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Tiivistelméa

Opinnaytetyon tarkoituksena oli vertailla manuaalisesti ja automaatilla vérjattyjen preparaat-
tien laatukriteereitd, varjayksiin kuluvaa aikaa seka tyoturvallisuutta. Tavoitteena oli 16ytaa
vastaukset asetettuihin tutkimuskysymyksiin eli eroavatko preparaattien laatukriteerit, ajan-
kayttd ja tyoturvallisuus manuaalisesti tai automaatilla varjattyna toisistaan. Opinnaytety®
suoritettiin yhteistydssa Metropolia Ammattikorkeakoulun kanssa.

Preparaatit varjattiin manuaalisesti sek& Thermo Scientific™ Gemini AS varjaysautomaatilla
kayttaen gram-, May-Grinwald-Giemsa ja Papanicolaou vérjayksid. Manuaalisesti tehtavat
varjaykset suoritettiin Metropolian ty6ohjeiden mukaisesti ja automaatilla varjattaessa kay-

tettiin ohjelmoituja protokollia.

Gram-varjattyjen preparaattien laatukriteereissa ei ollut suuria eroja manuaalisen ja auto-
maatilla tehtavan varjayksen valilla. Varjaysautomaatti suoritti huuhtelut nopeammin kuin
bioanalyytikon tekeméan4, jolloin automaatilla varjatyissa gram-negatiivisissa preparaateissa
oli intensiivisempi vari. Varjaysautomaatilla varjatyissa MGG-preparaateissa osa punaso-
luista jai sinertavammaksi, muuten laatukriteereissa ei ollut suuria eroja. Papanicolaou var-
jayksien tulokset eivat olleet laadukkaita, joten tuloksia ei olleenkaan analysoitu opinnayte-
tydssa. Ajallisesti varjaysmenetelmat eivat eronneet toisistaan huomattavasti. Tyoturvalli-
suuden kannalta manuaalinen varjays oli turvallisempi, koska kemikaaleja ei tarvinnut siirtaa

pois vetokaapista.

Avainsanat gram-varjays, May-Griinwald-Giemsa varjays, vertailu, laatukri-
teerit
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Abstract

The purpose of this thesis was to compare the quality criteria of manually and automatically
stained slides, the time spent on the staining and work safety. The aim was to find answers
to the following research questions: are there any differences in quality criteria, time-use or
work safety between manually and automatically staining. The thesis was completed in col-

laboration with Metropolia University of Applied Sciences.

The slides were stained manually and on a Thermo Scientific ™ Gemini AS automated slide
stainer using Gram, May-Grinwald-Giemsa and Papanicolaou staining. Manual staining
was executed using Metropolia’s directives and programmed protocols were used in the

automated stainer.

There were no major differences in quality criteria between manual and automated staining
at Gram-stained slides. The automated stainer performed rinses faster than the biomedical
laboratory scientist, resulting a more intense colour in the automated stained Gram-negative
slides. In the automated stained MGG slides some of the erythrocytes remained more bluish
but there were no major differences in the quality criteria. The results of Papanicolaou stai-
ned slides were not good quality, so the results were not analysed in this thesis at all. Time-
wise the staining methods did not differ significantly. From a work safety point of view, ma-
nual staining was safer, because the chemicals did not have to be moved out of the fume
hood.

Keywords Gram stain, May-Grinwald-Giemsa stain, comparison, quality
criteria
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1 Johdanto

Varjayksilla on suuri merkitys laboratoriodiagnostiikassa. Bioanalyytikolla on varjayspro-
sessissa suuri vastuu, silla han tekee varjayksen alusta loppuun. Sandlen mukaan suu-
rimmat virheléhteet liittyvat lasien tulkintaan ja varjayksen tekniseen suoritukseen. Ylei-
sin virheldhde gram-varjayksessa on sekoittaa gram-positiivinen bakteeri gram-negatii-
viseen bakteeriin. Esimerkiksi gram-varjayksen virheellinen varjaytyvyys tai virheellinen
tulkinta voi olla potilaalle kohtalokas. Jos bakteeri tulkitaan vaarin varjaytyvyyden perus-
teella ja tdméan seurauksena potilaalle maaratdan esimerkiksi vaara antibioottilaakitys.
Joissain tapauksissa taméa voi olla kohtalokasta, silla uuden varjayksen valmistuminen
voi vieda aikaa ja esimerkiksi verenmyrkytys eli sepsis voi johtaa muutaman tunnin vii-
veellakin komplikaatioihin tai jopa kuolemaan. Virheita voidaan ehkaistéa bioanalyytikoi-
den hyvalla koulutuksella. (Lumio 2019; Sandle 2020; Thairu — Nasir — Usman 2014.)

Varjaysmenetelmid on useita, mutta tahan opinnaytetydhon valikoitui kolme varjaysme-
netelma, jotka ovat gram-, May-Grinwald-Giemsa eli MGG-véarjays ja Papanicolaou
varjays. Naytteet varjattiin manuaalisesti sekd Thermo Scientific™ Gemini AS varjaysau-
tomaatilla. Preparaateissa huomioitiin varjayksiin liittyvid laatukriteereitd. Gram-varjayk-
sessa tarkasteltiin bakteerien asettautumista lasille, morfologiaa seka kuinka hyvin bak-
teerit ovat tunnistettavissa muotonsa perusteella. MGG-varjayksessa laatukriteereind
olivat erytrosyyttien, leukosyyttien ja trombosyyttien muoto, koko ja erottuvuus. Leuko-
syyteissa laatukriteereina olivat tuman, sytoplasman ja granuloiden muoto, koko ja erot-
tuvuus. Papanicolaou varjayksessa keskityttiin lierio-, epiteeli- sekéd tubulussolujen sy-
toplasman seka tuman erottuvuuteen. Papanicolaou varjayksella varjatyt preparaatit ei-
vat kuitenkaan olleet laadukkaita, joten jatimme niiden arvioinnin tasta opinnaytetydsta

pois.

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli vertailla manuaalisesti ja automaatilla varjattyjen
preparaattien laatukriteereitd, varjayksiin kuluvaa aikaa seka tyoturvallisuutta. Tavoit-
teena oli I16ytaad vastaukset asetettuihin tutkimuskysymyksiin eli eroavatko preparaattien
laatukriteerit, ajankayttd ja ty6turvallisuus manuaalisesti tai automaatilla varjattyna.

Opinnaytety6 suoritettiin Metropolia Ammattikorkeakoulun Myllypuron kampuksella.
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2 Varjaysmenetelmat

Varjaykset ovat osa kliinista laboratoriotutkimusta ja niilla saadaan nopeasti ja edullisesti
diagnosoitua naytteita. Gram-varjays on tehokas kliinisen mikrobiologian tekniikka, jossa
varjays voidaan tehda suoraan bakteerindytteestd. May-Grinwald-Giemsa varjaysta
taas kaytetdan yleisimmin perifeerisen veren sivelyvalmisteiden tarkastelussa tai luu-
ydindiagnostiikassa, jotka ovat hematologian perustutkimuksia. Vérjays sopii myds syto-
logisille naytteille, kuten imusolmukediagnostiikkaan. Gynekologisessa sytologiassa
kaytetaan Papanicolaou varjaysta, joka tuo paremmin esille naytteesta levyepiteelin sy-
toplasman. Varjaykset toimivat myds rinnakkain, joka voi helpottaa diagnostiikkaa. (Aho
2000:142,147; Carlson — Koskela 2011; Pelliniemi 1998.)

2.1 Gram-varjays

Tanskalainen Hans Christian Gram kehitti yli sata vuotta sitten gram-varjayksen, joka
perustuu bakteereiden solusein&n rakenne-eroihin. Bakteerit voidaan taméan perusteella
jakaa gram-positiivisiin ja -negatiivisiin bakteereihin. Gram-negatiivisella bakteerilla on
ylimaarainen ulkomembraani, eli sen soluseindssa on yliméarainen kerros, kun taas
gram-positiivisen bakteerin soluseind on paljon paksumpi, mutta silla ei ole ylimaaraista
ulkomembraania. Soluseina eli mureiinikerros koostuu peptidoglykaanista. Gram-positii-
visella bakteerilla tama kerros koostuu kymmenista paallekkaisista peptidoglykaaniker-
roksista, kun gram-negatiivisella bakteerilla niitd on vain muutama. (Carlson — Kos-
kela 2010; Vaara — Skurnik — Sarvas 2010:21-22.)

Gram-varjaysta kaytetdaan pikadiagnostiikassa, jolloin tulokset ohjaavat potilaan hoitoa
vakavissa infektioissa. Naissa tapauksissa primaarivarjays tehdaan suoraan potilasnayt-
teestd, jonka avulla voidaan paéatelld tulehduksen aiheuttaja ja maarata oikea antimikro-
bilaakitys. Yleisimmin gram-varjays tehdaan, kun halutaan tunnistaa bakteereja. Var-
jayksessa kaytetaan jo valmiiksi kasvatettuja bakteeripesékkeita. (Liimatainen
2000:126.)

Gram-varjays tulee tehda puhtaille ja kuiville preparaattilaseille. Ty6ta helpottaa, kun la-
sit on merkitty ennen toimenpiteiden aloittamista. Fiksatiivina voidaan kayttda 95-pro-
senttista metanolia tai lasin liekittdamistd. Kun gram-varjays tehdaan suoraan naytteesta,

on tarkeda, etta nayte levitetaan naytelasille mahdollisimman nopeasti. Nayte tulisi levit-
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taa lasille mahdollisimman ohuesti, jotta bakteerit asettuvat vierekkain, eivatka ole pak-
suissa kasoissa, taméa helpottaa varjaysta ja lasin mikroskopointia. Bakteeripesakkeesta
varjattaessa, voidaan naytetta ottaa suoraan puutikulla lasille tai sekoittaa lasin paalla
olevaan keittosuola pisaraan. Jalkimmainen menetelmé on hieman hitaampi, silla keitto-
suolaliuoksen kuivumiseen menee enemman aikaa. Molemmissa tapauksissa bakteeri-

pesake levitetaan lasille puutikkua kayttaen. (Liimatainen 2000:126.)

