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KOKKUVOTE

Leishman-Giemsa varving on hematoloogia laborites levinud verediete varvimise meetod,
mida kasutatakse ka Tartu Tervishoiu Korgkooli Gppelaboris. Sellel varvingul on palju

variatsioone ning iga labor to6tab vélja endale sobiva optimeeritud protokolli.

Uurimistoos selgitati katseliselt vélja kvaliteetset tulemust tagav Leishman-Giemsa varvingu
protokoll Tartu Tervishoiu Kdrgkooli hematoloogia Gppelabori tingimustes hematoloogia
praktikumides kasutamiseks. Selleks viidi 1&bi kolm varvimiskatset kokku 22 erineva
protokolliga. Iga katse jarel hindas tulemusi ekspert. Eksperdi hinnangul andis parimaid
tulemusi protokoll, kus hoiti veredigeid 8 minutit Leishmani vérvis, loputati kraaniveega
vannis, hoiti 18 minutit Giemsa varvis ja loputati seejarel jooksva kraanivee all. Parimast

protokollist tehti ka juhend.

Mérksdnad: hematoloogia, preparaat, veredie, Leishman, Giemsa, varving.



ABSTRACT

The Leishman-Giemsa stain is applied in most Estonian medical haematological laboratories,
as well as in Tartu Health Care College, for the purpose of staining blood smears in
preparation for microscopic evaluation. It is a variation of the Romanowsky stain, with no

fixed protocol, leaving each laboratory to develop their own specific protocol.

In this research, a Leishman-Giemsa protocol for application in the haematological laboratory
of Tartu Health Care College was developed. For this purpose, 22 dissimilar protocols were
tested in the laboratory. All protocols were appraised by an expert. The results of utmost
quality were achieved by the protocol, following which blood smears were kept in Leishman
for eight minutes, rinsed in a coplin jar repleted with tap water, then kept in Giemsa working
solution for 18 minutes and eventually rinsed under running tap water. Comprehensive
instructions were composed peculiar to the protocol of utmost quality. It ought to be noted
that the Giemsa working solution was concocted by diluting the Giemsa concentrate 1:10 in

purified water with pH 8,5.
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SISSEJUHATUS

Vere digepreparaadi hindamine on laialt levinud hematoloogiline test. Seda kasutatakse
tavaliselt vere vormelementide morfoloogia hindamiseks ja loendamiseks, ehkki saab
kasutada ka malaaria plasmoodiumi diagnoosimiseks. Hinnatava preparaadi valmistamine

koosneb vereéige tdmbamisest ja selle varvimisest.

Véarvimiseks kasutatakse ténapdeval Romanowsky varvingul pdhinevaid Giemsa, Wrighti,
May-Grunwaldis ja Leishmani varvinguid. Eesti meditsiinilaborites levinuim ja seetottu ka
Tartu Tervishoiu Kdrgkooli hematoloogia dppelaboris kasutatav on kahe etapiline Leishman-
Giemsa vérving. Universaalselt kindel protokoll vérvimiseks puudub, kuid igas laboris on
olemas optimeeritud variant omade nianssidega, mis tagavad just selles laboris parima

varvumise.

Probleem on aga selles, et vaatamata erinevate protokollide katsetamisele ei ole TThK-s
nende jargi varvimine seni reeglina edukalt dnnestunud. Osa rakkude tunnuseid ilmneb, kuid
leukotstittide tsttoplasma ja seal olevad graanulid, eriti neutrofiilsed graanulid, ei ole
varvunud adekvaatselt. Seega ei ole dppelaboril veel sellist tooprotokolli, mille jargimine

annaks soovitud tulemuse.

Laborites peavad nii veredige kui ka teiste kasutatavate metoodikate kohta olema kehtestatud
etapilised juhendid. Juhend annab véimaluse tegevust standardiseerida ja peab olema kergesti
jargitav. Oppelaboris vérvivad preparaate tudengid, kelle kogemus varvimisega on varieeruv.
Seet0ttu ei piisa lihtsalt protokollist vaid on vaja korralikku juhendit, mis oleks arusaadav nii

suuremate kui ka vahemate erialaste teadmistega inimestele.

Uuringu eesmark on Kkatseliselt vélja selgitada kvaliteetset tulemust tagav Leishman-Giemsa
varvingu protokoll Tartu Tervishoiu Korgkooli hematoloogia Gppelabori tingimustes
hematoloogia praktikumides kasutamiseks ja koostada sellest hdlpsasti jargitav juhend. Sellest
l&htuvalt on pistitatud tlesanded:

1) Selgitada valja parimat varvumist tagav aeg, loputusmeetod ja vee tlup.

2) Koostada parimast protokollist juhend ja kontrollida selle arusaadavust.



Uurimistdd meetodiks on empiiriline uuring, tulemused saadi laboris labiviidud katsete abil,
lisaks kasutati katsete tulemuste hindamisel eksperdi abi. Selle t66 tulemusena on saadud
hdlpsasti jargitav juhend, mille abil on v@imalik hematoloogia praktikumides valmistada

adekvaatselt varvunud preparaate.

Autor tanab t60 valmimisele kaasa aitamise eest juhendaja Anneli Raave-Seppa, preparaatide
ja rakkude Kkirjeldamise eest ekspert Milvi Topmanni, abi eest juhendi koostamisel ja
eksperimendis varvimise eest bioanallitiku Oppekava kolmanda kursuse tudengit Terje
Lokk’i, juhendi arusaadavuse hindamise eest bioanaluttiku dppekava teise kursuse tudengeid

ja juhendi vormistamise alase ndu eest 6ppejoudu Aivar Oravat.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Vereaige mikroskopeerimine tanapéaeval

Vere digepreparaadi mikroskoopia on olnud ks laiemalt levinumaid ja sagedasemaid teste.
Patsiendilt voetud verest tommatakse alusklaasile 6huke digepreparaat, mis vérvitakse ja mida
vaadatakse mikroskoobi all. Mikroskoopiat kasutatakse tavaliselt vere vormelementide
loendamiseks ja morfoloogia hindamiseks, ehkki voib kasutada ka malaaria plasmoodiumi
diagnoosimiseks. Vererakke uurides on voimalik saada infot erinevate verehaiguste kohta,
nagu leukeemiad ja aneemiad. Alguses vaadatakse kogu die lle nérgema suurendusega et
hinnata preparaadi uldpilti, trombotstitide agregatsiooni ning leida parim koht rakkude
vOimsama suurendusega uurimiseks. Seejarel loendatakse ja vaadatakse rakke lahemalt 6li-
immersiooniga preparaadi hdredamas osas. Vere digepreparaadil voib vormelemente loendada
bioanalutik, keerulisemate morfoloogiliste isedrasuste ja hematoloogiliste haiguste puhul on
vaja arsti poolset ulevaatamist (Tkachuk ja Hirchmann 2007). On olemas ka automatiseeritud
ja digitaliseeritud vereraku morfoloogia hindamise automaatanallsaator, mis preklassifitseerib
valgevere rakud, iseloomustab punavere rakkude morfoloogiat ja annab hindamiseks
trombotslutide arvu. Esmane prekassifitseerimine toimub automaatselt, kuid anallisaator
kuvab rakud ekraanil, kus bioanalutik vdi vajadusel ka arst need koéik ule vaatab. Uurimisel
leiti, et analUsaatori ja manuaalse mikroskoopia tulemused korreleeruvad hésti, lisaks on

anallisaator kiirem ning véldib inimlikke vigu (Kuusik 2010).

Vererakkude loenduse ja leukotsttide diferentseerimise rolli on tanapdeval enda peale
vOtnud tdisverest hematoloogilisi parameetreid méaaravad automaatanalisaatorid. Need
loendavad rakke, mdéddavad nende suuruse ja hemoglobiini kontsentratsiooni. Tartu
Tervishoiu Kdrgkoolis automaatanalliise ja spetsialisti poolset veredige mikroskopeerimist
vorreldes on leitud, et leukogrammide parameetrite korrelatsioon on mdlema meetodiga hea;
et kdige halvemini korreleeruvad kahe erineva meetodiga saadud monotsudtide tulemused ja
et vere séilitamine 24 tundi heades tingimustes toob kaasa leukogrammide korreleeruvuse
halvenemise, aga leukotsidtide Uldhulk on stabiilne (Ratassepp 2005). Kuna tavaliselt
automaatanallisaatorid ei suuda hinnata raku morfoloogiat, ei suuda nad mikroskoopiat

taielikult asendada. Anallsaatorid ei tuvasta kdiki tunnuseid, mis mikroskopeerimisel



nadhtavad on (Howell-Jolly kehakesed, blastid, hipersegmenteerunud neutrofiilid,
trombotsuutide agregaadid, ertrotstittide fragmendid) ehkki osa analtsaatoreid vdivad nende
komponentide leidumise korral anda hoiatuse (Froom jt 2009, Peterson jt 2001). Vere
aigepreparaadi mikroskoopia v@imaldab hinnata rakkude morfoloogiat, tdpsemalt tuvastada
perifeerses veres esinevaid rakke ning selle abil saab verehaiguseid uurida. Esiteks on vereaie
kindlasti naidustatud verehaiguste kahtluse puhul, sGltumata automaatanallisaatori tulemustest
(Theml jt 2004). Teiseks on veredige mikroskopeerimine arsti poolt naidustatud ka juhul, kui
automaatanallsaatorist tulnud vere tulemustes on rakkude hulga ja suuruse tugevad
korvalekalded, mis ei sobi patsiendi haiguspildiga. Tépsed kriteeriumid, mille puhul
anallisaatorist tulnud verd on vaja mikroskopeerida, paneb paika iga labor s6ltuvalt nende
anallisaatorite vOimekusest, tOOtajatest, todmahust, patsientide haiguslugudest jne. Et
vahendada ebavajalikku t66d, on Lantise jt t66s vélja toodud soovitus teha veredie
analusaatorist tulnud verest ja esmalt (ile vaadata, kas seal on analtsaatori poolt loendamatuid
rakke. Kui neid ei esine, on soovitatud t60aja saastmiseks valjastada analiisaatori poolne
vastus ilma mikroskoobis rakke uuesti lugemata. Bioanaldtiku vdi arsti poolne rakkude
loendus on vajalik vaid juhul, kui tbesti leidub ebattipilisi rakke mida anallisaator vdis valesti
lugeda (Lantis jt 2003). Peale lisainfo saamise vdimaldab mikroskopeerimine labi viia ka
pidevat taienddpet ja kvaliteedi kontrolli to6tajatele. Soovitatav on iga pdev saata mingi osa
bioanalultiku poolt loetud mittepatoloogilisest verest tehtud digeid laboriarstile (le
vaatamiseks (Gulati jt 2002).

