neet mikroskoopin kuvausohjelmassa kovin selkeasti sakan tummuudesta johtuen. Ta-
man kokeen laseja mikroskopoitaessa huomattiin, ettd sakkaisissa ja/tai mutaisissa
naytteissa orgaaninen materiaali saattaa piilottaa alleen piilevia,jolloin niiden ndkeminen
mikroskopoitaessa on vaikeampaa. Kokeessa kuitenkin todettiin, ettd on todennakdi-
sempaa saada naytelasille enemman piilevia, kun sentrifugiputkeen kaadetaan keitto-

kolvin pohjalle jaava liuos kuten nykyisessa ohjeessa.

Molemmissa kokeissa ongelmana oli se, etta keittokolvissa olevaa nayteliuosta oli liikaa.
Taman vuoksi seuraavaksi tavoitteeksi otettiin piilevien keittomenetelman kehittdminen.
Tarkoituksena oli vhentaa keittamisessa kaytettyjen reagenssien ja tislatun veden maa-
raa siten, ettd jaljelle jddva nayteliuos mahtuisi kokonaisuudessaan yhteen 50 mil:n
sentrifugiputkeen eika liuosta jouduttaisi kaatamaan jateastiaan ollenkaan. Nain ollen
kaikki oikeuslddketieteellisessd ruumiinavauksessa keratyssad kudosnaytteessa olevat
piilevat saataisiin naytteenkasittelyn jalkeen objektilasille. Samalla otettiin huomioon
happokeittamiseen liittyva tydturvallisuuden parantaminen. Tarkoituksena oli myoés siir-

tya keittokolvien kaytdsta sellaisiin astioihin, jotka sopisivat lampdlevylla keittamiseen.
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8.2 Keittomenetelméa

Keittomenetelman kehityksen ensimmaisessa kokeessa seka A- etta B-naytteen keitta-
miseen meni suunnilleen yhtd kauan kuin obduktioteknikolla menee talla hetkella. C-
naytteessa aikaa kului vdhemman, koska naytteen maara oli pienempi, joten se hajosi
lyhyemmassa ajassa. On kuitenkin otettava huomioon, ettéd ndytemaara nykyisella keit-
tomenetelmalld on laskenut noin viiteen grammaan, joten voisi olettaa, ettad niin pieni
kudosnayte hajoaisi nopeasti. Naytteiden pH jai tdssa kokeessa alhaisemmaksi, kuin
nykyiselld menetelmalla, joten niiden neutraloiminen vaati kolmen sentrifugointi kerran
sijaan nelja. Kaikki naytteet jaivat hieman kellertavaksi, mutta keltaisuus ei nakynyt la-
seja mikroskopoitaessa. Nayteliuokseen jaanyt orgaaninen aines sen sijaan hairitsi mik-

roskopointia jonkin verran.

Oletuksena oli, etta naytteita keittdessa ne kuohuisivat rajusti yli ja aiheuttaisivat nain
vaaratilanteen. Nain ei kuitenkaan kaynyt kuin kerran B-naytetta keitettdessa. Kuohumi-
sen kuitenkin ollessa todennakoista vetokaapin ja keittovalineiden, kuten keittolevyn, tu-
lisi kestda happoroiskeita. Lisaksi keittdmisen aikana naytteesta haihtuvat hdyryt vaati-
vat vetokaapilta korkeatasoista suodatusjarjestelmaa. Merkittdvin havainto tadssa ko-
keessa oli se, ettd kudosnaytteet hajoavat huomattavasti pienemmalld maaralla typpi-
happoa kuin nykyaan kaytetaan. Esimerkiksi 20 gramman keuhkonayte hajosi noin nel-
jassa tunnissa, kun happoa oli 40 ml. Eli hapon ja kudosnaytteen suhde olisi 1:2. Nykyi-
sella menetelmalla se on 1:12 (viisi grammaa naytetta ja 60 ml typpihappoa). Koska ta-
man kokeen naytteet eivat keittdmisen jalkeen mahtuneet yhteen 50 ml:n sentrifugiput-
keen lukuun ottamatta C-naytetta, jota oli vain 13 grammaa, paatettiin keittdmista ko-

keilla uudestaan 10 gramman naytemaarilla (koe 2).

