Noora Jussila

BAL-naytteen valmistustekniikan
kehittaminen ja yhdenmukaistaminen

HUSLABINn patologian laboratoriossa

--~,.< 0000000000000

Metropolia Ammattikorkeakoulu
Bioanalyytikko (AMK)
Bioanalytiikan koulutusohjelma
Opinnaytetyo

2.12.2016

%/Izzropolia



Tiivistelma

Tekija Noora Jussila
Otsikko BAL-naytteen valmistustekniikan kehittdminen ja yndenmu-
kaistaminen patologian laboratoriossa

Sivumaara 37 sivua + 3 liitetta

Aika 2.12.2016

Tutkinto Bioanalyytikko (AMK)
Koulutusohjelma Bioanalytiikan koulutusohjelma

Suuntautumisvaihtoehto Bioanalytiikka

Tuotantopaallikkoé Olayinka Raheem
Laboratoriohoitaja Laura Lepola
Laboratoriohoitaja Suvi Maijala
Erikoislaboratoriohoitaja Leena Sulka
Lehtori Heidi Malava

Ohjaajat

Bronkoalveolaarinen huuhtelu (BAL) on menetelma, jolla saadaan tutkittavak-

si keuhkoputkien ja -rakkuloiden soluja. Huuhtelunaytteita otetaan bronkoskopian eli keuh-
koputken tahystyksen yhteydessa, jolloin huuhtelusuihku voidaan suunnata suoraan epail-
tyyn kohteeseen. BAL-naytteilla on tarkea rooli keuhkosairauksien diagnosoinnissa ja niita
epailtaessa.

Meilahden patologian laboratorion aikaisempi BAL-naytteiden valmistustekniikka koettiin
liian tydlaana ja se poikkesi muiden HUSLABIn patologian laboratorioiden kayttamista tek-
niikoista. Hyvinkaan ja Jorvin patologian laboratorioissa kaytettiin menetelmia, joissa oli
vahemman valivaiheita. Tassa opinnaytetydssa vertailtin Meilahden, Jorvin ja Hyvinkaan
patologian laboratorioiden BAL-tydohjeita seka sita, vaikuttivatko pesuvaiheen poisjattami-
nen ja sailyttdminen elatusaineessa BAL-naytteiden laatuun. 19 potilasnaytteesta tehtiin
versiot pesuvaiheella ja ilman seka erimittaisten sailytysaikojen jalkeen.

Pesun kanssa ja ilman pesua valmistetuissa naytteissa ei ollut merkittavia eroja mikro-
skoopilla tarkasteltaessa. Valkosolujen erittelylaskennan olisi pystynyt tekemaan molem-
mista. Eri valkosolujen suhteiden muutoksia ei tutkittu tassa tydéssa. Yhden ja kolmen vuo-
rokauden elatusaineessa sailyttdmisen jalkeen naytteet olivat edelleen niin hyvia, etta erit-
telylaskennan olisi pystynyt suorittamaan. Mitd kauemmin naytetta sailytettiin, sitd enem-
man soluissa ndkyi kuivumista ja hajoamista.

Tybohjeesta paadyttiin jattamaan pesuvaihe pois. Tulokset antoivat myds viitteita, etta
tarvittaessa naytteen voi jattaa jddkaappiin yon tai viikonlopun yli ja tehda sen vasta seu-
raavana tyopaivana.

Avainsanat BAL, bronkoalveolaarinen lavaatio, keuhkohuuhtelu, keuhkojen
sytologia, keuhkohuuhteluneste
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Broncoalveolaric lavation (abbreviation BAL) is a method for surveying cells from bronchus
and alveoli. Lavation samples are collected during bronchoscopy or bronchial endoscopy,
when the lavation douche can be angled directly to suspected target. BAL-samples have
an important role in suspecting and diagnosing lung diseases.

The previous method for preparing BAL-samples exercised in Meilahti pathology laborato-
ry was experienced too laborious. It diverged from techniques exercised in other pathology
laboratories. In Hyvinkaa and Jorvi pathology laboratories BAL-samples were made with
fewer stages. In this thesis BAL-instructions used in Meilahti, Jorvi and Hyvinkaa pathology
laboratories were compared. Additionally, was examined if leaving out the washing stages
and storing in sustenance matter have an effect in the quality of BAL-samples. Versions
with and without the washing stage and a durability examination of 19 patient samples
were made.

