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Immunofluoresenssin avulla voidaan maarittda antigeenin ja vasta-aineen valisia vuorovai-
kutuksia solujen eri rakenteissa. Monissa ihotaudeissa immunofluoresenssitutkimus on
valttdmaton apuvaline diagnostiikassa. Diagnostiikan kannalta on tarkeaa saada mahdolli-
simman optimaalisia valmisteita, mutta nykyisin kaytdssa olevalla immunofluoresenssi-
naytteiden kasivarjaysmenetelmalla tahan ei ole aina pystytty. Opinnaytetydmme tarkoitus
oli selvittaa ihobiopsioiden immunofluoressenssivarjaysten eroja kasivarjaysmenetelman ja
VBM™-varjdysautomaatin valilla. Vertailimme menetelmia herkkyyden, fluoresenssivarin
laadun ja sailyvyyden osalta sekd henkildstondkdkulmien ja kustannusten kannalta.
Tyémme toimeksiantaja oli Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy (YML), patologian osasto.

Varjasimme naytteet kasimenetelmallda sekd Rochen Ventana BenchMark™ system
(VBM™) -varjaysautomaatilla. Vertasimme menetelmien valisia eroja herkkyydessa seka
niilla varjattyjen naytteiden fluoresenssivarin laadussa ja sailyvyydessa. Otimme huomioon
my0Os reagenssien kustannusarviot seka henkildkunnan toiveet ja mieltymykset.

VBM™-agutomaatilla varjattyjen naytteiden fluoresenssivarin laatu osoittautui kasimenetel-
maa huomattavasti paremmaksi. Lisdksi VBM™ oli herkempi ja varjaysprosessi oli nope-
ampi kuin kasimenetelma. Henkildkunta kayttaisi tdman tutkimuksen mukaan mieluummin
VBM™-varjaysautomaattia kuin ka&sivarjdysmenetelmaa. Fluoresenssin sailyvyys ol
VBM™-automaatilla seka kahden etta neljan viikon sailytyksen jalkeen parempi kuin kasi-
menetelmalla varjatyilla naytteillda. Reagenssien kustannukset olivat kuitenkin automaatti-
menetelmalla suuremmat.

VBM™-varjdysautomaatti sopii tdman tutkimuksen perusteella YML patologian osaston
kayttéon, silld naytteiden varjddminen automaatilla oli nopeaa, vaivatonta ja luotettavaa.
Suosittelemmekin, ettd VBM™-varjaysautomaatti hankittaisiin YML patologian osastolle.

Avainsanat immunofluoresenssi, ihobiopsia, vertailu, kasivarjaysmenetelma,
automaattivarjdysmenetelma, herkkyys, laatu, sailyvyys,
henkildokuntatarve
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Immunofluorescence is a staining method that is used to demonstrate the presence of an-
tibody bound to antigen in tissue. In many skin diseases, the evaluation of immunofluores-
cence in skin biopsies plays an essential role in diagnosing these diseases. To confirm
accurate diagnoses, it is important to provide a consistent high-quality staining meth-
od. The main goal of our study was to compare the quality and stability of immunofluores-
cence staining performed by manual and automatic staining methods. The project was
carried out at the Pathology Department of the United Medix Laboratories Ltd (YML), Hel-
sinki, Finland.

We stained the samples manually and with the automated Roche VentanaBanchMark™
System (VBM™). When staining was completed, we delivered the samples to the
pathologist for interpretation. We compared the results from the perspective of sensitivity,
staining quality, stability of immunofluorescence and easiness and usefulness for YML
pathology laboratory. In addition, we compared the reagent cost estimates of both meth-
ods. As part of our comparison, we took into consideration the wishes and requirements of
the laboratory personnel.

We found that the VBM™ system was significantly more sensitive, far less time-consuming
and provided staining with remarkably better quality than the manual method. In addition,
the VBM™ system gained favour among the laboratory staff. The stability of immunofluo-
rescence was better with the VBM™ system than with the manual method. However, the
reagent expenses of the VBM™ system were relatively high.

The results lead to the conclusion that the VBM™ system is in high demand at the labora-
tory. Thus, we recommend that the VBM™ system should be taken in use at the Pathology
Department of YML.

Keywords immunofluorescence, skin biopsy, comparison, manual
staining method, automatic staining method, sensitivity, quality,
stability, staff demands and needs
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1 Johdanto

Ihon immunofluoresenssi (IF) on oleellinen apuvaline monen ihotaudin diagnostiikassa.
Oikean diagnoosin saaminen on huomattavan tarkeaa, silla erityisesti ihon autoimmuu-
ni- ja rakkulataudit ovat hyvin usein vaikeita ja niiden hoito on haastavaa. On huomattu,
ettd IF-naytteiden kasivarjdysmenetelmalla ei ole aina kyetty saamaan diagnostiikan
kannalta mahdollisimman optimaalisia valmisteita. Lisaksi tama varjaysmenetelma on
osoittautunut ty6laaksi ja aikaa vievaksi. Kliinisissa laboratorioissa panostetaankin au-
tomatisointiin, silla automaation on huomattu sdastavan henkiléston aikaa ja resursse-
ja. Automaation avulla saadaan tasalaatuisia lopputuotteita, laadun seuranta helpottuu
ja tyontekijoiden erilaisista tyotavoista johtuva laadunvaihtelu jaa pois (Ventana 2010:
2). Ennen automaatioon siirtymista laboratorion on kuitenkin kyettdva varmistamaan
tuottamiensa palveluiden diagnostinen laatu. Laboratorion onkin osoitettava, ettd uu-
den menetelman saavuttamat hyoddyt ovat suuremmat kuin sen hankintaan kaytetyt
panostukset. Aikaisemmin ei ole kuitenkaan ollut tiedossa, miten eri IF-varjaysmene-

telmat eroavat toisistaan fluoresenssivarin laadussa ja henkilostéresurssien kaytossa.

Opinnaytetydmme toimeksiantaja on Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy (YML), patologi-
an osasto. Tutkimuksemme perustuu histologisista ihobiopsioista tehtyjen jaaleikkeiden
varjddmiseen suoralla IF-menetelmalld. Varjadmme IF-naytteitd seka kasivarjaysmene-
telmalld ettd osastolle lainaksi saadulla Rochen Ventana BenchMark™ system
(VBM™) -varjaysautomaatilla. TAman jalkeen dosentti, ihotautien ja patologian erikois-
lddkari Susanna Virolainen tutkii naytteet fluoresenssimikroskoopilla ja arvioi niiden
teknisen onnistumisen, varin laadun sekd antaa diagnostiset lausunnot. Vertaamme
naiden menetelmien valisia eroja varjattyjen naytteiden fluoresenssivarin laadun ja sai-
lyvyyden osalta seka tutkimme varjaysten herkkyytta eli sita, onko varjaysmenetelmien
valilla eroa positiivisen fluoresenssin 0ytymisessa. Lisaksi vertaamme menetelmia

kustannusten ja henkildkuntatarpeen nakokulmasta.

Opinnaytetydssamme esitdmme liséksi toimenpiteita, jotka helpottavat mahdollisimman
paljon laboratorion paivittaista tydkuormaa. Selvitamme, heikentddkd naytteen pitka
sailytys- ja kuljetusaika sen fluoresenssia ja otamme selvaa vaihtoehtoisesta liuoksesta
ihobiopsioiden kuljetusta ja sailytysta varten. Lisaksi tutkimme, kuinka toimiva leikattu-

jen ihobiopsioiden nykyinen varastointimenetelma on ja laadimme naiden tietojen poh-



jalta suosituksen leikattujen ihobiopsioiden varastointimenetelmastad diagnoosin saami-

sen jalkeen.

Yhtyneet Medix laboratorioiden johto tekee opinnaytetydomme perusteella paatoksen
VBM™-varjaysautomaatin hankinnasta. Rajaamamme tutkimuskysymykset perustu-
vatkin YML patologian osaston tarpeisiin. Opinnaytetyéssamme suurimpana haasteena
on objektiivisen, tutkittuun tietoon perustuvan ehdotuksen laatiminen varjdysautomaatin
mahdollisesta hankintapaatdksesta. IF-varjdysmenetelmien vertailusta on olemassa
niukasti aikaisempia tutkimuksia, ja nekin keskittyvat muihin erikoisaloihin kuten mikro-
biologiaan ja hematologiaan. Ne eivat kuitenkaan sovellu ihobiopsioiden IF-varjays-

menetelmien vertailun taustatiedoksi.

Tyémme ohjaajina toimivat Metropolia ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusoh-
jelman lehtori Terttu-Liisa Lindell sekd YML patologian osaston opiskelijavastaava,
bioanalyytikko Paivi Burakoff. Opinnaytetydsséamme on runsaasti valokuvia, joista osa

on meidan itse ottamiamme.

2 Immunofluoresenssi

Fluoresenssi on valoa, jota syntyy elektronin viritystilan purkautuessa. Tietyn aallonpi-
tuuden omaavan fotonin osuessa atomiin se absorboituu ja luovuttaa energiaa elektro-
nille, mika virittda elektronin korkeammalle energiatasolle. Valittdmasti taman jalkeen
viritystila purkautuu, minka yhteydessa emittoituvalla fotonilla on matalampi energia ja
taten suurempi aallonpituus kuin alkuperaisella fotonilla. (Robinson — Sturgis — Kumar
2009: 61-62.)

Fluoresoivien variaineiden eli fluorokromien atomien sisaltdmia elektroneja voidaan
virittdd fluoresenssimikroskoopin voimakkaan elohopea- tai ksenonvalon avulla. Sen
sateilemasta ultraviolettivalosta suodatetaan pois kaikki muut valon aallonpituudet pait-
si kyseisen fluorokromin eksitaatioaallonpituus eli se aallonpituus, jossa fluorokromi
parhaiten fluoresoi valoa. Tama monokromaattinen valo saa aikaan naytteessa olevan
fluorokromin virittymisen. Opinnaytetydssdmme kayttdman fluoreseiinin eksitaatioaal-
lonpituus on 495 nm. Koska suurin osa fluoreseiinista emittoituvasta valosta on aallon-
pituudeltaan noin 515 nm, se on nakyvan valon spektrissa ja taten helposti silmin ha-

vaittavissa hohtavana, vihreana valona pimeaa taustaa vasten (Robinson ym. 2009:



61-62; Davidson 2009). On muistettava, ettéd fluoresoivat variaineet on sailytettava
pimeassa, sillda luonnonvalon sisaltdama UV-valo heikentda niiden fluoresenssia. (FITC
Anti IgA 2008; FITC Anti IgG 2008; FITC Anti IgM 2008; FITC Anti C3 2008.)

Immunofluoresenssimenetelmaa kaytettiin ensimmaisen kerran vuonna 1941, ja siita
lahtien sitéd on sovellettu laajasti (Hladik — White 2008: 517). Vuonna 1963 raportoitiin
ensimmaisen kerran granulaarisesta IgG- ja C3-kerrostumasta dermo-epidermaalises-
sa junktiossa lupus erythematosusta sairastavilla potilailla (Mohan — Sathish — Ragha-
vendra — Sripathi — Prabhu 2008: 415). Immunofluoresenssi on edelleen yleisesti kay-
tossa, ja silla voidaan tutkia erilaisissa nesteissa olevia soluja, viljeltyja soluja seka
erilaisia kudospaloja (Ramdial — Bastian — Goodlad — McGrath — Lazar 2012: 37.) Sen
avulla voidaan maarittda antigeenin ja vasta aineen valisia vuorovaikutuksia solujen eri
rakenteissa, kuten mitokondrioissa, mikrosomeissa tai pintaproteiineissa (Hladik — Whi-
te 2008: 517). IF-tutkimuksissa kaytetdan vasta-aineita, jotka on leimattu fluoresoivalla
variaineella, fluoreseiini-isotiosyanaatilla (FITC). Nama leimatut primaarivasta-aineet
kiinnittyvat spesifisesti kohdeantigeeniin, jolloin antigeeni voidaan havaita fluoresoivilla
menetelmilla (Robinson ym. 2009: 61-62; FITC Anti IgA 2008; FITC Anti IgG 2008;
FITC Anti IgM 2008; FITC Anti C3 2008) (kuvio 1). Leimattuja soluja voidaan laskea
esimerkiksi virtaussytometrilla, kun taas kudoksissa olevia leimattuja vasta-aineita tutki-

taan yleisimmin fluoresenssimikroskoopilla (Robinson ym. 2009: 61).

Kuvio 1. Positiivinen immunofluoresenssi tyvikalvolla (nuoli). Loyddksena on nauhamainen I1gG
tyvikalvolla, jolloin diagnostinen muutos viittaa pemfigoidiin. Fluoresenssimikroskooppi, objektiivi
40x, FITC-filtteri.



IF-menetelma on etulydntiasemassa immunohistokemiaan nahden, silld immunofluore-
senssi tunnistaa antigeenin paljon herkemmin. Lisaksi |IF-tutkimuksia varten kehitetyn
erikoisfiksatiivin kayttd sailyttdd muuten hankalasti 16ydettavissa olevia antigeeneja.
(Ramidal ym. 2012: 35-36.)

Immunofluoresenssitutkimus voidaan tehda joko suoralla tai epasuoralla menetelmalla
(kuvio 2) ja samasta naytteesta voidaan osoittaa useampia antigeeneja kayttamalla eri
sekundaarivasta-aineita (llvesaro 2011: 22). Suoralla IF-menetelmallad on kuitenkin aina
se haittapuoli, etta jokaiselle vasta-aineelle on tehtdva oma valmiste. Useampaa vasta-
ainetta ei voida kayttdd samassa valmisteessa, silld fluoresenssimikroskoopissa ne
nakyvat samanlaisina. YML patologian osastolla kaytetdan suoraa IF-varjaysta, silla
vasta-aineiden saatavuus on parempi ja inkubointiajat ovat lyhyemmat kuin epasuoras-

sa IF-varjayksessa (Robinson ym. 2009: 61).

Suora
immunofluoresenssi

Fluorokromi

Epasuora
immunofluoresenssi

Antigeeni

i

Primaarivasta-aine

Sekundaarivasta-aine Fluorokromi

Kuvio 2. Suora ja epasuora immunofluoresessi. Mukailtu Robinsonin ym. (2009) artikkelista.

Fluoresenssista tunnetaan kolme muotoa: spesifinen ja epaspesifinen fluoresenssi
seka autofluoresenssi. Spesifinen fluoresenssi tarkoittaa antigeenin ja fluoresoivalla
variaineella varjatyn vasta-aineen valista reaktiota. Epaspesifista fluoresenssia syntyy,
kun fluoresoiva vari tarttuu kudoksessa muualle kuin kohdeantigeeneihin. Autofluore-
senssi on peraisin kudoksen luonnollisesta fluoresenssista, kun se altistuu ultravioletti-
valolle. (Aoki — Fukumori — Freitas — Sousa — Périgo — Oliveira 2010: 490.) Autofluore-
senssi voi johtua myos kudosnaytteen kuljetuksessa ja sailytyksessa tapahtuvista reak-

tioista erityisesti sailytettyna liilan kauan kuljetusliuoksessa (Hladik — White 2008: 518).



Immunofluoresenssin etuna tavanomaisiin immunologisiin menetelmiin (esimerkiksi
ELISA) on se, ettd sen avulla pystytdan paikantamaan antigeenin ja vasta-aineen vali-
sen reaktion sijainti kudoksessa (Hladik — White 2008: 517). lhottumadiagnostiikassa
immunofluoresenssin tarkeys korostuu, silld nimenomaan antigeenin ja vasta-aineen
muodostaman kompleksin sijainnin paikantaminen on valttamaténta oikean diagnoosin

saamiseksi.

Immunofluoresenssin periaatteen ymmartaminen on tarkeda koko opinnaytetydproses-
simme onnistumisen vuoksi. Varjayksen aikana tehtavien pesujen tarkoitus seka rea-
genssien ja valmiiden objektilasien pimeasailytyksen syyt on sisaistettava, jotta voim-
me minimoida tydn suorittajasta johtuvat virheet ja esimerkiksi mahdollisen epaspesifi-

sen fluoresenssin syntymisen.

3 lhon IF-biopsian naytteenottoaiheet

Ihonaytteesta tehtava IF-tutkimus on tarkea esimerkiksi ihon autoimmuunirakkulatau-
tien, sidekudostautien ja vaskuliittien diagnostiikassa. IF-tutkimuksen ymmartamiseksi
on tarkeaa tuntea ihon rakenne, silla tutkimuksessa kaytettavat vasta-aineet hakeutu-
vat kudoksen eri kohdissa esiintyviin antigeeneihin, taudista riippuen. Tassa luvussa
kerromme ensin ihon rakenteesta ja jatkamme esittelemalla yleisimpia tauteja, joiden

diagnoosin perustana ihon IF-biopsiat ovat.

Iho koostuu kahdesta kerroksesta: epidermiksesta ja dermiksesta (kuvio 3). Epidermis
eli orvaskesi on ihon uloin kerros, jonka paksuus on noin 75—-150 ym. Se uusiutuu jat-
kuvasti tyvikerroksessa, jolloin tyvisolut vaeltavat hiljalleen pintaa kohti samalla kerros-
tuen ja keratinisoituen. Epidermis uusiutuu normaalisti 45—75 paivassa, eika siina ole
verisuonitusta. (Oikarinen — Tasanen-Maatta 2003: 12—18.) Dermis eli verinahka koos-
tuu paaasiassa kollageenista ja siitd kuroutuu epidermikseen sormimaisia nystyja (Oi-
karinen — Tasanen-Maatta 2003: 12—18). Epidermiksen alla on tyvikalvo, joka kiinnittaa
epidermiksen ja dermiksen toisiinsa. Sen paksuus on 0,5-1 ym ja se koostuu kahdesta
ohuemmasta kalvosta, lamina lucidasta ja lamina densasta. Tyvikalvovyén alapuolella
on saiemaisia rakenteita, ankkurifibrilleja, jotka kiinnittyvat tyvikalvon alla olevaan der-
mikseen. (Oikarinen — Tasanen-Maatta 2003: 12-18.) Ihonalainen rasvakerros alkaa

dermiksen alapuolelta.



Tyvikalvo
Dermis

Subkutaaninen rasva

Kuvio 3. Ihon rakennetta havainnollistava piirros, jossa nakyy epidermiksen alapuolella tyvikalvo
seka dermiksesta kuroutuvat tyypilliset nystyt.