Gram-varjayksen periaate on yksinkertainen ja se on nopea tehda. Ensimmaisessa vai-
heessa bakteerit varjataan violetiksi kristallivioletin avulla, tdman jalkeen preparaatti
huuhdellaan nopeasti vesijohtovedell&, jolloin gram-negatiivisista bakteereista huuhtou-
tuu ylimaarainen kristallivioletti pois ja gram-positiiviset bakteerit jaavat violeteiksi niiden
usean peptidoglykaanikerroksen ansiosta. Taman jalkeen kristallivioletti kiinnitetd&n jo-
dilla. Huuhtelu tapahtuu vieléa kerran alkoholilla, joka kiinnittéa kristallivioletin tiukemmin
petidoglykaanikerrokseen. Samalla alkoholi hajottaa gram-negatiivisen bakteerin ulko-
membraanin, jattaen sen peptidoglykaanikerroksen paljaaksi safraniinia varten. Kun saf-
raniini lisataan, se tarttuu gram-negatiivisiin bakteereihin, varjaten ne punertaviksi. Lo-
puksi preparaatit huuhdellaan nopeasti vesijohtovedella ja kuivataan imupaperilla. (Lii-
matainen 2000:127; Rissanen 2016:39; Sandle 2020.)

Gram-varjays
Gram-positiivinen Gram-negatiivinen

Kiinnitys

Kristallivioletti

O
Kiinnitys jodilla
O

Varinpoisto alkoholilla

O

Safraniinivarjays

0000
0000 0

Kuvio 1. Gram-varjayksen kulku (mukaillen Meurman 2010:54).
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2.2 May-Grinwald-Giemsa varjays

May-Grunwald-Giemsa vérjays perustuu kahteen polykromaattiseen liuokseen. May-
Grunwald-liuos sisaltaa eosiini Y:t& ja metyleenisinia. Giemsa-liuos sisaltaa atsuuri B:ta,
eosiini Y:ta ja metyleenisinia. Eosiini on sytoplasmavari ja metyleenisini tarttuu solun
happamiin osiin kuten tuman kromatiiniin. Variliuoksien jalkeen tehd&én vesihuuhte-
luita ja ilmakuivaus. lImakuivauksen jalkeen naytteet kannattaa varjaté nopeasti. Lasin
taytyy antaa kuitenkin kuivua, silla muuten solut eivat varjaydy kunnolla. Varjayksessa
tumat varjaytyvat punertaviksi tai sinisiksi seka tumajyvaset varjaytyvat sinisiksi. Sy-
toplasma voidaan erottaa sinipunaisena. Punasolut erottuvat punaisina. Neutrofiilien
granulat nékyvat punertavina. (Aho 2000:146.)

Varjattava lasi valmistellaan ensin metanolissa, jonka jalkeen se kasitelladn May-Griin-
wald-liuoksessa, jossa eosiini on sytoplasmavari ja metyleenisininen tiatsiinivari. 10 mi-
nuuttia kestava Giemsa varjays voidaan tehda valittémasti taman jalkeen. Metanolia kay-
tetéaan varjaysliuoksessa liuottimena ja glyserolia stabiloijana. Variliuosten jalkeen teh-
daan vesihuuhtelu, jota seuraa muutaman minuutin erottelu fosfaattipuskurissa. Fosfaat-
tipuksurin on hyva olla pH:lta 6.8, hieman happamampi liuos tekee lopputuloksesta pu-
naisemman. Vastaavasti pH:n nosto korostaa metyleenisinista. Varjayksen jalkeen lasit
ilmakuivataan ja mikali on tarvetta, ne peitetdan. (Aho 2000:146.)

Tumat varjaytyvat punertaviksi tai sinisiksi ja tumajyvaset sinisiksi. Sytoplasma varjaytyy
harmaaksi tai sinipunaiseksi. Basofiilisten solujen sytoplasma varjaytyy voimakkaan si-
niseksi, mika johtuu siita, etté ne sisaltavat runsaasti happamia valkuaisaineryhmia seka
ribonukleniinihappoa. Kypsat lymfosyytit jaavat harmaaksi niukan sytoplasmansa ansi-
osta. Hemoglobiinin ja eméaksisten ryhmien takia punasolut varjaytyvat punaisiksi. Leu-
kosyyttien eriasteiset jyvaset varjaytyvat atsuurilla ja lima seka rustoinen valiaine tulevat
punertaviksi. (Aho 2000:146.)

2.3 Papanicolaou varjays

Papanicolaou varjayksen kehitti kreikkalainen tohtori George Nicholas Papanicoloau
vuonna 1947, jonka jalkeen sitd on kaytetty varjaystekniikkana muun muassa kohdun-
kaulan syovan seulonnassa. Tekniikka sopii erityisen hyvin tdhan, silla solujen tumien
rakenne tulee erinomaisesti esiin. Tekniikasta on kehitetty ajan kuluessa my®s monia eri

muunnelmia. Papanicolaou varjaykselld voidaan varjatd seka gynekologisia etta ei-gy-
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nekologisia naytteitd. Varjays perustuu varjaysreaktioon, jossa ndhdaan tarkkapiirtei-
sesti tuma ja sytoplasma. Erityisesti levyepiteelin sytoplasma saadaan varjayksella esiin,
jolloin gynekologiseen sytologiaan Papanicolaou varjays on erinomainen. Soluvaliaineen

varjddmiseen Papanicolaou varjays ei sovellu. (Aho 2000:142; Raju 2016.)

Papanicolaou varjaysprosessi on jaettu kolmeen paavaiheeseen: tumavarjaykseen, en-
simmaiseen sytoplasmavarjaykseen ja toiseen sytoplasmavarjaykseen. Varjaysten li-
saksi menetelmaan kuuluu erilaisia huuhteluita ja erotteluita, joiden tarkoituksena on
huuhtoa ylimaarainen vari pois lasilta. Tumavarjayksessa tuma varjataan hematoksylii-
nilla ja sytoplasmavarjayksissa OG-6 (orange-G-6-fosfovolframihappo) ja EA (eosii-
niatsuuri) vareilla. Sytoplasmavarjayksessa myods mahdolliset mikro-organismit tulevat
nakyviin. Happamuusaste maarittdd kumpi vareistd hallitsee sytoplasman varjayty-
vyytta. (Aho 2000:143-145.)

Papanicolaou vérjays on polykromaattinen eli varjays sisdltdd useamman eri varjaysvai-
heen. Kokonaisuudessaan varjays kestaa 20-40 minuuttia, tdma voi vaihdella hyvinkin
paljon, koska jokainen laboratorio maarittda omat varjayksensa. Maaritykset maaritel-
laan kokeellisesti kunkin laboratorion oloihin sopivaksi. (Aho 2000:142-143.)

Nayte on yleensa fiksoitu ndytelasille Cytotek-solusentrifugin avulla. Tumavarjayksessa
nayte dehydroidaan laskevan etanolisarjan avulla, jolloin se voidaan varjata vedellisessa
ymparistdssa. Hapetettu hematoksyliini eli hematiini toimii varind ja se pysyy kohtees-
saan vain peitattuna. Peittausaineena kaytetdan metallisuoloja, jolloin positiivisesti va-
rautuneet metallisuolot toimivat siltana negatiivisen hematiinin ja negatiivisesti varautu-
neiden tuman nukleiinihappojen fosforiryhmien valilla. Peittausaineena kaytetaan ylei-
simmin alumiinin suoloja. Seuraava tumavarjayksen vaihe on sinistys, joka tapahtuu
emaksisessa vedessa seka sitéd seuraava erottelu, joka tehdaan laimeassa suolaha-
possa (pitoisuus 0.25-0.5%). Erottelu poistaa lasilta ylimaaraisen tumavarin. Tuma-
varjayksen lopuksi nayte dehydroidaan nousevassa etanolisarjassa sopivaksi etanoliym-

paristoon sytoplasmavarjaysta varten. (Aho 2000:142-144.)

Sytoplasmavarjaykseen kaytetdan kahta eri sytoplasmavarid; OG-6 eli orange-G-6-fos-
fovolframihappoa ja EA eli eosiiniatsuuria. OG-6 on hapan véri, joka edistdéd EA:n tarttu-
mista. Happamuusaste vaikuttaa siihen, kumpi vareista hallitsee sytoplasman varjayty-

vyyttd. Fosfovolframihappo kiinnittdd varin valkuaisaineisiin, jolloin keratiini varjaytyy
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oranssiksi. Positiiviset vetyionit reagoivat aminohappojen kanssa ja negatiivisesti varau-
tunut OG tarttuu valkuaisaineisiin, my6s eosinofiilien jyvaset seka levyepiteelin pintasolut
varjaytyvat. (Aho 2000:144-145.)

EA muodostuu kahdesta tai kolmesta varistd, riippuen valmistajasta. Se siséltaa eosiini
Y:ta ja light green-varia. Bismark brown on kuulunut alkuperdiseen koostumukseen,
mutta se on nykyaan useimmista kaupallisista vareista jatetty pois. Bismark brown sa-
ostaa fosfovolframihappoa ja vaikuttaa siihen varjaytyyké sytoplasma enemman eosiini
Y:lla vai light greenilla. Light green on hapan vari, joka varjaa aineenvaihdunnallisesti
aktiiviset solut, levyepiteelin intermediaanrisolut, parabasaalisolut, lieridsolut, metaplas-
tiset solut, histiosyytit, leukosyytit, adenokarsinoomasolut ja erilaistumattoman karsi-
nooman solut. My6s eosiini on hapan vatri, joka varjaa punaiseksi levyepiteelin pintaso-
lut, punasolut ja varekarvat. EA variin on myds mahdollisuus lisata fast greenia, jolloin
lopputuloksessa sytoplasma on voimakkaan vihred. Jos sytoplasman siséinen keratini-
saatio on epatasainen, jolloin se voi varjaytya punaiseksi tai sinivihredksi. Nain kay
yleensa papilloomavirusinfektioissa. Varjaysajat vaihtelevat molemmissa 1-5 minuutin
valilla. Huuhteluihin kaytetddn 94-95% etanolia. Viimeisena tulee absoluuttinen etanoli
ja ksyleeni, jonka jalkeen lasi peitetaan. (Aho 2000:144-145.)

3 Varjayspreparaattien laatu

Laatu maaritelladn yleensa korkealaatuisena tai korkeana asteena, mutta terveyden-
huollossa laatu voi olla hankala maaritella. Terveydenhuollossa laatu voi olla parhaim-
man hoidon saamista, kun samalla minimoidaan sivuvaikutusten ja haittatapahtumien
riskit. Yhdysvaltojen ladketieteen instituutti maarittaa terveydenhuollon laadun asteeksi,
jolloin terveydenhuollon palvelut lisdavat toivottujen tuloksien todennakdisyytta ja tulok-
set ovat yhdenmukaisia ammatillisen tiedon kanssa. Laadun parantamisessa taytyykin
ottaa huomioon koko laboratorioprosessin vaiheet eli preanalytiikka, analytiikka ja pos-
tanalytiikka. Potilasturvallisuuteen liittyy myos raportointi, analysointi ja |dketieteellisten
virheiden ennaltaehkaisy. (Lippi — Plebani — Simundic 2010.)