Veredigel morfoloogia hindamine on vereloomehaiguste puhul informatiivne, aga leukeemiate
laboratoorsel uurimisel on viimase kiimne aasta jooksul verediete kdrval oluliseks muutunud
ka teistsugune lahenemine, rakkude fenottitibi maaramine. Voolutsiitomeetria abil uuritakse
teatud markerite olemasolu rakkudel ja maaratakse nende fenotlip. Tegemist on aarmiselt
tundliku meetodiga, mis vOimaldab avastada ka uksikuid kasvajalikke rakke, mis vdivad
mikroskoopilisel morfoloogia uurimisel mérkamata j&ada. SeetOttu eelistatakse
voolutsitomeetriat leukeemiate diagnoosimiseks, ravi prognoosimiseks ja ravijargse

residuaalse haiguse tuvastamiseks (Craig ja Foon 2008).



1.2. Veredige valmistamine

Veredige jaoks vOetakse patsiendilt verd tavaliselt veenist, ehkki vajadusel tehakse die ka
kapillaarsest verest. Veri kogutakse antikoagulanti sisaldavasse katsutisse. Antikoagulantidest
on vOimalik kasutada EDTA-d (etlleendiamiintetraatseethape), tsitraati voi hepariini
(Houwen 2000). Koige levinum antikoagulant on EDTA, kuna selles sdilib veri kdige
paremini (Narasinha jt 2008). On olemas nii K;EDTA-d kui KsEDTA-d sisaldavad katsutid,
kuid nendel ei ole tédheldatud olulist vahet (Van Cott jt 2003). Mdnel harval juhul reageerib
patsiendi veri in vitro EDTA-ga nii, et trombotstidid Gmbritsevad rosetjalt neutrofiile. Sel
juhul ei saa trombotsiiite loendada. Probleemi lahendamiseks tuleb sellistel patsientidel
kasutada antikoagulandina tsitraati (Kopcinovic ja Pavic 2012). Tsitraat on kasutusel kas
naatriumtsitraati voi tsitraatdekstroosi vormis. Hepariini sisaldavates katsutites tekivad
trombotsliutide agregaadid, seega pole hepariini kasutamine antikoagulandina soovitatav
(Houwen 2000). Ehkki antikoagulant mojutab artefaktide tekkimise kiirust, hakkavad vere
séilitamisel tekkima rakkude morfoloogilised artefaktid. Seega tuleks parast vere vGtmist die
tdmmata véimalikult kiiresti. Houweni soovitusel ei tohiks verd hoida ule 8 tunni, ka siis
oleks soovitatav sdilitada proovi 4°C juures (Houwen 2000). Uurides artefaktide tekkimise
Kiirust erinevate antikoagulantidega katsutites séilitamisel, leidsid Narasimha jt, et esimesed
morfoloogilised artefaktid hakkavad tekkima EDTA-ga katsutis juba tunni aja moddudes,

tsitraadiga katsutis kohe parast votmist (Narasimha jt 2008).

Veredige tOmbamiseks peab kasutama puhast alusklaasi ja tGmbamisvahendit.
Tdmbamisvahenditena kasutatakse kas teist alusklaasi voi spetsiaalset Gihekordset plastmassist
painduvat spaatlit. Alusklaas peab olema terve, defektideta, labipaistev, selge ja 6huke, seal ei
tohi olla rasva, tolmu ega isegi niiskust. Kdik defektid vBivad mdjutada varvumist vai anda
artefakte. VoOimalik on kasutada spetsiaalseid kommertsiaalseid alusklaase, mida on
soovitatav kuni kasutamiseni karbist mitte vélja votta. Kui ei kasutata spetsiaalselt tellitud
alusklaase, aitab ka see, kui klaase enne kasutamist etanooli ja eetri lahuses hoida ja neil
kuivada lasta (Theml jt 2004).
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Aige lugemisel Gige tulemuse saamiseks on vaja, et veri oleks homogeenne. Kuna rakud
settivad ajaga poOhja, tuleb vahetult enne dige tdmbamist verd Kkatsutis ettevaatlikult segada.
Kui verd on sailitatud pikemalt, soovitatakse teha vahemalt kiimme 180° pdodret (Houwen
2000). Alusklaasile pannakse (ks tilk verd, alusklaasi thest servast umbes 1 cm kaugusele
(joonis 1). Veri tbmmatakse spaatliga laiali, hoides seda veretilga suhtes umbes 30° nurga all.
Spaatliga minnakse aeglaselt vastu veretilka nii, et veri jaotub joonena vastu spaatli alumist
serva. Seejdrel liigutakse spaatliga moédda alusklaasi ning veri tbmmatakse laiali (joonis 2).
Oluline on verd jarele tbmmata, mitte likata. Mida kiiremini tdmme tehakse ja mida vaiksem
on spaatli nurk, seda 6hem tuleb die (Theml 2004). Aige I6puosas peab jdama piisavalt suur
kiht mikroskoobis loetavat osa, kus rakud paiknevad uhes kihis tiksteise korval, eraldiseisvalt

(Houwen 2000). Liiga tihedas kohas ei saa rakke eristada. Liiga 6hukeses kohas vdib olla

ebaproportsionaalselt palju leukotsliite ja erttrotsiiitidel ei pruugi ndgusus naha jaada
(College of... 2004).

Joonis 1. ,,Lille* torkamine l&bi katsuti korgi ja tilga laskmine klaasile.

Joonis 2. Veredige laiali tbmbamine.
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TOmmatud &ie tuleb enne varvimist kuivatada ja fikseerida. Tavaliselt piisab 6hu k&es kuivada
laskmisest, niiskes keskkonnas vOib kasutada ka naiteks fooni. Kuivad preparaadid tasuks
fikseerida tihe tunni jooksul parast kuivamist, véltida tuleks fikseerimata preparaadi 6hu kées
hoidmist Ule nelja tunni, et véltida plasma poolt tekitatavat taustahdgu (Houwen 2000). Kuivi
preparaate vOib fikseerida enne varvimist, hoides neid 10 minutit metanoolis (Theml jt 2004).
Samas vOib fiksaator olla ka vérvi sisse segatud, nditeks on Leishmani varvis suur kogus
metanooli ja seda sobib kasutada nii varvi kui fiksaatorina (College of... 2004). Eesti
meditsiinilaborites  kasutataksegi  tdnapdeval  kahe  etapilisi ~ Leishman-Giemsa
varvimisprotokolle, kus Leishman on fiksaatori rollis. Universaalset kindlat kasutatavat
protokolli pole, Uldised juhised vérvimiseks saadakse kirjandusest. Igas laboris t0otatakse
valja oma protokoll eri nianssidega, mis annavad parima varvumuse just selle labori
tingimustes (Houwen 2000). Eesti meditsiinilaborite kahe etapilist varvimist saab
kokkuvotvalt Kkirjeldada nii: kuivad preparaadid pannakse kelgu (joonis 3) peale, (hele
kelgule mahub korraga kimme preparaati. Esmalt tOstetakse kelk Leishmani varviga taidetud
vanni. Seejarel eemaldatakse liigne vérv ja tostetakse kelk Giemsa to6lahusega taidetud vanni.

Ldpuks loputatakse Gleliigne varv maha ja preparaat on vaatamiseks valmis.

| .
Joonis 3. Preparaatide asetamine kelgule.

Pdhja-Eesti Regionaalhaigla protokolli jargi varvitakse vere digepreparaadid jargmiselt:
tehakse Giemsa toolahus, lahjendades kontsentraati fosfaatpuhvriga 1:11. Kuivanud
preparaate hoitakse Leishmanis 4 minutit, loputatakse puhvri téélahuses, Giemsa t66lahuses

hoitakse 5 minutit ja pérast seda loputatakse jooksva kraanivee all (Jerjomina 2011).
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Ladne-Tallinna Keskhaigla protokolli jargi vérvitakse vere &igepreparaadid jargmiselt:
tehakse Giemsa toolahus, lahjendades kontsentraati fosfaatpuhvriga 1:21. Kuivanud
preparaate hoitakse Leishmanis 3 minutit, loputamiseks kastetakse 10-12 korda puhvri
toolahusesse, lastakse vahepeal 5 minutit 6hu kées kuivada, Giemsa todlahuses hoitakse 4
minutit ja pérast seda kastetakse veel 10-12 korda esimesse ja teise puhvri td0lahusesse
(Lopatina ja Mardi 2009).