Ihon autoimmuunirakkula- ja sidekudostaudit seka vaskuliitit ovat usein vaikeita, ja nii-
den hoito on haastavaa. Autoimmuunirakkulataudeissa IF-tutkimukset, histologiset tut-
kimukset, verikokeet ja kliininen status muodostavat yhdessa diagnoosin perustan.
(Ramdial ym. 2012, Virolainen 2012.)

Ihon autoimmuunirakkulataudeista yleisimmin positiivisia IF-I1dyddksia aiheuttaa pemfi-
goidi. Se on idkkaiden, yleensa yli 70-vuotiaiden akisti alkava autoimmuunisairaus, joka
alkaa kovalla kutinalla. Vasta-aineet suuntautuvat ihon tyvikalvolle, jolloin orvaskesi
irtoaa verinahasta ja iholle syntyy erikokoisia kirkkaita rakkuloita (kuvio 4).

Kuvio 4. Vasemmalla: pemfigoidirakkuloita (Hannuksela-Svahn 2007). Oikealla: Pemfigoidiin
liittyva lineaarinen IgG-kertyma tyvikalvossa.



Rakkuloiden puhjetessa iholle jaa verestavia haavapintoja. (Hannuksela 2011.) Pemfi-
goidia hoidetaan kortikosteroidilla, tarvittaessa sytostaatilla. Monesti hoito kestaa kuu-
kausia ja jopa vuosia. Uusia tautitapauksia todetaan vuosittain noin 200. (Reunala
2007.) Pemfigoidin tyyppildyddksena tyvikalvossa esiintyy 1gG-vasta-aineita ja komp-

lementtia (Huotari-Orava 2011a).

Dermatitis herpetiformis eli ihokeliakia on tavallisen keliakian erityismuoto, jota sairas-
taa Suomessa noin 5000 henkildad (Hannuksela 2012a). Tautiin liittyvaad voimakkaasti
kutisevaa ihottumaa esiintyy paaasiassa kyynarpaissa, polvissa, pakaroissa, hartioilla
ja hiuspohjassa. Rakkulat ovat usein pienid, noin 2—6 mm:n kokoisia (kuvio 5). Voi-
makkaan kutinan vuoksi rakkulat on usein revitty rikki. Ihokeliakiadiagnoosi saadaan
terveelta ihoalueelta otetusta biopsiasta, jossa todetaan pienijyvainen IgA-vasta-aine-
kertyma tyvikalvossa (Reunala 2007; Huotari-Orava 2011a). Taydelliseen tutkimukseen
kuuluu myo6s ohutsuolibiopsia, silld on huomattu, ettd kaikilla ihokeliakiapotilailla on

aina myds suolistokeliakia (Hannuksela 2012a).

Dermatitis herptiformis

- polvet

| ®R Suhonen i i

Kuvio 5. Vasemmalla: Dermatitis herpetiformis eli ihokeliakia polvissa (Suhonen 2008). Oikealla:
Ihokeliakialle tyypillinen pienijyvainen IgA-kertyma papillaarisessa dermiksessa (Immunofluo-
rescence 2010).

Ihon sidekudostaudeista yleisin on lupus erythematosus. Se on tauti, jossa potilaalla on
autovasta-aineita DNA:lle ja tuman valkuaisaineille. Lupus on naisilla yleisempi kuin
miehilld, ja sen oireina ovat erilaiset ihottumalaiskat tyypillisesti kasvolla ja ylavartalon
alueella (kuvio 6). Diagnoosi perustuu kliiniseen kuvaan, IF-ldydoksiin seka vasta-
ainetutkimuksiin. Hoitona kaytetdan aurinkosuoja- ja kortikosteroidivoiteita seka aktiivi-
sessa muodossa myos sisaista kortikosteroidi- tai hydroksiklorokiinilaakitysta. (Reitamo
2007.)



Kuvio 4. Vasemmalla: Lupus erythematosus (Reitamo 2007). Oikealla: Lupukseen liittyvad nau-
hamainen 1gG-kertyma tyvikalvolla sekd tumavasta-ainekertymia epidermiksessa (Histology
2006).

Lichen planus eli punajakalda on melko yleinen iho- ja limakalvojen tulehduksellinen
sidekudossairaus, jonka etiologiaa ei tunneta. Se voi alkaa missa idssad tahansa,
useimmiten kuitenkin 20—60 vuoden idssa. (Hannuksela 2007.) Punajakala on krooni-
nen tauti, jonka kesto on muutamasta kuukaudesta jopa vuosiin. Yleisimpana oireena
on 2-4 mm:n kokoinen tarkkarajainen papula, jotka ovat usein rykelmissa (kuvio 7).
Papuloita on yleisimmin ranteissa, nilkoissa, pakaroissa, kyljissa ja ristiselassa. IF-
I6yddksena on papillaaridermiksessa olevat kolloidikappaleet (colloid body). Ne ovat
kuolleiden keratinosyyttien solunsisaisista filamenteista syntyneita tumattomia kappa-
leita, jotka sisaltavat antigeeneja IgM ja C3 (Oikarinen — Tasanen-Maatta 2003: 12—
18). Punajakalaa hoidetaan tavallisesti kortisonivoiteilla ja |aaketieteellisella valohoidol-
la (Hannuksela 2007).

: A v

Kuvio 7. Vasemmalla: Lichen planus eli punajakala nilkassa (Hannuksela 2007). Oikealla: puna-
jakalalle tyypillinen kolloidikappaleldydds papillaaridermiksessa (Dermatology Services 2011).



Morfea on skleroderman eras lokaalinen muoto. Se on ihon sidekudostauti, jonka yh-
teydessa kollageenin maara lisaantyy ja verisuonet karsivat. lholle ilmestyy laiskainen
punoitus ja sen ymparille lilan varinen rengas. Myohemmin rengas haviaa, ja laiska
muuttuu ajan kuluessa keskeltéd kovaksi ja kiiltavaksi (kuvio 8). (Hannuksela 2012b;
Reitamo 2007.) Morfean syy on tuntematon, mutta suurimmassa osassa tapauksista
sen on laukaissut jokin trauma (Yamanaka — Gibbs 1999: 29-32). Myds Borrelioosia on
epailty taudin syyksi (Hannuksela 2012b). Taudin immunohistokemiallinen diagnosointi
on suhteellisen vaikeaa, silla IF-I0ydoksena nahdaan vain joskus IgM tyvikalvolla (Huo-
tari-Orava 2011a). Hoitona voidaan kokeilla kortikosteroidivoiteita, siklosporiinia ja
UVA-valohoitoa (Reitamo 2007).

Kuvio 5. Vasemmalla: Morfean aiheuttamia ihomuutoksia saarissa. Oikealla: positiivinen immu-
nofluoresenssi tyvikalvolla.

Dermatomyosiitissa iho-oireet esiintyvat kasvoissa silmien ymparilla ja poskissa. Siihen
littyy punoitusta, turvotusta seka kasien ja kaulan alueella lilanpunertavia papuloita
(kuvio 9). Lisaksi potilaalla voi esiintya ihonalaisia kalkkikertymia seka lihasheikkoutta.
Hoitona kaytetaan sisaista kortikosteroidilaakitysta. (Reitamo 2007.) Dermatomyosiitin
IF-16yddksena on tyvikalvon heikko granulaarinen IgG, IgM ja C3. Liséksi ndhdaan kol-
loidikappaleet (IgM ja IgA). (Huotari-Orava 2011a: 23.)
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Kuvio 6. Vasemmalla: Dermatomyosiitin aiheuttamaa turvotusta silmien alapuolella (Reitamo
2007). Oikealla: C3-komplementtia kapillaarin seinamassa (Seidman 2011).

Immunofluoresenssitutkimuksella voidaan tutkia myo®s verisuonten seinamien tuleh-
duksia eli vaskuliitteja. Varsinkin pienten suonten vaskuliiteissa erilaiset infektiot saat-
tavat olla aiheuttavina tai laukaisevina tekijéina. Kaynnistyneen immuunivasteen seu-
rauksena syntyy immuunikomplekseja, autovasta-aineita tai antigeenin ja vasta-aineen
muodostamia komplekseja. Vaskuliitteja voidaan hahmottaa eri oireyhtymiksi niiden
etiologian, laukaisevien infektioiden, potilaan ian, affinisoituvien suonten koon ja auto-
vasta-aineiden perusteella. Taman vuoksi myos oireiden vaikeusaste ja laaja-alaisuus
vaihtelevat. (Konttinen 2007.) Paaasiassa pienia verisuonia vaurioittava primaarinen
vaskuliitti on Henoch-Schénleinin purppura. Se esiintyy lapsilla, ja sen laukaisee ai-
emmin sairastettu ylahengitystieinfektio. |holla on punaisia, myéhemmin rusehtaviksi
muuttuvia pilkkuja ja pallukoita, jotka aiheutuvat tulehtuneen verisuonen hajoamisesta
(kuvio 10). (Suhonen — Cajanus 2007.) Tauti paranee itsestdan, mutta saattaa uusiu-
tua. Diagnoosi varmistetaan ihobiopsiasta, joissa 10ydoksena on IgA kapillaarien sei-
namissa. (Konttinen 2007; Huotari-Orava 2011a: 23.) Kryoglobulinemia on kylmassa
muodostuva vaskuliitti, jonka yhteydessa syntyy IgG- ja IgM-tyypin vasta-aineita sisal-
tavia patologisia immunokomplekseja. Nama kryoglobuliinit sakkautuvat verisuonten
seindmiin ja aiheuttavat purppuraa, ihonekroosia ja valkosormisuutta. (Pettersson —
Karjalainen 2010: 1496-507; Konttinen 2007.)


Kukka
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Kuvio 10. Vasemmalla: Henoch-Schénleinin purppura saarissa (Suhonen 2007). Oikealla: voi-
makasta IgA-kertymaa ihokapillaarien seinamassa (Osman — McCreery 2000:69)

4 Tyomenetelmat

Opinnaytetydmme perustana on kahden IF-varjdysmenetelman vertailu. Tutustumme
yksityiskohtaisesti molempiin IF-varjaysmenetelmiin, niiden tutkimussisaltdihin, mene-
telmien eroihin ja muihin vaatimuksiin, jotka johtavat onnistuneeseen varjaykseen.
Osoitamme liséksi mahdollisimman tarkasti ja puolueettomasti — seka kustannus- etta
henkildstéresurssien nakdkulmasta — kannattaako VBM™-varjaysautomaattiin inves-

toida nykyisella IF-naytemaaralla.

Immunofluoresenssinaytteiden varjays voidaan suorittaa "perinteiselld” kasivarjaysme-
netelmalla, silla se ei ole itsessaan monimutkainen. Se on nykyinen kaytantd YML pa-
tologian osastolla, mutta se on osoittautunut tyélaaksi ja aikaa vievaksi. Naytteiden
valmistelu ja varjays sitoo tyopisteeseen yhden henkilon lahes koko paivaksi. Henkilo-
maara on muutenkin rajallinen, ja henkildétydpulan vuoksi perustydt joudutaan monesti
tekemaan ylitydna. Menetelmassa kaytetyt vasta-aineet on laimennettava kasin, mika
altistaa virheille. Lisaksi kaikki varjayksessa tarvittavat puskuriliuokset valmistetaan

YML.:n valinehuollossa, mika sitoo heidankin tydpanostaan.

Kliinisissa laboratorioissa panostetaan nykyaan automatisointiin, silla automaatio saas-
taa henkilostdon aikaa ja reagensseja. Automaation avulla saadaan tasalaatuisia loppu-

tuotteita, laadun seuranta helpottuu ja tyéntekijoiden erilaisista tyétavoista johtuva laa-
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dunvaihtelu jaa pois. (Boudreau 2010:2.) Testattavana varjaysautomaattina opinnayte-
tyéssamme on Rochen Ventana BenchMark™ system (VBM™) -varjaysautomaatti.
Sen IF-varjays on taysin automatisoitu ja sille tarkoitetut reagenssit ovat kayttévalmiita.
VBM™-varjaysautomaatti on ollut Suomessa kaytdssa jo usean vuoden ajan, ja siita on
hyvid kokemuksia esimerkiksi HUSLABIn Transplantaatiolaboratoriossa. VBM™-
varjaysautomaatti on monikayttdinen, silla siihen voidaan ohjelmoida muitakin vaativia

erikoisvarjayksia.

4.1 Immunofluoresenssinaytteet ja niiden esikasittely

Hyvalaatuinen biopsia on ehdoton edellytys naytteen varjaytyvyyden ja edelleen diag-
noosin saamisen kannalta (Huotari-Orava 2011b: 25). Immunofluoresenssitutkimusta
varten ihobiopsia otetaan tyypillisesti aivan tuoreen (pienen) rakkulan vieresta tai rak-
kuloivan potilaan punoittavasta iholeesiosta (llvesaro 2011). Ihokeliakian diagnostiikas-
sa ihobiopsia otetaan terveeltd iholta (Kuivanen — Jeskanen — Autio 2004: 765). lhan-
teellinen biopsia on kooltaan noin 4 mm ja se on rakenteeltaan sopivan kiinted ja na-
pakka. Biopsian tulee olla otettu ihon koko syvyydelta ihonalaiseen rasvakudokseen
asti ja sen on sisallettava ehjaa epidermista (katso myds kuvio 3: lhon rakenne seka
kuvio 12: Jaadytetty ihobiopsia). (Kuivanen ym. 2004: 766.) YML patologian osastolle

saapuvissa naytteissa on jonkin verran koon vaihtelua (kuvio 11).
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Kuvio 7. Immunofluoresenssinaytteiden koon vaihtelua. lhanteellinen biopsia on pieni ja kiintea
(1). Hieman suuremman ihonaytteen (2) leikkaaminen on jo haastavaa. Suuri leike (3) on ihon

IF-tutkimusta ajatellen kelvoton, silla se ei ole kunnolla fiksoitunut suuren kokonsa ja liian niu-

kan fiksatiivin vuoksi.
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Naytteen suuri koko estda naytteen kunnollisen fiksoitumisen ja nopean jaatymisen,
mutta se vaikeuttaa myos naytteen leikkaamista. Jos leike on huono, se ei mydskaan

varjaydy hyvin, jolloin leikkeen kokonaislaatu jaa kehnoksi.

IF-tutkimusta varten otetut ihobiopsiat kuljetetaan tutkimuslaboratorioon mahdollisim-
man nopeasti tuoreena joko suolaliuoksessa tai erityisessa kuljetusnesteessa (llvesaro
2011). Formaliinin soveltuvuudesta IF-biopsioiden kuljetusnesteeksi on ristiriitaisia tu-
loksia. Abbott'n ym. (2010) mukaan formaliini rikkoo jaaleikkeen antigeenin ja vasta-
aineen valisia sidoksia, eika IF-varjaykseen tarkoitettu kudos saisi siksi altistua forma-
liinille. Kuitenkin formaliinifiksoiduista ja parafiiniprosessoiduista ihobiopsioista on on-
nistuttu tekemaan diagnostisia IF-varjayksia (llvesaro 2011). YML patologian osasto
kayttdd Michel-liuosta kaikkien sinne saapuvien IF-naytteiden kuljetukseen ja sailytyk-
seen. Michel-liuos ei ole varsinainen fiksatiivi, joten sita ei voi kayttaa kuljetusliuoksena
muille kuin IF-naytteille. Michel-liuoksen valmistusprosessi on pitka, ja valmis liuos on
kayttdkelpoinen vain kaksi kuukautta jddkaapissa sailytettyna. |F-naytteitad sailytetdan
Michel-liuoksessa kaytanndssa joskus jopa kolme kertaa kauemmin kuin ohjeessa sal-
litaan. Usein syyna on naytteen pitka toimitusaika laboratorioon seka erityisesti se, etta

IF-naytteita varjataan vain kerran viikossa.

Ihobiopsioiden sailyvyyteen liittyvaa kirjallisuutta on vahan ja tulokset ovat ristiriitaisia.
YML patologian osaston ohjekirjan mukaan IF-tutkimukseen tarkoitettu ihobiopsia sai-
lyy Michel-liuoksessa 5 vrk +4 °C:ssa (IHC World 2011; Polysciences 2012; YML
2011), mutta naytteet kuljetetaan laboratorioon kuitenkin huoneenlampdisina. Vasta
laboratoriossa naytteet siirretaan jaakaappiin (+4 °C), jossa ne sailytetaan tutkimuspai-
vaan saakka. Huomioon otettava seikka on myés se, ettd nykyisen kaytannén mukaan
naytteet varjataan tiistaiaamuisin, mika johtaa siihen, ettd mydhemmin samana paivana
saapuvat naytteet varjatdan vasta seuraavan viikon tiistaina. Nayte on lisaksi saatettu
ottaa ennen viikonloppua, mikd on vastoin YML patologian antamia ohjeita. Tallgin ndy-
te on ehtinyt olla Michel-liuoksessa jopa 10—12 vrk. Liian pitk&d odotus ennen naytteen
kasittelya saattaa vaikuttaa naytteen laatuun. Lisdksi Michel-liuos on karsinogeeninen,

ja sen tydlas valmistaminen sitoo valinehuollon resursseja.

Edelld mainittujen seikkojen vuoksi esittelemme opinndytetydssamme vaihtoehtoisen
IF-naytteille tarkoitetun Histocon™-kuljetusliuoksen. Histocon™ on ollut kaytdéssa vuo-
desta 1971 (Jonsson — Kristensson-Aas — Kutti 1978: 825). Sen padominaisuudet ovat

naytteen mikrobien kasvunesto, autolyysi- ja katalaasientsyymien inhibitio seka sen
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tuoma mahdollisuus suorittaa histologiset ja histokemialliset tutkimukset samasta nayt-
teestd, myods jaaleikkeiden valmistamisen jalkeen (Histocon 2000). Sen liséksi Histo-
con™ on kayttovalmis, 500 ml astiassa toimitettava kuljetusliuos, jonka hinta on 32
euroa (Puomio 2012). Olemme myds selvitténeet, ettd Histocon™-liuosta on kaytetty jo
pitkddn HUSLAB Transplantaatiolaboratoriossa ja siihen ollaan hyvin tyytyvaisia. His-
tocon™ nopeuttaa IF-naytetta varten otetun ihobiopsian prosessointia, eika sita tarvitse
pesta pois. Tutkimusten mukaan Histocon™ sailyttda taydellisesti immunoglobuliinit,
komplementin komponentit ja fibrinogeenin (Jonsson — Kristensson-Aas — Kutti 1978:
825), mutta ndyte on leikattava viimeistaan 48 h naytteenoton jalkeen ja kuljetuslampo-
tilan on oltava 0...+4 °C (Histocon 2000).