3.1 Gram-varjays preparaattien laatu

Gram-varjayksessa keskitytddn gram-positiivisten ja -negatiivisten bakteereiden varjay-

tyvyyden laatuun ja siihen, etta ne pystytdan tunnistamaan ja erottamaan. Gram-varjat-
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tyja bakteereita tarkasteltaessa ensimmaisend kiinnitetddn huomiota naytteen laaduk-
kuuteen ja kelvollisuuteen. Lasia tarkastellaan pienellda kokonaissuurennuksella, jolloin
haetaan lasista laadukkaat kohdat tarkasteltavaksi. Tamén jalkeen kohtia tarkastellaan
mikrobien jarjestaytyvyyden ja rakenteen mukaan. Edustavassa naytteessa mikrobit ei-
vat ole paallekkain, niissa on selkeét rajat seka ne ovat keskendan samankokoisia. Seu-
raavaksi tunnistetaan mikrobi sen varjaytyvyyden mukaan eli tarkastellaan kristalliviole-
tin ja safraniinin tarttuvuutta bakteerin soluseindassa. Gram-positiivinen bakteeri varjaytyy
kristallivioletin ansiosta sinertavaksi, silla bakteerin soluseina ei paasta varia pois alko-
holihuuhtelun jalkeen. Gram-negatiivisista bakteereista kristallivioletti huuhtoutuu pois ja
viimeisessa vaiheessa safraniini tarttuu tilalle. Nain pystymme erottamaan gram-positii-
viset ja —negatiiviset bakteerit toisistaan. Suurin laatuun vaikuttava virhe on tarkastella
lasia lilan paksusta kohdasta, jolloin gram-negatiiviset bakteerit ovat voineet massansa
vuoksi varjaytya gram-positiivisiksi. Taman vuoksi lasin tarkastelu tulee aloittaa silla, ettéa
etsitdan edustava kohta. Viimeisena tarkastellaan bakteerin muoto, jonka avulla erote-
taan kokit ja sauvat toisistaan. (Meurman 2010: 54-55.)

Gram-vérjayksessa voi tapahtua monia virheitd. Gram-varjayksessa bakteerisolujen
maaran on oltava riittava ja bakteerit ovat otettu lasille puhtaasta peséakkeesta. Suurin
virhe on tulkita gram-positiiviset bakteerit gram-negatiivisiksi tai toisinpain. Jos gram-po-
sitiivinen bakteeri varjaytyy gram-negatiiviseksi voi syyna olla lilan ohut valmiste, antibi-
oottihoito, jolloin bakteerit ovat vaurioituneet, stationaarinen kasvuvaihe, liika kuumen-
nus kiinnitysvaiheessa, bakteerit ovat hangattu lasille, jolloin bakteerit vaurioituvat, vesi-
huuhtelut ovat liian pitkia, jodiliuos on vanhentunut, jolloin jodiliuos on variltdan keltaista
eika ruskeaa tai varinpoistoliuoksessa on vettd. Naista syista voi johtua se, ettd gram-
positiiviset bakteerit menettavat kykynsa sailyttaa kristalliviolettia soluseinassaan kiinni
ja ne varjaytyvat gram-negatiivisiksi. Jos gram-negatiivinen bakteeri varjaytyy gram-po-
sitiiviseksi voi syyna olla liian paksu valmiste, kristalliviolettia on varinpoistoliuoksessa,
lasi on liilan kuiva ennen vérin poistamista, varinpoistoliuoksessa on jodia tai naytteessa
on detergenttia. Ongelmaksi voi muodostua myo6s ylivarjaytyminen, johon vaikuttaa liu-
ottimen vaikutuksen kesto varinpoistovaiheen aikana. Jos altistus on liian pitké tai lyhyt,
voi vari huuhtoutuu pois bakteereista jopa kokonaan tai preparaatissa voi esiintyd seka
gram-negatiivisia etta -positiivisia bakteereja. Tahan voi syyna olla myds ikaantyvat so-
lut, joiden kasvu on keskeytynyt peptidoglykaanikerroksen ohenemisen vuoksi. Virheita

syntyy myos, kun kontrolleja ei kaytetd. (Meurman 2010: 54-56; Sandle 2020.)
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Gram-varjattyjen preparaattien tarkastelu kannattaa aloittaa 100x suurennoksella eli 10-
kertaisella objektiivilla, jolloin saadaan lasista hyva yleiskatsaus ja l6ydetdaéan edullisin
kohta tarkempaa tarkastelua varten. Lahempi tarkastelu tehdéan 100-kertaisella objek-
tiivilla immersiodljyn kanssa. Bakteerien morfologiaan ja varjaytyvyyteen vaikuttavat mo-
net tekijat. Potilaalla voi olla naytteenottohetkella menossa antimikrobilaakitys, joka
muokkaa bakteeria. Lasin laatuun vaikuttavat myos naytteen tuoreus, preparaatin val-
mistelu, seka varjayksen onnistuminen. Gram-varjayksen tulkintaan vaikuttaa myos tar-
kastelijan perustiedot bakteerien morfologiasta ja varjaytyvyydesta. Koulutuksen tarkeys

korostuu gram-varjayksen tulkinnassa. (Liimatainen 2000: 127-128.)

3.2 MGG-varjattyjen preparaattien laatu

Veren morfologinen tutkiminen tehdaan yleensa aluslasille vedetysta naytteesta eli sive-
lyvalmisteesta. Sivelyvalmisteen naytteeksi soveltuu EDTA-putkeen otettu laskimoveri
tai kapillaariveri. Morfologian kannalta kapillaariveri sopii hyvin naytteeksi, tosin trombo-
syytit voivat aggregoitua helposti. Tuore EDTA nayte on myds hyva nayte morfologian
kannalta, mutta jos naytetta taytyy varastoida morfologia voi karsia. Sivelyvalmiste tay-
tyisikin tehda valittémasti naytteenoton jalkeen, mutta kuitenkin 1-3 tunnin viive sallitaan.
Vetolasin avulla pisara verta levitetdan aluslasille. Varsinkin punasolumorfologian kan-
nalta valmisteen paksuus on olennainen seikka. Punasoluja taytyy tarkastella tarpeeksi
ohuelta alueelta, jolloin punasolut ovat erilladn toisistaan. Normaalit punasolut ovat pyo6-
reitéd ja tasakokoisia seka niiden keskella on pyoreahkd kalpeampi alue. Jos néyte on
aneeminen punasolujen koko ja muoto vaihtelevat. Veressa nakyvid valkosoluja ovat
neutrofiilit, eosinofiilit, basofiilit, lymfosyytit ja monosyytit. Trombosyytit esiintyvat ve-
ressa yksittdin, mutta voivat myds muodostaa trombosyyttikasoja. Harvoin trombosyytit
ovat kookkaita. Peitinlasi sivelyvalmisteen paalla mahdollistaa sen, etta naytetta voidaan
esitarkastella mikroskoopilla pienellda objektiivilla. Nain mahdolliset artefaktat voidaan
sulkea pois, etsia laadullisesti hyvét kohdat ja luoda yleissilmays naytteesta. Veren sive-
lyvalmisteen morfologisessa tutkimuksessa taytyy ottaa huomioon siis mahdolliset arte-
faktat, tarpeeksi ohuen alueen Idytaminen, leukosyyttien maara, trombosyyttien maaré
sekd yleissilmays. Punasolumorfologiassa keskitytddn punasolujen ryhmitykseen ja

muotoon. (Pelliniemi 1998; Savolainen — Tienhaara 2015.)

MGG-varjays on altis virheille, jolloin varjayksessa on noudatettava laboratorion ohjeita,

jotta morfologinen tutkimus onnistuu. Jos varjaystulos on vaihteleva voi siihen syyna olla,
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ettd varjaysliuosten alkoholi on haihtunut, eosiini-atsuurivarit ovat sakkautuneet tai ha-
pettuneet tai Giemsa on laimennettu vaarin. Jos varjays on sinivoittoinen, voi siihen olla
syyna, etta huuhtelupuskurin pH on liilan alhainen, varjaysastioissa on jaénteita pesuai-
neista, variaineet ovat hapettuneet, varjaysaika on liian pitk&, huuhtelut ovat liilan lyhyita
tai liilan tehottomia, kiinnitys on liilan lyhytkestoinen, kiinnitysmetanoli on huonolaatuista
tai sivelyvalmisteet ovat menneet vanhaksi. Jos taas varjaystulos on lilan punavoittoinen,
voi syyna olla liilan hapan huuhtelupuskurin pH, pitka tai tehokas huuhtelu, valmisteiden
epatasainen tai hidas kuivuminen tai liilan lyhyt varjaysaika. Naytteiden tulisi kuivua en-
nen varjaysta kunnolla, koska liian kosteat naytteet aiheuttavat sen, etta vari ei tartu
kunnolla soluihin ja ne jaavat hailakoiksi. Véarit konsentroituvat helposti, kun metanoli
haihtuu, seké syntyy sakkaa. Taman vuoksi pullot tulee sailyttd& suljettuina. Naytteet
voivat myos yli varjaytyd, mika johtuu lilan pitkasta tai lyhyesta huuhtelusta. Liian lyhyt
kiinnitys metanolilla tai metanoli on huonolaatuista voi johtaa siihen, ettd tumakromatiinin
rakenne on homogeenista. Vesipeiliartefakti syntyy, jos kiinnitysmetanolissa on vetta.
(Aho 2000:146; Savolainen — Tienhaara 2015.)

3.3 Papanicolaou vérjays preparaattien laatu

Virtsassa voi esiintyd monenlaisia erilaisia partikkeleja. Jotta partikkelit pystytaan havait-
semaan virtsasta, taytyy virtsa konsentroida. Peitinlasimenetelman etu verrattuna kam-
miolaskentaan on se, ettd |0ydtkset ovat helpompi varjata seka eritella, koska peitinlasin
alle jaa ohut nestekerros. Punasolujen eli erytrosyyttien nakyminen mikroskoopin néko-
kentass& on normaalisti alle kolme kappaletta. Valkosoluja eli leukosyytteja voi olla na-
kokentassa normaalisti maksimissaan nelja kappaletta. Yleensa virtsassa nakyvat val-
kosolut ovat granulosyytteja. Munuaistiehyista ja virtsateiden seinamista virtsaan voi erit-
tya myos levyepiteelisoluja ja lieridsoluja seka virtsanaytteissa voi olla myos bakteereja.
Levyepiteelisoluja voi ndkokentassa olla 1-2 kappaletta. Yleensa lieriésoluja tai baktee-
reja ei esiinny terveiden henkildiden naytteissa. Kiteet ja sakka ovat myos virtsanaytteen
l[6ydoksia. Laadun kannalta paksut solukasat voivat varjaytya keskeltd voimakkaasti
eosiinilla punaiseksi ja reunat vihertaviksi. Jos nayte on epataydellisesti fiksoitunut, tal-
I6in kuivuneet solut varjaytyvat eosiinilla light greenin sijaan. (Aho 2000:145; Eskelinen
2016; Kouri ym. 1999:11,12,15,16.)