Kun naytteen paino oli vain 10 grammaa, sen keittdmiseen kului paljon vihemman aikaa
kuin kokeessa 1 tai nykyisessa keittomenetelmassa kuluu. Nayteliuosta jai jaljelle niin
vahan, ettd se mahtui helposti 50 ml:n sentrifugiputkeen ja nain ollen sentrifugoidessa
pellettiin paatyi oletettavasti kaikki piilevat, jota 10 gramman kudospalassa oli ja siita
pystyttiin tekemaan vain yksi naytelasi. Koska naytteita ei tarvinnut seisottaa yon yli, jotta
piilevat laskeutuisivat kolvin pohjalle, sentrifugoinnin ja preparaatin valmistamisen pystyi
suorittamaan saman paivan aikana heti kun neste oli jadhtynyt. Kokeessa 2 huomattiin

lisdksi, ettéd dekantterilasi toimi keittoastiana erlenmeyeria paremmin, silla neste haihtui
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nopeammin ja keittoaika seka naytteen lopputilavuus pienenivat. Myos tassa kokeessa
lopullinen nayteliuos jai kellertavaksi, mutta se ei nakynyt valmiilla laseilla. Koska nayte-
liuos mahtui hyvin 50 ml:n sentrifugiputkeen, siihen voisi lisatd enemman vetyperoksidia,

jotta naytteesta saataisiin taysin kirkas.

Merkittavin havainto kokeessa 2 oli se, etta piilevia 10ytyi koelasilta A, mutta ei nykyisella
menetelmalla tehdyltd A-lasilta, joka lahetetaan yliopistolle analysoitavaksi. Tama voi

olla vain sattumaa, mutta on hyva esimerkki nykyisen menetelman heikkoudesta.

8.3 Muut parannukset

Piilevien keittdmisen siirtyessa vuonna 2021 histologian laboratorion tydntekijoille, on
tyéturvallisuuden oltava parempi kuin nykyaan. Keittdmisen aikana on kaytettava suoja-
laseja, paksuja suojakasineitd sekd mahdollisesti haponkestavaa esiliinaa ja suusuo-
jainta. Keittamisen aikana vetokaapin luukku on pidettava alhaalla, ja vetokaapin tason
voi suojata esimerkiksi pahvisilla alustoilla. Happolisaykset tehdaan pipetilla, ja naytteen
kuohuessa yli, lisdtdan happoa vain muutama millilitra kerrallaan. Vetyperoksidia voi li-

sata keittamisen edetessa erillisesta dekantterilasista pasteur-pipetilla tipoittain.

Jos tavoitteena on saada keitetty nayteliuos kokonaan 50 ml:n sentrifugiputkeen, kudos-
naytteen painon tulisi olla noin 10 grammaa. Taman vuoksi ulkopuolelta tulevia kudos-
naytteita pitaisi toimittaa histologialle vahintdan 20 grammaa, jotta puolet naytteesta voi-
daan sailyttaa keittdmisen epaonnistumisen varalta. Tata varten tulisi hankkia isompia

naytepurkkeja, nykyisten 50 ml:n naytepurkkien sijaan.

9 Yhteenveto

Tama opinnaytetyd oli suurimmaksi osaksi empiirinen tutkimus, jossa pyrittiin kehitta-
maan piilevaanalyysin tuloksia erilaisten kokeiden avulla. Analyysin haastavin osuus oli
naytemateriaali ja sen monimuotoisuus. Kudokset, joista piilevaanalyysissa kaytettavat
naytteet keratdan ovat jokaisella vainajalla erilaiset. Esimerkiksi kudoksen digestoimi-

seen kuluvaan aikaan vaikuttaa se, kuinka paljon kyseinen kudos on jo ruumiin
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madantyessa hajonnut. Haasteeksi osoittautui myds se, etta piilevaanalyysi itsessaan

on harvinainen menetelma, joten tiedon etsiminen oli vaikeaa.

Taman opinnaytetydn tulosten perusteella piilevien keittdminen voidaan toteuttaa lam-
polevylla, korkeassa dekantterilasissa niin, ettd kudosnaytteen paino on noin 10 gram-
maa, typpihappoa kaytetdan noin 20 ml ja vetyperoksidia vahintdan 10 ml, mutta enin-
taan sen verran, ettd koko liuos mahtuu yhteen 50 ml:n sentrifugiputkeen. Naytteesta
voidaan valmistaa preparaatti samana paivana, kun se keitetdan, kunhan nayteliuos on
jaahtynyt. Keittamista varten on hankittava joko yksi iso keittolevy tai useampi pieni keit-
tolevy. Koska jotkin naytteet saattavat kuohua yli tai niista saattaa roiskua nayteliuosta
happolisdysten aikana, nayteastioiden tulee olla tarpeeksi kaukana toisistaan tai erotettu
jonkinlaisilla valiseinilla. Vetokaapin ja lampdlevyn tulisi kestdd happoroiskeita ja keitet-
tdessa haihtuvia kaasuja. Keittdmisen aikana on kaytettava suojalaseja, paksuja suoja-
kasineitd sekd mahdollisesti haponkestavaa esiliinaa ja suusuojainta. Jos tama keitto-
menetelma otetaan kayttdéon, olisi hyva suorittaa viela lisda toistokokeita rinnakkain ny-
kyisen menetelman kanssa, jotta niita voitaisiin vertailla keskenaan. Talla menetelmalla
tehtyja naytelaseja pitaisi analysoida yliopistolla ja varmistaa, ettd naytteiden laatu on

hyva ja reagenssimaarien vahentadminen ei hairitse tulosten tulkintaa.