Naytteen saavuttua laboratorioon se numeroidaan QPati-jarjestelman mukaisesti ja
pestdan fosfaattipuskuroidussa NaCl-liuoksessa eli PBS-puskurissa (pH 7,6). Pesu
kestaa 10 minuuttia ja se suoritetaan kolme kertaa. IF-naytteet leikataan jadmikrotomil-
la. Valmiiksi jaadytetyn metallisen nayteistukan paalle lisatéan Tissue-Tek OCT-
compound -tukiainetta, jonka sisalle asetetaan tutkittava ihobiopsia. Nayte asetetaan
tukiaineeseen kyljelleen siten, ettd koko ihobiopsia peittyy tukiaineella (kuvio 12). Sa-
malla varmistetaan, ettad ihon kaikki kerrokset tulevat leikkeeseen. Talla tavoin valmis-
tettu nayte jaadytetaan jaamikrotomin sisalla. On tarkeaa, etta jaadytys tapahtuu mah-
dollisimman nopeasti. Nopea biopsioiden jaadyttdminen ennen leikkaamista estaa ku-
dostuhoa ja vahentaa siten vaaria negatiivisia tuloksia, joten silla on suuri rooli laaduk-
kaiden valmisteiden saamisessa (Hladik — White 2008: 518). Jos jaadytys kestaa kau-
an, kudospaloihin muodostuu suuria kiteita, jotka rikkovat kudoksen (YML 2011). Jaa-
dytetyista naytteista leikataan jaamikrotomilla 2—4 kpl 6 um:n paksuisia leikkeitd Super-
frost Plus -objektilasille. Leikkaaminen on lisaksi syyta tehda huolellisesti, silla repalei-
nen, kdantynyt tai reikdinen leike vaikeuttaa ja joskus jopa estda diagnoosin saamisen
(Hladik — White 2008: 518).
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Kuvio 8. Vasemmalla: kyljelleen asetettu ja jaadytetty ihobiopsia tukiaineessa metalli-istukassa.
Huomaa biopsian kilamainen muoto; vasemmassa reunassa on ihon pinta ja oikeassa reunas-
sa nakyva kiilan karki ulottuu oikeaoppisesti subkutaaniseen rasvakerrokseen saakka. Pikkuku-
vassa havainnoidaan ihobiopsian rakennetta (vertaa kuvioon 3). Oikealla: nayteistukat jaa-
leikemikrotomissa.

4.2 Kasivarjaysmenetelma

YML patologian osaston tahan saakka kaytdssa ollut IF-naytteiden varjaysmenetelma
on kasivarjaysmenetelma (liite 1). Se tehdaan tiistaisin, jolloin kaikki edellisen varjayk-
sen jalkeen saapuneet IF-naytteet leikataan ja varjatadan. Naytteet esikasitelldan luvus-

sa 4.1 esitetyn protokollan mukaisesti ennen varjaysprosessin aloittamista.

Kasivarjays suoritetaan niille tarkoitetuissa telineissa, joissa voi varjata 10 objektilasia
kerrallaan. YML patologian osastolla on kaytéssa 5 telinettd, joten kdytanndssa on
mahdollista varjata kerralla 12 potilaan IF-naytteet. Kasimenetelmalla suoritettava IF-
varjays aloitetaan asettamalla objektilasit neljaan eri telineeseen siten, etta jokaisesta
naytteestd tulee objektilasi kuhunkin telineeseen. Objektilasit huuhdellaan PBS-
puskurissa (pH 8,0). Huuhtelun jalkeen objektilasit kiinnitetdan yksitellen niille tarkoitet-
tuihin inkubointikoteloihin ja ndma asetetaan kotelopidikkeeseen (kuvio 13). Kiinnityk-
sessa on oltava huolellinen, silla liian I6ysalla olevasta inkubointikotelosta puskuri
huuhtoutuu pois lilan nopeasti, kun taas liian kirealla olevassa kotelossa puskuri ei pys-
ty likkumaan. Samalla on huolehdittava siita, etta jokainen objektilasi tulee huuhdelluk-

si PBS-puskurilla useaan kertaan.
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Kuvio 9. Vasemmalla: objektilasien laittoa inkubointikoteloihin. Oikealla: inkubointikotelot kote-
lopidikkeessaan.

Menetelmassa kaytetaan FITC-leimattuja janiksesta peraisin oleva vasta-aineita: anti-
IgA (Dako F0204), anti-IgG (Dako F202), anti-lgM (Dako F0203) ja anti-C3 (Dako
F201) (YML 2011; FITC Anti IgA 2008; FITC Anti IgG 2008; FITC Anti IgM 2008; FITC
Anti C3 2008). Ne laimennetaan 0,9-prosenttiseen NaCl-liuokseen ja tarvittava immu-
noglobuliinimaara lasketaan taulukon 1 mukaisesti.

Taulukko 1. Immunoglobuliineista tehtavat laimennokset (YML 2011).

Vasta-aine Objektilaseja, kpl Immunoglobuliinia, yl | NaCl, yl
IgA (1:10) 6 100 900
13 200 1800
17 250 2250
IgG (1:20) 6 50 950
13 100 1900
17 125 2375
IgM (1:20) 6 50 950
13 100 1900
17 125 2375
C3 (1:50) 6 20 980
13 40 1960
17 50 1950

Jokaiseen inkubointikoteloon pipetoidaan 140 pl laimennosta. Valittdmasti pipetoinnin
jalkeen kotelot peitetdan ja niitd inkuboidaan valolta suojattuna 30 minuuttia. Varjatyt
objektilasit pestaan kahteen kertaan PBS-puskurilla (pH 8,0) muutaman minuutin ajan.

Pesussa poistetaan sitoutumaton vasta-aine objektilasilta ja samalla poistetaan mah-
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dollinen taustafluoresenssi. Varjattyjen objektilasien annetaan kuivahtaa valolta suojat-
tuina pystyasennossa 5-10 minuuttia ja niiden paalle tiputetaan pisara Fluorescence
Mounting Mediumia. Se on fluoresenssinaytteille tarkoitettu peitinaine, joka hidastaa
fluoresenssin haalistumista sailyttden sen tarkastelukelpoisena vahintdan kuukauden
ajan (Dako 2010). Peitinaineen paalle asetetaan peitinlasi. Valmiit objektilasit sailyte-
taan pimeassa kylmahuoneessa (+5...+8 °C) seuraavaan paivaan asti, jolloin ne toimi-

tetaan patologille tutkittavaksi.

4.3 Rochen Ventana BenchMark™ system -varjaysautomaatti

Rochen Ventana BenchMark™ system (VBM™) on varjaysautomaatti, jolla voi suorit-
taa immunohistokemiallisia, hybridisaatio in situ- ja IF-varjayksia histologisista kudos-
leikkeista (Ventana 2010: 4) (kuvio 14). Se sisaltaa nelja yksikkda: varjays- ja nesteyk-
sikot seka jatesailion ja ohjauskeskuksen. Varjaysyksikossa on 20 lasi- ja 25 reagens-
sipaikkaa. Nesteyksikko sisaltda 7 kanisteripaikkaa pesu- ja laimennusliuoksille. Ohja-
uskeskuksessa on LCD-nayttd, Pentium-pohjainen keskusyksikkd, varitulostin seka
viivakooditulostin EBAR™., VBM™-varjaysautomaatin toiminta perustuu sille luotuihin
varjaysohjelmiin seka naytekohtaisiin viivakooditarroihin, joiden avulla laite tarkistaa
tarvittavien reagenssien saatavuuden ja kadynnistaa halutun varjaystoiminnan. (Ventana
2010: 3.)

Kuvio 10. Rochen Ventana BenchMark™ system -varjaysautomaatti.
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VBM™-varjaysautomaatti varjaa yhdelld kerralla 1-20 objektilasia, ja koko prosessi
kestdaad objektilasien lukumaarastd riippumatta noin 43 minuuttia. Jokaisesta IF-
naytteesta varjataan 4 objektilasia, joten laitteeseen mahtuu viiden potilaan IF-naytteet.
VBM™-varjaysautomaatilla suoritettavaan IF-varjaykseen kaytetaan paaasiassa valmii-
ta reagensseja, joista tarkeimmat ovat FITC-leimatut anti-IgA, anti-IgG, anti-IgM ja anti-
C3. Ne ovat vuohesta peraisin olevia kayttévalmiita vasta-aineita, eivatka ne vaadi lai-
mennusta. Yhdessa annostelijassa oleva vasta-ainemaara riittda 50 objektilasin varja-
ykseen. Reaktiopuskuri laimennetaan puhdistetulla laboratoriovedelld suhteessa 1:10.
Varjaysprosessin aikana kaytetdan myos LCS-mineraalidljya (Liquid Coverslip™), joka
muodostaa naytelasin paalle pienen reaktiokammion. LCS minimoi tarvittavien rea-
genssien maaran ja estdad objektilasin kuivumisen varjayksen aikana. Laitteen auto-
maattiseen pesuun kaytetddn EZ Prep™ -konsentraattiliuosta, joka laimennetaan puh-

distetulla laboratoriovedella suhteessa 1:10.

Immunofluoresenssinadytteiden automaattivarjays aloitetaan objektilasien koodaamisel-
la. Onnistuneeseen varjaykseen tarvitaan objektilaseja, joissa on positiivinen varaus.
VBM™-varjaysautomaatti on suunniteltu Superfrost® Plus -laseille. Muut lasit voivat
aiheuttaa ongelmia esimerkiksi viivakooditarran tarttumisessa ja puskurien toiminnassa
(BenchMark Operator Manual 2009: 3). Ohjauskeskuksesta avataan oikea IF-varjayk-
sen ohjelma (lite 2), jonka mukaan tulostetaan tutkittavalle naytteelle nelja tarraa —
jokaiselle vasta-aineelle omansa. Viivakooditarra kiinnitetdan lasin mattapaahan siten,
etta viivakoodi on lasin ylareunan suuntaisesti. Viivakoodin tehtavana on toimia halutun
varjayksen ja ohjelman tunnisteena, mutta tarra sinallaan estda myds reagenssien va-
lumisen obijektilasilta varjaysprosessin aikana (BenchMark Operator Manual 2009: 3).
Valmiit objektilasit kiinnitetdan laitteeseen huolellisesti siten, ettd niiden viivakoodipaat
tulevat laitteen keskustaa kohti. Seuraavaksi vasta-aineadapterit kiinnitetdan karuselliin
ja laite kaynnistetdan. Ohjauskeskus pyytaa varmistamaan, ovatko kaikki tarvittavat
reagenssit paikoillaan seka ilmoittamaan, kuinka monta objektilasia laitteessa on. Laite
tarkistaa objektilasien ja reagenssien viivakoodit, sekd vastaavatko objektilasien luku-

maara ja reagenssien tiedot ilmoitettuja tietoja. Taman jalkeen varjaysprosessi kdynnis-

tyy.

Varjaysohjelman mukaiset inkubaatiovaiheet tapahtuvat tarkoin maaritellyssa lampati-
lassa ja aikataulussa. Reaktiot pysaytetdan automaattisesti pesun avulla jokaisen inku-
baatiovaiheen lopussa. Talléin sitoutumaton vasta-aine huuhtoutuu objektilasilta, mika

vahentaa taustafluoresenssia.
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Kayttdoppaan (Ventana 2010: 4) mukaan VBM™-varjaysautomaatilla on nelja uuden-
laista jarjestelmaa, jotka parantavat reaktion dynamiikkaa seka tekevat varjayksesta
laadukasta ja luotettavaa kasivarjaykseen verrattuna. limasekoittaja varmistaa rea-
genssien tasaisen jakautumisen objektilasilla, parantaa reaktion kinetiikkaa ja lyhentaa
reaktioaikaa. Mineraalidljy minimoi tarvittavien reagenssien maaran ja estaa lasien kui-
vumisen. Puskuroitu pesuohjelma eliminoi manuaalisen pesun tuoman vaihtelevuuden
ja vahentaa taustafluoresenssia. Lammaonjakojarjestelma varmistaa lammon tasaisen

jakautumisen objektilasilla ja parantaa reaktion kinetiikkaa.

Varjaysohjelman paatyttya objektilasit poistetaan laitteesta. Ne huuhdellaan juoksevalla
vedelld ja astianpesuaineella, mika poistaa niistd mikroskopointia hairitsevan mineraa-
lidljyn. Objektilasien annetaan kuivahtaa pystyasennossa 5-10 minuuttia, minka jal-
keen niiden valmistelu mikroskopointia varten jatkuu samalla tavoin kuin kasivarjays-

menetelman jalkeen.

4.4 Obijektilasien tutkiminen

Leikkeiden sijainti merkitdan obijektilasille patologin tyon helpottamiseksi. Varjatyt ob-
jektilasit sailytetdan pimeassa ja viiledssa seuraavaan paivaan saakka, jolloin ne toimi-
tetaan esitietoineen patologille. Patologi tutkii objektilasit fluoresenssimikroskoopilla ja
antaa niista lausunnon (taulukko 2). Han tutkii naytteesta valmistetuilta objektilaseilta
ihon eri rakenteet ja merkitsee taulukkoon fluoresenssituloksen. Vastausvaihtoehdot
ovat negatiivinen (), epavarma (+/) ja positiivinen (+). Patologi ilmoittaa tyvikalvon
fluoresenssin osalta, onko se lineaarinen vai granulaarinen. Lisaksi patologi antaa tu-

loksesta aina kirjallisen lausunnon.

Taulukko 2. IF-naytteiden vastaamiseen kaytettédva taulukko.

Sijainti IgA | 1gG | IgM | C3
Tyvikalvo
Soluvalit
Tumat
Kapillaarit
Colloid bodit
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4.5 |hobiopsioiden varastointi

Laboratorion tyéohjeen (YML 2011) mukaan ihobiopsian loppuosa, eli se osa biopsias-
ta, joka jaa yli leikkeiden valmistuttua, sulatetaan huoneenlampddn ja siirretdan alkupe-
raiseen nayteputkeen. Nama putket varastoidaan mahdollista lisdpyyntéa varten pa-
kastettuina -23 °C:ssa tukiaineen (OCT Compound) ymparéimana yhden kuukauden
ajan. Lisapyynnoét ovat hyvin harvinaisia. Niitd tehdaan paaasiassa silloin, jos nayte on
leikattu huonosti; leikkeessa on oltava nakyvilla kaikki ihon kerrokset, jotta diagnoosi
voidaan antaa. Naytteiden sailyttdminen -23 °C:ssa ei perustu kirjallisuudessa esitettyi-
hin tietoihin. Toistuva sulatus ja hidas pakastaminen aiheuttavat jaan kiteytymista, mis-
ta seuraa kudosmorfologian vaaristymista. Lisaksi antigeenin sitoutumiskohdan raken-
ne saattaa vaurioitua, jolloin antigeenin ja vasta-aineen valista reaktiota ei tapahdu, ja
tulos on virheellisesti negatiivinen. Kerran pakastetut naytteet voidaan sailyttaa sulat-
tamattomina syvajaadytettyina (alle -70 °C:ssa) ilmatiivissa muovipussissa. (Hladik —
White 2008: 517-518.) Laboratorion sailytystavan ja kirjallisuuden valisen ristiriitaisuu-
den vuoksi tutkimme opinnaytetydssamme YML patologian osastolla talla hetkella ole-

van sailytystavan toimivuutta.

4.6 Henkilostonakokulma ja kustannukset

Ammattitaitoinen ja osaava tydvoima on jokaisen liikeyrityksen suuri voimavara. Tiukka
tydaikataulu ja henkildstdn niukkuus lisda stressia, mika vaikuttaa tydilmapiiriin negatii-
visesti. Mikali tydntekijoiden maara on liian pieni, stressin maara kasvaa erityisesti sil-
loin, kun osa tyontekijoista on sairaana. Taman tyyppiset tilanteet ovat erittain kuormit-
tavia koko tydyhteisolle, mikali niihin ei pystyta vastaamaan. (Alhola — Lauslahti 2000:
334; Tydturvallisuuskeskus 2012.)

YML patologian osaston henkildstoresurssit ovat rajalliset. Osastolla on seitseman ko-
kopaivaista tyontekijaa, jotka ovat sijoittuneet kuuteen tydpisteeseen. Tiistaisin tyopis-
teiden lukumaara nousee IF-varjayksen vuoksi seitsemaan, silla IF-naytteiden valmis-
telu ja varjays sitovat yhden henkilén kokopaivaisen tytajan. Osaston ryhmavastaava
voi tarvittaessa auttaa paivittaisten rutiinitehtavien suorittamisessa, mutta tasta huoli-
matta suuri ndytemaara aiheuttaa usein tilanteen, jossa normaalit, tydpaivaan kuuluvat
tehtavat joudutaan tekemaan ylitdina. Poikkeustilanteet, kuten yllattavat sairauspoissa-
olot, aiheuttavat suuria paineita muille tydntekijoille. Lisdksi varjdysprosessi sisaltda

monta huuhtelu-, pesu- ja inkubointivaihetta, joten tekijan on oltava aina fyysisesti las-
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na eika han voi irrottautua muihin tyotehtaviin. Kasivarjays vaatii suorittajalta tarkkuutta
ja keskittymista, kun taas varjaysautomaatti sdastaa tekijan aikaa ja estaa eri tekijoista
johtuvia inhimillisia virheita. Varjaysautomaatti takaa varjayksen korkean laadun ja sen
toistettavuuden jokaisen varjaysprosessin aikana. (Ventana 2010: 2.) Naiden seikkojen
vuoksi kiinnitimme opinnaytetydssamme huomiota eri menetelmilla tehtyjen varjaysten
vaativaan aikaan sekd selvitimme, vahentaaké VBM™-varjaysautomaatti IF-varjayk-

seen tarvittavia henkilostoresursseja.