Papanicolaou varjayksissa keskitytaan virtsan partikkelien ndkymiseen mikroskoopissa.

Keskitymme opinnaytetytssa virtsan partikkeleiden erottumiseen laadun kannalta edus-
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tavasti manuaalisen ja automaatilla varjayksen jalkeen, mutta emme laske niitéd kammi-
ossa. Erytrosyyttien, leukosyyttien ja bakteerien varjaytyvyyden laadun arvioinnissa kay-
tetdan samoja kriteereja mita gram- ja MGG-varjayksissa. Tarkastellaan myds levyepi-

teeli-, lierié- ja tubulussolujen tuman ja sytoplasman varjaytyvyytta.

4 Thermo Scientific™ Gemini AS varjaysautomaatti

Thermo Scientific™ Gemini AS vérjaysautomaatti on tarkoitettu sytologian ja histologian
laboratorioissa kiinteiden kudos- tai solunaytteiden varjadmiseen (kuvio 2). Thermo
Scientific™ Gemini AS on monipuolinen varjaysautomaatti, jolla pystytdén varjagmaan
suuria maaria naytelaseja kerrallaan ja tehokkaasti. Gemini AS pystyy varjaamaan
useita telineita sisaltden 20 naytelasia kayttamalla 26 reagenssiastiaa, kuutta juoksevan
veden pistettd seka viittd kuivavarastoa. Naytelasit ladataan Gemini AS-aluslasikoreihin.
Varjayksen aikana Gemini AS siirtdd naytetelineet automaattisesti varjaysvaiheiden lapi.
Varjaysautomaatin mukana tulevat esimaaritetyt protokollat, jotka on optimoitu Thermo
Scientificin varjayksia ja reagensseja varten. Protokollat ovat tehty helpottamaan kayt-
to6a, mutta kayttdja joutuu mahdollisesti muokkaamaan niitd omaa kayttbansa varten.
(Thermo Scientific Gemini AS Kayttdopas 2017:15.)

L-.

Kuvio 2. Thermo Scientific™ Gemini AS varjaysautomaatti (Karoliina Keinanen 2020).
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Lasit ladataan aluslasikoreihin ja varsi poimii korit ja siirtda ne reagenssilta toiselle, kun-
nes varjays on valmis. Lasit ladataan aluskoreihin varovasti, korin kahva kaannetaan
yl6s, jolloin se lukittuu ja naytelasit pysyvat korissa paikoillaan. Naytelasien lataamisen
jalkeen ne voidaan varjata jollakin tietylla varjaysprotokollalla. Ensin on ladattava proto-
kollaryhma ja tarvittavat reagenssit. Taman jalkeen aluslasikorit voidaan laittaa oikeaan
latausluukkuun. (Thermo Scientific Gemini AS Kayttdopas 2017:46,50.)

Protokollat ovat ohjesarjoja, joiden avulla laite suorittaa varjayksen. Gemini AS laitteessa
on valmiiksi ladattuna yleisesti kaytdssa olevia varjaysprotokollia. Protokolla voi koostua
enintdan 50 vaiheesta ja jarjestelmaan voidaan luoda enintaan 50 protokollaa. Protokol-
lien taytyy alkaa latausvaiheesta ja loppua purkuvaiheeseen. Esi-varjays, varjays- ja jal-
kivarjdysvaiheet maaritetaan protokollissa niin, ettd naytelasit siirretddn reagenssien
l&pi. (Thermo Scientific Gemini AS Kayttdopas 2017:70.)

Gemini AS on suunniteltu niin etta se on turvallinen seka kayttajalle, ett naytteille. Kayt-
tajaad on suojattu kaasujen poistolla hiilisuodattimen lapi. Sisdinen LED-valaistus suojaa
virheilta reagensseja vaihdettaessa. Protokollat pystytdan suojaamaan salasanalla. Er-
gonomiassa on mietitty tilaa ja kustannuksia sééstavia menetelmia. Tilankaytté minimoi-
daan integroidulla kosketusnaytolla seké virtalahteelld. Kosketusnayttd on varillinen
seka akunvarmistus on 40 minuuttia. USB portin avulla tietoa pystyy siirtdmaan helposti
esimerkiksi tietokoneelle. (Gemini AS brochure 2013.)

5 Tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli vertailla veri-, bakteeri- ja virtsanaytteitd manu-
aalisesti seka Thermo Scientific™ Gemini AS varjaysautomaatilla varjattyind. Naytteet
mikroskopoitiin ja naytteiden varjaytymisen laatua verrattiin toisiinsa. Naytteista otetiin
my0s kuvamateriaalia kirjallisten tuloksien tueksi. Tarkoituksena oli myds vertailla me-
netelmiin kuluvaa aikaa seka ty6turvallisuutta. Tavoitteena oli 16ytaa vastaukset tutki-
muskysymyksiin eli oliko laadullisia eroja manuaalisesti ja automaatilla varjattyjen pre-

paraattien laatukriteereissa, ajankaytdssa ja tydturvallisuudessa.

Tata opinnaytetydta ohjasivat tutkimuskysymykset, joihin opinnaytetyén prosessin ai-
kana pyrittiin [0ytamaan vastaukset. Tutkimuskysymykset ohjasivat my6s opinnaytetyo

prosessin toteutumisesta.
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1. Vertaillaan manuaalisesti ja varjaysautomaatilla varjattyja naytteita.

a. Eroavatko gram-varjayksella varjattyjen naytteiden laatukriteerit?

b. Eroavatko MGG varjayksella varjattyjen naytteiden laatukriteerit?

c. Eroavatko Papanicolaou varjayksella varjattyjen naytteiden laatukriteerit?

2. Vertaillaan manuaalista varjaystapaa seka varjaysautomaattia.

a. Onko eroja ajankaytossa?

b. Onko eroja tydturvallisuudessa?

6 Opinnaytetydn menetelmat

6.1 Aineiston keruumenetelmat

Bakteerinaytteet viljeltiin Myllypuron kampuksella Metropolia Ammattikorkeakoulun kas-
vatusmaljoilta elokuussa 2020 tuoreille lammasveri- ja suklaamaljoille. Bakteerit kasvoi-
vat lampokaapissa yhden yon yli. Enterobacteriaceae-heimoon kuuluva bakteeri Esche-
richia coli on gram-negatiivinen sauva, joka viljeltin lammasverimaljalle. Gram-positiivi-
sena sauvanaytteena oli difteroidi bakteerit, jotka viljeltiin suklaamaljalle. Streptococcus-
sukuun kuuluva C-ryhmén streptokokki on gram-positiivinen kokki, joka viljeltiin lammas-
verimaljalle. Gram-negatiivisena kokki naytteena oli Moraxella catarrhalis, joka viljeltiin
suklaamaljalle. Kontrollilasin bakteereina olivat Staphylococcus aureus, joka on gram-
positiivinen kokki seka gram-negatiivinen sauva E.coli. Veren sivelyvalmisteet tekivat
opettaja Jaana Anttila ja opiskelija Elise Juntunen Metropolian preanalytiikan kurssin ve-
rindytteista. Virtsanaytteina kaytettiin kevaalla 2020 opiskelijoiden tekemiad sytotec-pre-

paraatti laseja.
6.2 Aineiston analysointimenetelma
Aineisto merkittiin numeroin ja manuaalisesti ja analysaattorilla varjattavat naytteet eri-

teltiin kirjaimilla A ja B. Manuaalisesti varjatyt naytteet olivat merkitty kirjaimella A ja au-

tomaatilla varjatyt naytteet kirjaimella B. Aineiston kuvaamisen kaytettiin Metropolian
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Myllypuron kampuksella olevaa Nicon Eclipse 50i mikroskooppia, jossa on kuvaus omi-

naisuus kahden megapixelin digitaalikameralla, jossa oli Nicon DS-L2 kamerakontrolleri.

Kuvat siirrettiin USB-tikkua kayttamalla tietokoneelle. Virtsanaytteissa ei pystytty vertaa-

maan samaa naytettd keskenaan, koska naytteista ei pystynyt sanomaan ovatko ne sa-

maa naytetta. Analysointia suoritettin Metropolian Myllypuron kampuksen tyétilassa

1013, joka varattiin kyseiseen tarkoitukseen. Kuvat naytteista heijastettiin isolle naytolle.

Kaikki preparaatit mikroskopoitiin ja preparaateista katsottiin lasien kelpoisuutta ja edul-

lisuutta. Laatukriteereita tarkasteltiin ensisijaisesti varjaytyvyyden nakokulmasta. Jokai-

sen varjayksen preparaateille on myds omat laatukriteerinsé ja tassa opinnaytetydssa

tarkasteltavat kriteerit esitetdan taulukossa 1.

Taulukko 1. Preparaateista vertailtavat laatukriteerit

man ja sytoplasman erottu-
minen)

Laatukriteerit Gram-varja- | MGG-véarja- | Papanicolaou varjatyt preparaatit
tyt prepa- | tyt prepa-
raatit raatit
Mikrobien esiintyminen | X X (jos naytteessa on bakteereja)
(mikrobien asettautuminen
lasille, muoto, koko)
Gram-positiivisten ja —ne- | X X (jos naytteessa on bakteereja)
gatiivisten bakteerien tun-
nistus (varjaytyvyys)
Morfologia (kokki, sauva) | X X (jos naytteessa on bakteereja)
Erytrosyytit (muoto, koko) X X (jos naytteessa on erytrosyyt-
teja)
Leukosyytit (tuman muoto, X X (jos naytteessa on leukosyyt-
koko ja erottuminen, sy- teja)
toplasman muoto, koko ja
erottuminen, granuloiden
erottuminen)
Trombosyytit (erottuminen) X
Levyepiteelisolut, (tuman X
ja sytoplasman erottumi-
nen)
Lierio- ja tubulussolut (tu- X

metropolia.fi

ﬂ?’ Metropolia



14

Mikroskoopilla bakteeripreparaatteja katsottiin ensin 10-kertaisella objektiivilla, jolloin
saatiin preparaatista yleissilmays. Lopuksi preparaattia katsottiin 100-kertaisella objek-
tiivilla immersiodljyn kanssa. Sivelyvalmisteita katsottiin ensin 10-kertaisella objektiivilla
ja edustavin kohta etsittiin 40-kertaisella objektiivilla ilman immersiodljya. Edustavin
kohta l6ytyy yleensa sivelyvalmisteen ochuemmasta paasta, joten sieltd otimme kuvat
tata opinnaytety6ta varten. Virtsan sytotec-preparaatti laseista katsottiin yleissilmays en-
sin 10-kertaisella objektiivilla. Edustavimmista kohdista otettiin kuvat kayttaen 50-ker-

taista objektiivia. Virtsan partikkeleja ei katsottu mikroskoopissa faasilla.