Tartu Ulikooli Kliinikumi Uhendlabori protokolli jargi varvitakse vere aigepreparaadid
jargmiselt: tehakse Giemsa td6lahus, lahjendades kontsentraati fosfaatpuhvriga 1:9.
Preparaadid fikseeritakse metanoolis. Kuivanud preparaate hoitakse Leishmanis 8 minutit,

seejarel Giemsa varvis 18 minutit ja loputatakse (Preparaatide varvimine i.a).

Quattromed HTI vanema protokolli jargi varvitakse vere digepreparaadid jargmiselt: tehakse
Giemsa t00lahus, lahustades 15 mL Giemsa kontsentraati 200 mL fosfaatpuhvris. Kuivanud
preparaate hoitakse Leishmanis 15 minutit, preparaatidelt noérutatakse liigne varv
paberrétikule, Giemsa té6lahuses hoitakse 20 minutit ja parast seda loputatakse preparaadid

kraaniveega (Raave-Sepp 2009).

Quattromed HTI uuema protokolli jargi vérvitakse vere digepreparaadid jargmiselt: tehakse
Giemsa todlahus, lahjendades kontsentraati fosfaatpuhvriga 1:10, Kuivanud preparaate
hoitakse Leishmanis 7 minutit, preparaatidelt norutatakse liigne varv paberratikule, Giemsa
toolahuses hoitakse 20 minutit ja pérast seda loputatakse preparaadid kraaniveega (Raave-
Sepp 2011).

1.3. Romanowsky varving

Enamik veredige ja luuldi vérvimiseks kasutatavaid vérve kuuluvad Romanowsky laadsete
varvide alla. Romanowsky vérv on tegelikult laialt kasutatav nimetus erinevate liitvarvide
kohta, mis koosnevad eosiinist, metiileensinisest ja metileensinise laguproduktidest (joonis
4). Need annavad vererakke hasti visualiseerivat nn Romanowsky efekti: poliikroomse

véarvingu, kus sinine katioon (tavaliselt asuur B) ja oranz anioon (tavaliselt eosiin Y) annavad
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koos kasutades lisaks sinisele ja oranzile ka intensiivselt lilla tooni (ICSH reference... 1984).
Kusjuures sama tulemust ei saa nende varvide jarjestikkuse kasutamisega. Romanowsky
varve on veredige vaatamiseks kasutatud juba (le saja aasta. Metuleensinist ja eosiini kasutati
veredige vaatamiseks aastast 1888. Aastal 1891 avastasid Romanowsky ja Malachowski
korraga, et kui kasutada eosiini koos aegunud metiileensinisega, saadakse vérv, mis annab
vererakkudele lilla vérvi ning vérvib ka malaaria parasiite paremini (Krafts 2011). Algselt
valmistati  selles stiilis vérve, lastes metileensinisel laguneda kontrollimatult
laguproduktideks ning seega vaid spekuleeriti varvi tapse koostise tle. Romanowsky ise sai
edukaid tulemusi vaid siis, kui kasutas metileensinist, mille peal kasvas véarvikomponente
lammutav hallitus (Klernan 2010). Juba aastal 1907 kirjeldas Wilson ténapdevaste
teadmistega kokkusobivalt eosiini, metileensinise ja selle laguproduktide keemiat. Tema
Kirjeldusest saab teada, et eosiinid on broomidega halogeenitud dianioonsed (summaarse
laenguga -2) fluorestsiinid, mis vérvivad raku aluselised (katioonsed) komponendid punakas-
oranziks ilusa Kkollakas-rohelise fluorestsentsiga ja vérvivad paremini kergelt happelises
keskkonnas. Eosiinide puhul eristas ta kahte varianti, nagu tdnapéevalgi: eosiin Y ja eosiin B.
Eosiin Y on tetrabroom-fluorestsiin, eosiin B on dibromiid-fluorestsiin (Wilson 1907). Ka
tdnapdeval on kasutusel need kaks varianti eosiinist ning on leitud, et neil varviomaduste
poolest  olulist  vahet ei ole (Horobin 2011). Metlleensinise  ehk
tetrametttldiaminodifentiasiini puhul joonistas Wilson digesti vélja keemilised struktuurid,
teadis et tegemist on katiooniga laenguga +1, mis varvib materjali siniseks paremini aluselises
keskkonnas ja ta kirjeldas pikemalt meetodeid, kuidas tekitada metileenvioletti ja tioniini,
ehkki erinevaid asuure nimetas ta veel Uhe sGnaga metiileenasuurideks (Wilson 1907).
Téanapédeval suudetakse vahet teha erinevatel asuuridel ja kdiki komponente on saada puhtal
kujul. On leitud, et kdige paremaid tulemusi andvad variatsioonid sisaldavad eosiini, asuur B-
d ja mdnel juhul metileensinist (Horobin 2011, Krafts 2011). ICSH (International Committee
for Standardization in Haematology) on aastast 1984 defineerinud Romanowsky varvi
kitsamalt kui vérvi, mis sisaldab segu katioonsest asuur B-st ja anioonsest eosiin Y-st, mis on
vesilahuses omavahelises suhtes 6:5 kuni 7:3 (ICSH reference... 1984). Aga lisaks sellele
kdivad ka Leishmani, Wrighti, Giemsa, May-Grinwaldi ja veel moned variatsioonid
Romanowsky varvide gruppi. Leishmani vérv erineb teistest selle poolest, et sisaldab eosiin
B-d ja varvikomponendid on lahustatud metanoolis. Giemsa lahus peaks sisaldama puhast

asuur B-d koos metileensinisega ja eosiini, mis on lahustatud vordses osas metanoolis ja
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glutseroolis (Klernan 2010). Katioonide ja anioonide suhe on umbes 2:1 (College of... 2004).
Giemsa t06lahuse jaoks on ette nédhtud kontsentraadi lahjendamine destilleeritud vees pH 6,5-
7,0 juures (Klernan 2010).

*
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Joonis 4. Romanowsky varvis esinevad kemikaalid (Klernan 2010).

Metileensinise laguproduktid tekivad metileensinise demetileerimisel (asuurid, tioniin) ja
deanimeerimisel (metlleenviolett). Laguproduktidel sdilib kolmetsikliline struktuur,
omavahel erinevad need peamiselt hidrofiilsete omaduste poolest. K&ik nimetatud
laguproduktid peale metileenvioleti on tavatingimustes katioonsed (aluselised) ja varvivad
anioonseid (happelisi) raku komponente: DNA, nukleoproteiinid, basofiili hepariinirikkad
graanulid. On teada, et asuur B on koige olulisem anioonne komponent, mis tagab
Romanowsky efektiks vajaliku lillaka tooni. Asuur A suudab samuti anda lillakat tooni, aga
asuur A-ga ei teki vérvides kontrasti basofiilse tsutoplasma ja tuuma vahel. Metileensinine
annab helesinise tooni RNA rikkale basofiilsele tsttoplasmale. Millest tapselt tekib
Romanowsky efekt, ei ole veel taielikult teada. Varvimolekulidel on nii laenguga
hidrofiilseid kui ka ilma laenguta hidrofoobsed kohti. Laenguga regioonide abil saavad kdik
varvimolekulid kinnituda vastaslaenguga rakukomponendile. Kuna eosiinil on kaks negatiivse

laenguga kohta, suudab see siduda enda kilge nii katioonse véarvi kui rakukomponendi
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(Klernan 2010). Aga ka hudrofoobsed omadused vdivad varvingus rolli mangida, kuna
hidrofoobsed piirkonnad seonduvad omavahel. Varvid vdivad leida biomolekuli hiidrofoobse
koha millele kinnituda. Voimalik, et varvimolekulide hidrofoobsed kohad seonduvad
omavahel ning rakukomponendile kinnitub Ghe molekuli asemel kompleks, andes uue tooniga
varvi (Horobin 2011).

Varvumust mojutavad peale komponentide veel erinevad tegurid. Aeg, mille valtel
preparaadid varvuvad, on oluline nii vérvingu intensiivsuse kui varvumuse poolest. Esmalt
varvuvad preparaadi komponendid siniseks ning mida pikemat aega neid varvis hoida, seda
rohkem lisandub lillakat tooni. Ohema kihiga preparaadid vérvuvad kiiremini, paksema kihiga
preparaadid, nt koematerjal, varvuvad aeglasemalt. Varvumisel on oluline ka aluseliste ja
happeliste komponentide omavaheline suhe. Suhe on tavaliselt aluseliste komponentide
kasuks 2:1 kuni 16:1, kusjuures aluseliste komponentide ndrk Ulekaal ei taga head varvumust
(Horobin 2011). Selleparast kasutataksegi Giemsat tihti kahe etapilises varvimises koos teise
Romanowsky varviga, mis peaks kindlasti sisaldama asuure (College of... 2004). Edukalt on
katsetatud ka he sammulist Leishman-Giemsa varvimist, kus mitme jérjestikuse vérvimise
asemel kasutatakse thte nn kokteili, kuhu on segatud nii Leishmani kui Giemsat (Garbyal jt
2006). Lahustis peab olema vees lahustuvaid orgaanilisi aineid (nagu metanool), mis valdiks
aluseliste ja happeliste varvide soolade sadestumist. See on ka pdhjus, miks Giemsa to6lahus
kaua ei sdili. Stabilisaatorina on kasutatud ka DMSO-d ja glitserooli (Horobin 2011).