Kustannusnakdkulmat ovat yksi suurimmista investointipaatokseen vaikuttavista teki-
joista. Ihmisten tieto ja taito kehittyvat jatkuvasti, minka "sivutuotteena” kehitetdan lu-
kuisilla osa-alueilla uusia automaatteja. Tata pidetadan itsestdan selvana, silla jatkuvaa
kehitystd seuraa henkildéston tydpanoksen pienentdminen, ajansdastd ja usein myds
huoli ymparistosta. Toisaalta on pakko muistaa, ettd uusien laitteiden hankintakustan-
nukset voivat olla lilan suuria. Jokaisessa yrityksessa uuden laitteen hankinnasta paa-
tetdan hallituksessa, ja jokainen suuri ostos budjetoidaan etukateen. Taman vuoksi
kustannuslaskenta on valttamatonta. Jukka Pellisen (2006: 74) mukaan kustannuslas-
kennassa on kyse kayttokelpoisen tiedon tuottamisesta siten, ettd mitataan tietyn toi-
minnan kustannukset. Hanen mukaansa tama edellyttaa sita, etta kustannustiedolla on
kayttajia seka jokin tarkoitus, johon sitd kaytetdan. Kustannuslaskennassa otetaan
huomioon erityisesti oston tai palvelun hankkimisen kannattavuus. Kannattavuuden
maaritelma ei ole kuitenkaan yksiselitteinen. Perinteisesti silla tarkoitetaan kykya tuot-

taa positiivista tulosta maaratyn jakson aikana (Alhola — Lauslahti 2000: 51).

Palveluyrityksen toiminnan kannattavuus riippuu siitd, saako se riittavasti palveluiden
laatuun ja erityisesti hintatasoon tyytyvaisia asiakkaita (Jyrkkid — Riistama 2001: 80).
Kustannukset voidaan jakaa muuttuviin ja Kiinteisiin kustannuksiin. Muuttuvat kustan-
nukset riippuvat tuotannon tai myynnin maarasta ja niihin lasketaan muun muassa raa-
ka-aineiden saatavuus ja hinnat. Kiinteat kustannukset eivat riipu tuotannon maarasta,
vaan tuotannon yllapidosta. Perinteisiin kiinteisiin kustannuksiin kuuluvat vuokrat, va-
kuutusmaksut ja palkat. Kokonaiskustannuksen maara saadaan lasketuksi muuttuvien

ja kiinteiden kustannusten summasta. (Alhola — Lauslahti 2000: 55-57.)
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4.7 Tilastollinen analysointi

Menetelman herkkyys tarkoittaa diagnostisessa kokeessa saatujen oikeiden positiivis-
ten tulosten osuutta kaikista sairaista tutkittavista, joiden osalta tuloksen pitaisi olla
positiivinen. Se tarkoittaa todennakdisyytta, jolla sairas todetaan sairaaksi. (Duodecim
2011.) Herkkyys maaritetdan vertaamalla menetelman tuloksia referenssimenetelman
tuloksiin. On otettava huomioon, ettd immunofluoresenssinaytteille ei ole referenssime-
netelmaa. Lisaksi kontrollindytteiden saaminen immunofluoresenssinaytteille on erittain
vaikeaa, silla jokaiselle testattavalle antigeenille tarvitaan erillinen nayte. Kaupallisia
kontrollindytteita ei ole tarjolla, vaan jokaisen IF-naytteitd varjaavan laboratorion olisi
valmistettava ne itse. Tatad vaikeuttaa se, ettd samassa kontrollileikkeessa olisi hyva
olla mukana seka varjaytymatdn negatiivinen alue ettd eritasoisia positiivisia alueita.
(Lintunen 2012.)

McNemar-testi on riippuvien otosten testi, joka sopii kaytettavaksi kaksiarvoisten,
luokka-asteikollisten muuttujien kanssa. Nollahypoteesina (Ho) on, ettd kahden muut-
tujan valilla ei ole eroja. Vaihtoehtohypoteesi (H1) voi olla joko kaksisuuntainen eli

muuttujat poikkeavat toisistaan (0 # 00), tai yksisuuntainen, jolloin muuttujien eron

suunta voidaan saada selville havaintoaineistosta (0 > 6o tai 6 < 60). (Taanila 2012.)

5 Tyota ohjaavat kysymykset

Opinnaytetydmme syntyi toimeksiantajamme tarpeesta selvittda ihonaytteiden immuno-
fluoressensin kasivarjdysmenetelman ja VBM™-varjdysautomaatin valisia eroja.
Tyémme on monivaiheinen, joten helpottaaksemme prosessin organisointia rakensim-
me tydétdmme ohjaavat tutkimuskysymykset. Selvitimme mahdollisimman perusteelli-
sesti sekad kasivarjaysmenetelmalla ettd VBM™-varjadysautomaatilla varjattyjen valmis-
teiden laadun, leikkeiden ja ihobiopsioiden optimaalisen sailytysymparistdon seka tyo-
suorituksiin vaadittavan ajan. Koska kyseessa on mahdollisesti uuden laitteen hankin-
ta, haluamme osoittaa myds tdman paatdksen kannattavuuden. Lisdksi opinnaytepro-
sessin aikana kiinnitamme huomiota kaikkiin tarkkuutta vaativiin, inhimillisille virheille
altistaviin kohtiin ja teemme suunnitelman laboratorion IF-ndytteiden laboratorioproses-
sin uudelleen organisoimisesta. Opinnaytetydmme kautta haemme vastauksia seuraa-

viin kysymyksiin:
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1. Kuinka kasivarjaysmenetelma ja VBM™-varjaysautomaatti eroavat toisis-
taan suhteessa
a. herkkyyteen?
b. leikkeiden varin laatuun?
c. fluoresoivan varin sailyvyyteen?
d. tydpanokseen kaytettavaan aikaan?
2. Kumpi varjaysmenetelma on
a. kayttokustannuksiltaan edullisempi?
b. monipuolisempi seka henkildéstdon kannalta mieluisampi ja kayttokel-
poisempi?
3. Voidaanko laboratorion IF-naytteiden laboratorioprosessia parantaa
a. ihobiopsioiden kuljetuksen ja sailytyksen osalta?
b. leikattujen ihobiopsianaytteiden varastoinnin osalta?

c. IF-naytteiden varjaysprosessin osalta?

6 Opinnaytteen suoritus

Opinnaytetydmme koostuu kasivarjadysmenetelman ja VBM™-varjaysautomaatin vertai-
lusta herkkyyden, varin laadun, varin sailyvyyden ja kustannusten osalta sekd mene-
telmien erojen arvioinnista henkilékuntatarpeen nakékulmasta. Aloitimme opinnayte-
tydprosessin kevaalla 2012, jolloin keskustelimme ylildakari Tuula Kuukasjarven kans-
sa ja jasensimme ty6éaiheemme. Suoritimme opinnaytetydmme kaytannén osuuden
YML patologian osastolla 12.3.-17.4.2012. Pidimme sitd ennen suunnittelupalaverin
Rochen laite-edustajan kanssa, jossa sovimme laitteen kayttdkoulutuksesta, laina-
ajasta ja muista kdytdnnon asioista. Kayttokoulutuksessa kavimme lapi laitteen raken-
teen, toimintaperiaatteet, reagenssien kayttdonottotoimenpiteet, varjaysprotokollien

ohjelmoinnit, varjayksen suorittamisen seka paivittaishuollot.

Varsinaiset opinnaytetydhdomme liittyvat varjaykset suoritimme kaksi kertaa viikossa,
maanantaisin ja torstaisin. Varjasimme samat naytteet seka kasivarjdysmenetelmalla
ettd VBM™-varjaysautomaatilla. Varjaysta seuraavana paivana patologi maaritti fluore-
senssivarin laadun vastauslomakkeen mukaisesti (lite 3). Opinnaytetydssamme ver-
tasimme menetelmien herkkyyttd eli sitd, kummalla menetelmalld varjatyista objekti-

laseista 16ytyi herkemmin positiivinen fluoresenssi. Menetelmien kustannuseroja vertai-
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limme salassapitosdantdjen vuoksi suhdelukujen avulla, kun taas henkildsténakdkulmia
vertailimme menetelmien vaatiman ajan suhteen seka henkildston omien mielipiteiden
avulla. Sailyvyystutkimuksessa kaikki positiiviset sekd kolme negatiivista objektilasia
sailytettiin kaksi ja nelja viikkoa, minka jalkeen fluoresenssivarin laatu maaritettiin uu-
destaan. Henkilostotarpeita unohtamatta tarkastelimme kyselyn avulla molempien me-
netelmien tydvaiheiden kestoa seka selvitimme henkildston mielipiteita laitteen kaytto-

kelpoisuudesta.

Laboratorion toiminnan uudelleenorganisointia varten selvitimme IF-naytteiden var-
jaysprosessin parannusmahdollisuuksia, myds siind tapauksessa ettd YML:n johto ei
puolla varjaysautomaatin hankkimista. Sitd varten tutkimme ihobiopsioiden kuljetus- ja
sailytysajan vaikutusta fluoresenssivarin laatuun ja etsimme vaihtoehtoisen kuljetus- ja
sailytysliuoksen. Mietimme lisaksi toimenpiteitd, jotka helpottaisivat laboratorion paivit-
taista tydkuormaa seka sitd, miten leikatut ihobiopsiat kannattaisi varastoida IF-tutki-

muksen jalkeen.

6.1 Naytemateriaali

Opinnaytetydmme aineisto muodostui kaikista niista ihobiopsianaytteista, jotka Iahetet-
tiin YML patologian osastolle tutkimusjakson aikana (6.3.—17.4.2012). Naytteita tutkittiin
yhteensa 45 kpl. Kaikki naytteet numeroitiin QPati-jarjestelman mukaisesti ja niille tal-
lennettiin 1ahettajan tiedot seka naytteen esitiedot, erityisesti diagnoosiepailyn osalta.
Lisaksi naytteina oli kymmenen aiemmin positiivisiksi diagnosoitua naytetta, joita oli
sailytetty pakastettuina (-23 °C:ssa). Tyon objektiivisuuden varmistamiseksi koodasim-
me kaikki valmisteet juoksevalla numerolla, jotta patologi ei tietdisi, kummasta varjays-
menetelmasta on kyse. Opinnaytetydssamme emme tarvinneet tutkimuslupaa, silla
emme kasitelleet lainkaan potilastietoja. Lisaksi keradmamme aineisto koostui naytteis-
ta, jotka olisi joka tapauksessa tutkittu laboratoriossa. Tydmme vaiheet IF-naytteiden

osalta etenivat kuvion 15 mukaisesti.
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Opinnaytetyotdamme varten teimme jokaisesta saapuneesta ihobiopsiasta kahdeksan
valmistetta, kaksi jokaista vasta-ainetta varten. Ensimmaisella leikkauskierroksella leik-
kasimme kullekin objektilasille ynden leikkeen. Taman jalkeen toistimme kierroksen niin
monta kertaa, ettd objektilaseilla oli tarpeeksi leikkeitd (kuvio 16). Lopputuloksena
saimme valmisteen, jossa naytteen leikkeet oli otettu eri syvyyksiltd. Erottelimme objek-
tilasit eri varjaysmenetelmille siten, ettd jokaisesta naytteesta varjasimme nelja valmis-
tetta (vasta-aineet IgA, IgG, IgM ja C3) kasivarjdysmenetelman ja toiset nelja valmistet-

ta VBM™-varjdysautomaatin avulla.

pT12-111 ] [pT12-111] [PT12-111] [PT12-121| |PT12-111] [PTi2-121| [PT12-111| |PTR2-111
1 IgA 11g6 11gM 1C3 2 IgA 2 1gG 2 IgM 203

OClle|lo|||lo||e @9
0| e (|||l @0
11| |||/ ]|0 @O

|

Automaattivarjays Késivérjdys

G Ensimmaisen leikkauskierroksen ensimmadinen leike
o Toisen leikkauskierroksen ensimmainen leike
O Kolmannen leikkauskierroksen ensimmainen leike

Kuvio 16. Immunofluoresenssindytteiden leikkaaminen objektilaseille.

6.2 Immunofluoresenssivarjaysten suoritus

Aloitimme varjaysprosessin aina automaattimenetelmalla. Siind vaiheessa kun auto-
maattiohjelma kaynnistyi, siirryimme kasivarjaykseen. Huuhtelimme objektilasit kasivar-
jaysksen jalkeen PBS-liuoksella, minka jalkeen kiinnitimme objektilasit yksitellen niille
tarkoitettuihin inkubointikoteloihin. Lisdsimme objektilaseille ohjeen mukaan valmistetut
vasta-aineet ja inkuboimme niitd valolta suojattuina huoneenldammdssa 30 minuutin

ajan.
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Automaattimenetelmalla varjatyt naytteet valmistuivat silla aikaa kun kasivarjaysmene-
telmalla varjatyt objektilasit olivat inkuboitumassa. Automaattiohjelman jalkeen pesim-
me varjatyt objektilasit astianpesuaineella ja juoksevalla vedella. Jos naytteita oli
enemman kuin viisi, toistimme automaattivarjaysprosessin. Kolmessa tapauksessa
suoritimme varjaysohjelman kahdesti ja yhdessa tapauksessa kolmesti. Naissa tapa-
uksissa tarroitimme kuitenkin kaikki objektilasit samalla kerralla. Suurimman osan lop-
putoimenpiteistakin teimme vain yhden kerran. Jokaisen varjaysohjelman jalkeen huuh-

telimme obijektilasit ja siirsimme seuraavat objektilasit varjaysautomaattiin.

Kasivarjdysmenetelmalla varjatyt objektilasit huuhtelimme inkuboinnin jalkeen PBS-
liuoksella. Tastd eteenpain molempien varjdysmenetelmien jatkotoimenpiteet olivat
samat. Siirsimme huuhtelemamme objektilasit telineisiin ja annoimme niiden valua pys-
tyasennossa 5—10 minuuttia. Seuraavaksi tiputimme objektilaseille pisaran Fluorescen-
ce Mounting Mediumia ja peitimme leikkeet peitinlasilla. Tyéohjeen (YML 2011) mu-
kaan valmisteiden annetaan taysin kuivua (vahintddn 2 h) ennen peittamista, mutta
tahan menettelyyn emme |6ytaneet perusteita. Otimme selvaa muiden laboratorioiden
kaytannoista ja paadyimme peittdmaan valmisteet viela kosteina, 5-10 minuutin valu-
tuksen jalkeen. Seuraavaksi piirsimme objektilasien pohjalle ympyran, jonka avulla
patologi saattoi helposti I6ytaa leikkeet objektilasilta. Leikkeet ovat varittdmia, [apinaky-
vid ja siten paljain silmin hankalia 16ytaa, varsinkin fluoresenssimikroskooppia varten
pimennetyssa huoneessa. Siirsimme obijektilasit kuljetuskoteloihin siten, ettd saman
potilaan IF-naytteestad valmistetut kahdeksan objektilasia olivat perakkain antigeenien
mukaisessa jarjestyksessa. Talla tavalla valmistetut objektilasit veimme kylmahuonee-
seen (+5...+8 °C), jossa ne kuivuivat yon yli. Seuraavana paivana toimitimme objektila-
sit, vastauslomakkeet ja potilaan esitietoja sisaltavat lahetteet tutkittaviksi patologi Su-

sanna Virolaiselle.

6.3 Menetelmien herkkyyden maarittdminen

Patologi tutki kaikista IF-naytteistd (N=55) valmistetuilta objektilaseilta fluoresenssitu-
loksen ja vastasi sen joko positiivisena, negatiivisena tai epaselvana (+/-). Naytteita
tutkiessaan patologi taytti vastauslomakkeen (liite 3), jonka tiedot kirjasimme Excel-
ohjelmaan ja analysoimme SPSS-tilasto-ohjelmalla. Vertasimme McNemarin testin
avulla menetelmien valisia herkkyyseroja. Vertailupareina olivat saman potilaan nayt-
teet, jotka varjasimme samalla vasta-aineella mutta eri varjdysmenetelmaa kayttaen.

Herkkyyden maarittdmista varten otimme mukaan vain ne vertailuparit, jotka olivat ai-
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nakin toisen varjaysmenetelman kohdalla saaneet positiivisen tuloksen. Patologin to-
teaman epaselvan tuloksen luokittelimme negatiiviseksi, koska silla ei ole diagnostista

merkitysta.

6.4 Valmisteiden varin laadun arviointi

Diagnostisen lausunnon lisdksi patologi arvioi opinnaytetyétdmme varten objektilasien
teknisen onnistumisen ja leikkeiden fluoresenssivarin laadun. Tekninen onnistuminen
arvioitiin leikkeen repaleisuudesta ja ihon rakenteiden nakymisesta, ja patologi otti ne
huomioon arvioidessaan sita, voiko diagnoosia antaa. Varin laadun arvioinnin perusta-
na oli varin tasaisuus sekd sameuden, taustafluoresenssin ja variartefaktan kvalitatiivi-
nen, subjektiivinen arviointi asteikolla "hyva” (1) tai "huono” (2). McNemarin testin avul-
la selvitimme, kummalla varjaysmenetelmalld saadaan parempi varin laatu. Vertailupa-
reina olivat saman potilaan naytteet, jotka varjasimme samalla vasta-aineella mutta eri

varjaysmenetelmaa kayttaen.

6.5 Fluoresenssin sailyvyyden arviointi

Vertailimme varjaysmenetelmien valisia eroja fluoresenssivarin sailyvyyteen nahden
McNemarin testilla. Vertailuparit olivat saman potilaan naytteet, josta valmistetut objek-
tilasit varjdsimme samalla vasta-aineella mutta eri varjaysmenetelmaa kayttaen. Saily-
timme tuoreista positiivisista naytteistd (N=10) seka negatiivisista naytteista (N=6) val-
mistetut objektilasit kyImadhuoneessa (+5...+8 °C). Lahetimme ne patologille uudelleen
tutkittaviksi kahden ja neljan viikon kuluttua varjayksesta (kuvio 17). Selvitimme naiden
objektilasien avulla, onko menetelmien valilla eroja fluoresenssin laadussa, kun varjat-

tyja objektilaseja on sailytetty kaksi tai nelja viikkoa.