Samples made with and without washing seemed not to have any significant differences.
Leucocyte count could have been made from both samples. Changes in different leucocyte
relations were not studied in this work. After one and three days storing in sustenance mat-
ter the samples were still so good, that the leucocyte count could have been still per-
formed. The longer the samples were stored, the more was there to be seen drying and
degeneration of the leucocytes.

The washing stage was decided to leave out of the method instructions. The results also
gave hints that if needed, BAL-sample could be left in the refrigerator overnight or over
weekend and prepared the next day. Mutations in the leucocyte relations was not inspect-
ed.

Keywords BAL, bronchoalveolaric lavation, lung sytology
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1 Johdanto

Bronkoalveolaarinen lavaatio- eli BAL-nayte on keuhkoputken tdhystyksen eli bron-
koskopian yhteydessa kerattya huuhtelunestettd, joka antaa tietoa keuhkorakkuloiden
ja alempien keuhkoputkien haarojen soluista ja niiden muutoksista. BAL-naytteilla on
tarkea rooli keuhkosairauksien diagnosoinnissa ja niitd epailtdessa. (Randell — Koskela
2014:71.)

Meilahden patologian laboratoriolla oli tarve saada bronkoalveolaaristen lavaationayt-
teiden sytologista tutkimusta kehitettyd ja yhdenmukaistettua muiden vastuualueen
yksikdiden kanssa. HUSLABIn patologian laboratorioissa oli kaytossa erilaisia ohjeis-
tuksia BAL-naytteiden tekemisesta. Kaytdssa oleva menetelma koettiin liian tydlaaksi ja

se poikkesi muista vastuualueen laboratorioiden valmistustekniikoista.

Ei ollut selvaa, ovatko naytteet laadukkaampia ylimaaraisten tyévaiheiden ansiosta.
Vaihtoehtoisia menetelmia piti testata ja tuloksia verrata. Tarkoituksena oli luoda uusi

tyoohje, joka otettaisiin kayttéon kaikissa vastuualueen yksikoissa.

Tyd vaati aluksi tiedonhakua ja tietoperustan rakentamista. Lukijalle on selvennettava
termeja ja kasitteitd. Tyohon kuului myds kaytannon toteutuksen osuus, joka piti sisal-
I&an vaihtoehtoisen valmistustekniikan kokeilemisen ja sailytyksen vaikutusten havain-

noimisen Meilahden patologian laboratoriossa.

Opinnaytetyon tuloksia voidaan hyddyntaa kehittdessa BAL-naytteen tutkimusproses-
sia patologian laboratoriossa. Heille jaa kaytt6onsa opinnaytetyoni kirjallinen raportti,
jonka avulla he voivat halutessaan perustella mahdollisia muutoksia kaytanndissaan.

2 Tyodn tarkoitus, tavoite ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyoni tarkoituksena oli verrata eri ohjeilla tehtyjen BAL-naytteiden laatua.
Keuhkoputken tahystyksessa kayneiden potilaiden huuhtelunaytteitd valmistettiin eri
tekniikoilla ja vertailtiin saatuja tuloksia. Tarkoituksena oli selvittaa, pysyyko naytteiden
laatu samalla tasolla, vaikka ne valmistettaisiin ilman pesuja. Meilahden patologian

laboratorion BAL-tydohjeeseen sisaltyi pesuvaihe. BAL-naytteista tehtiin rinnakkaisia



naytteita, joista kaksi valmistettiin heti, toinen pesun kanssa ja toinen ilman. Pestysta
naytteesta tehtiin naytteet myds yon sailytyksen jalkeen ja viikonlopun sailytyksen jal-
keen. Selvitettiin, oliko elatusaineessa sailyttamisella vaikutusta naytteiden valmistami-

seen tai niiden tulkitsemiseen.

Tavoitteena oli saada tuloksia, joita Meilahden patologian laboratorio pystyy hyédynta-
maan. Pyrittiin saamaan selked vastaus, onko pesuvaiheen sailyttdminen naytteiden
kasittelyohjeissa tarpeen, vai voiko sen ottaa pois naytteen silti pysyessa yhta laaduk-
kaana. Haluttiin my0s selvittaa, vaikuttaako sailyttdminen naytteiden laatuun. Tavoittei-
siin kuului oppia BAL-naytteista ja niiden valmistamisesta enemman seka pystya hallit-

semaan koko projekti seka toteutus- etta kirjoittamisnakdkulmasta.

Tutkimuskysymykset:
e Vaikuttavatko pesut BAL-naytteen laatuun; pystyyko valkosolujen erittelylas-
kennan tekemaan myds ilman pesua valmistetusta naytteesta?
o Sailyykd BAL-nayte sentrifugoituna elatusaineessa yon ja viikonlopun yli; py-

syyko nayte erittelylaskentakelpoisena sailytyksen jalkeen?