Tarkein tavoite tassa projektissa oli poistaa piilevaanalyysin virhelahteita ja tehda siita
turvallisempi ja luotettavampi menetelma. Koska kyseista menetelmaa ei ollut kehitetty
sen kayttdonoton jalkeen, kaikki tassa tydssa tehdyt kokeet seka havainnot koettiin hyo-
dylliseksi. Vaikka kaikissa kokeissa ei saatu haluttua lopputulosta, jokainen niistd antoi
arvokasta lisatietoa histologian laboratorion tyontekijoille, mika auttaa menetelman to-
teuttamista uusissa tiloissa. Menetelman kehittamista olisi hyva jatkaa tulevaisuudessa
kayttaen tata opinnaytetydtd apuna. Kehittdmiskohteina on ainakin vesinaytteiden keit-
taminen seka kaytetyn vetyperoksidin maara. Jos happodigestiosta paatetdan luopua
kokonaan, olisi seuraavaksi hyva kokeilla entsyymidigestiota. Vaikka se on suhteellisen

kallis ja hidas menetelma, se on kuitenkin happodigestiota turvallisempi toteuttaa.
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Nykyinen ohje piilevanaytteidenottoon ja -kasittelyyn oikeuslaakareille ja
obduktioteknikoille

Naytteiden otto-ohjeet

Ennen ruumiinavauksen aloittamista otetaan jokaista naytetta varten puhtaat
instrumentit ja naytteiden sailytysastiat valmiiksi tyépodydalle. Huomioi erityi-
sesti puhtaus naytteiden otossa ja varo kayttdmasta selluvanua lahettyvilla.

Varo myos vesijohtovetta, ala kayta talkkikasineita.

Kallon avaus. Aivoja poistamatta otetaan vasemmalta puolelta aivokudoksen
sisdosista puhtailla valineilld n. 50 g:n painoinen naytepala C:lla merkittyyn
nayterasiaan, joka suljetaan. Mikali aivot l&hetetddn neuropatologiseen tutki-

mukseen, otetaan naytteen tilalle luuydin nayte.

Rintakehan avaus. Keuhkoja poistamatta otetaan vasemman keuhkon yla- tai
alalohkosta puhtailla valineillda n. 50 g:n painoinen naytepala A:lla merkittyyn

nayterasiaan, joka suljetaan.

Maksasta otetaan puhtailla valineilla n. 50 g:n painoinen naytepala B:lla mer-
kittyyn nayterasiaan ja avauksen edetessa puolikas vasenta munuaista sa-

moilla valineilld samaan rasiaan, joka suljetaan.

Poliisi toimittaa yleensa vainajan mukana vesinaytteen |6ytdpaikan vedesta
(meri, jarvi, lampi, joki, oja, jne.). Poliisi ei aina ota vesinaytetta, mutta se voi-
daan pyytaa poliisilta jalkitoimituksena. Vesinaytetta pitaisi olla noin puoli lit-
raa, joka laitetaan puhtaaseen lasi- tai muovipurkkiin tai -pulloon. Nayteastia

tulee huuhdella naytteenottopaikan vedella ennen naytteen ottamista.

Huom! Vesinaytetta ei oteta aivan pintavedesta, jos kyseessa on syva vesi

esim. meri, jarvi, joki jne. vesindyte otetaan 10-20 cm pinnan alapuolelta. Jos
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kyseessa on oja tai lammikko missa on vahan vetta, pyritdan vesinayte otta-

maan niin, etta naytteeseen ei tulisi liikaa pohjakerrostumaa.

Luuydinndyte otetaan, jos vainaja on luurankoasteella eika sisaelimia ole
kaytettavissa. Sahataan noin 10 cm:n pala reisiluuta, joka halkaistaan ja
ndyte otetaan halkaistusta putkiluusta kaapimalla luuydintd nayteasti-

aan.

Naytteiden merkinnat: A = keuhkoa, B = maksaa ja munuaista, C = aivoa.
Kaikkiin piillevanaytteisiin laitetaan ruumiinavausnumeronimitarra.

Naytteet viedaan ruumiinavaustilan kaytavan kylmahuoneeseen n:o 51 pii-le-
vanaytteille varattuun lokeroon ja ne tulee kuitata vastaanotetuiksi. Pii-leva-
naytelahete pannaan huoneeseen n:o 1036 histologian laboratorion nayttei-

den naytekarryyn.

Piileva naytteiden keitto-, valmistus- ja varanaytteiden sailyttaminen

Vainajien luovutusvuorossa oleva obduktioteknikko saa vainajan nimen ja
naytteen tydbnumeron histologian laboratoriosta. Naytteiden keittdminen aloi-
tetaan aamuisin ennen vainajien luovutusta hautaustoimistoille (otto-ohje liit-
teena 9/5).