6.6 Henkiléstonakodkulmat ja kustannukset

Mittasimme molempien menetelmien yhteydessa jokaisen tydvaiheen keston. Laskim-
me tadman avulla yhden naytteen varjaamiseen keskimaarin kuluvan ajan ja paattelim-
me, saastaisikd0 VBM™-varjaysautomaatti henkilétydaikaa nykyisilla naytemaarilla.
Teimme huomioita molempien menetelmien kohdalla tarkkuutta vaativista ja virheille
altistavista kohdista. Opinnaytety6ta varten laatimamme kustannuslaskelmat perustu-

vat tarkeimpien tarvikkeiden ja reagenssien hintoihin seka laskemiimme naytekohtaisiin
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kustannuksiin. Rochen® hinnat ovat kuitenkin asiakaskohtaisia, ja ne ovat myos lii-
kesalaisuuden piirissa. Olemme YML patologian osaston sekd Rochen® kanssa sopi-
neet, ettd emme laita hintatietoja nékyville opinnaytetydssdmme. Sen sijaan esitdamme
suhdelukuja vertailemaan kasivarjaysmenetelman ja VBM™-varjaysautomaatin valisia
kustannuseroja. Kustannuslaskennassa otimme siten huomioon ainoastaan ne rea-
genssit, joiden hintatiedot poikkeavat toisistaan eri menetelmissd. Emme ottaneet
huomioon tarvikkeita, jotka olivat molemmille menetelmille samoja. Naita olivat nayttei-
den kuljetusliuos (Michel), pesuliuos (PBS), tukiaine (OCT-compound) ja objektilasien
hinnat. Lisaksi havainnoimme eri varjaysten suoritusvaikeutta ja menetelmien lisakayt-
témahdollisuuksia. Opinnaytetydssdmme otimme kantaa siihen, onko varjaysautomaa-

tin hankkiminen kannattavaa.

6.7 IF-naytteiden laboratorioprosessin uudelleenorganisointi

Opinnaytetydssamme laadimme laboratorion IF-naytteiden laboratorioprosessin uudel-
leen organisoimisesta suunnitelman, johon esitamme mahdollisimman paljon laborato-
rion paivittaista tyokuormaa helpottavia toimenpiteita. Naiden toimenpide-ehdotusten
pohjana ovat kirjallisuudesta lId6ytamamme tutkimukset seka opinnaytetydssamme saa-
dut tulokset ihobiopsioiden kuljetus- ja sailytysolosuhteiden seka pakastamisen vaiku-

tuksesta fluoresenssiin.

Kirjasimme ylos jokaiseen naytteeseen liittyvat tiedot, esimerkiksi naytteenottopaiva-
maaran, naytteen saapumispaivamaaran, varjayspaivamaaran seka Michel-liuoksen
viimeisen kayttopaivamaaran. Selvitimme Pearsonin korrelaatiokertoimen avulla, hei-
kentyykd naytteen fluoresenssi, jos sita sailytetdan kuljetusliuoksessa yli 5 vrk. Lisaksi
tarkistimme, saapuiko naytteitd vanhentuneessa Michel-liuoksessa. Vertasimme naita
tietoja patologin antamiin tietoihin esimerkiksi mahdollisesta taustafluoresenssista tai
heikentyneesta fluoresenssista. Naiden tietojen pohjalta laadimme suosituksen toisen
kuljetusnesteen kayttddn ottamisesta. Mikali toimeksiantajamme haluaa kuitenkin pitay-
tya Michel-liuoksen kaytdéssa, ehdotamme ratkaisua kaytannon jarjestelyihin, joiden

avulla naytteet eivat joutuisi odottamaan jatkokasittelya liilan kauan.

Leikkasimme ja varjasimme kymmenen aiemmin positiiviseksi diagnosoitua ja pakasti-
messa (-23 °C) sailytettya ihobiopsiaa. Niiden avulla selvitimme, vaikuttaako biopsian
pakastaminen fluoresenssiin. Laadimme myds suosituksen leikattujen ihobiopsioiden

varastointimenetelmasta.
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7 Tulokset

Opinnaytetydmme tulokset jakautuvat kahteen osioon. Ensimmaisessa osiossa kasitte-
lemme kasivarjaysmenetelman ja VBM™-varjdysautomaatin valisia eroja. Toisessa
osiossa annamme opinnaytetydmme tuloksiin seka kirjallisuuteen perustuvia ehdotuk-

sia YML patologian osaston IF-naytteiden kasittelyn uudelleenorganisoimiseksi.

Varjasimme yhteensa 440 objektilasia, joista puolet (220) kasivarjaysmenetelmalla ja
puolet VBM™-varjdysautomaatilla. Liitteessa 4 on kaikkien naytteiden tulokset. Positii-
vista fluoresenssia oli 15 naytteessa. Yhdessa positiivisessa naytteessa antigeenin ja
vasta-aineen valinen reaktio tapahtui kahdessa ihon rakenteessa (tyvikalvolla ja kapil-
laareissa positiivinen C3). Diagnostinen 10ydds viittasi talléin vaskuliittiin. Kaikissa
muissa positiivisissa naytteissa 10ydds oli vain yhdessa paikassa, joista yleisimmat
olivat C3 ja/tai I1gG tyvikalvolla (8 naytettd), mitkd yhdessa potilaiden diagnostiseen
statukseen viittasivat pemfigoidiin. Kolmessa naytteessa IF-I0ydos tuki dermatitis her-
petiformiksen diagnoosia (granulaarinen C3 tyvikalvolla). Positiivista fluoresenssia oli

naiden lisaksi kolmessa naytteessa, mutta niiden [0ydokset eivat olleet diagnostisia.

7.1 Kasivarjaysmenetelman ja VBM™-varjaysautomaatin erot

Tassa osiossa tutkimme kasivarjdysmenetelman ja VBM™-varjdysautomaatin valisia
eroja menetelmien herkkyydessa seka varin laadussa ja sailyvyydessa. Vertailimme
menetelmia tydpanokseen kaytettavan ajan ja kayttdkustannusten suhteen seka siing,
kumpi menetelma on henkiléston kannalta mieluisampi ja kayttokelpoisempi. Lopuksi
otamme kantaa siihen, onko VBM™-varjaysautomaatin hankkiminen kannattavaa ny-

kyisella naytemaaralla.

7.1.1  Menetelmien herkkyys

YML patologian osastolle tutkimusjakson aikana saapuneista 45 naytteestd 13 osoit-
tautui positiivisiksi ja loput 32 olivat negatiivisia. Vertailimme varjaysmenetelmien herk-
kyyttd McNemarin testin avulla. Vertailuparien suuri kokonaismaara (N=250) selittyy
silla, ettd yhdestd objektilasista muodostui yhteensa viisi vertailukohtaa, silld otimme
huomioon kaikki ne ihon rakenteet, joista fluoresenssia tutkitaan. Tulokset ovat taulu-

kossa 3. VBM™-varjaysautomaatti oli tilastollisesti merkitsevasti herkempi kuin kasivar-
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jaysmenetelma (p<0,10). Sen herkkyys korostui seitsemassa positiivisessa naytteessa,
jotka kasivarjaysmenetelmalld osoittautuivat negatiivisiksi. Kasivarjaysmenetelman
herkkyys oli 69,6 %, kun taas VBM™-varjaysautomaatin herkkyys oli 91,3 % (taulukko
4). Positiivista fluoresenssia oli yhteensa 23 valmisteessa, joista 16 kpl oli varjatty kasi-

varjaysmenetelmalla ja 21 kpl VBM™-varjaysautomaatilla.

Taulukko 3. Varjaysmenetelmien valiset herkkyyserot (McNemar-testi).

Sitoutumispaikka ja vasta-aine | Kasimenetelméa Roche VBM™ 1
— : p-arvo

Tyvikalvo IgG - 44 1
+ 1 4 0,750

Tyvikalvo C3 - 38 4
+ 1 7 0,188

Kapillaarit C3 - 48 0
+ 0 2 1,000

Colloid Bodit IgM - 48 1
+ 0 1 0,500

Colloid bodit C3 - 49 1
+ 0 0 0,500

Yhteensa - 227 7
+ 2 14 0,090

'Tilastollinen merkitsevyys (tarkka), vaihtoehtohypoteesi yksisuuntainen

Taulukko 4. Kasivarjdysmenetelman ja VBM™-varjaysautomaatin herkkyyksien vertailu.

Menetelmé Positiiviset' Negatiiviset® Herkkyys %
Kasivarjaysmenetelma 16 234 69,6
Roche VBM™ 21 229 91,3
Yhteensa® 23 227

"Menetelmalla varjatyista valmisteista positiivisia, kpl
’Menetelmalla varjatyista valmisteista negatiivisia, kpl
*Kaikki positiivisiksi tai negatiivisiksi todetut valmisteet

7.1.2 Valmisteiden varin laatu

Kasimenetelmalla varjattyjen valmisteiden varin laatu oli keskimaarin 1,41 (taulukko 5).
Keskimaarin 59 % luokiteltiin variltdan hyviksi ja 41 % huonoiksi. VBM™-varjays-
automaatilla varjattyjen valmisteiden varin laatu oli keskimaarin 1,09, ja naista valmis-
teista keskimaarin 91 % luokiteltiin variltdan hyviksi ja vain 9 % huonoiksi. Keskiarvoja
vertailemalla nayttaisi silta, etta varjattyjen valmisteiden varin laatu oli parempi VBM™ -

varjaysautomaatilla kuin kasivarjaysmenetelmalla. Liséksi kasivarjaysmenetelmalla viisi
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naytetta oli niin huonoja, etta fluoresenssi ei ollut lainkaan luettavissa ja diagnoosia ei

voinut tehda (liite 4). VBM™-varjaysautomaatilla tallaisia naytteita oli yksi.

Taulukko 5. Kasivarjaysmenetelmalld ja VBM™-varjaysautomaatilla varjattyjen valmisteiden
fluoresenssivarin laatu.

Kasivarjaysmenetelma Roche VBM™
etz e | Varin laatu’ Hyvat % | Huonot % | Varin laatu’ Hyvat % | Huonot %
IgA 55 1,42 58 42 1,09 91 9
IgG 55 1,38 62 38 1,09 91 9
IgM 55 1,44 56 44 1,09 91 9
C3 55 1,40 60 40 1,07 93 7
Keskiarvo 1,41 59 41 1,09 91 9

N=valmisteiden lukumaara
Warin laadun keskiarvo. Asteikko: 1=Hyva, 2=huono

Vertailimme varjaysmenetelmien valisia eroja fluoresenssivarin laatuun nahden Mc-
Nemarin testilla. Vertailuparit olivat saman potilaan naytteet, josta valmistetut objektila-
sit varjasimme samalla vasta-aineella mutta eri varjdysmenetelmaa kayttaen. Suurim-
malla osalla valmisteista (N=147; 67 %) oli sama tulos eli kasivarjdysmenetelmalla ja
VBM™-varjaysautomaatilla varjatyt valmisteet olivat varin laadultaan samanlaiset (tau-
lukko 6). VBM™-varjaysautomaatilla varjatyista valmisteista 72 kpl (33 %) oli parempia
varin laadultaan kuin kasivarjdysmenetelmalla, kun taas kasivarjaysmenetelmalla vain
yhden valmisteen varin laatu oli parempi kuin VBM™-varjaysautomaatilla varjatty. Va-
rin laadun kannalta VBM™-varjdysautomaatti oli siis selvasti parempi kuin kasivar-
jaysmenetelma (p=0,000). Liitteessa 5 on fluoresenssimikroskooppikuvia kasi- ja au-

tomaattimenetelmilla varjatyista objektilaseista.

Taulukko 6. Kasivarjaysmenetelman ja VBM™-varjaysautomaatin erot valmisteiden varin laa-
dussa (McNemar-testi).

. Roche VBM™ ]
Vasta-aine | Kasimenetelma Hyvat Huonot p-arvo
IgA Hyvat 32 0

Huonot 18 5 0,000
IgG Hyvat 33 1

Huonot 17 4 0,000
IgM Hyvat 31 0

Huonot 19 5 0,000
C3 Hyvat 33 0

Huonot 18 4 0,000
Yhteensa Hyvat 129 1

Huonot 72 18 0,000

'Tilastollinen merkitsevyys (tarkka), vaihtoehtohypoteesi yksisuuntainen
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7.1.3 Fluoresoivan varin sailyvyys

Opinnaytety6tamme varten patologi arvioi kymmenesta positiivisesta ja kuudesta nega-
tiivisesta naytteesta valmistettujen objektilasien fluoresenssivarin laatua kahden ja nel-
jan viikon kuluttua ensimmaisesta arvioimisesta. Kahden viikon sailytyksen jalkeen vain
43 % kasivarjaysmenetelmalld varjatyistd valmisteista oli hyvida, kun vastaavasti
VBM™-varjaysautomaatilla varjattyjen valmisteiden osuus oli 79 % (taulukko 7). Neljan

viikon sailytyksen jalkeen vastaavat osuudet olivat 75 % ja 100 % (taulukko 8).

Taulukko 7. Kasivarjaysmenetelman ja VBM™-varjaysautomaatin erot varin laadussa 2 viikon
sailytyksen jalkeen.

) Kasimenetelma Roche VBM™
Vasta-aine | N " 5o, | Huonot% | Hyvat% | Huonot %
IgA 14 43 57 79 21
IgG 14 43 57 79 21
IgM 14 43 57 79 21
C3 14 43 57 79 21

N=valmisteiden lukumaara

Taulukko 8. Kasivarjdysmenetelman ja VBM™-varjaysautomaatin erot varin laadussa 4 viikon
sailytyksen jalkeen.

) Kasimenetelma Roche VBM™
VEBIEREID || X Hyvat % Huonot % Hyvat % Huonot %
IgA 8 75 25 100 0
IgG 8 75 25 100 0
IigM 8 75 25 100 0
C3 8 75 25 100 0

N=valmisteiden lukumaara

Vertailimme varjaysmenetelmien valisid eroja fluoresenssivarin sailyvyyteen nahden
McNemarin testilla. Suurimmalla osalla kaksi viikkoa sailytetyistd valmisteista (N=36;
64 %) oli sama tulos eli kasivarjaysmenetelmalla ja VBM™-varjaysautomaatilla varjatyt
valmisteet olivat varin laadultaan samanlaiset (taulukko 9). VBM™-varjaysautomaatilla
varjatyista valmisteista 20 kpl (36 %) oli varin laadultaan parempia kuin k&sivarjaysme-
netelmalld varjatyt valmisteet. VBM™-varjdysautomaatilla varjatyt valmisteet olivatkin
kahden viikon sailytyksen jalkeen varin laadun kannalta parempia kuin kasivarjaysme-

netelmalla varjatyt (p=0,000).



Taulukko 9. Kasivarjdysmenetelman ja VBM™-varjaysautomaatin ero yksittaisten naytteiden

varin laadussa 2 viikon sailytyksen jalkeen (McNemar-testi).

. Roche VBM™ .
Vasta-aine Kasimenetelma Hyvat Huonot | P-a"vo
IgA Hyvat 6 0

Huonot 5 3 0,031
I9G Hyvat 6 0

Huonot 5 3 0,031
IgM Hyvat 6 0

Huonot 5 3 0,031
C3 Hyvat 6 0

Huonot 5 3 0,031
Yhteensi Hyvat 24 0

Huonot 20 12 0,000

'Tilastollinen merkitsevyys (tarkka), vaihtoehtohypoteesi yksisuuntainen

34

Suurimmalla osalla nelja viikkoa sailytetyistd valmisteista oli sama tulos eli kasivar-

jaysmenetelmalla ja VBM™-varjaysautomaatilla varjatyt valmisteet olivat varin laadul-

taan samanlaiset (N=24; 75 %) (taulukko 10). VBM™-varjaysautomaatilla varjatyista

valmisteista 8 kpl (25 %) oli parempia varin laadultaan kuin kasivarjdysmenetelmalla.

VBM™-varjaysautomaatilla varjatyt valmisteet olivatkin neljan viikon sailytyksen jalkeen

varin laadun kannalta parempia kuin kasivarjdysmenetelmalla varjatyt (p=0,004).

Taulukko 10. Kasivarjaysmenetelman ja VBM™-varjaysautomaatin ero yksittaisten naytteiden
varin laadussa 4 viikon sailytyksen jalkeen (McNemar-testi).

Roche VBM™ ;
Vasta-aine Kasimenetelma Hyvat Huonot | P-arve

IgA Hyvat 6 0
Huonot 2 0 0,250

IgG Hyvat 6 0
Huonot 2 0 0,250

IgM Hyvat 6 0
Huonot 2 0 0,250

C3 Hyvat 6 0
Huonot 2 0 0,250

Yhteensa Hyvat 24 0
Huonot 8 0 0,004

'Tilastollinen merkitsevyys (tarkka), vaihtoehtohypoteesi yksisuuntainen
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7.1.4 Tyobpanokseen kaytettava aika

Kasivarjayksen suoritus kesti keskimaarin 77 minuuttia, ja inkubointiaikaa lukuunotta-
matta aktiivista tydaikaa yhta naytetta kohti kului keskimaarin 8 minuuttia (taulukko 11).
Kasivarjayksen eri osiin kaytettava aika vaihtelee kuitenkin kiireen, tekijan, naytemaa-
ran ja muiden olosuhteiden mukaan. Kerrallaan varjattava maara naytteitd on korkein-
taan 12 kpl, eika prosessia voi ajoittaa siten, etta turha odotusaika minimoitaisiin. Kasi-
varjayksen inkubointiaika on niin rajallinen (30 min), ettéd se on vaikea kayttaa hyodyksi
tekemalla muita t6ita. Inkubointiaika on myds suhteellisen tarkka, joten seuraavaa pe-
sua ei voi jattda odottamaan sopivaa hetkea. Todellinen prosessiin kaytetty aika yhta

naytettad kohti on siten jopa suurempi kuin 8 minuuttia.

Taulukko 11. Kasivarjaykseen kayttdmamme aika eri varjayskerroilla.

Kasivarjdys | 1.pesuja | Inkubointi' | 2.pesuja | Yhteensd'| N Per nayte"*
valmistelu’ siivous'

1 25 30 15 70 4 10

2 44 30 27 101 12 6

3 41 30 15 86 5 11

4 26 30 22 78 8 6

5 26 30 12 68 4 10

6 16 30 18 64 6 6

7 16 30 27 73 10 4
Keskimaarin 77 7 8

N=naytteiden lukumaara
! Kesto minuutteina
? Laskukaava: (1. pesu ja valmistelu + 2. pesu ja siivous)/N.