3 Opinnaytetyon prosessi

Opinnaytetyodprosessi alkoi 2015 syyslukukaudella (kuvio 1). Aihetta ideoitiin ja suunni-
teltiin syys-lokakuussa. Tiedustelin mahdollisuutta tehda jokin patologiaan liittyva opin-
naytetyd. Ehdotettiin aihetta bronkoalveolaaristen lavaationdytteiden sytologisen tutki-
muksen kehittdmisesta. Meilahden patologian laboratorion ohjausryhman kanssa tavat-
tiin ensimmaisen kerran tammikuussa 2016, jolloin keskusteltiin aiheesta ja aikataulus-
ta. Tapaamisessa kasiteltin my0s tulevaa patologian tyOharjoitteluani heilla. Toisen
kerran tavattiin maaliskuussa 2016, jolloin sovittiin kaytannén tydn ajoittuvan syyskuu-
hun, arvioitiin ndytemaaraa ja annettiin vinkkeja hyvasta lahdekirjallisuudesta. Opinnay-
tetydn aihe jasenneltin tammi-helmikuussa 2016 ja suunnitelma tehtiin helmi-
huhtikuussa 2016. Tiedonhakuprosessi aloitettiin heti aiheen varmistuttua ja se jatkui
prosessin loppumetreille saakka. Tietoa haettiin ja opinnaytetyon tietoperustaa raken-
nettiin internetin hakukoneiden ja viitetietokantojen avulla, alan kirjallisuudesta seka

ohjaajien suosittelujen perusteella.



Kesatdissa Meilahden patologian laboratorion histologisella puolella oli mahdollisuus
hyddyntaa laboratorion tydntekijoiden osaamista ja tietoja myds opinnaytetyon kannal-
ta. Tietoperustaa pystyttiin syventdmaan kesan aikana. Syyskuussa 2016 toteutettiin
opinnaytetyon kaytannén osuus patologian laboratoriossa. Syys-lokakuussa tulokset
kasiteltiin ja kirjattiin opinnaytetydhén. Valmis tyd esiteltiin ja julkistettin marras-

joulukuussa 2016.

* marraskuu 2015 - helmikuu 2016

Id eO| nt| « aiheen ehdotus, hyvaksyminen ja jasentdminen
* aiheenjasennysseminaari

* helmi-huhtikuu 2016

S u u n n Ittel u « palaverit ohjaajien kanssa, tydsuunnitelma, tietoperustan
rakentamista
* tydsuunnitelmaseminaari

 huhti-marraskuu 2016

Tote utu S » kaytannon osuus syyskuussa 2016

« tulosten tarkastelu ja kirjallisen tyén hiominen

. ~ * marras-joulukuu 2016
Va I m IS tyO « opinnaytetydseminaari, julkistaminen

Kuvio 1. OpinnaytetyOprosessin vaiheiden aikataulu.

Ty6ta varten tarvittiin ohjaavan opettajan ja tydelaman ohjaajien tukea. Aikaisempaa
kokemusta opinnaytetydn suunnittelusta tai kirjoittamisesta ei ollut. Opettajan ohjaus oli
tarkeassa roolissa, silld han oli ohjannut opinnaytetditd aikaisemminkin ja tiesi, millai-
nen hyvan opinnaytetyon tulisi olla. Opinnayteprosessiin kuuluvissa tydpajoissa ohjeis-
tettiin kunkin vaiheen tarkeiden asioiden kanssa ja vastattiin projektiin liittyviin kysy-
myksiin. Ty0eldaman ohjaajat tukivat kaytannon tydn toteuttamisessa ja toimivat aiheen
asiantuntijoina. Heilla oli paljon kokemusta naytteiden valmistamisesta ja lisatietoa kay-

tannon toiminnasta.



4 Bronkoalveolaarinen lavaationayte

Bronkoalveolaarinen huuhtelu (lyhenne BAL) on menetelm3, jolla saadaan tutkittavak-
si bronkuslimaa ja siind esiintyvia soluja (Lyly 2012: 1200). Huuhtelunaytteita otetaan
keuhkoputkista joko pelkalla letkulla tai tAhystyksen yhteydessa (kuvio 2), jolloin huuh-
telusuihku voidaan suunnata suoraan epailtyyn kohteeseen (Stenback — Klemi 2012:
1145).