Piilevien keittaminen tapahtuu ainoastaan keittamiseen tarkoitetussa huo-
neessa n:o K054. Naytteitd on yleensa kolmenlaisia; A = keuhko, B = maksa
ja munuainen, C = aivo seka lisaksi voi naytteena olla luuydinta ja vesinayte.
Varataan erikseen jokaista naytettd varten omat puhtaat instrumentit (sakset
ja suonipuristimet tai atulat). Haetaan naytteet ruumiinavaustilan kaytavan kyl-
mahuoneesta (n:0 51, +1 - +4°C ). Laitoksen ulkopuoliset naytteet saapuvat
postin kuljettamana oikeuskemian osastolle. Oikeuskemian osastolla piileva-
naytteisté vastaava henkild huolehtii ndytteen ja lahetteen (liite 9/4) toimitta-
misen ruumiinavaustilan kaytavan kylmahuoneeseen (n:o 51) piilevanaytteille
varattuun paikkaan, jossa naytteet kuitataan tuoduiksi. Vastuuhenkilé huolehtii
Iahetteestd yhden osan histologian laboratorioon, jossa sille annetaan tyénu-

mero.
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Kiireelliset henkirikostapaukset ilmoitetaan histologian laboratorioon ja ruu-
miinavaustoimintoihin ja niiden tyéstaminen aloitetaan valittomasti. Henkiri-
kostapausten piilevia valmistettaessa ei saa samanaikaisesti valmistaa
muita piilevanaytteita kontaminaation valttamiseksi. Samoista jaljelle jaa-
neista naytteista keitetdan pyydettaessa rinnakkaisnaytteet seuraavana pai-

vana.

Pidetaan huoli siita, ettei naytteiden tai kaytettavien instrumenttien lahellakaan
ole missdan vaiheessa selluvanua, jonka poly sisaltaa runsaasti piilevia. Sel-
luvanun valmistuksessa kaytetaan joki- tai jarvivetta lahes 2800 litraa/minuutti.

Varotaan myods vesijohtovetta, jossa voi olla piilevia.

Laitetaan keittolevyt lampiamaan, enintdan voimakkuusasteelle 7. Tarkiste-
taan, ettd vetokaappien huippuimuri on paalla. Mikali vetokaappien toimin-
nassa on hairioita ei piilevia saa keittaa, myrkyllisten kemikaalihuurujen takia.
Merkitdan pii-levdhuoneessa olevaan keittopaivakirjaan tarvittavat tiedot: tyo-
numero, vainajan nimi, keitettavien naytteiden laatu (A/B/C/luuydin/vesi), keit-
topaiva, laakari, seka valmistavan preparaattorin kuittaus. Jos postin kuljetta-
mat naytteet ovat kontaminoituneet toisiinsa tai nayteastia on rikkoutunut, teh-
daan siitéd merkinta keittopaivakirjaan ja ilmoitus histologian laboratorioon.

Kirjoitetaan keitossa kaytettaviin kolveihin spriiliukoisella tussilla naytteen
ABC-koodi ja pii-levanaytteen jarjestysnumero (P-XX). Vesinayte tai luuydin-

nayte kirjoitetaan kolviin.

Taytetaan kolvit tislatulla vedella siten, ettd noin puolet pydreasta osasta tayt-
tyy. Puhtaita kolveja ja tislattua vettad saa histologian laboratoriosta.

Lisatéaan kolveihin 20 - 50 g (noin puolet) kutakin naytetta pieniksi paloiksi pil-
kottuna. Jokaiselle elinnaytteelle kaytetaan omia puhtaita instrumentteja. Mer-
kitdan keittopdivakirjaan kaytetty naytemaara, naytteestd saastetddn aina
pieni maara varanaytteeksi. Reisiluun sisaltd kaavitaan puhtaalla veitsen kar-
jelld luuydinnayte. Jos naytettd on vahan, voidaan laittaa reisiluun palaset ko-

konaan kolveihin kiehumaan.
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Asetetaan kolvit keittolevyille ja laitetaan kolvin kaulaosa kumikaulukseen
mahdollisesti ylikiechuvan nesteen paasyn estamiseksi keittolevylle, kdanne-
tadan kiinnitystanko kolvien kaulaosan paalle estamaan kolvien hyppimisen ja

rikkoutumisen keittovaiheen aikana.