Automaattivarjayksen alkuvalmisteluihin laskimme mukaan automaatin kaynnistamisen
seka objektilasien tarrojen tulostamisen ja kiinnittdmisen. Lopputoimenpiteisiin otimme
huomioon muun muassa laitteen pesuohjelman kaynnistdmisen seka objektilasien
huuhtelun juoksevalla vedella ja astianpesuaineella. Automaattivarjays kesti yhteensa
keskimaarin 53 minuuttia (taulukko 12). Varjaysohjelma kesti keskimaarin 43 minuuttia,
mutta siihen mahtuu yhdella kerralla vain viiden potilaan objektilasit. Varjaysohjelman
jalkeen suoritettavat lopputoimenpiteet kestivat naytteiden lukumaarasta riippuen 2-5
minuuttia. Aktiivista tydaikaa yksi VBM™-varjdysautomaatilla varjatty nayte vei tyos-
samme keskimaarin 1,6 minuuttia. Objektilasien poistaminen varjayslaitteesta heti oh-
jelman paatyttya ei ole valttamatoénta, joten tdma tydvaihe voidaan ajoittaa sopimaan

paivan muihin tyotehtaviin.
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Taulukko 12. Automaattivarjaykseen kayttdmamme aika eri varjayskerroilla.

Roche Alku- Ohjelman | Huuhteluja | Yhteensd"* [ N | Pernayte"”
VBM™ valmistelut’ kesto' siivous'
1 5 40 2 47 4 1,8
2 13 3x45 5 61 12 1,5
3 6 41 2 49 5 1,6
4 9 2x44 4 56 8 1,6
5 5 40 2 47 4 1,8
6 7 2x43 3 52 6 1,7
7 1M 2x43 4 57 10 1,5
Keskimaarin 8 43 3 53 7 1,6

N=naytteiden lukumaara

'Kesto minuutteina

%Yhden varjaysohjelman kesto alkuvalmisteluineen
*Laskukaava: (alkuvalmistelut + huuhtelu ja siivous)/N

7.1.5 Kustannukset

Laatimamme kustannuslaskelmat perustuivat tarkeimpien tarvikkeiden ja reagenssien
hintoihin sekad laskemiimme naytekohtaisiin kustannuksiin. Rochen® hinnat ovat kui-
tenkin asiakaskohtaisia, ja ne ovat myds liikesalaisuuden piirissd. Olemme YML pato-
logian osaston sekd Rochen® kanssa sopineet, ettd emme laita hintatietoja nakyville
opinnaytetydssamme. Sen sijaan tdssa opinnaytetydssa esitimme suhdelukuja vertai-

lemaan kasivarjaysmenetelman ja VBM™-varjaysautomaatin valisia kustannuseroja.

Laskimme seka kasivarjaysmenetelman ja VBM™-varjaysautomaatin aiheuttamat kus-
tannukset siten, ettd mukana oli ainoastaan vasta-aineet. Tama johtuu siita, ettd kasi-
varjaykseen tarvittavat muut reagenssit (PBS, NaCl) valmistetaan YML:n liuosyksikos-
sa yleiseen kayttddn hankituista valmistusaineista, joten niiden hinnan maarittdminen
on hankalaa. |IF-varjdyksen suorittaminen kasimenetelmalld aiheuttaa kustannuksia,
joiden suhdeluvuksi annoimme 1,00. Tahan hintaan sisaltyy kaikilla neljalld vasta-
aineella (Dako) varjatyt objektilasit yhdestd potilasnaytteestd. VBM™-varjaysauto-
maatissa on mahdollista kayttda vain Rochen® kayttdvalmiita vasta-aineita, ja niiden
kustannuksen suhde kasivarjayksessa kaytettdvien vasta-aineiden kustannuksiin on
5,07. Tahan sisaltyy kuitenkin muutkin VBM™-varjaysautomaatin vaatimat tarvikkeet,
kuten mineraalidljy, puskurit ja tarrat. Kaytettavissamme olevien tietojen perusteella
laskimme, etta VBM™-varjaysautomaatin hinta on noin 1200-kertainen yhden naytteen
varjaamiseen kaytettavien reagenssien hintoihin verrattuna. Lisaksi laite tarvitsee vuo-
sihuoltoa, jota on kahta eri tyyppia. Tayshuolto kattaa kaiken, ja sen vuosittaiset kus-

tannukset ovat 24,8 % laitteen hankintahinnasta. Maaraaikaishuollolla varmistetaan,
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ettd instrumentin parametrit ja asetukset ovat direktiivien mukaisia. Sen vuosittaiset

kustannukset ovat 12,8 % laitteen hankintahinnasta.

7.1.6 Henkilostonakokulmat

YML patologian osastolla kdytéssdamme olleen VBM™-varjdysautomaatin koekayttda
jatkettiin myds opinnaytetydmme jalkeen. Sen kayttéon perehdytettiin kaksi vakituista
tydntekijaa, jotka varjasivat automaatilla kaikki osastolle saapuneet IF-ndytteet. Teim-
me automaattivarjaysta kayttaneille tyontekijoille kyselyn varjaysmenetelmien eroista
(liite 6). Molemmat automaattivarjdykseen perehdytetyt tyontekijat olivat kyselyn perus-
teella sita mielta, ettd automaattivarjays on seka luotettavampi ettd mieluisampi (tau-
lukko 13) kuin kasivarjaysmenetelma. Kasivarjaysmenetelman hyviksi puoliksi he mai-
nitsivat sen, ettéd se ei vaadi positiivisesti varautuneita Superfrost Plus -objektilaseja,
vaan on mahdollista kayttdd samoja objektilaseja kuin muissakin histologisissa nayt-
teissd. Tavallisille objektilaseille on mahdollista tulostaa naytetiedot heti QPati-
ohjelman sisdankirjautumisvaiheessa. Kasivarjays ei myodskaan aiheuta huoltokustan-

nuksia.

Kasivarjayksessa on kuitenkin paljon haastavia puolia. Molemmat vastaajat mainitsivat
pipetointi- ja muut virhemahdollisuudet seka lasien sekaantumisvaaran suureksi. On-
gelmaksi he mainitsivat myos sen, ettad valmiiksi laimennetut vasta-aineet eivat valtta-
matta riitd, jos naytteitd tulee varjayspaivan aamuna vield lisda. Talldin vasta-aineiden
laimennusprosessi pitaa suorittaa uudestaan. Lisaksi kasivarjaykseen liittyy vastaajien
mukaan teknisia ongelmia, kuten kyvettien epatasainen laatu, mika johtaa vasta-
aineinkuboinnin laadun suureen vaihteluun. Kasivarjayksen virhemahdollisuutta lisaa

viela UV-valoaltistus.

Taulukko 13. Kyselyyn pohjautuva yhteenveto varjdysmenetelmien hyvista ja huonoista puolista.

Kasimenetelma VBM™-varjaysautomaatti
Hyvaa Valmiiksi kirjoitetut objektilasit Mukava, helppokayttoinen laite
Nopea ajo

Ei pipetointi- tai laimennusvirheita
Tasalaatuisuus
Tehokkaampi ajankayttd

Huonoa | Tydlas Objektilasien tarroitus
Vasta-aineiden laimennus Laitteen mahdolliset virheet
Laimennoksen riittavyys Laitteen huolto
Virhealttius

Tyobaikaa vaikea arvioida
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VBM™-varjaysautomaatin suuri etu kasivarjadysmenetelmaan nahden oli vastaajien
mukaan luotettavuus. Laimennus- ja pipetointivirheet jaavat pois ja tyon jaksottaminen
on helpompaa. Jos naytteiden maara on suuri, tyot voi jaksottaa siten, etta ensin leika-
taan osa naytteista ja laitetaan ne automaattiin varjaytymaan. Silla aikaa voidaan leika-
ta seuraavia naytteitd, eika tydskentelyyn tule siten ylimaaraisia taukoja. VBM™-
varjaysautomaatin huonoiksi puoliksi mainittiin tyolaaksi koettu objektilasien tarroitus,
automaatin huoltoon vaaditut resurssit, liuosten valmistus ja automaatin mahdollisuus
menna epakuntoon. Yhteenvetona vastaajat kertoivat, ettd he kayttaisivat kasivarjayk-
sen sijasta mieluummin VBM™-varjaysautomaattia, silla se on mukava ja helppokayt-
téinen. Heiddn mukaansa VBM™-varjdysautomaattia kaytettdessa ei mydskaan tule

turhia taukoja, jolloin ajankayttd on maksimoitu.

7.1.7 VBM™-varjaysautomaatin hankinnan kannattavuus

Opinnaytetydmme yksi tavoitteista oli ottaa kantaa siihen, onko VBM™-varjaysauto-
maatin hankkiminen kannattavaa nykyiselld IF-naytemaaralla. Otimme kannattavuuden
pohdinnassa huomioon eri menetelmilla varjattyjen valmisteiden erot fluoresenssivarin
laadussa, menetelmien herkkyydessa ja fluoresoivan varin sailyvyydessa. Lisaksi
otimme huomioon varjaykseen kuluvan ajan, kayttokustannukset, muut kayttémahdolli-
suudet seka henkilostéon nakokulmat. Taulukossa 14 korostuu suuret erot kasivarjays-
menetelman ja VBM™-varjdysautomaatin valilla. Opinndytetydmme tuloksista selvisi,
ettad IF-naytteiden varjadminen automaatilla oli nopeaa, vaivatonta, luotettavaa ja tasa-
laatuista. Varjaysautomaattia voidaan kayttaa |IF-naytteiden varjaamisen lisdksi myos

immunohistokemiallisiin varjayksiin, joten laitteen kayttémahdollisuudet ovat laajat.
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Taulukko 14. Yhteenveto kasivarjdysmenetelman ja VBM™-varjdysautomaatin eroista.

Ominaisuus Kasivarjaysmenetelma | VBM™
(yvien vaimisteiden osuus) 59 % o1 %
Fluoresoivan varin sailyvyys Huono Hyva
Menetelman herkkyys' 69,6 % 91,3 %
Varjaykseen kuluva aika yhta naytetta kohti 8 min 1,6 min
Reagenssien hinnat 1 5

Muut kayttdmahdollisuudet Ei ole Useita
Suoritus Monivaiheinen, ty6las | Helppo, automatisoitu
Virhemahdollisuus Suuri Pieni
Siivous Paljon Vahan
Huolto Ei ole Kallis

'Positiivisen fluoresenssin I6ytaminen; osuus kaikista positiivisista valmisteista

YML patologian osastolle saapui vuonna 2011 yhteensa 1459 IF-naytetta, eli keski-
maarin 7 naytetta viikoittain. Vuoden 2012 tammi—elokuussa naytteita saapui saman
verran kuin viime vuoden vastaavaan aikaan, joten naytteiden maaran ennustetaan

pysyvan jatkossakin samana.

Opinnaytetydssamme selvitimme, ettd ihobiopsioiden immunofluoresenssivarjays
VBM™-varjaysautomaatilla suoritettuna on nopeaa ja vaivatonta. Mika tarkeinta, var-
jaystulos on aina tasalaatuista riippumatta varjayksen suorittajasta. VBM™-varjays-
automaatti on herkempi kuin kasivarjdysmenetelma, joten vaarien negatiivisten nayttei-
den maara pienenee huomattavasti. YML patologian osastolla ei kayteta IF-varjayk-
sessa lainkaan kontrolleja, joten varjayksen onnistumisesta ei voida olla varmoja mis-
sdan vaiheessa. Tassa tapauksessa VBM™-varjaysautomaatilla on suuri etu kasime-
netelmaan nahden. Lisdksi VBM™-varjdysautomaatin hankinnan myo6ta laboratorion
palvelutarjonta laajenee, silla voidaan kayttad myos immunohistokemiallisiin varjayk-
siin, jotka tdhan saakka on teetetty alihankintana. Opinnaytetydssdmme esitettyjen tu-
losten pohjalta suosittelemme, ettd VBM™-varjaysautomaattiin kannattaa investoida
sen kustannuksista huolimatta. Vaikka tutkimuksen kokonaiskustannus nousee, sen
luotettavuus ja laatu paranee huomattavasti. Tama on tarkeaa korkeaan laatuun tah-

taavalle laboratoriolle.
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7.2 IF-naytteiden laboratorioprosessin uudelleenorganisointi

Esittelemme opinnaytetydmme tuloksia ihobiopsioiden kuljetus- ja sailytysolosuhteiden
sekd pakastamisen vaikutuksesta fluoresenssiin. Tuomme esiin vaihtoehtoisen IF-
naytteiden kuljetusliuoksen, ja ehdotamme uutta toimintatapaa ihobiopsioiden sailytyk-
seen leikkaamisen jalkeen. Lisaksi selvitAmme saapuneiden naytteiden varjaysproses-
sin parantamismahdollisuuksia, myds siind tapauksessa ettd YML:n johto ei puolla

VBM™-varjaysautomaatin hankkimista.

7.2.1 |hobiopsioiden kuljetus- ja sailytysolosuhteet

Ihobiopsioiden keskimaarainen kuljetus- ja sailytysaika ennen leikkaamista oli 6,9 vrk
(N=45) Tama tarkoittaa sita, ettd naytteet olivat kuljetusliuoksessa keskimaarin yli salli-
tun ajan, ja naytteista perati 76 % (N=35) saapui laboratorioon myéhemmin kuin viiden
vuorokauden kuluttua naytteenotosta (taulukko 15). Naista kaksi naytettd saapui van-

hentuneessa kuljetusnesteessa.

Tutkimme kuljetus- ja sailytysajan vaikutusta fluoresenssivarin laatuun Pearsonin kor-
relaatiokertoimen avulla. Lisaksi vertasimme kuljetus- ja sailytysaikoja patologin anta-
miin tietoihin esimerkiksi mahdollisesta taustafluoresenssista tai heikentyneesta fluore-
senssista. Tuloksista selvisi, ettad pidentynyt aika naytteenotosta naytteen varjadmiseen

heikentaa varjattyjen valmisteiden varin laatua (r=0,285; p=0,06).

Taulukko 15. Kuljetus- ja sailytysajan vaikutus naytteen varin laatuun eri varjdysmenetelmilla.

) ) Kasivarjaysmenetelma Roche VBM™
Kuljetus-ja | | osuus | varin . Varin .
sailytysaika laatu’ Kommentit kpl | \oaty! | Kommentit | kpl

<5 vrk 10| 24 % 1,1 | Fluoresenssi ei luettavissa | 1 1 -
>6 vrk 35| 76 % | 1,4 |Heikko fluoresenssi 3 Taustaa 1
Fluoresenssi ei luettavissa | 3 Roskia 1
Vari samea 3 1,07
Vari utuinen 1
Taustaa, roskia taustalla 1
Yhteensa | 45| 100 % | 1,33 1,06

N=naytteiden lukumaara
'Asteikko: 1=Hyva, 2=huono
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Ihobiopsioiden kuljetus- ja sailytysolosuhteiden parantamiseksi suosittelemme YML
patologian osastoa harkitsemaan Histocon™-kuljetusliuoksen ottamista kaytt6on (kuvio
18). Silld on selvia etuja Michel-liuokseen verrattuna. Se on kayttévalmis, edullinen,
sita ei tarvitse pesta pois ja siina sailytetyista naytteistda voidaan suorittaa IF-
tutkimusten lisdksi myo6s histokemiallisia tutkimuksia. Histocon™-kuljetusliuoksen kayt-

tédnotto YML patologian osastolle edellyttaa kuitenkin laajempia tutkimuksia.

7.2.2 |hobiopsioiden varastointi

Pakastettuina sailytetyistd (-23 °C) kymmenesta positiivisesta naytteesta ainoastaan
kaksi oli uudelleen leikattuna ja varjattyna edelleen positiivisia (taulukko 16). Toisessa
positiivisista naytteista fluoresenssi oli heikko ja toisessa oli samea taustafluoresenssi.
Varjaysmenetelmilla ei ollut tdssa yhteydessa eroa herkkyydessa, vaan positiivinen
fluoresenssi nakyi molemmilla menetelmilla. Pakastetuista naytteista tehdyista valmis-
teista 45 %:ssa oli heikko fluoresenssi ja 55 %:ssa oli samea taustafluoresenssi. Lisak-
si sailytyksen myo6ta toinen kasimenetelmalla varjatyista naytteistda menetti fluoresens-
siaan ja oli neljan viikon sailytyksen jalkeen negatiivinen. Toistuvien sulatusten ja hi-
taan jaadytyksen aiheuttama jaakiteiden muodostuminen oli ilmeisesti syyna siihen,
ettd pakastimessa sailytettyjen, aiemmin positiivisesti diagnosoitujen ihonaytteiden

uudelleen tutkiminen oli melkein mahdotonta.

Naiden tulosten perusteella emme voi suositella leikattujen ihobiopsioiden varastointia
pakastettuina (-23 °C) sen jalkeen kun ne on heti leikkaamisen jalkeen sulatettu ja siir-
retty takaisin kuljetusputkeen. Mahdollista lisapyyntda varten ihobiopsioiden optimaali-
sin varastointitapa olisi syvajaadytys (-70 °C) valittdbmasti leikkaamisen jalkeen. Taman
mahdollisuuden toteuttaminen vaatisi YML patologian osastolta kuitenkin kalliita ja ty6-
laita erikoisjarjestelyitd. Sen vuoksi paadyimme suosittelemaan leikattujen ihobiopsioi-
den varastointia jaadytettyina (-23 °C) ilman etta niitd sulatetaan leikkaamisen jalkeen.
Diagnoosin saamisen jalkeen ihobiopsiat voidaan vaihtoehtoisesti joko varastoida pa-

kastimessa tai havittaa (kuvio 17).
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Taulukko 16. Pakastettuina sailytettyjen positiivisten naytteiden varjaystulokset eri menetelmilla.

Nayte Aika (vk)

6874 0

Kasimenetelma
1

Roche VBM™
7

6927

3973

6334

6089

6189

897

10649

5756

898

N O NOBNOBRRNOIARNOIARDNOIARNOIRRNORRNOBEDN

4

"heikko fluoresenssi
2samea tausta

7.2.3 Varjaysaikataulu

Suosittelemme, ettd naytteitd varjattaisiin YML patologian osastolla kaksi kertaa viikos-

sa, mika minimoisi kudostuhoriskia kuljetusliuoksessa sailytetyssa ihobiopsiassa (kuvio

17). Lisaksi se helpottaisi varjaysprosessin suorittamista, silla VBM™-varjaysauto-

maatilla voidaan varjata yhdella ajolla vain viiden potilaan |IF-naytteista valmistetut ob-

jektilasit. YML patologian osastolle saapuu keskimaarin 7 IF-naytetta viikoittain (vaihte-

luvali noin 2—15), joten yhden viikon aikana saapuvia IF-naytteita ei valttamatta voitaisi

varjata VBM™-varjdysautomaatilla samanaikaisesti. Suurimpana hydtyna toimeksian-
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tajamme asiakkaille kaksi kertaa viikossa suoritettavasta IF-naytteiden varjayksesta
olisi kuitenkin vastausajan lyheneminen ja samalla potilaan mahdollisen hoidon nope-
ampi aloittaminen. Lisaksi leikattujen ihobiopsioiden mahdollinen varastointi jadkaapis-
sa (+4 °C) jaisi mahdollisimman lyhyeksi. Suosittelemme IF-naytteiden varjaysta kah-
desti viikossa siindkin tapauksessa, ettd YML patologian osasto haluaisi pitaytya
Michel-liuoksen kaytdssd. Mielestamme juuri ndmé& parannusehdotukset auttaisivat
parhaiten ongelmana pidettyyn henkildstéresurssien puutteeseen ja helpottaisivat labo-
ratorion paivittaista tydkuormaa. Suosituksemme pohjautuvat omiin havaintoihimme

opinnaytetydprosessin aikana.