Kui vérvid on andnud dige Romanowsky efekti, varvuvad rakud kindlate kriteeriumite jérgi,
mille jargi saab ka varvingut hinnata. Erutrotsiiidid on roosad. Rakkude kromatiin/tuumad on
stigavlillad. Neutrofiilide, trombotsultide ja lumfotsiitide graanulid on asuuride poolt
varvitud heledamaks lillakaks. Basofiilide spetsiifilised graanulid on sigavlillad ja
eosinofiilide spetsiifilised graanulid on oranzid. Tsiitoplasma on liimfotsiiitidel sinine,
monotsutidel hallikas sinine, neutrofiilidel heleroosa ja trombotsudtidel sinakaslilla (College
of... 2004, Houwen 2000).
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1.4. Juhendi roll laboris

Iga protseduuri jaoks, mida tahetakse standardiseerida, on vaja etapilisi ja tdpseid juhendeid.
Kuna laborites on kasutusel hulk erinevaid anallitsimetoodikaid on oluline, et nende kdigi
kohta leiduks ka juhendid. Esiteks on neid vaja t66 reguleerimiseks, kuna ilma juhendita ei
saa ka tootajale esitada kindlaid ndudmisi ja tootaja ei tea, mida ta tegema peab. Teiseks on
neid vaja ka asutuse t60 selgitamiseks: ilma etapiliste juhenditeta pole vdimalik enda asutust
akrediteerida. Nagu Eesti Akrediteerimiskeskuse kodulehel kirjas on, on akrediteering
sisuliselt tdend asutuse vOi labori padevuse kohta ja akrediteerimine on vajalik nii klientide
usalduse voitmiseks ning tihti ka volituse taotlemiseks Gigusaktidega reguleeritud sféaéris
(Eesti Akrediteerimiskeskus 2012). Pohjalikud nduded sellele, millised peavad olema
meditsiini laborite juhendid ja Gldine kvaliteedisusteem, on satestatud meditsiini laboritele
moeldud 1SO 15189 standardis. Laborilt ndutakse kasiraamatut, kus oleks viited kdigile
protseduuridele. Koik laboris labiviidavad protseduurid peavad pdrinema teaduslikest
allikatest. Kui mdni protseduur on tekitatud labori siseselt, peab sellise protseduuri vajalikus
ulatuses valideerima. Ko&ik kasutatavad protseduurid peavad olema Kkorralikult
dokumenteeritud ja dokumentatsioon kattesaadav kdigile, kes seda labi viivad. Té6kohal vdib
olla dokumendist liihendatud variant ehk nn to6juhis, kuid see peab viitama tdismahus
dokumendile. Dokument peaks sisaldama protsessi eesmérki ja pOhimdtet, uuritavat
proovimaterjali, vajalikke reagente ja tarvikuid, protseduuri samme ja ohutusndudeid
(Medical laboratories... 2008). Nouded labori kvaliteedislisteemile ja juhenditele on
pohjendatud, kuna kasutatakse keerulisi protseduure, millel on palju nlansse ja millest
meditsiinilaborite puhul sdltub tihti inimeste tervis. Sel pdhjusel on oluline mitte ainult
juhendite teadusp@hisus, olemasolu ja info vaid ka ihene arusaadavus lugejale, kes selle jargi
todtama peab. Oluline on juhenditesse kirjutada tapsustavaid detaile nagu mis, kes, millal, kus
ja kuidas tegema peab. Michie ja Johnston leidsid arste jalgides, et arusaadavaid ja tapseid
juhiseid jargiti 67% juhtudest ja kiisimusi tekitavaid juhendeid vaid 36% juhtudest (Michie ja
Johnston 2004).
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2. METOODIKA

Uurimistdd meetodiks on empiiriline uuring, mille tulemused saadi TThK hematoloogia
Oppelaboris ajavahemikul 25. juuni — 21. september 2012 l&biviidud Kkatsete abil. Katsete
tulemusi (preparaatide varvingut) hindas ekspert Milvi Topmann, kes on suure kogemusega
laboriarst ning hematoloogia dppejoud. Tema hinnangu p6hjal koostati optimaalne vérvingu
protokoll. Edasi tehti protokollist ekspertide poolse tagasiside abil lihtsalt jalgitav juhend.
Juhendi arusaadavust hindasid eksperdid, kelleks olid Tartu Tervishoiu K&rgkooli
bioanalliitiku Gppekava tudengid. Juhend vormistati vastavalt TThK dppejoud Aivar Orava
soovitustele ja ISO 15189 standardi eeskujul.

Uurimistoo viidi 1abi jargmiselt:
1) Pandi kirjanduse Ulevaate pohjal paika protokollid erinevate muutujatega, mida
katsetada. Need muutujad olid:

a. varvumisajad;
b. loputamiseks kasutatav vesi;
c. loputusmeetod.

2) Viidi labi kolm eksperimenti, igal kolm etappi:
a. vereéiete tbmbamine;
b. erinevate protokollide jargi varvimine;
c. eksperdi poolne hindamine.

3) Parimast protokollist tehti ekspertide poolse tagasiside abil juhend.

Varvumisaegadest kasutati Eesti suuremates laborites kasutusel olevaid aegu. See vdimaldas
labi proovida lihemaid ja pikemaid aegu ning ka erinevaid aegade suhteid. Katsetatud ajad on
toodud minutites. Neist esimene on preparaatide Leishmani ja teine Giemsa varvis hoidmise
aeg. Katsetatud ajad on: a) 3:4; b) 8:18; c¢) 7:20; d) 15:20.

Vee tlubid valiti vastavalt sellele, mis koolis kergesti kattesaadavad olid. Kokku kasutati

kolme erinevat tdpi, kusjuures iga pH maddeti enne katsete algust. Need vee tlibid on:
1) Tartu Veevérgi vesi (pH 7,2) ilma majapoolse filtreerimiseta, edaspidi linnavesi.
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2) Tartu Veevargi vesi, mida majas on filtreeritud hariliku mehhaanilise peenfiltriga ja
seejarel pehmendatud NaCl-ga ning mida voeti katsetes labori kraanist (pH 7,8),
edaspidi kraanivesi.

3) Laboris eraldi veepuhastussisteemiga Elix Advantage to6deldud vesi (pH 8,5), mis
peaks vastama ISO 3696 standardi poolt esitatud teise taseme puhtuse nduetele,
edaspidi laborivesi.

Loputusmeetodid olid:
1) Vannis loputamine, vannis hoidmine kestis umbes 20 sekundit, tulemuste tabelites 1, 2
ja 3 luhendatult vann.
2) Voolava vee all loputamine seni, kuni loputusvesi oli varvist puhas, tulemuste

tabelites 1, 2 ja 3 lihendatult vool.

Tartu Tervishoiu Korgkoolis kasutusel olevad Giemsa varvi kontsentraat ja Leismani varv on
toodetud firma Merck poolt. Giemsa kontsentraat sisaldab 2,4 g/L eosiin Y-t ja 4,1 g/L
metlleensinist koos tdpsustamata asuuridega. Koigis katsetes kasutati kontsentreeritud
Giemsa vérvist tehtud varsket toolahust, mida lahjendati laboriveega 1:10. Leishmani varv
sisaldab 0,9 g/L eosiin Y-t ning 0,9 g/L metuleensinist koos tioniiniga.

Kuna k&iki muutujaid ja kdiki nende kombinatsioonidest tekkivaid protokolle oleks liiga
todmahukas katsetada, tehti katsed kolme eksperimendina. lga eksperimendi jaoks tuli
vahetult enne varvimist valmistada veredigeid. Selleks piisas t60 autori enda verest, mis voeti
kolmel korral EDTA-ga katsutisse varskelt enne eksperimendi algust. Verediged tdmmati
vahetult enne kindla protokolli katsetamist ning varvimine algas kohe, kui veri preparaadil oli
kuivanud. Igas eksperimendis vérviti digepreparaadid erinevate protokollide jargi ja hinnati

eksperdi poolt.

Esimeses eksperimendis varviti 12 preparaati erinevate protokollide alusel. Reagendi kulu
vahendamiseks kasutati vaiksemaid vanne, kus preparaate vérviti Ukshaaval. Katsetati (hte
pikemat ja Uhte luhemat aegade kombinatsiooni. Vorreldi erinevaid vee tilipe. Katsetati ka
loputusmeetodeid pérast Leishmani vérvis hoidmist. Eksperdi hinnangu poéhjal valiti vélja

paremaid tulemusi andnud protokollid oma muutujatega.
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Teises eksperimendis jaeti alles esimesest varvingust paremad protokollid ja toodi sisse uued
muutujad: kaks uut pikemat aegade kombinatsiooni ja koik variandid erinevatest
loputusmeetodite kombinatsioonidest parast nii Leishmani kui Giemsa varvis hoidmist.
Varviti 12 erineva protokolli jérgi, korraga 10 preparaati kelkudes. Hindamiseks esitati iga
erineva protokolli jargi varvitud juhuslik korralikult tdmmatud preparaat. Hinnangu pd&hjal
jaeti valikusse vaid kaks adekvaatset tulemust andvat protokolli.