Nesteen alkaessa kiehua lisatdan siihen varovasti ensin noin 20 ml 65 % typ-
pihappoa ja sen jalkeen 20 ml 30 % vetyperoksidia poydalla olevista nokalli-
sista, muovisista pikkupulloista. Lisataan typpihappoa ja vetyperoksidia aina
tarpeen vaatiessa eli nesteen kiehuessa ja haihtuessa. Varotaan, ettei neste
kiehu yli (keitin voi rikkoutua!) tai ettei seos kuivu tai pala pohjaan. Erityisesti
C-nayte eli aivokudos kuohuu erittain herkasti. Tarvittavien kemikaalien tilauk-
sesta vastaa kayttotavaratilauksista vastaava obduktioteknikko. Typpihapon
ja vetyperoksidin kayttoéturvallisuustiedotteet ovat piilevien keittohuoneessa.

Seos on valmis, kun neste on suhteellisen kirkasta ilman kudoskappa-
leita. Neste ei tule aina taysin kirkkaaksi. Lopuksi kuumaan, mutta ei kie-
huvaan liuokseen, lisataan noin 10 ml vetyperoksidia. Ajallisesti keittaminen

kestaa noin kahdesta neljaan tuntia.

Vesindytteet tulevat purkeissa tai pulloissa. Koska piilevat (useimmat
kooltaan 10-80/1000 mm) ovat niiden pohjalla ja eraat lajit liimautuneina
reunoihin on nédyte sekoitettava huolellisesti ravistamalla. Mikali naytteen
liiallinen vesimaara haittaa ravistamista on sitd estdva osa kaadettava pois.
Mikali samaan tapaukseen liittyy useampia vesinaytteita, on ne lahetteen mu-
kaisesti eriteltava selvasti toisistaan (esim. I6ytd-/tapahtumapaikka, X metria
rannasta, numero X, jne.). Vesindyte kaadetaan kolviin, johon kirjoitetaan ve-
sindyte, annetaan kiehahtaa, lisatdan 20 ml 65 % typpihappoa seka 20 ml 30
% vetyperoksidia ja jatetdan jadhtymaan. Kun naytteet ovat taysin jaahtyneet,
ne viedaan kolveissa kuljetukseen tarkoitetulla korilla histologian laboratorion
huone n:o 2084 vetokaappiin ja kuitataan naytteet tuoduiksi. Piilevia ei saa
keittda perjantaisin eika juhlapyhien aattona, koska naytteet tulee jatkokasi-
tella viimeistaan seuraavana paivana. Obduktioteknikko kuittaa keittopaivakir-

jaan histologian laboratorioon viedyt naytteet.
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Histologian laboratoriossa naytteet valmistetaan siten, etta keittokolvissa ole-
vasta naytteestd kaadetaan liika happo pinnalta pois ja jaljella oleva liuos
sentrifugoidaan 7 minuutin ajan, 2600 kierrosta/min. Piilevasakkaa pestaan =
sentrifugoidaan tislatulla vedella 3-4 kertaa, kunnes pH on neutraali. Pesuvesi
kaadetaan pois ja jaljella oleva sakka putkissa toimitetaan histologian labora-

torioon.

Histologian laboratoriossa naytteista valmistetaan preparaatit siten, ettd ob-
jektilasi asetetaan lampolevylle, lasille pipetoidaan sentrifugoitua naytett3,
jonka annetaan kuivua ja peitinlasi kiinnitetdan Naphrax:lla. Histologian labo-
ratoriosta ilmoitetaan piilevanaytteiden tutkimisesta vastaavalle tutkijalle, joka

suorittaa mikroskooppisen tutkimuksen.

Kaytettyjen kolvien pesusta huolehtii histologian laboratorion henkilékunta.
Jotta kolvit eivat paase kuivumaan, ne laitetaan likoamaan vesijohtoveteen
heti kayton jalkeen ja suoritetaan kasinpesu, seka laitetaan 1 vuorokaudeksi
emaksiseen pesetti -dekoliuokseen. Kolvit konepestaan automaattiohjelmalla,
jonka loppuhuuhtelu tapahtuu tislatulla vedella ja Iampddesinfektio suoritetaan

+80°C:ssa. Kolvit laitetaan kuivumaan alassuin kuivauskaappiin.

Piileva varanaytteiden sailytys ja havitys. Varavesinayte sailytetdan piile-
van keittohuoneen hyllykdssa. Keittopaivasta kuuden kuukauden kuluttua va-
ravesinayte havitetdan kaatamalla se lavuaariin, nayteastiat havitetaan seka-
jatteen mukana. Ennen havittdmista astioista poistetaan vainajan henkildtie-
dot. Varakudosnaytteita sailytetdan pakastehuoneessa C (-10 - -18°C) puoli
vuotta keittopaivasta ja ne havitetdan muiden kudosnaytteiden havityksen yh-
teydessa, tuhkaamalla krematoriossa. Varakudosnaytteisiin ja vesinaytteisiin
merkitdan mustalla tussilla piilevanaytteen jarjestysnumero ja vuosiluku. Mer-

kitseminen selventaa vanhojen naytteiden havitysta.