Histocon ™ -kuljetusliuos

Hyvat puolet Huonot puolet
* Kayttévalmis * Sailyttaa ihobiopsian vain 48 h
* Edullinen * Sailytys ja kuljetus < +4°C

* Eijtarvitse pesta pois
* \Voidaan tehdd muitakin tutkimuksia

=> Tarvitaan jatkotutkimuksia:
* Histoconin soveltuvuus YML patologian osastolle?
¥ |F-diagnostiikka formaliinifiksoiduista naytteista?

lhobiopsioiden varastointivaihtoehdot

1. Syvajaadytys (-70 °C) valittdmasti leikkaamisen jalkeen
2. Pakastus (-23 °C) vélittomasti leikkaamisen jdlkeen
3.Jaékaapissa (+4 °C) diagnoosin saamiseen saakka

IF-naytteiden varjaysaikataulu: 2 krt/vk

* Minimoisi kudostuhoriskia

* Nopeuttaisi ja helpottaisi varjaysprosessin suorittamista
* \/astausajan lyheneminen

* Potilaan mahdollisen hoidon nopeampi aloittaminen

* |eikattujen ihobiopsioiden varastointiaika jaisi lyhyeksi

Kuvio 17. Ehdotuksemme IF-naytteiden laboratorioprosessin uudelleenorganisoinnista.
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8 Tulosten luotettavuuden arviointi

Opinnaytetydmme luotettavuuden tarkastelussa arviomme, miten tutkimuksen tulokset
vastaavat tutkimuskohdettamme. Selvitimme, vastaavatko tutkimuksen tulokset ja joh-
topaatokset alkuperaista tutkimusaihetta ja -kysymyksia. (Hirsjarvi — Remes — Sajavaa-
ra 2003.) Lisaksi tarkastelemme ja arvioimme muiden tassa opinnaytetydssa tuloksiin
vaikuttavien seikkojen luotettavuutta. Opinnaytetydmme aineisto muodostui kaikista
niistd ihobiopsianaytteista, jotka lahetettin YML patologian osastolle kuuden viikon
tutkimusjakson aikana. YML patologian osasto arvioi saapuneiden ihobiopsioiden maa-
ran ja laadun olevan riittdvia menetelmien vertailua varten. Suurin osa tutkituista nayt-
teista oli odotetusti negatiivisia ja vain pieni osa (15 kpl) positiivisia. Positiivisten nayt-
teiden pienestd maarasta huolimatta olemme onnistuneet saamaan riittdvasti tietoa

vastaamaan kaikkiin tutkimuskysymyksiin.

Menetelmien herkkyysvertailussa mukana olivat vain ne vertailuparit, jotka olivat aina-
kin toisen varjaysmenetelman kohdalla saaneet positiivisen tuloksen. Tutkimusproses-
sin aikana selvisi, etta VBM™-varjaysautomaatti on herkempi kuin kasivarjdysmene-
telma. Tutkimuksemme luotettavuuden kyseenalaistaa kuitenkin se, ettd immunofluo-
resenssindytteiden varjayksessa ei kayteta positiivista kontrollia. joten varjayksen on-
nistumisesta ei voida olla varmoja missdan vaiheessa. Taman takia haluamme koros-
taa, ettd kontrollindytteen puute vaikuttaa menetelmien herkkyyden vertailuun, joten

tulokset ovat vain suuntaa antavia.

Valmisteiden varin laadun vertailuun otimme mukaan kaikki naytteet (N=55), myds pa-
kastetut naytteet. Patologi arvioi leikkeiden varin laadun kvalitatiivisesti asteikolla "hy-
va” (1) ja "huono” (2). Arviointi suoritettiin sokkona, joten patologi ei voinut tietda, kum-
malla menetelmalla valmiste oli varjatty eikd hanen mahdollinen subjektiivisuutensa
vaikuttanut tuloksiin. Kaikki naytteet tutki vain yksi patologi, joten tuloksissa ei ole mik-
roskopoijasta johtuvaa vaihtelua. Valmisteiden yhteismaara oli suuri (yli 500 objekti-
lasia), joten meilla ei ollut resursseja pyytaa niiden arviointia toiselta patologilta. Val-
misteet tutkineella patologilla on kuitenkin vankka kokemus IF-naytteiden tutkimisessa.

Nama seikat huomioon ottaen arvioimme, ettd saamamme tulokset ovat luotettavia.

Tutkimme fluoresoivan varin sailyvyyttd kahden ja neljan viikon sailytyksen jalkeen.
Tahan tutkimukseen otimme mukaan kymmenen positiivista naytetta, joista kaksi oli

pakastettuja. Lisaksi otimme mukaan kuusi negatiivista naytetta, joista viisi oli pakastet-



45

tuja. Koska naytteiden arvioiminen on hyvin ty6lasta, pdddyimme rajaamaan nayte-
maaran nain pieneksi ottaen tietoisen riskin siita, ettd tulokset eivat valttamatta olisi
luotettavia. Lisaksi patologin lomapaivien vuoksi kaikkia valmisteita ei voitu tutkia
suunnitelman mukaisesti, joten osasta jai arvioimatta varin sailyvyys joko kahden tai
neljan viikon kohdalla. Sailyvyystutkimukseen ei saatu mukaan kaikkia positiivisia nayt-
teitd, silla osa positiivisista naytteista tuli tutkittaviksi vasta tutkimuksen loppuvaihees-
sa, joten patologi ei ehtinyt endd arvioida niita sailytyksen jalkeen. Otimme mukaan
my0s pakastetuista ihobiopsioista valmistettuja objektilaseja, jotta meille selvidisi niiden
varin sailyvyys. Vain yksi negatiivinen nayte oli tuore. Sailyvyystutkimuksen tulokset
ovatkin vain suuntaa antavia, mutta tassa tilanteessa se riittaa, silla objektilaseja ei ole
tarkoituskaan sailyttda yli kahta viikkoa. Perusteena sailyvyystutkimukselle oli se, etta
mikali patologille tulee ylitsepadsematon este eikd hanelle saada sijaista, YML patolo-
gian osasto voi arvioida kuinka kauan objektilaseja voitaisiin sailyttda luotettavan diag-

noosin saamista varten.

Teknisesti epaonnistuneita leikkeita oli kolme (liite 4). Leikkeiden tekninen epaonnistu-
minen liittyi siihen, etta ihobiopsia oli otettu pemfigoidisuspektipotilaalta rakkulasta,
vaikka se pitaisi ottaa rakkulan vieresta terveelta iholta (llvesaro 2011). Rakkulanayttei-
ta on hyvin vaikea leikata jaaleikemikrotomilla, ja niiden rakenteesta on vaikeaa tai la-
hes mahdotonta arvioida mahdollisen fluoresenssin sijaintia. Liséksi yksi nayte oli niin
suuri, etta se ei ollut kunnolla fiksoitunut ja sen leikkaaminen oli hyvin haastavaa. Ta-
man naytteen jouduimme pienentdmaan ja leikkaamaan uudestaan. Sen fluoresenssi-
tulos oli uudelleen leikkaamisen jalkeen negatiivinen. Emme voi kuitenkaan pitaa tuota
tulosta luotettavana, silla opinnaytetydssamme olemme osoittaneet, etta positiivinen

nayte on pakastamisen jalkeen uudelleen tutkittuna todenndkdisesti negatiivinen.

Selvitimme VBM™-varjaysautomaatin soveltuvuutta YML patologian osastolle kaytan-
nollisyyden, monipuolisuuden ja ajankayton kannalta. Koko tutkimuksemme ajan auto-
maatti toimi moitteettomasti ja luotettavasti. Sen kayttd oli helppoa, ja automaatti va-
hensi tekijastd johtuvat mahdolliset kayttdvirheet olemattomiin. Mittasimme tarkasti
sekuntikellon avulla molemmilla menetelmilld suoritettua varjaysta. Odotusten mukai-
sesti VBM™-varjaysautomaatilla suoritettu varjays oli nopeampi kuin kasivarjaysmene-
telma, joten VBM™-varjaysautomaatin kayttajille jai aikaa muiden tyotehtavien suorit-
tamiseen varjayksen aikana. Vertailu oli objektiivista, ja koska menetelméat olivat tassa

suhteessa vertailukelpoisia, arvioimme saamamme tulokset luotettaviksi.
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Menetelmien valisessad vertailussa otimme huomioon myods varjayskustannukset. Tut-
kimuksemme kannalta oli jarkevaa laskea pelkastaan vasta-aineiden hinnat, jotka
muodostavat suurimman osan kustannuksista. Laskimme, etta kasivarjaysmenetelman
kayttokustannukset ovat huomattavasti edullisemmat kuin VBM™-varjaysautomaatin
kayttokustannukset. Kokonaiskustannuksia oli todella vaikea laskea, silla niihin kuulu-
vat my6és muut menot, kuten automaatin huolto. Saamamme kvantitatiiviset tulokset
ovat kuitenkin luotettavia ja vertailukelpoisia. Mikali YML patologian osastolle hankitaan
VBM™-varjaysautomaatti, laitteen validointi olisi myds valttdmaton, ja se voisi olla hyva

aihe seuraavalle opinnaytetydlle.

Selvitimme kyselyn avulla henkildkunnan ndkemyksid menetelmien eroista. Vastaajien
pieni lukumaara johtui siita, ettd vain kaksi vakituista tydntekijad on perehdytetty var-
ja@maan IF-naytteitd myods VBM™-varjaysautomaatilla. Haluamme kuitenkin korostaa,
ettd molemmat tyodntekijat vastasivat kyselyyn perusteellisesti ja saimme heiltd paljon

kayttokokemuksia ja ideoita.

Varjaysmenetelmien vertailuun otetulla VBM™-varjaysautomaatilla saatavat hyodyt
tulevat ilmi varsinkin objektilasien laadun parantumisella ja henkildéstoresurssien tehok-
kaammalla kaytolla. VBM™-varjaysautomaatilla voidaan suorittaa IF-varjaysten lisaksi
my®0s in situ hybridisaatio- seka immunohistokemiallisia varjayksia. In situ hybridisaatio
-varjaykset eivat ole talla hetkellda kaytdssa YML patologian osastolla, mutta immuno-
histokemiallisille varjaysmenetelmille olisi jo nyt kayttda. Nykyaan ne joudutaan hank-
kimaan ostopalveluna, mika pidentda vastausviivetta ja suurentaa naytteiden kasitte-

lysta aiheutuneita kuluja.

Ihobiopsioiden kuljetus- ja sailytysajan vaikutusta valmisteiden varin laatuun tutkimme
vain tuoreista naytteista (N=45). Rajasimme pakastettuina varastoidut, aiemmin positii-
visiksi diagnosoidut ihobiopsiat tdman vertailun ulkopuolelle. Talla toimenpiteelld ha-
lusimme vahentaa biopsian pakastamisesta aiheutuvaa mahdollista satunnaisvaihtelua
varin laatuun, silla pakastettujen naytteiden varin laatu osoittautui kehnoksi. Naytteita
oli kuitenkin lilan vahan, jotta naiden menetelmien avulla saadut tulokset olisivat luotet-
tavia. On lisaksi otettava huomioon, ettéa tdssa opinnaytetydssa myods kuljetus- ja saily-
tyslampotila oli vaara, joten emme pysty tekemaan johtopaatosta pelkan kuljetus- ja

sailytysajan vaikutuksesta varin laatuun.
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Ihobiopsioiden vaihtoehtoisia kuljetus- ja sailytysliuoksia etsimme paadasiassa interne-
tistd. Lisdksi otimme selvaa muissa laboratorioissa kaytettavista liuoksista. Loytamas-
tdmme Histocon™-liuoksesta oli hyvid kokemuksia esimerkiksi HUSLABIn transplan-
taatiolaboratoriossa, mutta sen soveltuvuutta YML patologian osastolle tulisi kuitenkin
tutkia tarkemmin esimerkiksi uuden opinnaytetyon avulla. Lisaksi llvesaron (2011) tut-
kimuksessa selvisi, ettda myds formaliinifiksoidut ja parafiiniprosessoidut ihobiopsiat
soveltuvat IF-tutkimukseen. Tamakin vaatii lisdtutkimuksia joko opinnaytetyona tai la-

boratorion sisdisena tutkimuksena.

YML patologian osastolla nykyinen leikattujen ihobiopsiandytteiden varastointitapa ei
ole ideaalinen. Selvitimme tassa opinnaytetydssa, kuinka sita voitaisiin kehittda. Lisaksi
ehdotimme toimenpiteitd, jotka helpottavat mahdollisimman paljon laboratorion paivit-
taista tydkuormaa. Nama suositukset pohjautuvat aiheeseen liittyvaan kirjallisuuteen,
opinnaytetydmme tuloksiin sek& omiin havaintoihimme. Suositusten ottaminen kayttoon
riippuu taysin YML patologian osaston nakemyksista, ja niitd kannattaisi testata kay-
tanndssa esimerkiksi osaston sisaisilla selvityksilla tai bioanalyytikko-opiskelijoiden

tutkimusprojekteilla.

Opinnaytetyoprosessin aikana perehdyimme myods tutkimusetiikkaan. Jokaiselta tutki-
jalta edellytetaan eettista vastuullisuutta, erityisesti jos kyseessa on potilasnaytteita
kasitteleva aihe. Tutkimustamme varten emme tarvinneet erillistd tutkimuslupaa, silla
keradamamme aineisto koostui naytteista, jotka olisi joka tapauksessa tutkittu laborato-
riossa. Lisaksi objektilasit oli koodattu juoksevalla numerolla ja merkattu QPatin PT-
numerolla. Missdan vaiheessa emme kayttaneet potilaiden nimia emmeka henkilétun-

nuksia.

9 Pohdinta

Opinnaytetydssamme tutkimme histologisista ihobiopsioista tehtyja jaaleikkeita suoralla
IF-menetelmalla. Selvitimme naiden avulla kasivarjaysmenetelman ja osastolle lainaksi
saadun VBM™-varjaysautomaatilla varjattyjen valmisteiden eroja. Tulosten perusteella
Yhtyneet Medix laboratorioiden johto tekee paatoksen VBM™-varjaysautomaatin han-
kinnasta. Lisaksi taman raportin tarkoituksena on toimia tarkeéna aineistona Roche

Oy:lle koskien VBM™-varjaysautomaatin toimivuutta patologian laboratoriossa.
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Opinnaytetyon tavoitteena on kehittda ja osoittaa opiskelijan valmiuksia soveltaa tieto-
jaan ja taitojaan ammattiopintoihin liittyvassa kaytannon asiantuntijatehtavassa (Valtio-
neuvoston asetus ammattikorkeakouluista 352/2003 8 7). Taman opinnaytetytproses-
sin aikana olemme soveltaneet koulutusohjelman aikana hankkimiamme tietoja ja taito-
ja. Olemme soveltaneet tietojen hankinta- ja kasittelytaitojamme, tutkimus- ja kehitta-
mistyOtaitojamme, projekti- ja viestintdosaamistamme seka tietenkin oppimaamme teo-

riatietoa.

Tyémme merkityksellisyys alamme kehittdmisessa painottuu automatisointiin ja labora-
torioprosessin uudelleen suunnitteluun. Tydmme tuloksia voidaan soveltaa kliinisissa
patologian laboratorioissa, kun suunnitellaan siirtymista kasivarjdysmenetelmasta au-
tomatisointiin. Olemme opinnaytetydssamme osoittaneet, ettd vanhan ja tydlaan kasi-
varjaysmenetelman tilalle suunniteltu VBM™-varjaysautomaatti pystyy tuottamaan dia-
gnostisesti laadukkaita valmisteita. Havaintomme tukevat Ventanan (2010:2) kasitysta,
ettd automaation avulla saadaan tasalaatuisia lopputuotteita ja henkilostéresursseja
saastyy muihin tyotehtaviin. Vaikka VBM™-varjaysautomaatin hankinta- ja yllapitokus-
tannukset ovat suuremmat kuin kasivarjaysmenetelman kustannukset, olemme mieles-
tamme osoittaneet, ettda VBM™-varjaysautomaatin avulla saavutettavat hyoddyt ovat

suuremmat kuin sen hankintaan kaytettavat panostukset.

Kohtasimme paljon haasteita opinnaytetydprosessin aikana. Naista suurin oli objektiivi-
sen, tutkittuun tietoon perustuvan ehdotuksen laatiminen varjaysautomaatin mahdolli-
sesta hankintapaatoksesta. Lisdksi haasteena oli esittaa kirjallisuuteen ja opinnayte-
tydmme tuloksiin perustuvia ehdotuksia toimenpiteista, jotka helpottavat mahdollisim-
man paljon laboratorion paivittaistd tydkuormaa. Projekti osoittautui haastavaksi erityi-
sesti alussa, silla se vaati meilta jadleikkeiden valmistamisen teknistd osaamista. Laa-
dullisen leikkeen saaminen on edellyttanyt tuntien harjoittelua, ja koko prosessin ym-
martaminen on vaatinut perehtymistd immunofluoresenssitutkimukseen liittyviin tausta-

tietoihin.