7 Suoritus

7.1 Gram-varjayksen suorittaminen manuaalisesti

Naytelaseille kirjoitettiin tunniste lyijykynalla. Lasit desinfiointiin etanolissa ennen bak-
teerien kiinnittamista lasille. Bakteerindytteet olivat kasvaneet hyvin lampokaapissa yon
yli. Desinfioinnin jalkeen lasille tiputettiin pisara steriili vetta ja silmukan avulla baktee-
rindytetta siirrettiin lasille. Lasit ilmakuivattiin ja bakteerindytteet kiinnitettiin lasille [am-
polevyn avulla. Varit vaihdettiin uusiin. Naytelasit varjattiin manuaalisesti Metropolian oh-
jeen mukaan vetokaapissa (taulukko 2). Varjays kellotettiin.

Taulukko 2. Gram-varjayksen vérjayskaavio.

STEP
nro. Reagenssi Aika
1 1:00
Nopea huuhtelu vesijohto-
2 vedella
3 1:00
Nopea huuhtelu vesijohto-
4 vedella
5 Asetoni-etanoli 0:05
Nopea huuhtelu juokse-
6 valla vedella <0:05
7 Safraniini 0:30
Nopea huuhtelu juokse-
8 valla vedella <0:05
9 lImakuivaus
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7.2 Papanicolaou varjayksen suorittaminen manuaalisesti
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Kaytettavat alkoholit laimennettiin absoluuttisesta alkoholista niin, ettd saimme 96% al-

koholia sek&a 70% alkoholia. Vetokaapissa varit kaadettiin varjaysastioihin ja nayteteli-

netta siirrettiin manuaalisesti Metropolian ohjeen mukaan reagenssista toiseen (taulukko

3). Varjays kellotettiin ja varjayksen lopuksi lasit ilmakuivattiin vetokaapissa.

Taulukko 3. Papanicolaou vérjayskaavio.

STEP

nro. Reagenssi Aika
1 96% etanoli 10:00
2 70% etanoli 5:00
4 Agua 0:15
6 Juokseva vesi 3:00
8 Juokseva vesi 3:00
9 70% etanoli 2:00
10 80% etanoli 2:00
11 96% etanoli 2:00
12 2:30
13 96% etanoli 2:00
14 96% etanoli 2:00
15 2:30
16 96% etanoli 2:00
17 96% etanoli 2:00
18 Ksyleeni

7.3 MGG-varjayksen suorittaminen manuaalisesti

Varit valmistettiin Metropolian ohjeiden mukaan. Varit taytyy laimentaa kayttaen fosfaat-

tipuskuroitua vetta, joka valmistettiin mittapulloon lisaamalla 50 millilitraa fosfaattipusku-

ria ja 950 millilitraa aquaa. May-Griinwald valmistettiin kaatamalla mittalasiin 120 millilit-

raa May-Griinwald- reagenssia ja 80 millilitraa puskuroitua vettd. Giemsa valmistettiin
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kaatamalla mittalasiin 28 millilitraa Giemsa reagenssia ja 172 millilitraa puskuroitua
vettd. Valmistetut varit kaadettiin varjaysastioihin vetokaapissa. Naytekelkkaa kuljetettiin

varjaysastioissa Metropolian ohjeen mukaisesti (taulukko 4).

Taulukko 4. MGG-varjays kaavio.

STEP
nro. Reagenssi Aika
1 Metanoli 10:00

May-Grinwald 5:00

2
3 12:00

Huuhtelu puskuroidussa

4 vedessa 2:00
Huuhtelu puskuroidussa

5 vedessa 5:00
Huuhtelu puskuroidussa

6 vedessa 2:00

7 lImakuivaus

7.4 Analysaattorilla varjaaminen

Analysaattorilla varjagdminen suoritettiin Metropolia Ammattikorkeakoulun Thermo Scien-
tific™ Gemini AS varjaysautomaatilla Myllypuron kampuksella syyskuussa 2020. Var-
jayksiin kaytettiin yksi paiva. Véreja ei ollut valmiina kemikaalivarastossa, joten koko pro-

sessi aloitettiin silla, etta varit sekoitettiin vetokaapissa.

Thermo Scientific™ Gemini AS varjaysautomaattia oli helppo kayttad. Alussa oli kuiten-
kin ongelmana se, ettd analysaattori ei meinannut kdynnistya. Kaytdssa oli suomenkie-
linen opas ja siita tehty pikaopas, joka oli helppolukuinen ja tiivisti analysaattorin kaytto-
ohjeet. Analysaattorista valittiin varjaysprotokolla eli ohjelma, joka sinne oli sy6tetty val-
miiksi. Ohjelma néaytti kullekin reagenssiastialle oikean paikan. Reagenssiastiat taytettiin
valmiiksi vetokaapissa, josta ne siirrettiin kukin vuorollaan analysaattoriin. Kun kaikki
reagenssiastiat olivat analysaattorissa, kone pyysi naytelasit asetettavaksi ndytekorissa
analysaattoriin. Taman jalkeen luukut laitettiin kiinni ja ohjelma k&aynnistettiin. Analysaat-
torin naytoltd nakyi selkeasti kokonaisvarjaykseen kuluva aika, seka yksittisessa rea-
genssiastiassa kulutettu aika. Naytolta pystyi myds seuraamaan varjayksen etenemista

niin, etta nahtiin missa reagenssiastiassa lasit ovat ja mihin ne menevét seuraavaksi.
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Kun analysaattori oli valmis, ilmoitti se merkkidanella ohjelman p&éatymisesta. Lasit voi-
vat kuivua myds telineessd, jossa ne varjattiin, mutta nostimme ne imupaperille kuivu-
maan ja odottamaan mikroskopointia. Lopuksi reagenssiastiat nostettiin pois ja kemikaa-
lit havitettiin ohjeiden mukaisesti. Ohjaajamme Heidi Malava oli koko ajan tavoitettavissa,

jos ongelmia ilmeni.

Papanicolaou varjaysta tehtaesséa analysaattori jatti yhden 96%-etanolireagenssiastian
paikan tyhjaksi. Tarkasteltaessa ohjeita huomattiin, ettd analysaattoria ohjelmoitaessa
Papanicolaou varjayksesta oli yksittainen huuhteluvaihe jaanyt ohjelmoimatta. Tama ei
kuitenkaan vaikuttanut tulokseen. Analysaattorin vedenpoistoletku oli myds Kiinnitetty
huonosti, vedet valuivat lattialle osittain. Gram-varjayksen kanssa oli hieman ongelmia,
silla analysaattori ei meinannut sen kohdalla l&htea kayntiin. Ohjelma saatiin kuitenkin

paalle ja varjays onnistui.

8 Tulokset

Tassa opinnaytetydssa suoritetut manuaaliset seka automaatilla tehdyt varjaykset suo-
ritettiin samoilla vareilla, jotka valmistettiin Metropolian tydohjeita noudattaen. Varjaysau-
tomaatille oli ohjelmoitu samat varjaysprotokollat, joita kaytettiin myds manuaalisissa
varjayksissd. Thermo Scientific™ Gemini AS varjaysautomaatti eroaa manuaalisesta
varjayksesta siind, etta automaatti siirtda itse naytekelkan varjdysastiasta toiseen. Ma-
nuaalisessa varjaysmenetelmassa naytekelkan siirtdéd bioanalyytikko. Manuaalisessa
varjdysmenetelmassa bioanalyytikko joutuu myds itse pitamaan huolta siita, etta ajalli-
sesti varjays onnistuu, kun taas automaatilla tasta ei tarvitse huolehtia. Manuaalisessa
menetelmassa kemikaalit ovat vetokaapissa ja bioanalyytikko suorittaa varjaykset. Au-
tomaatilla varjattaessa bioanalyytikon ei tarvitse olla paikalla koko ajan, koska automaatti

suorittaa varjaykset ohjelmoidun protokollan mukaan.

Ajallisesti preparaattien varjayksessa ei ollut huomattavia eroja. Aikaa kuluu myés rea-
genssien valmistamiseen, varjaysastioiden tayttdmiseen seké siivoamiseen. Automaatin
kayttoon tarvitsee myos perehtyd ennen kuin aloittaa kayton. Manuaalisissa varjayksissa
kemikaaleja kasiteltiin turvallisesti vetokaapissa. Automaatilla varjatessa kemikaalit ka-
siteltiin my6s vetokaapissa, mutta ne taytyi kuljettaa huoneen poikki reagenssiastiassa
varjaysautomaatille, joka on ty6turvallisuusriski. Tuloksissa esitetyt kuvat ovat jarjestyk-
sessé niin, ettd manuaalisesti varjatyt preparaatit ovat vasemmanpuoleisia kuvia ja au-

tomaatilla varjattyjen preparaattien kuvat ovat oikealla.
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8.1 Laatukriteerien arviointi ja mikroskooppinen tarkastelu gram-varjayksessa

Gram-véarjaykseen tehty kontrollilasi oli laadukas ja bakteerien morfologia seké varjayty-
vyys oli selkeasti nahtavissa. Kuvion 3 preparaateista on havaittavissa, etta nayte on
gram-negatiivinen sauva eli varjaytyvyys on hyvin onnistunut. Gram-positiivisia eli si-
niseksi varjaytyneita mikrobeja ei ollut lasilla. Bakteerinédytteené oli E.coli. Mikrobit ovat
asettautuneet hyvin laseille. Sauvamainen muoto on selkeasti nakyvissa, mutta muu-
tama pallomainen sauva nakyy molemmissa preparaateissa. Gram-negatiiviset sauvat
ja varsinkin E.coli voivat joskus olla kokkimaisia ja lyhyita (Meurman 2010:56). Automaa-
tilla varjatyssa preparaatissa punainen vari eli safraniini on intensiivisempi eli safraniini

on tarttunut paremmin bakteerin soluseindan. Varjaysautomaatti suorittikin huuhtelut to-

della nopeasti, mista saattaa johtua intensiivisempi vari preparaatissa.