Piileva asiantuntija tai oikeuslaakari voi tarvittaessa, sailytysajan puit-
teissa, pyytaa naytteiden sailyttamista toistaiseksi. Talldin naytteisiin mer-
kitdan maininta "SAILYTETAAN”.
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Kontrollinayte (0-nayte) keitetaan erillisena muista naytteista joka kym-
menennen valmistuskerran yhteydessa. Ennen varsinaisen piilevanvalmis-
tusta laitetaan keittokolviin keitettdvana oleva piilevanumero seka kolviin mer-
kintd 0-nayte. Taytetadan kolvi noin puoleen valiin tislattua vetta, annetaan ve-
den kiehahtaa, lisataan typpihappo ja vetyperoksidi. 0-nayte valmistetaan ku-
ten normaalisti vesinayte ja viedaan muiden keitettyjen naytteiden mukana oi-
keusbiologian laboratorioon. Piilevaasiantuntija antaa palautteen 0-nayt-
teesta, joka merkitaan piilevakeittokirjaan. Laatuvastuuhenkil® kokoaa pa-
lautteesta yhteenvedon, joka kasitelldan laatuauditoinnissa seka johdon kat-

selmuksessa.
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Nykyinen ohje piilevapreparaattien valmistukseen histologian laboratorion

tyontekijoille

PILEVANAYTTEET
JOHDANTO

Luonnonvesissa kasvaa piilevia, jotka vetta hengitettdessa kulkeutuvat keuhkojen kautta
verenkiertoon ja siten muualle elimistéon. Vedesta I0ydetyista tai hukkuneiksi epaillyista
vainajista otetaan obduktion yhteydessa kudosnaytteita piilevien kvantitatiivista ja kvali-
tatiivista maaritysta varten vainajan kuoleman syyn ja -luokan selvittamiseksi. Naytteet
keitetdan ruumiinavausyksikdssa typpihappoliuoksessa ja niihin lisataan vetyperoksidia.
Naytteiden jatkokasittely tapahtuu histologian laboratoriossa, jossa typpihappo pestaan
pois naytteestd. Taman jalkeen naytteet siirretdan objektilaseille mikroskooppista tutki-
musta varten.

NAYTTEIDEN VASTAANOTTO JA KIRJAAMINEN

Piilevanaytteiden valmistaminen histologian laboratoriossa alkaa lahetteiden ja nayttei-
den vastaanotolla ja niiden kirjaamisella piilevanaytteiden tyokirjaan (paperiversio).

Obduktioteknikko toimittaa edellisen paivan ruumiinavausten obduktionaytteiden ja his-
tologian lahetteiden mukana piilevalahetteet histologian laboratorioon. Piilevanaytteiden
lahetteessd on ainakin seuraavat tiedot: vainajan nimi, obduktionumero, obdusentin
nimi/ [&hettdjan nimi/ paikka, ruumiinavauspaivamaara ja naytteiden laatu. Obduktiotek-
nikko saa vainajan nimen ja naytteen tydnumeron piilevanaytteiden tyokirjasta.

Laitoksen ulkopuoliset naytteet saapuvat postitse oikeuskemian osastolle, jonka piileva-
naytteistd vastaava henkild toimittaa naytteen ja lahetteen ruumiinavausyksikkéon seka
yhden osan lahetteesta histologian laboratorioon, jossa naytteelle annetaan tydnumero.

NAYTTEIDEN KIRJAAMINEN TYOKIRJAAN

Piilevanaytteiden lahetteesta ja naytekolveista kirjataan tydkirjaan ainakin seuraavat tie-
dot:

o PVM: naytteiden vastaanottopdivamaara

o PIILEVA NRO: annetaan néaytteille juokseva numero HUOM: P-nro ja vuosi kir-
jataan myos lahetteen ylaosaan punakynalla (esim. P-XXX-wv)

OBDUKTIOTEKNIKON KUITTAUS = Naytteiden keittdminen alkaa
NIMI: vainajan sukunimi ja etunimi
OBDUSENTTI/LAHETTAJA/PAIKKA: obdusentin/ |ahettéjan nimi/paikka/laitos
HUOM: KIIREELLINEN, muut huomiot
NAYTTEEN LAATU:
o A = keuhkonayte

o O O O O

o B =maksa-, munuaisnayte
o C = aivonayte
o Vesinayte
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o Luuydinnayte

o 0-nayte eli kontrollinayte, joka 10. kerta

o Muuta (erikoisnaytteiden merkinnat ilmoitetaan erikseen)
TEKIJA: fuugauksen suorittaja kuittaa puumerkilla
NAYTELASIT: tekijan kuittaus valmistettujen naytelasien lukuméaarasta
LASIEN MAARA: valmistettujen néaytelasien lukumaéara
LASIT VALMIIT: paivamaara, tekija kuittaa
LASIT HAETTU: paivamaara, tutkija kuittaa
o LASIT TUOTU: paivamaara, tutkija kuittaa

Ristiriitaiset tiedot huomioidaan ja lahetteeseen ja/tai tyokirjaan merkitdan huomiot/puu-
tuvat tiedot. Mikali ristiriita ei tarkastelulla selvid, otetaan yhteys lahettdneeseen laakariin
tai obduktioteknikkoon.