Kolmandas eksperimendis tehti I6plik valik kahe parema, sarnase protokolli vahel. Valikusse
olid jaanud ajad 8:18 ja sellega sarnane 7:20. Nende kahe vahel valimiseks ja protokolli
kinnitamiseks varvis mdlema protokolli jargi tihe 10-perparaadise kelgu esiteks 3. kursuse
tudeng Terje Lokk, seejarel samuti mdlema jérgi Ghe kelgu ka t66 autor. Varvimine tudengi
poolt oli vajalik selleks, et kinnitada protokolli jargitavust ka teiste inimeste poolt. Kuna
kolmanda kursuse tudengil oli juba eelnevaid kogemusi vérvimisega, olid vélistatud
algajalikud vead ja varvimistulemus pidi olema sarnane t60 autori varvimistulemusele.
Ekspert hindas mdlema varvingu jéargi kahte preparaati, teadmata seejuures, kumb seda

varvinud oli. Hinnangute pdhjal otsustati parima protokolli kasuks.

Uheselt arusaadava juhendi koostamiseks tekitati juhendi sobilikkuse hindamise ekspertide
valim. Valimisse kuulusid Tartu Tervishoiu Kdrgkooli bioanaluiltiku 6ppekava tudengid.
Esiteks kolmanda kursuse bioanalliitik Terje Lokk, kelle kommentaaride ja kisimuste pdhjal
pandi lakooniliselt koostatud protokollist kokku juhendi esimene variant. Temalt koguti
tagasisidet kolmanda eksperimendi véltel, kirjutades kommentaare ja jélgides tema tegevust.
Teiseks kuulusid ekspertide valimisse teise kursuse bioanalutiku dppekava tudengid, kes ei
olnud varem vere digepreparaati varvinud ja hindasid juhendit ,,puhta lehena“. Nad jaotusid
kahte rihma, kes pidid hematoloogia praktikumis varvima preparaate, toetudes vaid juhendile.
Madlema praktikumi ajal viibis kohal t66 autor, kes jélgis, et nende tegevus kattuks sellega,
mida oli tehtud eksperimentide kdigus ja kogus nendepoolset tagasisidet. Saadud tagasiside
pohjal tehti juhendi teine ja kolmas variant. Ekspertide poolne tagasiside on valja toodud

tulemuste all.
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3. UURIMISTULEMUSED

3.1. Katsete tulemused

Esimeses katses hindas ekspert 12 erineva protokolli jérgi varvitud preparaati (tabel 1).

Ekspert pidas teistest tunduvalt paremateks protokolle 9 ja 10 ning soovitas nende pdhjal

edasi minna. Vilja jaetud said lihemad véarvumisajad, edasi tuli minna pikematega. Parimaks

loputusveeks osutus labori kraanivesi. Loputusmeetodi kohta selget jareldust ei saanud.

Tabel 1. Spetsialisti hinnangud esimese katse varvimistulemustele.

Nr Varvingu protokoll Eksperdi hinnang

1. 3 min Leishman Neutrofiilide ja limfotstdtide tuumad heledad. Neutrofiilide graanulid
Vann (laborivesi) halvasti ilmestunud. Punaveri kahvatu. Basofiil punaste graanulitega.
4 min Giemsa Trombotsuddid heledad. Eosinofiilid tlevarvunud.
Vool (kraanivesi)

2. 3 min Leishman Sama leid mis preparaat 1-I.
Vool (laborivesi)
4 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

3. 3 min Leishman Neutrofiilide graanulid nahtavad — paremini kui 1 ja 2 preparaatidel.
Vann (kraanivesi) Eosinofiilid seal liiga punased. Trombotsuitidel tahaks veel tumedamat fooni.
4 min Giemsa Eritrotstitide foon hall (aga ka prep ka ise suhteliselt kehv).
Vool (kraanivesi)

4. 3 min Leishman Neutrofiilide graanulid péris ilusti ndhtavad. LiUmfotsuldid ilusad.
Vool (kraanivesi) Eosinofiilid veidi tlevarvunud. Erttrotsiidid hallid — tahaks punakamat fooni
4 min Giemsa (ei tea kuidas polikromaasia vélja siin naeks).
Vool (kraanivesi)

5. 3 min Leishman Limfotsuddid, neutrofiilid eosinofiilid paremad kui eelmistel. Hairib kehv
Vann (linnavesi) aigetehnika — ei saa paksemas piirkonnas hinnata.
4 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

6. 3 min Leishman Neutrofiilide graanulid nGrgalt varvunud. Eosinofiilid Glevarvunud.
Vool (linnavesi)
4 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

7. 8 min Leishman Punane preparaat. Kélbmatu varving: eosinofiilid tUlevarvunud, neutrofiilide
Vool (laborivesi) graanulid pole praktiliselt ndhtavad.
18m Giemsa
Vool (kraanivesi)

8. 8 min Leishman Sama leid mis preparaat 7-1.
Vann (laborivesi)
18 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

9. 8 min Leishman Rakke kerge eristada! Silm puhkab! Granulatsiooni erinevus basofiilide ja

Vool (kraanivesi)
18 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

neutrofiilide vahel hésti eristatav. Trombotsuldid hésti eristatavad.
Siit edasi minna! Ja votke sinist varvi komponenti veidi-veidi vahemaks.
Monotsiitide tsitoplasma peaks saama veidi heledamaks.
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10. 8 min Leishman Ka sobiv varvumus. Natuke (levarvunud sinakas foon — limfotsultide ja
Vann (kraanivesi) monotsiitide tsutoplasmad liiga basofiilsed.
18 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

11. 8 min Leishman, OK varvumus, kuid neutrofiilide tsutoplasma foon roosa — vajab
Vool (linnavesi) intensiivsemat granulatsiooni. Aga preparaati ennast oli vaid jupike!
18 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

12. 8 min Leishman, Basofiilselt ilevarvunud. Halb hinnata sellist jupikest!

Vann (linnavesi)
18 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

Teises katses kommenteeris

ekspert 12 erineva protokolli jargi varvitud preparaati (tabel 2).

IiImnes, et ajad 15:20 andsid liiga punaseid preparaate. Hinnangutel osutusid paremateks need

preparaadid, mis olid parast Leishmani varvis hoidmist vannis loputatud ja pérast Giemsa

varvis hoidmist voolava vee all loputatud. Paremateks peeti 4. ja 8. protokolli.

Tabel 2. Eksperdi hinnangud teise katse varvimistulemustele.

Nr Protokoll Eksperdi hinnang

1. 8 min Leishman, Monotsiidid hallimaks. Tugev réhutatud granulatsioon. Eosinofiil on véhe
Vool (kraanivesi) punane, sinakas on juures. Erttrotsiudid sinakad, aga OK. Trombotsutdid
18 min Giemsa tugevad. Monotsuudid roosakad.
Vann (kraanivesi)

2. 8 min Leishman, Limfotsuidi tsutoplasma veidi roosa. Monotsiiit liiga roosa. Eritrotsiiudid
Vool (kraanivesi) tulevad OK vdlja, vdiks sinisemad olla. Palju violett/roosa. Monotsuidid
18 min Giemsa roosad.
Vool (kraanivesi)

3. 8 min Leishman, Monotsiidid on head. Neutrofiilides vakuoolid. Eosinofiilid OK.
Vann (kraanivesi) Lumfotsultides naha asurofiilne sémerus, tsitoplasma vdiks olla sinakam.
18 min Giemsa Halvem kui 4.
Vann (kraanivesi)

4, 8 min Leishman, Toksiline granulatsioon on OK, ndha osades. Neutrofiilid head.
Vann (kraanivesi) Monotsiitdid OK. Basofiilsus tuleb vélja. Eosinofiilid hésti eristatavad.
18 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

5. 7 min Leishman, Neutrofiilidel tugev granulatsioon. Eosinofiilidel on sinine toon.
Vool (kraanivesi) Monotstiudid on roosakad. Eritrotsutdid hallikas-sinised. Limfotstlidid on
20 min Giemsa hallid. Foon on sinakas.
Vann (kraanivesi)

6. 7 min Leishman, Erutrotstiidid head, sinakad. Monotstiidid roosad.
Vool (kraanivesi)
20 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

7. 7 min Leishman, Eosinofiilid punased, OK. Monotsutdid hallid, OK. Lumfotsiiudid liiga

Vann (kraanivesi)
20 min Giemsa
Vann (kraanivesi)

roosakad. Neutrofiilidel liiga punakas tsiitoplasma.
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7 min Leishman,
Vann (kraanivesi)
20 min Giemsa

Vool (kraanivesi)

Eritrotsiiidid on roosad (OK), tsutoplasma hea. Granulatsioon OK.
Segmenttuumsed OK. Eosinofiilid head! Puna hea!

15 min Leishman,
Vool (kraanivesi)
20 min Giemsa

Vann (kraanivesi)

Preparaat on punane!

10.

15 min Leishman,
Vool (kraanivesi)
20 min Giemsa

Vool (kraanivesi)

Preparaat on punane!

11.

15 min Leishman
Vann (kraanivesi)
20 min Giemsa

Vann (kraanivesi)

OK, punasus normaalne. Eritrotsiitidid halvasti varvunud.

12.