Kuvio 3. Vasemmanpuoleinen kuva manuaalinen varjays ja oikeanpuoleinen kuva automaatti-
varjays E.coli bakteerista.

Difteroidi bakteerit ovat pleomorfisia eli erilaisia variaatioita on olemassa. Difteroidit jar-
jestaytyvat yleensa L tai V kirjaimen muotoon. Jarjestaytymista sanotaan myoés “kiinalai-
siksi kirjaimiksi”. Difteroidit voivat olla my®s nuijamaisen muotoisia, jolloin toinen tai mo-
lemmat p&at ovat hieman turvonneita. (Tiwari-Wharton 2018.) Tutkimissamme prepa-
raateissa difteroidit ovat sauvamaisia ja kuviosta 4 voidaan havaita, ettd bakteeri on
gram-positiivinen. Mikrobit ovat asettautuneet ryhmiin molemmissa preparaateissa. Mik-
robikasojen keskelle on molemmissa preparaateissa jaanyt safraniinia, joka ei ole huuh-
toutunut kunnolla pois. Preparaateissa ei ollut nahtavilla gram-negatiivisia sauvoja. Laa-

dullisesti ei ole havaittavissa eroja laatukriteereissa.
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Kuvio 4. Vasemmanpuoleinen kuva manuaalinen varjays ja oikeanpuoleinen kuva automaatti-
varjays difteroidi bakteerista.

Naytteend oli gram-positiivinen streptokokki, joka asettuu ketjuihin tai ryhmiin (Patterson
1996). Mikrobit olivat asettautuneet lasille hieman paksuihin kasoihin, joka johtuu liian
paksusta preparaatista. Kuviosta 5 nahdaan, etta molemmissa preparaateissa on naky-
vissa kokkimainen muoto ja kyseessa on gram-positiivinen bakteeri. Manuaalisesti var-
jatty preparaatti oli paremmin varjaytynyt kuin automaatilla varjatty, koska manuaalisesti
varjatty preparaatti oli ohuempi kuin automaatilla varjatty. Koska automaatilla varjatyssa
preparaatissa on havaittavissa myds gram-negatiivisia kokkeja, se voi johtua liian
ohuesta preparaatista, mika ei kuitenkaan ole todellinen syy, koska preparaatti oli paksu.
Bakteerit ovat voineet myds vaurioitua preparaatin tekohetkella. Liian pitkat huuhtelut
saattavat varjata bakteerit myos gram-negatiivisiksi, mutta silmamaaraisesti automaatin
tekemét huuhtelut olivat nopeita. Lugolin jodidin vanhentumisesta voi myos johtua gram-
positiivisten bakteerien varjaytyminen gram-negatiiviseksi, mutta tassa tapauksessa Lu-
golin jodidi oli laadullisesti kunnossa. Bakteerien ik vaikuttaa myos varjaytyvyyteen, silla
vanhemmat bakteerikannat voivat menettdd gram-positiivisen piirteensa (Patterson
1996). Tassa opinnaytetydssa kasvatusmalja seka bakteerit olivat tuoreita ja naytteet

preparaateille oli otettu samalta maljalta.

S TS e TS B O
é?{ .-’ - . ." - b ,‘k b) e - . &o ‘ o=
[ \l'. o ® . w B .’ e ‘-’ ) ?.J » s - .
o . ! N <
S » e & il
X | .
:‘. o W L {ng“" -+ t 0& . oot e !
3 . %{. o . %‘ » -
Ve X .o - TUR T RFRTL
" .- . 3 s Il ' ‘ o 1 . é. ”
} : . .r’ ¢ ‘( . :‘. ‘\ 3
e : %
25 AR - S . ANy iy _

Kuvio 5. Vasemmanpuoleinen kuva manuaalinen vérjays ja oikeanpuoleinen kuva automaatti-
varjays C-ryhman streptokokki bakteerista.
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Molemmat preparaatit olivat paksuja. Naytteena oli bakteeri Moraxella catarrhalis. Mo-
raxella catarrhalis on morfologialtaan pyored, hieman karheahkon nakéinen diplokokki
ja se varjaytyy ruskeanvaaleanpunaiseksi (CDC 2017). Kuviosta 6 voidaan havaita mor-
fologialtaan selkeésti gram-negatiivinen kokki. Jotkut kokit ovat selkeésti suurempia kuin
toiset. Preparaatissa ei ole havaittavissa gram-positiivisia bakteereja. Automaatilla var-

jatyn preparaatin vari on intensiivisempi kuin manuaalisesti varjatyn, mika saattaa johtua

liian lyhyista huuhteluista aivan kuten myds E.coli preparaateissa.

Kuvio 6. Vasemmanpuoleinen kuva manuaalinen varjays ja oikeanpuoleinen kuva automaatti-
varjays Moraxella catarrhalis bakteerista.

8.2 Laatukriteerien arviointi ja mikroskooppinen tarkastelu MGG-varjayksessa

Kaikkia preparaatteja tarkasteltiin kokonaisvaltaisesti ja kuvat on otettu preparaattien
ohuesta paasta. Erytrosyytteja eli punasoluja oli molemmissa preparaateissa runsaasti
ja ne olivat normokromisia. Kypsa punasolu on normokrominen ja sen sytoplasma var-
jaytyy vaaleanpunaiseksi. Kolmasosa punasolun keskiosasta kuuluu olla vaaleampaa
kuin solun reunat. Kuviosta 7 voidaan havaita, ettd manuaalisesti varjatty preparaatti on
hailakampi/sinertdvampi kuin automaatilla varjatty. Molemmissa preparaateissa néh-
daan hyvin varjaytynyt lymfosyytti, trombosyytteja seka erytrosyytteja. Lymfosyytit eroa-
vat kokonsa puolesta seka ne varjaytyvat hieman eri tavalla. Syyna tahan on se, etta
automaatilla varjatyssa on pieni lymfosyytti. Pienemmat lymfosyytit varjaytyvat tumman-
violeteiksi tiiviiksi pakkautuneen kromatiininsa ansiosta, kun taas isommassa lymfosyy-
tissa se on pakkautunut Idyhemmin ja on variltdan hieman vaaleampi. Kromatiinin valei-
hin jaavat ohuemmat alueet ovat varjaytyneet vaaleamman violetiksi, jolloin rakenne on
helppo erottaa. Sytoplasma on varjaytynyt molemmissa lymfosyyteissa siniseksi. Trom-

bosyytit erottuvat hyvin molemmista preparaateista ja niissa on nahtavissa epasaannol-
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linen sytoplasman reuna, joka on varjaytynyt basofiilisen sinertavaksi. Trombosyytin kes-
kelle tai koko solun sytoplasmaan levittaytyy hienorakenteista punasinertavaksi varjay-

tyvaa azurofiilistd granulaa. (Verisolujen tunnistusaapinen 2009:18,19,49,56,68.)

L e -

Kuvio 7. Vasemmanpuoleinen kuva manuaalinen varjays ja oikeanpuoleinen kuva automaatti-
varjays verisoluista.

Kuviossa 8 erytrosyytit ovat jadneet automaatti varjayksessa hieman sinertaviksi. Auto-
maattivarjays on jattdnyt myods osan erytrosyyteista hailakoiksi, jopa hyperkromisiksi.
Haalea vari voi my0s johtua naytteen vedosta lasille, jos siina vaiheessa solut ovat vau-
rioituneet, jonka vuoksi myds niiden muoto on muuttunut. Automaattivarjayksessa nakyy
kuitenkin myos selkeasti “varittémia” soluja. Preparaateissa nakyy hyvin basofiilisen lius-
katumaisen granulosytin varjaytyvyys. Liuskatumaisen basofiilin tuma ei ole kovin kar-
kearakenteista ja se varjaytyy tummanvioletiksi. Basofiilin sytoplasma on varjaytynyt
vaaleansinipunertavaksi. Basofiilin tumaa seka sytoplasmaa verhoaa runsas spesifinen
granula, joka peittéda ne alleen. Kuvissa on hyvin erotettavissa spesifinen granula, joka
koostuu pienista ja isommista fragmenteista. Granulan maara vaihtelee ja se varjaytyy
voimakkaan purppuranvioletiksi tai mustanpunaiseksi. Molemmissa preparaateissa
basofiili on varjaytynyt hyvin ja se on tarkka. Trombosyytit ovat varjaytyneet hyvin jopa
automaatilla varjatyssa preparaatissa ja ne olivat intensiivisen varisia ja selkeita, vaikka
erytrosyytit olivat jaaneet hailakoiksi. Manuaalinen varjays oli taman preparaatin koh-
dalla kaiken kaikkiaan onnistuneempi. Preparaatissa lymfosyytit ja trombosyytit olivat
varjaytyneet normaalisti eli varjays oli epaonnistunut ainoastaan erytrosyyttien kohdalla
automaatilla varjattaessa. Automaattivarjaykseen tehty fosfaattipuskuri voi olla my6s
lian hapan, jolloin tulos on jaanyt sinisemmaksi. Se ei kuitenkaan selita hailakoita eryt-

rosyytteja. (Verisolujen tunnistusaapinen 2009:33,49,68.)
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Kuvio 8. Vasemmanpuoleinen kuva manuaalinen varjays ja oikeanpuoleinen kuva automaatti-
varjays verisoluista.