Piilevalahete sailytetaan piileva tyokirjan valissa, kunnes pyydetyt koelasit ovat valmiit.
Lahete liitetaan valmiiden piilevanaytelasien mukaan. Tutkija kirjaa/tutkijan ilmoittamat
0-naytteiden tulokset kirjataan piilevanaytteiden tyokirjaan.

O O O O O

Materiaali
Aivo-, maksa-, munuais-, keuhko- tai luuydinnayte typpihappoliuoksessa.

LAITTEET, VALINEET, LIUOKSET JA REAGENSSIT

e Lasiset sentrifugiputket tylppa- ja teravakarkiset (Laborexin Oy, @28 mm, SV 2,8
mm, kartiopohjan pituus n.30 mm, putken pituus n. 115 mm)

Putkiteline

Taaraaja

Sentrifugi Heraus Multifuge 3S

pH-paperia

Haponkestava 5 litran muoviastia, neutralointiastia

Tyo6n suoritus vetokaapissa (tai suojalasit, hengityssuojaimet 3M 7500)

LIUOKSET JA REAGENSSIT

e Natriumvetykarbonaattia NaHCO3
e tai natriumhydroksidia NaOH
e DDH.0

TYON SUORITUS (vetokaapissa, kts. 3. Yleista: Tyoturvallisuus ja tyo-
suojelu)

Typpihapon pesu pois piilevanaytteista
Obduktiotiloissa keitetyn naytteen tuo obduktioyksikén obduktioteknikko kolvissa huo-
neen 2084 vetokaappiin, missa sen annetaan jaahtya ja seisoa yon yli.
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1. Varaa kullekin kolville yksi sentrifugiputki. Merkitse putket samoilla teksteilla, kuin
mita keittokolveissa lukee. Jos naytteita on pariton maara, ota yksi samanlainen vas-
tinputki.

2. Valuta 1-2 litraa kylmaa vetta haponkestavaan neutralointiastiaan.

3. Kolvissa olevasta naytteesta dekantoidaan ylimaarainen happo pois yhdelld kaadolla
haponkestavaan neutralointiastiaan, kunnes liuosta jaljella n. 20 ml.

Valta heiluttelua ja ravistelua, jotta (mahdolliset) piilevat pysyvat kolvin pohjalla.

4. Kaada loppuliuos sentrifugiputkeen.

5. Lisda muutama millilitra DDH2O:ta kolviin vesipullolla huuhdellen, reunojen kautta
pyorayttaen. Pydrayta/heiluta kolvia edestakaisin, jotta reunoillakin olevat mahdolli-
set piilevat saadaan mukaan. Kaada samaan putkeen.

6. Kun olet kasitellyt kaikki naytteet edelld mainitulla tavalla (kohdat 3-5), muodosta
kahdesta putkesta pari (vastinputket). Aseta putket pari kerrallaan taaraajaan ja taa-

raa DDHO:lla tdsmalleen saman painoisiksi. Merkitse parit ja nesteenpinnan kor-
keus putken kylkeen.

7. Vie naytteet sentrifugiin:

virta paalle ON/OFF nappulasta

aseta vastinputket vastakkain

sulje kansi

paina 1 (piileva-ohjelma = 7 min. 2600 x g)

paina kaynnista®». Sammuta laite end-piippauksen jalkeen m.
8. Dekantoi neste varovasti kaatamalla viemariin. Al4 ravista putkea.

9. Lisaa DDH.O:ta reunoja pitkin pyérayttaen merkkiin asti.
10. Kuivaa putken ulkopinta.

11. Sentrifugoi naytteet uudestaan samalla ohjelmalla.

12. Toista kohdat 8-11.

13. Testaa pH juuri fuugista otetuista naytteistda pH-paperilla, tuloksen pitaa olla neut-
raali. Ellei neste ole neutraalia, jatka toistamalla kohtia 8-10 kunnes naytteiden pH
on neutraali.

14. Dekantoi neste neutralointiastiaan.

PIILEVANAYTELASIEN VALMISTAMINEN

e Huomioi erityisesti puhtaus naytteita kasiteltdessa: puhtaat valineet, ala kayta lahet-
tyvilld selluvanua tai vesijohtovetta ja ala kayta talkkikasineitd (sisaltavat piilevia)

o Jos postin kuljettamat naytteet ovat kontaminoituneet toisiinsa tai nayteastia on rik-
koutunut, ilmoitetaan siitd histologian laboratorioon.

o Kiireelliset henkirikosepailytapaukset ilmoitetaan ruumiinavausyksikkdon ja histolo-
gian laboratorioon ja niiden tydstdminen aloitetaan valittdmasti. Henkirikosepailyta-
pausten piilevanaytteitd valmistettaessa ei saa samanaikaisesti valmistaa muita pii-
levanaytteitd kontaminaation valttamiseksi.