15 min Leishman,
Vann (kraanivesi)
20 min Giemsa

Vool (kraanivesi)

Trombotsulidid head. Monotsiiiitides
lumfotstiidid liiga punased.

tsutoplasma  liiga  punane,

Kolmandas katses hindas ekspert kahe parema protokolli jargi erinevate varvijate poolt

varvitud nelja preparaati (tabel 3). Vorreldes selgus, et protokollide peamine vahe seisneb

selles, et 8:18 on natuke sinakam (basofiilsem) ja 7:20 punakam (eosinofiilsem). Ekspert

hindas mdlemaid adekvaatseks, kuid paremaks luges natuke basofiilsemalt varvunud 8:18,

kus tuli paremini vélja reaktiivse limfotsuldi serva basofiilne réhutatus. Olulist erinevust

kahe vérvija tulemuste vahel ei ole.

Tabel 3. Eksperdi hinnangud kolmanda katse varvimistulemustele.

Nr (véarvija)

Protokoll

Eksperdi hinnang

1. (Terje)

8 min Leishman
Vann (kraanivesi)
18 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

Eosinofiilid normaalsed. Granulatsioon néhtav.  Neutrofiilidel
granulatsioon erinev (st erinevus rakkude vahel nahtav). Basofiil
normaalne. Foon on natuke rohkem sinine kui 3-l. Sinakas on isegi
parem. Sinine tuleb hésti esile. Erltrotsutdid on roosakas-hallid.

2. (Aivar)

8 min Leishman,
Vann (kraanivesi)
18 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

Natuke sinakas, aga pole oluline. Trombotsiiudid on selgelt
eraldatavad. Monotstiudid selged. Segmentidel granulatsioon selge.
Limfotsuldid normaalsed. Eosinofiilid tumedad, kuna on paksus
kohas, aga eristatav. Trombotsiitide smerus hésti ndha.

3. (Terje)

7 min Leishman
Vann (kraanivesi)
20 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

Erutrotsitidid roosakamad. Reaktiivne lumfotstut on liiga roosa.
Adred peaksid olema basofiilse r6huga. Monotstidid ka natuke
punakad. Eosinofiilid ilusad.

4. (Aivar)

7 min Leishman
Vann (kraanivesi)
20 min Giemsa
Vool (kraanivesi)

Selgem kui 3. Trombotstitidid hasti eralduvad, sama. Uldse pole olulist
vahet. Molemad adekvaatsed. Eosinofiil on oranzim, 1dhe-kalamari
(aga ka 6hemas kohas, nii et ei ndita varvumise kvaliteeti).
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3.2. Valitud protokolli jargi varvitud preparaadil ilmnevad tunnused

Parima protokolli jargi varvitud rakkudel ilmnesid olulised tunnused, mille jargi varvumist

kolmandas eksperimendis varvitud preparaatidelt, kus rakud on iseloomulikult varvunud.

Juures on tunnuseid lahtiseletavad kommentaarid eksperdi poolt.

Tabel 4. Juhendi jargi vérvitud rakkude fotod koos eksperdi kommentaaridega.

Basofiil

o

Tuum on mdddukalt violetne, ebalihtlase liigendusega, raskesti eristatav
tsutoplasmaatiliste graanulite t6ttu. Kromatiin on tihenenud ja méardunud
ilmega, sest kromatiini ja parakromatiini vahelduvus on ebaselgelt

eristatav.

Tsutoplasma on kerge roosaka varjundiga.

Graanulid on suured, erineva Kuju ja suurusega stigav-violetsed Kkuni

mustjad. Korrapdratu paigutusega, katavad tuuma.

Puudu basofiili imbritsev ,,halo*.

Eosinofiil

| Tuum on roosaka varjundiga, mis on heledam kui neutrofiilide tuumadel.

Kahesegmendiline nagu tavaliselt. Segmendid on (hendatud peene
filamentniidikesega. Kromatiini ja parakromatiini vaheldumised on selgelt

eristatavad.

Tsutoplasma on varvitu.

Spetsiifilised graanulid on valgustmurdvad oranz-roosakad, Uhesuguse

suurusega, Umarad. Tsitoplasmas paigutunud thtlaselt, ei kata tuuma.

Neutrofiil

Segmenttuumne neutrofiil, tuum on stgav violetne, 3 loobulisega.
Kromatiin on jadmedateraline ja k&mpunud. Kromatiini ja parakromatiini

vaheldumised on hésti eristatavad.

| Tsutoplasma on heleroosa, rohke granulatsiooni tdttu halvasti nahtav.

Graanulid on rohkearvulised vaikesed (hesuurused roosakas-lillad

spetsiifilised graanulid, mis annavad tstitoplasmale sdmerja véljandgemise.
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Normaalne limfotstit

Tuum on keskmiselt violetse vdrvivarjundiga, tuumasGmerusega,
normaalne. Kromatiini ja parakromatiini vaheldumised on ebaselgelt

eristatavad, nagu véikeste lumfotstutide puhul tavaline.

Tsutoplasma on helesinine.

Tsltoplasmas 6rn azurofiilne sdmerus, mis esineb osades vaikestes

limfotsiitides.

Reaktiivne lumfotsuit

Tuum normaalne: m6ddukalt violetse vérvivarjundiga, suur, véljendunud
ebakorrapérasus. Kromatiinis helenenud sdmerus. Tuumake pole

visualiseeritav, kuna pole hérenenud tuumakromatiinjoonist.

Tsutoplasma m6dduka perifeerse basofiilse rGhutatusega.

Graanuleid ei tahelda.

Monotsuit

Tuum moéddukalt violetne, ovaalse lobuleeritud kujuga. Kromatiin
tserebriformne,  kromatiini-parakromatiini ~ vaheldumised  selgesti

eristatavad.

Tsutoplasma suitsjas-hall.

Graanulid on halvasti ndhtavad, moodustavad ,,azurofiilse tolmu*.

Mdoddukalt vakuoole.

Trombotsut / eritrotsitidid / foon

| Trombotstitdid ~ sisaldavad  peent  punakas-violetset  azurofiilset
granulatsiooni, on ilma tuumata, moodustavad erdtrotstiidi diameetrist
1/4-1/3. Paigutunud hajusalt erltrotsudtide vahele, agregaatideta. Kerge

trombotsuilitide anisotsiitoos.

Erdtrotstddid varvunud roosakalt. Kerge anisotstitoos.

Fooni varvumus hea. Ei esine varvisadet.
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3.3. Ekspertide tagasiside juhendi kohta

Tagasiside kolmanda kursuse tudengilt, kes vérvis lakoonilise protokolli jargi:

Mis reagente ja tarvikuid on vaja tooks valmis votta?
Kas uhest vannist tuleb teise otse tdsta?

Kas vérve peab pipeteerima?

Varvi oleks mugav pipeteerida automaatpipetiga.

Tagasiside teise kursuse tudengitelt, kes varvisid juhendi esimese variandi jérgi.

Juhendi alguses peaks olema luhitutvustus, eesmark.
Ettevalmistuse esimest sammu ei ole vaja Kirjutada.

Kui hoiatused on juhendi 18pus, ei loe neid keegi enne vérvima hakkamist.

Mis temperatuuril vesi peab olema?

Mida teha, kui on vaja korraga vérvida tle 10 preparaadi?
Kust véarvid jms votta?

Kas Giemsa vérvi ja vett peab omavahel segama?

Kuidas toimub ndrutamine?

Kuidas toimub kaldnurga all kuivama tdstmine?

,»,8 minutit Leishmaniga vannis* on puuduliku infoga lause.
Mis téhendab, et vannidel peavad peal olema klaasid?

Kui Kiiresti parast kuivamist tuleks preparaadid vérvida?

Tagasiside teise kursuse tudengitelt, kes varvisid juhendi teise variandi jargi:

Mis siis saab, kui vannid ei ole sildistatud?

Mis siis saab, kui midagi varviga kokku saab?

Kas lahjendus 1:10 tahendab tks osa Giemsat ja 10 osa vett?
Hluumarke on liiga palju.

Mida kelguga loputamisel tépselt tegema peab?

Kui ndrutamised on eraldi tegevused, vdiks need olla eraldi punktidena vélja toodud.

Kui kaua tuleb voolava kraanivee all loputada?
Mis on preparaadi loetav osa?
Tahelepanu juhiti ka digekirjale ja korduvatele valjenditele.

Tahelepanekud, mille tottu juhendit taiendati:

Kelk tdsteti Uhest varvist teise, ilma vahepeal nérutamata.
Voolava vee all loputati véga tagasihoidlikult.
Tudengid kasutasid Giemsa t66lahuse valmistamiseks moatsilindrit.
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4. ARUTELU

Proovitud said varvumisajad ja loputamise variandid. Kuna dnnestus leida varvimisprotokoll,
mis toob valja kdik olulised tunnused, jaid proovimata tagavaraks jaetud muutujad. Erinevatel
pohjustel tagavaraks j&etud muutujad on eelfikseerimine, fosfaatpuhvri kasutamine,
loputusvee temperatuur, loputusvees pikemalt hoidmine, vahepeal 6hu kées kuivada laskmine,
teistsugused lUhikesed ajad, Leishmani vérvist Giemsasse otse lle tdstmine ja Giemsa
toolahuse erinevad variandid. Eelfikseerimine toimuks metanoolis ja kui arvestada, et
Oppelaboris varvivad tudengid, voib selle kasutamine olla ohtlik. Juba kerge kokkupuude vee
vOi isegi veeauruga rikub metanooli kvaliteedi. Pealegi on Leishmani vérvis ~90% metanooli.
Fosfaatpuhver oleks koolile rahaline lisakulutus ja teeks kogu tegevuse tédmahukamaks.
Loputusvee temperatuuri jalgimine on keeruline ja raskesti standardiseeritav. Ulejaanud
muutujad oleksid t66 lihtsalt tunduvalt mahukamaks teinud. Seega on hea, et korraliku
protokolli saamiseks ei pidanud katsetama tagavaraks jaetud muutujaid.