Kuviossa 9 molemmat preparaatit olivat hyvin varjaytyneet. Kuviin valittiin samankaltai-
set kuvat, joissa nakyi pieni lymfosyytti, neutrofiilinen liuskatumainen granulosyytti seka
trombosyytit ja erytrosyytit. Molemmissa preparaateissa pienet lymfosyytit olivat varjay-
tyneet hyvin, niiden tuma oli tiivis ja varjaytynyt tummanvioletiksi, molemmissa myds sy-
toplasma on varjaytynyt siniseksi. Kromatiini on asettunut hyvin, jolloin nahdaan vaa-
leammaksi varjaytyneet alueet. Neutrofiiliset liuskatumaiset granulosyyttien tumat ovat
varjaytyneet tummanvioleteiksi ja niiden kokkareinen rakenne on hyvin nakyvilla. Neut-
rofiilien sytoplasmat varjaytyivat vaaleanpunertaviksi, jonka saa aikaan lukuisat pienet
spesifiset vaaleanpunaiset granulat, jotka ovat vaaleansinisessa sytoplasmassa. Sy-
toplasmassa on havaittavissa myos yksittaisia sinipunaisia azurofiilisia primaarigranu-
loita. Trombosyytit olivat varjaytyneet kauttaaltaan hyvin, eika niista 16ytynyt poikkeuksia.
Erytrosyytit olivat varjaytyneet molemmissa suhteellisen hyvin. Niiden sytoplasma oli
varjaytynyt vaaleanpunaiseksi ja kolmasosa solusta oli jadnyt vaaleammaksi. Paaosin
lasit olivat kuitenkin varjaytyneet hyvin, eika varjaamattomia erytrosyytteja l16ytynyt koko
lasilta. Erytrosyytit olivat normokromisia. (Verisolujen tunnistusaapinen 2009:32,49,68.)

o
*

Kuvio 9. Vasemmanpuoleinen kuva manuaalinen vérjays ja oikeanpuoleinen kuva automaatti-
varjays verisoluista.
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Kuvion 10 preparaateissa on nahtavissad eosinofiilinen liuskatumainen granulosyytti.
Erytrosyytteja oli runsaasti ja naytteet olivat paksuja. Eosinofiilinen liuskatumainen
granulosyytti oli varjaytynyt molemmissa naytteissa hienosti. Sen karkearakenteinen kro-
matiini varjaytyy tummanvioletiksi, joka néakyy selkeasti granuloiden takaa. Eosinofiilissa
on runsaasti homogeenisia pyoreita spesifejd granuloita, jotka varjaytyvat punerta-
vanoransseiksi ja peittavat melkein koko sytoplasman. Sytoplasman tulisi varjaytya vaa-
leansinipunertavaksi, mutta sitd on hankala nahda. Trombosyytit ovat varjaytyneet hyvin.
Erytrosyytit ovat normokromisia, mutta automaatilla varjatylla lasilla erytrosyytit ovat hai-
lakampia. Automaatilla varjatyssa preparaatissa erytrosyytit ovat normokromisia, vaikka
varjaytyvyyden perusteella ne voitaisiin tulkita polykromaattisiksi, jos solu varjaytyisi nain
se viittaisi epakypsyyteen, joka nakyisi talldin myds manuaalisessa varjayksessa. (Veri-
solujen tunnistusaapinen 2009:32,33,49,68.)

Kuvio 10. Vasemmanpuoleinen kuva manuaalinen vérjays ja oikeanpuoleinen kuva automaatti-
varjays verisoluista.

8.3 Laatukriteerien arviointi ja mikroskooppinen tarkastelu Papanicolaou varjayk-
sessa

Papanicolaou varjays ei onnistunut odotusten mukaisesti, joten tulosten raportointi jatet-
tiin kokonaan pois opinnaytetytsta. Varjayksen epaonnistumiseen ei ole tarkkaa syyta,
mutta voidaan pohtia, onko kemikaalien laadussa tai vesijohtoveden pH:ssa poikkeamia.
Syyksi on pohdittu myds varien suodatusta, mutta se vahentaisi vain preparaattien ros-
kaisuutta eikd vaikuttaisi varien intensiteettiin. Syy sumeille naytteille voi olla mygs dif-
faus. Kuviosta 11 ndhdaan, etta naytteet olivat poikkeuksetta roskaisia seka epiteeliso-
lujen sytoplasma oli erittain haaleasti varjaytynyt. Tuman rakennetta oli myés hankala

erottaa.
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Kuvio 11. Vasemmanpuoleinen kuva manuaalinen vérjays ja oikeanpuoleinen kuva automaatti-
varjays virtsan soluista.

8.4 Kaytetty aika

Gram-véarjaykseen kului manuaalisesti 4 minuuttia 30 sekuntia. Automaatilla varjaykseen
kului 4 minuuttia, jolloin automaatti on ihmista hieman nopeampi. Papanicolaou varjayk-
sissa kaytetty aika oli sama eli 47 minuuttia. MGG-vérjayksesséd manuaalisesti aikaa ku-
lui 45 minuuttia kun taas automaatilla 46 minuuttia, jolloin manuaalisesti varjays suoritet-
tiin hieman nopeammin. Manuaalinen vérjays ja automaattinen varjays olivat siis saman-
pituisia Papanicolaou varjayksessa. MGG-varjayksessa ero oli ajallisesti yksi minuutti ja

gram-varjayksessa ero oli 30 sekuntia.
8.5 Tyoturvallisuus

Varjayksia tehtaessa kaytetaan paljon erilaisia kemikaaleja, joista useat ovat arsyttavia
tai jopa syoOvyttavia. Kaikki kemikaalit on merkitty varoitusmerkein, jolloin kayttéturvalli-
suustiedotteista pystytddn katsomaan oikeat kasittelyohjeet. Kayttéturvallisuustiedot-
teista selviad myds ensiapuohjeet, seka siitd pystyy myods tarkastamaan oikean havitys-
tavan. Varia sisaltavat kemikaalit varjgavat herkasti ihoa sekd ymparistod, mikali sita
roiskuu tyéskennellessa. Kemikaaleja kasiteltaessa tulee suojautua oikein, pitkahihainen
tyotakki seka hanskat riittavat. Naytelaseja kasiteltdessa sormista voi irrota rasvaa seka
mikrobeja, joten hanskat suojaavat seka tyontekijaa, etta naytetta. Kemikaaleja tulee ka-
sitella laminaari- tai vetokaapissa, jolloin voimakkaan hajuiset tai kaasuuntuvat aineet
eivat levid huoneeseen vaan poistuvat kaapin kautta suoraan ulkoilmaan. Kaapin lasi
tulee pitédé alhaalla, kuitenkin niin etta siitd mahtuu tydskentelem&aan. Suurin osa kemi-
kaaleista, etenkin vareistd, on ymparistolle haitallisia, joten ne kerataan erilliseen kerays-
astiaan ja merkitddn mita kyseinen astia sisaltaa. Lopuksi k&det tulee pesta hyvin kemi-

kaalien kasittelyiden jalkeen. (Solunetti 2006; Tydturvallisuuskeskus.)
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Metropolia Ammattikorkeakoulun Myllypuron kampuksella on kaytdsséa vain vetokaap-
peja, joten varit laimennettiin niissa. Kaikki kemikaalit kasiteltiin vetokaapissa, silla eten-
kin ksyleeni on haitallista hengitettyna. Ksyleeni aiheuttaa myos ihoreaktioita, jonka seu-
rauksena ihoa voi kirvelld ja se voi alkaa punoittaa. (Tyoterveyslaitos 2015.) Kun kasit-

telimme kemikaaleja, suojauduimme hyvin hanskoilla seka tyétakilla.

Papanicolaou varjaysta tehtaessa analysaattori ehdotti ensimmaiseksi lisattavaksi kemi-
kaaliksi ksyleenia, mika aiheutti ty6turvallisuusriskin. Kun ksyleeni on ensimmaisena li-
sattavana, ehtii sen voimakas tuoksu haihtua analysaattorin laheisyyteen ja nain ollen
vaikuttaa bioanalyytikon tyoturvallisuuteen. Kun analysaattorin luukut olivat kiinni, haju
ei levinnyt ymparistoon. Muita reagenssiastioita laittaessa analysaattoriin, tuoksu ehtii
kuitenkin haihtua ilmaan niin, etta se saattaa aiheuttaa lievaa paansarkya. Manuaali-
sessa varjayksessa ksyleeni oli koko ajan vetokaapissa, jolloin ksyleenin haju ei levinnyt
ymparistoon.

8.6 Virhelahteet

Virhelahteet johtuivat suuremmaksi osaksi bioanalyytikoista eikd automaatista tai véarien
huonosta laadusta. Bakteeripreparaatit olivat liilan paksuja, joka nakyi mikroskoopilla tar-
kasteltaessa, jolloin laadukasta kohtaa oli vaikea I0ytdd. Kummallakaan opinnaytetyon-
tekijalla ei mydskaan ollut paljon kokemusta manuaalisesti tai automaatilla varjaami-
sestd. Opinnaytetyon tekijdilla ei mydskaan ollut paljoa kokemusta bakteerien ja veriso-
lujen tunnistamisesta. Varjayksissa tapahtuvien virheldhteiden mahdollisuutta tarkastel-

tiin varjaysprosessien ajan.

9 Pohdinta

Tassa opinnaytetytssa verrattiin manuaalista varjaysmenetelmaa ja Thermo Scientific™
Gemini AS varjaysautomaattia gram-, May-Grinwald-Giemsa ja Papanicolaou varjayk-
sissa. Preparaateista huomioitiin tiettyja laatukriteereja. Vertailtin myds menetelmiin ku-
luvaa aikaa seka tyoturvallisuutta. Tassd opinndytetydsséa korostui varjayksien onnistu-
misen tarkeys tulkinnan kannalta. Koska varjayksissa voi tapahtua monia virheitd, on
varjayksien onnistumisella ja tekijan ammattitaidolla suuri merkitys. Liimatainen totesikin
artikkelissaan, etté koulutuksella on suuri tarkeys gram-varjayksen tulkinnan kannalta.

Jouduimmekin opinnaytetyon aikana kehittamaan omaa ammattitaitoamme ja syventy-
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maan varjayksien mahdollisiin virheldhteisiin sek& varjayksien toteuttamiseen. Esimer-
kiksi virheita tapahtuu jo preparaattien valmistuksessa, jonka huomasimme mikrosko-
poinnin aikana, ettd bakteeripreparaatit olivat lilan paksuja. Monissa artikkeleissa tode-
taan varjayksien tarkeyden merkitys potilaan hoidon kannalta. Tama korostui opinnayte-
tyon toteutuksessa, vaikka emme keskittyneetkddn naytteiden diagnostiseen merkityk-
seen. Varjayksien onnistumiseksi naytteiden taytyy olla tuoreita, varien laadukkaita ja
olla selkea kasitys siita, ettd mita tehdaan ja mita tydohjeita noudatetaan. Varjayksista,
varjaysten virhelahteista seka varjayksien merkityksesta l6ytyy paljonkin tietoa, mutta
manuaalisen varjadysmenetelman ja automaattisen varjaysmenetelman vertailusta gram-
ja MGG-varjayksissa materiaalia on yllattavan vahan. Opinnaytetydén aikana huoma-
simme, ettd manuaalisella varjaysmenetelmalla ja Thermo Scientific™ Gemini AS auto-

maatilla tehdyilla varjayksilla ei ollut suuria eroja toisistaan.