VALINEET:
e Aluslasit, Thermo Scientific/Well tai Ring
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Lyijykyna (tarvittaessa tussi, permanent varit: vihrea tai punainen)

Pasteur-pipetti (jokaiselle naytteelle oma)

Lampdlevy n. 60 °C

Naphrax-liima (laimennetaan tarvittaessa tolueenilla juoksevammaksi)

Peitinlasit

Bunsen-poltin ja vaihdettava kaasurasia (tarvittaessa ilmakuplien poistoon kuumen-
tamalla liimaa)

TYON SUORITUS:
1. Aluslasin hieosaan kirjataan lyijykynalla naytteen tunnistetiedot ja muut huomiot:
o tunnistetiedot: P-XXX/v
o miten nayte on tehty: konsentroitu, laaja, sively, tippa(a)/lasi jne.
o nayte: A, B, C, luuydin, vesi jne.
2. Naytetta sekoitetaan pasteur-pipetilld sentrifugiputkessa
KOELASI: aluslasille tiputetaan 2 tippaa naytetta pasteur-pipetilla, annetaan haihtua

4. Aluslasi paallystetdan Naphrax-limalla: tiputa limaa aluslasille ndytealueelle muu-
tama tippa ja peita paallyslasilla. Tydn suoritus ja liiman kuivaus vetokaapissa

5. Avaa bunsen-polttimen kaasuhana, sytyta virtaava kaasu sytyttimella ja saada liekki
sopivaksi (pieni liekki riittdd). Aloita kuumentaminen varovasti, lima voi leimahtaa
liekkeihin. Kun liima kiehahtaa, ilmakuplat poistuvat lasien valista. Varo roiskuvaa
liimaa. Tolueeni voidaan haihduttaa kokonaan pois lasien valista bunsen-polttimella
tai lampdlevylla 170 °C. limakuplien haihduttamisen voi suorittaa vetokaapissa,
jossa ei ole palavia aineita.

6. Valmistettujen lasien lukumaara kirjataan piilevanaytteiden tydkirjaan ja naytelasien
mukaan liitetdan pii-levaldhete

ad

7. Naytelaseja tutkiva tutkija voi pyytaa lisdlaseja ja antaa ndytemaariin/lasi erilliset oh-
jeet (kts. tekniikat). Lasit valmistetaan kuten edellda kohdat 1-4 ja 6-8. Naytteet saa
havittaa vain tutkijan ilmoitettua asiasta. Naytteet kerataan nayteputkiin ja sailytetaan
-20 °C pakastimessa. Sentrifugiputket viedaan valinehuoltohuoneen 2070 tiskipdy-
dalle konetiskattavaksi.

Erilaiset tekniikat valmistaa pii-levanaytelaseja:

¢ Konsentroitu: ndytetta lasille esim. 2 tippaa enemman kuin koelasiin, tarvittaessa kay-
tetdan koko naytemaara

e Laaja: naytetta lasille sama maara kuin koelasille, ndytemaara levitetaan esim. 2-3 ker-
taa laajemmalle alueelle

e Sively: naytettd lasille vahemman kuin koelasille esim. 1 tippa ja vedetdan nayte
kapillaari-ilmiélla puhtaan alus- tai peitinlasin avulla aluslasille

Ylimaaraisen happojatteen neutralointi

e Tybn suoritus vetokaapissa (tai hengityssuojain ja suojalasit), varo roiskeita ja kie-
humista.

¢ Mikali neutralointiastiaan mahtuu, lisaa siihen kylmaa vetta, natriumvetykarbonaat-
tia kuluu nain vahemman eika seos kiehu niin kiivaasti.
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¢ Lisaa natriumvetykarbonaattia tai natriumhydroksidia niin kauan, kunnes liuos on
neutraali, testaa pH-paperilla.
e Kaada neutraloitu happojate viemariin, valuta reilusti kylmaa vetta paalle.

Sentrifugiputkien ja keittokolvien pesu

e Poista putkista ja kolveista tussimerkinnat asetonilla.

e Kaada putkiin ja kolviin Dekoa. Anna vaikuttaa yon yli. (Dekoa voi kayttaa uudestaan,
kun se on viela kirkasta, kaytetty Deko kerataan keraysastiaan).

¢ Huuhtele Deko ja pese putket ja kolvit DEKO 260 pesukoneella ohjelmalla 4.

e Puhtaat kolvit sailytetaan valinehuoltohuoneen kaapissa ja putket huoneessa 2084.
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