Loputusmeetodid ja varvimisajad on siin t66s voetud Eesti suuremate meditsiinilaborite
juhenditest ning omavahel sobivalt kombineeritud. Téiesti originaalne on aga see, et Giemsa
toolahus valmistati veega, mille pH on 8,5. Kirjandusallikate pdhjal peaks Giemsa td6lahuse
pH olema alla seitsme, kergelt happeline ja kdigis eeskujuks vdetud juhendites on ndutud
todlahuse valmistamiseks puhvri kasutamine. Selle jargi hinnates ei pruugiks siin kasutatud
todlahust isegi Giemsa tddlahuseks nimetada, kuna tegemist on uue variatsiooniga. Katsetest

selgunud tingimustes varvib ka see uus variatsioon hésti.

Esimesest eksperimendist vOib Uldistada, et TThK &ppelaboris Leishman-Giemsa meetod
luhikeste varvimisaegadega ei todta. Kuna algseks probleemiks oli neutrofiilsete graanulite
varvumine, mis varvuvad lillakaks ja lillakas varv tekib pikema varvumisaja juures, ei ole see
tulemus dllatav. Samas 6nnestuvad lthikeste aegadega varvingud Ladne-Tallinna Keskhaiglas
ja Pohja-Eesti Regionaalhaiglas. Neis mblemais kasutatakse nii varvide vaheliseks loputuseks

kui Giemsa to6lahuseks fosfaatpuhvrit, nii et péhjus voib olla selles.

Uhegi kasutatud vee pH ei olnud <7, kuid mida kdrgem oli loputusvee pH, seda vaevalisemalt

jaid kuilge aluselised varvid ja seda ulevarvunumad olid eosinofiilsed komponendid. Kdige
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madalama kasutatud pH-ga vee puhul vérvusid preparaadid liiga basofiilselt ja jatsid petliku
toksilise granulatsiooni (neutrofiilide graanulid on intensiivselt tumedad sinakad) mulje.
Kirjandusallikate pohjal peaksid kdrgema pH juures aluselised vérvid tugevamalt vérvima.
Kuna siin t60s on katsetatud erineva pH-ga loputusvee tulpe ja kirjandusallikates réagitakse
pH-st varvimiskeskkonnas, on loogiline jareldada et kdrgem pH ,,avab* rakukomponentidel
happelised (aluseliste varvide) sidumuskohad, lastes varvil paremini kinnituda ja loputamisel
ka paremini eralduda. VVGib arvata, et loputusvee pH madaldamine puhvri abil ei oleks midagi
parandanud vaid pigem tekitanud Gleliigset basofiilset varvingut. Samas tuleb ka dra mainida,
et pole vdimalik kindlalt Gelda, kas mdju tuli pigem pH-st vOi teistest vee tootlemisel

muudetud omadustest.

Esialgsed preparaadid olid tdmmatud liiga véikese hinnatava osa ehk ,sabaga®.
Kommentaarides on neid nimetatud ,,juppideks®. Vdimaliku kvaliteetse varvingu puhul oleks
see oluline probleem, kuna kdik varvumise omadused ei paista halva &ige tottu valja ja see
segab eksperdi poolset hindamist. Kuna liiga lihikese sabaga preparaadid olid nagunii ka
ilmselgelt halvasti varvunud, ei ole see aga oluline. Kvaliteetsed vérvingud said Kinnitust

korralikult tbmmatud preparaatidel.

Loogilist seletust sellele, mis vahe on vannis ja jooksva vee all loputamisele ei dnnestunud
leida. Oiget loputusmeetodit oligi kdige raskem valida. Nii Leishman kui Giemsa on
variatsioonid Romanowsky varvist, mis on tegelikult liitvarv. Erinevus v@ib olla tingitud
metuleensinise laguproduktide erinevast hudrofiilsusest ja oleks véga tdomahukas hakata
uurima, milliselt varvimolekulid millise loputusmeetodiga kergemini maha tulevad.
Praktilistest katsetest selgus aga, et loputusmeetod mdjutab kindlasti varvumust. N6us ~20
sekundit loputamine péarast Leishmani varvis hoidmist ja jooksva vee all loputamine parast
Giemsa varvi tootab koige kindlamalt. Kahe vérvi vahel kraani all hoidmine ei mgjutanud
monel juhul oluliselt tulemust, andis ménel juhul leukotstitidele punaka varjundi ja Uhel
juhul erdtrotstutidele sinaka varjundi. Kuna see vdib aga ei pruugi anda punakat varvumust,
on selle kasutamine ebakindlam. P&rast Giemsa vérvis hoidmist vannis loputamine andis
ainult Ghel juhul enam-vdhem normaalse tulemuse, seega sobis paremini I6pus vee all

loputamine.
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Kuna enne katsete algust toimus labori kolimine ihest koolimajast teise ja seetdttu muutus ka
kasutatav kraanivesi, mangis tulemustes kindlasti rolli uude majja minek. On véga vdimalik,
et vanas koolimajas oleks paremini todtanud moni teine protokoll. Viimati kasutatud
protokollist erinesid peamiselt vee tilp ja loputusmeetod, aegade erinevus on vaid mdni

minut.

Parimat protokolli katsetati juba esimeses eksperimendis, kuid esimene kord olid selle jargi
varvunud rakud natuke liiga basofiilsed ja sellele ei saanud veel pidama jaada. Pdhjus, miks
sama meetod andis edaspidi rahuldavamaid tulemusi, vdib olla kas juhuslik v6i seda vOis
mojutada ka suuremas vannis koos teiste preparaatidega vérvimine. Kolmandas katses
varvisid kaks eri inimest terve kelgutéie preparaate nii parima kui ka teise, sarnase protokolli
jargi ja mélemal inimesel varvusid preparaadid valitud protokolli jargi korralikult. Ka teise
kursuse poolt vérvitud preparaadid onnestusid. Algne probleem, neutrofiilsete graanulite
mittevarvumine, sai lahendatud. Seega vGib protokollile kindel olla.

Parast protokolli on uue tagasiside pdhjal tulnud kolm varianti juhendist, iga variant
taiustatud. Sooviti tunduvalt rohkem infot ja ka kirjandusallikatest tuleb vélja, et koigi
detailide olemasolu ja kisimuste tekke ennetamine méaravad dra selle, kas juhendit Gldse
Uritatakse jargida. Osad tudengid soovisid rohkem infot, teised vdhem aga konkreetsemat,
seega koOiki ei ole vBimalik taielikult rahuldada. Kuna oluline on see, et juhend oleks
arusaadav kasutajale ja sisaldaks kdike, mida neil tegutsemiseks vaja teada on, pandi juhendi
koostamisel peamine réhk sellele, et 16puks saaksid sisse kdik vajalikud detailid ja et need
oleksid theselt moistetavad. Ohutusnduded ja né manitsused pandi toéokaigust ettepoole, et
neid ei ignoreeritaks. Tapsustusi selle pGhjal, mida tudengid juhendit lugedes valesti tegema
hakkasid, oli vaid kaks. L@pliku juhendi koostamisel v@eti arvesse lisaks arusaadavusele ka
korrektset vormistust ja see on kooli kvaliteedi kisiraamatus viitega OL-KH-3. Juhendite

arengut saab jalgida lisas, kus on néha esimene, teine ja 16plik variant juhendist.

Nagu ISO 15189 standardis on vélja toodud, vdivad tookohal olla ka lihendatud juhendid.
Véarvimisprotseduuri puhul vajavad inimesed, kes varvivad esimest korda, rohkem infot.
Need, kes on juhendiga tuttavad ja selle jargi juba varvinud, vajavad ainult Gksikuid detaile

meeldetuletuseks. Liigne info, mida nad juba teavad, segaks juhendi jalgimist. Seetbttu on
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juhis koostatud nii, et olulisemad punktid, mida vaatab kogenum vadrvija, on vélja toodud
rasvaselt. Tudengitel ei olnud selle métte vastu midagi, kuid juhendi teise variandi hindamisel

leiti, et seda pole vaja ka eraldi valja kirjutada (teise variandi ettevalmistuse punkt Uks).

Varvi oleks mugav pipeteerida automaatpipetiga. Ehkki t60 autor on seda teinud
eksperimentide kaigus, tohib varve pipeteerida vaid klaasist pipetiga. P6hjus on selles, et kui
varvivad vahese kogemusega tudengid, on oht, et varvil lastakse pipeti sisse minna. Seega jai
automaatpipeti kasutamine keelatuks. Samas tegid tudengid enda t66 lihtsamaks, vottes

kasutusele mootsilindri.

Lahjendus 1:10 tekitas segadust. Et teha lahjendust 1:10, tuleb votta Uks osa vérvi
(lahustatavat ainet) ja Uheksa osa lahustit. Kui seda ei tea, vGib peale vaadates jadda mulje, et
on vaja votta Uks osa lahustatavat ainet ja kimme osa vett. Et tudengid teaksid kindlalt millist
lahjendust teha, on kaasas ka konkreetne néide sobivast vérvi ja vee hulgast. Valearusaama
valtimiseks on juhendist eemaldatud ka sona ,,suhtes®. Segadust tekitas ka sona ,,ndrutamine*
juhendis. Algselt tdstis tudeng kelgu salvrati kohal thest vannist teise. Kuna oluline on just
preparaatidelt liigse vedeliku eemaldamine, on juhendisse kirjutatud nérutamise eesmark ja

soovitus kelgu servi salvrétiga kuivatada.