Opinnaytetyon toteutuksessa ilmeni myo6s haasteita. Varjaykset olivat suunniteltu toteu-
tettavaksi kevaalla 2020. Covid-19 pandemian vuoksi varjaykset jouduttiin siirthmaan
syksylle 2020. Varjaykset myohastyivat myos siksi, ettéd Myllypuron kampuksella ei ollut
vetokaappeja vield kevaalla 2020. Opinnaytetyén prosessia hankaloitti myos aikataulu-
jen yhteen sovittaminen, koska olimme molemmat vuorotydssa opinnaytetydénprosessin
aikana. Varjddmisaikataulu taytyi sovittaa myos niin, etta luokassa ei ole silla hetkella
opetusta ja opettaja on paikalla. Naytteiden hankinnassa ilmeni myos hankaluuksia ja
jouduimmekin kayttamaan virtsanaytteina aikaisemmin tehtyja sytotec-preparaatteja, jol-
loin naytteiden laatua ei voinut kunnolla verrata toisiinsa. Verinaytteet olivat ainoastaan
terveista ihmisista, joten preparaattien solut olivat aika yksipuolisia. Naytemateriaali olisi
voinut olla monipuolisempaa, jolloin myds varjayksissa olisi nakynyt paremmin eri vari-
aatioita ja tulokset olisivat olleet monipuolisemmat. Aikaisempia tutkimuksia aiheesta on

hankala l6ytaa.

9.1 Johtopaatdkset

Gram-varjattyjen preparaattien laatukriteereissa ei ollut suuria eroja manuaalisen vér-
jaysmenetelman ja automaatilla tehtavan varjayksen valilla. Gram-negatiiviset preparaa-
tit olivat variltaan intensiivisempia kuin manuaalisesti varjatyt. Syy tahan voi olla se, etta
automaatti suoritti huuhtelut silméanmaéaraisesti nopeammin kuin manuaalisessa varjayk-
sessd bioanalyytikko itse. MGG-varjayksessé ei myoskaan ollut suuria eroja laatukritee-
reissa. Naytemateriaali oli terveilta ihmisilt&, joten tuloksia esimerkiksi aneemisten puna-

solujen laatukriteereista ei saatu. Verisolut ja niiden osat varjaytyivat selkedasti ja ne olivat
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erotettavissa. Erytrosyytit olivat osassa automaatilla varjatyista preparaateista sinerta-
vampia kuin manuaalisesti varjattyina. Solut eivat kuitenkaan olleet epakypsia, silla sil-
loin myds manuaalisesti varjatyt erytrosyytit olisivat olleet sinertavia. Pohdimme myos
automaattivarjaysta varten tehtya fosfaattipuskurin pH:n vaikutusta erytrosyyttien varjay-
tyvyyteen, mutta jos fosfaattipuskuri olisi liian hapan, olisivat muutkin preparaatit siner-

tavia.

Papanicolaou varjays epaonnistui ja tulokset olivat huonoja, joten tulosten analysointi
jatettiin opinnaytetydsta kokonaan pois. Ajallisesti varjaysmenetelmaét eivat eronneet toi-
sistaan huomattavasti. Manuaalisissa varjayksissa kemikaaleja kasiteltiin vetokaapissa,
joten kemikaaleja ei tarvinnut varjayksien aikana siirrella vetokaapista pois ja bioanalyy-
tikko ei altistunut kemikaaleille. Automaatilla varjatessa jouduimme siirtamaéan reagens-
siastiat huoneen toiselta puolelta vetokaapista varjaysautomaatin luokse. Varjaysauto-
maatin asettelu huoneen toiselle puolelle altistaa bioanalyytikon kemikaalien hoyryille
seka on riskialtista kuljettaa taysinaisid reagenssiastioita huoneen poikki, silla esimer-
kiksi ksyleenin laikkyminen lattialle altistaisi kaikki huoneessa olijat kemikaalille. Joten
tassé opinnaytetydssa manuaalinen varjaystapa oli tydturvallisuuden kannalta turvalli-
sempi varjaysmenetelma. Johtopaatoksenéa voi sanoa, etta padsimme tavoitteeseen el
saimme vastaukset tutkimuskysymyksiin gram- ja MGG-varjayksen osalta. Valitettavasti
Papanicolaou varjayksen kohdalla emme saaneet vastauksia tutkimuskysymykseen laa-

tukriteerien kohdalla.

9.2 Kehittamisehdotukset

Jatkotutkimusaiheena esitdmme varjaysautomaatin ongelmien selvittelya Papanicolaou
varjayksen osalta Metropolia Ammattikorkeakoululla. Voisi selvittda, ettd onko esimer-
kiksi vesijohto veden pH:lla vaikutusta varjayksien onnistumiseen vai onko kyse kaytet-

tavista vareista.

9.3 Ammatillinen kehitys

Olemme soveltaneet omia tietoja ja taitojamme seké kehittyneet ammatillisesti. Olemme
syventyneet varjdysmenetelmiin ja solujen tunnistamiseen seka analysointiin. Prosessin
aikana olemme kehittyneet bioanalyytikon tydssa tehtdvistd patologisista varjayksista
niin manuaalisesti kuin automaatillakin tehtynd. Opinnaytetydprosessi haastoi meité sy-
ventymaan teoriaan ja toteuttamaan sen kaytannossa. Opinndytetydn aikana esiintyikin

haasteita, mutta saimme ongelmat ratkaistua. Opinndytety® on vienyt paljon aikaa ja
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siksi olimmekin laatineet aikataulun. Opinnaytetyoprosessin aikana olimme yhteydessa
vastaavaan opettajaan sekd ndimme hanta kampuksella varjayksia suorittaessa. Ongel-
mien iimaantuessa olemme heti kysyneet neuvoja. Opinnaytetyén loppuun saaminen
johtui pitkalle hyvasta yhteistydstamme ja mahdollisuudesta keskustella avoimesti poh-

dittavista asioista seké sitouduimme opinnaytetydn tekemiseen yhdessa.

10 Eettisyys ja luotettavuus

Etiikka on konkreettista ja kaytanndllista kun on kysymys terveydesté. Terveydenhuollon
ammattirynmat ovat kayttaneet eettisia ohjeita jo kauan. Etiikka kuvaa ja perustelee oi-
keita ja hyvia tapoja, kuinka toimia ja elad maailmassa muiden ihmisten kanssa. Etii-
kassa yhdistyy arvot, ihanteet ja periaatteet, jotka koskevat oikeaa ja vaaraa seka hyvaa
ja pahaa. Terveydenhuollon ammattiryhmien eettiset ohjeet perustuvat yhteisiin arvoihin.
Ihmisarvon ja itsemaaraamisen kunnioittaminen, ihmiselaméan suojelu seka terveyden
edistaminen ovat eettisten ohjeiden keskeisia asioita. Eettiset periaatteet terveydenhuol-
lossa ovat oikeus hyvaan hoitoon, ihmisarvon kunnioitus, oikeudenmukaisuus, itsemaa-
raamisoikeus, hyva ammattitaito ja hyvinvointia edistava ilmapiiri seka yhteistyt ja kes-
kinainen arvonanto. (ETENE; Sihvo 2018;56).

Tutkijaa ohjaavat yleiset eettiset periaatteet tieteenalasta rippumatta. Periaatteisiin kuu-
luu tutkittavan ihmisarvon, itsemaaraamisoikeuden, yksityisyyden ja muiden oikeuksien
kunnioittaminen. Tutkimuksesta ei saa aiheutua tutkimuskohteille haittoja, riskeja tai va-
hinkoja. Opinnaytetydprosessin aikana bioanalyytikko noudattaa eettisid ohjeita. Bio-
analyytikko pyrkii hyvaan ammattitaitoon seka edistavaan ilmapiiriin, jotka ovat jokaisen
bioanalyytikon velvollisuus ja oikeus. Velvollisuus on yllapitaa ja kehittdd omaa toimintaa
ja omaksua tieteellisesti tutkittuja menetelmia ja toimintatapoja. Opinnaytetydn aikana
perehdyttiin prosessin aikana tarvittaviin sdadoksiin, maarayksiin ja standardeihin. Nayt-
teiden analysoinnissa hankittiin vain tarvittavan tieto ja kunnioitettiin henkildiden yksityi-
syyttd. Tutkimusprosessin vastuu oli opinndytetydn tekijoilla opinnaytetyon laadusta
seka luotettavuudesta. Opinnaytetyon aikana pyrittiin yllapitamaan ammatin luottamusta
seka ammatillista kehitysta. (Metropolia Ammattikorkeakoulu 2020; Bioanalyytikkoliitto
ry 2017.)

Tietosuojalain ja tietosuoja-asetuksen periaate on oikeuksien turvaaminen, jolloin opin-
naytetyon aikana taytyy kiinnittdd huomiota henkilGtietojen kasittelyyn ja henkildsuojan

toteutumiseen (Arene Ry 2020:7). Opinnaytety6ssad huomioimme tdman erittain tarkasti
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ja opinnaytetyon aikana ei kasitelty henkilttietoja ja naytteet nimettiin taysin anonyymisti
numeroilla ja kirjaimilla. Naytteita ei sailytetty opinnaytetydprosessin jalkeen ja ne havi-
tettiin asianmukaisesti. Opinnaytety6 ajettiin plagiaatintunnistusjarjestelman lapi ja kay-
tetyt lahteet olivat luotettavia, ajankohtaisia ja tarkistettuja. Kaytimme lahteind esimer-
kiksi tieteellisia artikkeleja, joita pyydettiin Labquality Oy:lta sahkopostitse. Etsimme tie-

toa myds erilaisista tietokannoista kuten PubMed ja Terveysportti.

Opinnaytetyon luotettavuus ilmeni monellakin tapaa prosessin aikana. Varjayksia suorit-
taessa noudatimme tarkasti Metropolian tydohjeita sekéd huolehdimme ty6turvallisuu-
desta. Gram-varjaykseen teimme kontrollilasin, jossa bakteerinaytteina olivat Staphylo-
coccus aureus, joka on gram-positiivinen kokki seka toisena naytteena oli gram-negatii-
vinen sauva E.coli. Kontrollilasin preparaatit olivat selkeita ja hyvin varjaytyneita, jolloin
morfologia ja varjaytyvyys olivat selkeasti ndhtavissa. MGG-varjayksessa tuloksien luo-
tettavuutta lisdsi se, etta meilla oli sivelyvalmisteita useamman henkilon naytteesta ja
nain ollen pystyimme vertailemaan samaa naytettd manuaalisesti sekd automaatilla vér-
jattyna. Opinnaytetyota varten tehtiin tarvittavat sopimukset Metropolia Ammattikorkea-
koulun kanssa. Perehdyimme aiheeseen seka hyvaan tieteelliseen kaytantéon perus-
teellisesti.
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