Tybelamalahtdinen ja kaytannonlaheinen aihe on auttanut meita kehittdmaan osaamis-
tamme tutkimuksen suorittajina ja tulevina bioanalyytikkoina. Prosessin aikana olemme
syventaneet bioanalytiikan prosessiosaamistamme, erityisesti patologian osalta. Hah-
motamme, mitd selvityksid ja toimenpiteitd uuden laitteen hankkimiseen liittyy seka
kuinka naytteiden laboratorioprosessi etenee. Teoriaosaamisemme syveni immunofluo-

resenssin osalta, ja prosessin aikana meille selvisi, kuinka laajassa kaytossa tama me-
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netelma on kliinisessa laboratorioanalytiikassa. Erilaisten ihosairauksien tuntemus kas-
voi myos kohdallamme huomattavasti. Erityisen ilahduttavaa oli, kun pystyimme ha-
vaitsemaan opinnaytetydprosessin aikana hankkimiemme tietojen perusteella omalla
perheenjasenelld jo vuosia kestdneen morfean, jota terveysalan ammattilaiset eivat
olleet aikaisemmin tunnistaneet. liman tata opinnaytety6ta perheenjasenemme ei olisi

ehka pitkdan aikaan saanut oikeaa diagnoosia.

Opinnaytetydprosessi vaati meiltéd kykya syventya teoriatietoihin ja taitoa soveltaa niita
kaytantoon. Lisaksi se vaati meilta tilastollisten analyysien osaamista seka kykya kasi-
tella suurta maaraa tietoa. Kokonaisuuden hahmottaminen ei muodostunut hetkessa,
vaan prosessin edetessa muovasimme sita erilaisin miellekartoin. Kiriittisyytta kehitim-
me osaltamme seka teoriatietojen arvioimisessa ettd omien tulosten tulkinnassa. Opin-
naytetydn aikana tarvitsimme myds luovaa kekselidisyytta, jotta pystyimme laatimaan
ratkaisuehdotuksia kaytdnnén ongelmiin. Tyon edetessd huomasimme muutamia epa-

kohtia, joiden mahdolliset ratkaisut esittelimme raportissamme.

Opinnaytetydmme tehtavien maara oli suuri, ja kdytannén osa vei paljon aikaa. Opin-
nayteprosessin alussa laadimme tarkan aikataulun, jossa otimme huomioon velvolli-
suuksia meidan molempien yksityiselamassa. Lisdksi olimme jatkuvasti kontaktissa
tydeldamaohjaajan kanssa, joka ongelmien ilmaantuessa oli aina valmis auttamaan.
Loppuraportin kirjoittamisessa suurimpana apuna oli ohjaajamme, jonka perusteelliset
ja objektiiviset huomautukset olivat korvaamattomia. Opinnaytetyoprosessi vaati komp-
romisseja seka tyd-, opiskelu- ettad yksityiselamassamme, mutta opimme yhdessa ja
tuimme toisiamme koko opinnaytetydprosessin aikana. Yhteisen tavoitteen saavuttami-
seksi yhdistimme erilaiset vahvuutemme. Loistava yhteistydmme, sitoutuminen tehta-
vaan ja motivaation pitaminen olivat syitda hyvaan lopputulokseen ja tyon onnistumi-

seen.
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Liite 1

Kasivarjayksen tyoohje

Suora immunofluoresenssivarjays jaaleikkeille

o o

Otetaan esille sopiva maara naytepidikkeita ja merkitdan kullekin vasta-aineelle
oma teline.
Jaaleikkeitd sisaltavat objektilasit laitetaan naytepidikkeisiin ja huuhdellaan
PBS-puskurissa.
Objektiasit laitetaan naytepidikkeissaan niihin tarkoitettuihin trakkeihin.
Objektiaseja huuhdellaan PBS-puskurissa ja tarkistetaan, etta pidikkeet ovat
sopivasti kiinni ja PBS-puskuri paasee valumaan sopivalla nopeudella pois
pidikkeista.
Lisataan PBS-puskuria 3-4 kertaa.
Valmistetaan vasta-ainelaimennokset:
a. kirjoitetaan muoviputkiin vasta-aineiden tunnistetiedot (IgA, 19G, IgM,
C3)
b. pipetoidaan taulukon 1 mukaisesti NaCl-liuosta ja vasta-aineita
muoviputkiin

Taulukko 1. Immunoglobuliineista tehtavat laimennokset (YML 2011).

Vasta-aine Objektilaseja, kpl | Immunoglobuliinia, pl | NaCl, pl
IgA (1:10) 6 100 900
13 200 1800
17 250 2250
IgG (1:20) 6 50 950
13 100 1900
17 125 2375
IgM (1:20) 6 50 950
13 100 1900
17 125 2375
C3 (1:50) 6 20 980
13 40 1960
17 50 1950

10.

Pidikkeissa olevien objektilasien paalle pipetoidaan
immunoglobuliinilaimennosta noin 140 pl/lasi.

Objektilaseja inkuboidaan 30 minuuttia valolta suojattuina.

Varjatyt objektilasit pestaan kahteen kertaan PBS-puskurissa muutaman
minuutin ajan.

Objektilasit iimakuivataan pystyasennossa valolta suojattuina.
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Pvm Nro |VA [Leike Vari Kommentit Lausunto |lgA|lgG|lsMC3
1=hyva [1=hyva
2=huono |2=huono

IgA Tyvikalvo

IgG Soluvalit

IgM Tumat

Cc3 Kapillaarit
Colloid bodit

IgA Tyvikalvo

IgG Soluvalit

IgM Tumat

C3 Kapillaarit
Colloid bodit

IgA Tyvikalvo

IgG Soluvalit

IgM Tumat

Cc3 Kapillaarit

HE Colloid bodit

IgA Tyvikalvo

IgG Soluvalit

IgM Tumat

Cc3 Kapillaarit
Colloid bodit

IgA Tyvikalvo

IgG Soluvalit

IgM Tumat

C3 Kapillaarit
Colloid bodit

IgA Tyvikalvo

IgG Soluvalit

IgM Tumat

C3 Kapillaarit

HE Colloid bodit

IgA Tyvikalvo

IgG Soluvalit

IgM Tumat

C3 Kapillaarit

Colloid bodit




0 viikkoa Tyvikalvo Soluvalit Tuma Kapillaarit Kolloidikappaleet | Yhteensa
IgA [ IgG | IgM| C3 | IgA | 1gG|[IgM| C3 | IgA | IgG|IgM| C3 | IgA|1gG|IgM| C3 [ IgA|IgG|IgM| C3
pos 5 8 2 1 16
Kasi pos/neg 0
neg 50| 45 (50| 42|50 50| 50 [ 50| 50 [ 50 | 50 | 50 [ 50 | 50 | 50 | 48 | 50 [ 50 | 49 | 50 984
Eifluor*) 4 | 4 | 4 | 4 | 4| 4| 4| 4| 4] 4| 4] 4| 4| 4] 4| 4| 4] 4| 4] 4 80
pos 5 11 2 2 1 21
VBM™ pos/neg 3 3
neg 54 | 46 | 54 | 43 [ 54 | 54 | 54 | 54 | 54 | 54 | 54 | 54 [ 54 | 54 | 54 | 52 | 54 | 54 | 54 | 53 1058
Eifluor*f 0] 0O)JO]JO(OfOfO]JO]JO)JO]JO|JO[Of[O]O]JO]O]O] O[O 0
*Fluoresenssi ei luettavissa
2 viikkoa Tyvikalvo Soluvalit Tuma Kapillaarit Kolloidikappaleet | Yhteensa
IgA[IgG|IgM| C3 [IgA|IgG|IgM| C3 |IgA|[IgG|IgM| C3 [ IgA|IgG|IgM| C3 |IgA|[IgG|IgM| C3
pos 2 3 5
Kasi pos/neg 1 1
neg 141111411114 [ 14114 |14 |14 |14 [ 14|14 |14 [ 14|14 | 14| 14| 14 | 14 | 14 274
pos 14 7 26
VBM™ pos/neg 1 1
neg 14 14| 7 |14 14114 [ 1414 |14 | 14|14 [ 14|14 | 14| 14| 14| 14| 14 | 14 267
4 viikkoa Tyvikalvo Soluvalit Tuma Kapillaarit Kolloidikappaleet | Yhteensa
IgA [ IgG | IgM| C3 | IgA | 1gG|[IgM| C3 | IgA | IgG|IgM| C3 | IgA|1gG|IgM| C3 [IgA|IlgG|IgM| C3
pos 1 1 2
Kasi pos/neg 1 1 2
neg 8 6|1 88| 8| 88| 8| 8| 8]| 88| 8| 8| 8] 8| 7] 8 156
pos 3 1 3 1 8
VBM™ pos/neg 1 1
neg 8 | 5 7148|888 8| 8([8([8|] 8] 8] 8] 8| 8| 8 7 | 8 151

1osy0|n} usprapheu uappiiey
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Sailyvyystutkimus
Nayte |PT nr [Vrk* [menetelma tulos 2 vk 4 vk Huomioitavaa Loydos
1 7792 (11 kasi -
2 VBM™ -
3 7965 (8 kasi -
4 VBM™ -
5 7966 |7 kasi -
6 VBM™ -
7 8390 (6 kasi -
8 VBM™ -
9 8704 (13 kasi -
10 VBM™ -
11 8806 [10  [kasi — — + (samea) . . -
12 VBM™ " " T otettu rakkulasta C3 tyvikalvolla, viittaa pemfigoidiin
13 8808 (9 kasi -
14 VBM™ -
15 8984 (9 kasi + + + . .. S
16 VBM™ " ; " C3 tyvikalvolla, viittaa pemfigoidiin
17 9008 (9 kasi -
18 VBM™ -
19 9130 (7 kasi -
20 VBM™ -
21 9152 |8 kasi — (utuinen)
22 VBM™ -
23 9154 (8 kasi fluoresenssi ei luettavissa
24 VBM™ -
25 9156 (8 kasi — huonosti arvioitavissa
26 VBM™ -

* Naytteen sailytysaika kuljetusliuoksessa naytteenotosta varjayspaivaan (vrk)

josyo|n} usplapheu uappiiey

(9) ¢

¥ oI



Sailyvyystutkimus

Nayte |PT nr [Vrk* [menetelma tulos 2 vk 4 vk Huomioitavaa Loydos
27 9173 |7 kasi fluoresenssi ei luettavissa
28 VBM™ —
29 9174 |7 kasi fluoresenssi ei luettavissa
30 VBM™ —
31 9444 |3 kasi fluoresenssi ei luettavissa
32 VBM™ —
33 9701 |7 kasi + + + . o L
2 VBM™ By ; " IgG tyvikalvolla, viittaa pemfigoidiin
35 9702 |7 kasi — (heikko fl)
36 VBM™ —
37 9857 |6 kasi — (heikko fl)
38 VBM™ —
39 9825 17 kasi ei diagnostinen
40 VBM™
41 9856 |6 kasi — (heikko fl)
42 VBM™ —
6874 |1 kasi — (heikko fl) | — (samea) —
VBM™ — (heikko fl) | — (samea) —
6927 |1 kasi — (heikko fl) | — (samea) —
VBM™ — (heikko fl) | — (samea) —
3973 |7 kasi + (heikko) + + . , o e
VBM™ - " " IgG ja C3 tyvikalvolla, viittaa pemfigoidiin
6334 |8 kasi — (heikko fl) | — (samea) —
VBM™ — — —

* Naytteen sailytysaika kuljetusliuoksessa naytteenotosta varjayspaivaan (vrk)

- Pakastimessa varastoitu, positiivinen nayte

+

Pakastimessa varastoitu positiivinen nayte, joka uudelleen tutkimisen jalkeen oli edelleen positiivinen

josyo|n} usplapheu uappiiey
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Sailyvyystutkimus

Nayte |PT nr [Vrk* [menetelma tulos 2 vk 4 vk Huomioitavaa Loydos
6089 |5 kasi — (heikko fl) | — (samea) —
VBM™ — (heikko fl) — —
6189 |11 kasi — (heikko fl) [ — (samea) —
VBM™ — — (samea) —
897 7 kasi + — (samea) - : . - L
VBM™ m ; " IgG ja C3 tyvikalvolla, viittaa pemfigoidiin
57 10109 (7 kasi — — —
58 VBM™ — — —
59 10110 |7 kasi —
60 VBM™ —
61 10263 |6 kasi — — (samea) | — (samea) C3 tyvikalvolla, viittaa pemfigoidiin
62 VBM™ + + +
63 10493 |3 kasi . . , . .
64 VBM™ epidermis puuttuu Nayte ei diagnostinen
65 10649 |3 kasi —
66 VBM™ —
5756 |6 kasi — (samea) T o
VBM™ — alkuperainen I6ydos viittaa pemfigoidiin
898 7 kasi — (samea)
VBM™ —
1809 |8 kasi — (samea)
VBM™ — (samea)
73 10795 |5 kasi + + + Gr. C3 tk:lla, viittaa d. herpetiformikseen
74 VBM™ - + +

* Naytteen sailytysaika kuljetusliuoksessa naytteenotosta varjayspaivaan (vrk)
- Pakastimessa varastoitu, positiivinen nayte

+ Pakastimessa varastoitu positiivinen nayte, joka uudelleen tutkimisen jalkeen oli edelleen positiivinen
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Sailyvyystutkimus

Nayte |PT nr [Vrk* [menetelma tulos 2 vk 4 vk Huomioitavaa Loydos

75 10796 |5 kasi + — — Granulaarinen C3 tyvikalvolla, viittaa
76 VBM™ + - - dermatitis herpetiformikseen

77 10797 |4 kasi —

78 VBM™ —

79 10798 |5 kasi —

80 VBM™ —

81 11115 [10  |kasi — (samea) Michel-liuos vanhentunut

82 VBM™ — (5 vrk yli)

83 11116 |8 kasi —

84 VBM™ —

85 11151 |11 kasi — (samea) + +

86 VBM™ + + + Loydos ei ole diagnostinen

87 11506 |7 kasi — (samea) — —

88 VBM™ + + + Gr. C3 tk:lla, viittaa d. herpetiformikseen
89 11507 |7 kasi - Michel-liuos vanhentunut

90 VBM™ — (5 vrk vli)

91 11519 |6 kasi —

92 VBM™ —

93 11780 |12 kasi + C3 tyvikalvolla ja kapillaareissa, viittaa
94 VBM™ + vaskuliittiin

95 11973 kasi + : : N e
9% VBM™ " IgG ja C3 tyvikalvolla, viittaa pemfigoidiin
G BT hd Léydés ei ole diagnostinen

98 VBM™ +

* Naytteen sailytysaika kuljetusliuoksessa naytteenotosta varjayspaivaan (vrk)

Josyo|n} usplapheu uappyiey
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Sailyvyystutkimus

Nayte |PT nr [Vrk* [menetelma tulos 2 vk 4 vk Huomioitavaa Loydos

99 12113 |6 kasi —

100 VBM™ —

101 12136 |6 kasi —

102 VBM™ —

103 12137 |6 kasi —

104 VBM™ —

105 [12038 [5 kasi —

106 VBM™ —

107 112484 14 |kasi * Léydés ei ole diagnostinen

108 VBM™ +

109 12486 |1 kasi + : . .. S
110 VBM™ " IgG ja C3 tyvikalvolla, viittaa pemfigoidiin

* Naytteen sailytysaika kuljetusliuoksessa naytteenotosta varjayspaivaan (vrk)
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(9) 9

¥ oI



Liite 5
1(10)

Fluoresenssimikroskoopilla otettuja kuvia objektilaseista
(kaikki kuvat © Kukka Ankeriasniemi)

Kuvio 1. PT12-12486, kasivarjays. Tyvikalvolla IgG positiivinen.

Kuvio 2. PT12-12486, Automaattivérjays. Tyvikalvolla IgG positiivinen.



Liite 5
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Kuvio 3. PT12-8806. Kasivarjays, IlgG negatiivinen, vari huono, repaleinen leike
rakkulasta.

Kuvio 4. PT12-8806. Automaattivarjays, IgG tyvikalvolla positiivinen, véri hyva,
repaleinen leike rakkulasta.
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Kuvio 5. PT12-8984. Kasivarjays. Tyvikalvolla C3 positiivinen, vari hyva.

Kuvio 6. PT12-8984. Automaattivarjays. Tyvikalvolla C3 positiivinen, vari hyva.
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Kuvio 7. PT12-9152, Kasivarjays. IgA negatiivinen. Vari huono, utuinen.

Kuvio 8. PT12-9152. Automaattivarjays. IgA negatiivinen, vari hyva.
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Kuvio 9. PT12-9154. Kasivarjays. IgG ei arvioitavissa, fluoresenssi ei luettavissa.

Kuvio 10. PT12-9154. Automaattivarjays. IgG negatiivinen. Vari hyva.
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Kuvio 11. PT12-3973, pakstettu positiivinen ndyte. Kasivarjays. Tyvikalvolla IgG
positiivinen. Vari hyva.

Kuvio 12. PT12-3973, pakastettu positiivinen ndyte. Automaattivarjays. Tyvikalvolla IgG
positiivinen. Vari hyva.
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Kuvio 13. PT12-5756, pakastettu positiivinen ndyte. Kasivarjays. IgM negatiivinen. Vari
huono, fluoresenssi heikko, taustaa, samea.

Kuvio 14. PT12-5756, pakastettu positiivinen ndyte. Automaattivarjays. IgM negatiivinen.
Viri hyva.
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Kuvio 15. PT12-10795. Kasivarjays. Tyvikalvolla positiivinen, granulaarinen C3. Vari hyva.

Kuvio 16. PT12-10795. Automaattivarjays. C3 negatiivinen, mutta sailytyksen (2 vk) myo6ta
muuttunut positiiviseksi, Vari hyva.
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Kuvio 17. PT12-11151. Kasivarjays. IgM negatiivinen. Vari huono, samea

Kuvio 18. PT12-11151. Automaattivarjays, kolloidikappaleita, joiden IgM positiivinen. Vari
hyva.
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Kuvio 19. PT12-11780. Kasivarjays. Kapillaareissa C3 positiivinen. Vari hyva.

Kuvio 20. PT12-11780. Automaattivarjays. Kapillaareissa C3 positiivinen. Vari hyva.
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Mielipidekysely kdsimenetelman ja VBM™-varjaysautomaatin eroista

Kasimenetelma VBM™-varjaysautomaatti

Mika on helppoa/hyvaa?

Mika on vaikeaa/huonoa?

Arvioi menetelman
virhemahdollisuudet.

Mika asia vaatisi
parannusta?

Kumpi on mielestasi
luotettavampi ?
(laita ruksi)

Kumpaa itse haluaisit
kayttaa? (laita ruksi)

Kumpi menetelma on
ajankaytan nakokulmasta
parempi? (laita ruksi)

Muita huomioita?
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