Siin  t66s on uuritud, kuidas véarvuvad katsetatud protokollide abil (he inimese
mittepatoloogilisest verest tehtud preparaadid. Edaspidistes uurimustes oleks kasulik vélja
selgitada ka varvimismeetodi sobivus patoloogilise vere vaatamiseks, kuna seal leidub
rohkem raku tliipe. Kasulik oleks uurida ka seda, kui kaua varvid sdilivad ehk kui tihti neid
vahetama peab.
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5. JARELDUSED

1) Parimaid tulemusi andis variant, kus varvimisajad olid 8:18, varvide vahel loputati vannis

ja parast varvimist kraani all ning parimaks loputusveeks osutus kraanivesi.

2) Saadud protokollist tagasiside abil koostatud korrektselt vormistatud juhend on valja
toodud lisas 4. Eksperdid leidsid peamiselt et juhend peab sisaldama rohkem infot. Tegevuse
kirjeldus oli arusaadav, juhendi jargi tegutsemisel esines vaid Uksikuid vigu.
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Lisa 1

| Varvimisprotokoll:

Vota valmis 3 vanni, kelk, stopper, Leishmanni ja Giemsa varvid, dest vesi, pipetid.

1. Vala esimesse vanni Leishmanni varvi.
2. Lase teise vanni labori kraanist vett.
3. Tee kolmandasse vanni Giemsa to6lahus: sega Giemsa kontsentraati ja destilleeritud
vett suhtes 1:10 (uhte vanni sobib 180mL dest vett ja 20mL kontsentreeritud Giemsat).
Varvimiskaik:
1. 8 minutit Leishmanniga vannis.
(ndrutada)
2. Loputada korraks (~20 sekundit) kraaniveega vannis.
(nBrutada)
3. 18 minutit Giemsaga vannis.
4. Loputada jooksva kraanivee all.
5. Tosta preparaadid kuivama (soovitatavalt kaldnurga all)
NB!

Pane preparaadid vérvi kohe pérast kuivamist!

Vannid on sildistatud, pane vérvid digetesse vannidesse!

Pane varve/vett vanni piisavalt, et preparaadid oleks vannis taielikult kaetud!
Varve ei tohi pipeteerida automaatpipetiga!

Noruta kelgu imbertdstmiste vahel kelku salfratiku kohal!

Hoia vannidel klaase peal!
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11 Varvimisprotokoll
Ké&esolev juhis on Leishmann-Giemsa varvingu protokoll: mdeldud veredige preparaadi varvimiseks ja
optimeeritud kasutamiseks TThK hematoloogia Gppelaboris.

Ettevalmistus:
1. Kui varvid esimest korda, loe juhis 16puni 1abi! Kui mitmendat, vdid lahtuda rasvasest Kirjast.

2. Vota valmis 3 vanni, kelk, stopper, Leishmanni ja Giemsa varvid, dest vesi, pipetid,
ma6tsilinder! Oppelaboris on metallkandikul kérvale pandud spetsiaalsed vérvinéud.

3. Vala esimesse vanni Leishmanni vérvi!

Lase teise vanni labori kraanist jahedat-toasooja vett!

5. Tee kolmandasse vanni Giemsa td6lahus: Pipeteeri Giemsa kontsentraati ja destilleeritud
vett suhtes 1:10! Uhte vanni sobib 180mL dest vett ja 20mL kontsentreeritud Giemsat.

6. Kontrolli lile, et preparaatidel on nimed harilikuga peale kirjutatd.

7. Aseta kuivanud preparaadid kelgule Uihte pidi. Kui on vaja vérvida korraga tle 10
preparaadi, vdib kaks preparaati panna kelgu Uhte vahesse nii, et tagumised (so ilma vereta)
pooled on vastamisi.

e

Varvimiskaik:

1. Hoia kelku 8 minutit Leishmanni vérviga vannis!
(N6ruta salfrati peal!)
2. Loputa kelku korraks (~20 sekundit) kraaniveega vannis!

(Noruta salfrati peal!)
3. Hoia kelku 18 minutit Giemsa vérviga vannis!

4. Loputa jooksva kraanivee all kuni oled kindel, et oled kdik alusklaasid m&lemalt poolt
loputanud ja paistab, et varvi enam ei tule! Ara karda vett survega lasta.

5. Tosta preparaadid kuivama! Tagumise poole vdib salfratiga kuivatada. Soovitatavalt
toetada nad kaldnurga all seljaga vastu tuge, nii, et loetav osa (saba) jaaks tlespoole.

NB!
e Pane varvid Gigetesse vannidesse! TThK 6ppelaboris on vannid sildistatud.

e Hoia vannidel diged klaaskaaned peal!

e Pane varve/vett vanni piisavalt, et preparaadid oleks vannis taielikult kaetud!

e Pane preparaadid vérvi 4h jooksul parast kuivamist!

o Kelgu imbertdstmiste vahel kelku salfratiku peal ndrutades void natuke kuivatada kelgu
valispinda. Oluline on, et vdimalikult vahe vedelikku Gihest vannist teise kaasa tuleks!

e Kontrolli parast varvimist iile, kummal pool materjal on! Ara seda kogemata maha témba!

e Ole vérvidega ettevaatlik! Kanna kindlasti kindaid ja kitlit! VVarve ei ole lubatud pipeteerida
automaatpipetiga. Varvine pipett loputa pérast kasutamist ja toeta see kuivama salfrati kohale!
Vérv on kuum laaval
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TARTU TERVISHOIU KORGKOOL Dokumendi liik:

Kvaliteedikasiraamat Juhend

Bioanallitiku ja tervisekaitse 6ppekava laborid

Tahis Viide

OL-KH OL-KH-
Koostas: Aivar Uus | Kinnitas: © © 3
Kuupaev: 12.21.2012 | Kuupaev: Versioon 1

Veredige varvimine Leishmann-Giemsa meetodil

1. Eesmark

Kéesolev juhis on méeldud taisverest tommatud &igepreparaadi varvimiseks Leishman-Giemsa meetodil Tartu
Tervishoiu Kdrgkooli hematoloogia 0Oppelaboris. Kui juhist korrektselt jargida, vérvuvad vererakud
Romanowsky efektiga ja on mikroskopeerimisel kergesti eristatavad.

2. Tegevusjuhis

a. Ettevalmistus:

1.

o0

e

NB!

Reagendid ja vahendid: Vota valmis 3 vanni, kelk, stopper, Leishmani ja Giemsa vérvid, Elix
Advantage’i laborivesi, pipetid, mdotsilinder. Oppelaboris on metallkandikul k&rvale pandud
spetsiaalsed varvindud.

Kui vannid on sildistamata, siis sildista. Varvid peavad olema diges vannis!

Vala esimesse vanni Leishmani vérvi.

Lase teise vanni labori kraanist leiget vett.

Tee kolmandasse vanni Giemsa td6lahus: Lahjenda Giemsat laboriveega 1:10. Uhte vanni sobib
pipeteerida 180mL laborivett ja 20mL kontsentreeritud Giemsat.

Kontrolli lle, et preparaadid oleksid markeeritud harilikuga pliiatsiga.

Aseta kuivanud preparaadid kelgule Ghte pidi. Kui on vaja vérvida korraga lle 10 preparaadi, vdib
kaks preparaati panna kelgu tihte vahesse nii, et tagumised (so ilma vereta) pooled on vastamisi.

Alusta varvimisega tunni aja jooksul pérast preparaatide kuivamist!

Hoia vannidel diged klaaskaaned peal!

Pane varve/vett vanni piisavalt, et preparaadid oleksid taielikult kaetud!

Ole véarvidega ettevaatlik! Varv on maériv ja margine. Kanna kindlasti kindaid ja kitlit! Varve ei ole
lubatud pipeteerida automaatpipetiga. Varvine pipett loputa pérast kasutamist ja toeta see kuivama
salvrdti kohale! Virske vdrvi saab veel des vahendiga maha pesta. Virv on ,, kuum laava !
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b. Tookaik:

1. Hoia kelku 8 minutit Leishmanni vérviga vannis.

2. Noruta salvrati peal. Vo6id ka kelgu servi kergelt kuivatada. Oluline on, et (hest vannist teise
tuleks vBimalikult vahe vett kaasa.

3. Loputa kelku kraaniveega vannis 20 sekundi valtel ndrgalt Ules-alla liigutades.

4. Noruta nagu punktis 2.

5. Hoia kelku 18 minutit Giemsa varviga vannis.

6. Loputa jooksva kraanivee all kuni oled kindel, et oled k&ik preparaadid mdlemalt poolt
loputanud ja loputusvees ei ole niha varvi. Ara karda vett survega lasta.

7. Tosta preparaadid kuivama. Tagumist poolt v8ib salvritiga kuivatada. Ara materjali maha
tdbmba! Soovitatavalt toetada nad kaldnurga all seljaga vastu tuge nii, et veredige saba (dige
tdbmbamise hdredam 16pu pool) jaéks llespoole.
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Joonis 5: Varvimistarvikud kandikul

40