BAL-naytteen ja imunaytteen ottaminen ovat vahiten kajoavia bronskoskopian yhtey-
dessa (kuvio 2) tehtyja naytteenottoja (Randell — Koskela 2014: 71). Sytologisten nayt-
teiden otto kuuluu perustutkimuksiin esimerkiksi potilailla, joilla epailldaan keuhkokas-
vainta (Pirinen — Kosma — Paakko6 2012: 557). BAL-naytteelld saadaan arvokasta tietoa
keuhkojen immunologiasta keuhkorakkulatasolta saakka, solujakauman muutoksista,
tulehduksesta ja sen luonteesta ja infektioiden etiologiasta. BAL-naytteen solujakauma
ja solujen aktiivisuus korreloivat hyvin esimerkiksi keuhkobiopsiasta saadun tiedon
kanssa. (Randell — Koskela 2014: 71.)

Bronchoscope | Bronkoskooppi

g

Trachea Keuhkoputki
— Left primary Vasen paakeuhkoputki
bronchus
FADAM.

Kuvio 2. Bronkoskopia (Bronchoscopy n.d.)



4.1 Indikaatiot

BAL:n avulla voidaan paasta spesifiseen diagnoosiin erdissa keuhkojen infektioissa
(kuvio 3), diffuuseissa pahanlaatuisissa taudeissa ja eradissa harvinaisissa sairauksissa.
Tyypilliset I16yddkset eri sairauksissa antavat vahvaa tukea Kkliiniselle epailylle. Hajonta
soluldyddksissa on suuri, jonka vuoksi yksittaisissa tapauksissa 16ydds voi olla epatyy-
pillinen tai normaali. Lievasti patologisia soluldydoksia esiintyy esimerkiksi kroonisen
keuhkoputkentulehduksen, keuhkolaajentuman, astman ja pleuramuutosten yhteydes-
sa. Huuhtelunesteen solumaara, solujen erittelylaskenta, pblyanalyysi ja tarvittavat
mikrobiologiset tutkimukset antavat kliinikolle tarkeimmat tiedot. Lymfosyyttien ryhma-
analyysista, makrofagien toimintakokeista ja liukoisten aineiden maarityksista saadaan
kiinnostavaa tietoa erilaisten sairauksien patogeneesista ja keuhkofibroosin muodos-
tumisesta. (Tukiainen — Taskinen 1988: 384.) Keuhkohuuhtelunaytetta pidetaan dia-
gnostisena eosinofiilisessd pneumoniassa (kuvio 5), alveolaarisessa proteinoosissa,
Langerhansinsoluhistiosytoosissa, alveolaarisessa mikrolitiaatiossa ja idiopaattisessa
hemosideroosissa (Paakko 2016). BAL-naytteestad analysoidaan myds asbestikappalei-
ta, josta on hyotya asbestialtistusta arvioidessa (Hodgson - Lindstrém - Pallasaho -
Suojalehto 2014).

Tieteelliseltd kannalta BAL:n kayttéonotto on avannut uuden mahdollisuuden keuhko-
jen tutkimiseen. Sen avulla voidaan tarkastella hengitysteiden puolustusmekanismien
hairidita, alveolirakenteiden tulehdusreaktion voimakkuutta ja laatua seka reaktion
muutoksia taudin eri vaiheissa seka fibroosin muodostusta. (Tukiainen — Taskinen
1988: 378.)



Kuvio 3. Keuhkohuuhtelunestenayte. Monitumainen solu, jonka perusteella voidaan epailla
esimerkiksi respiratory syncytial -virusinfektiota. (Kaarteenaho — Paakké- Anttila
2012: 544.)

Huangin, Bassettin, Levinin, Montillan ja Ghion (2006) tekemassa tutkimuksessa ha-
vaittiin, ettd huuhtelun kanssa tehty bronskoskopia aiheuttaa akuutin vaiheen vasteen,
joka tarkoittaa neutrofiilien maaran lisdantymista, rautahomeostaasin saantelyn vajaa-
toimintaa ja fibrinogeenin ja C-reaktiivisen proteiinin maaran kasvua. Akuutti faasi tar-
koittaa akuuttia tai kroonista tulehdusta, johon liitetddn metabolian ja neuroendokriinien
muutoksia. Bronkoskopia ja keuhkohuuhtelu tehtiin 28 terveelle, 18-40-vuotiaalle, tupa-
koimattomalle vapaaehtoiselle. Edelld mainitut plasmamarkkerit mitattiin laskimoveri-
naytteistd valittdmasti ennen, 1-2 tuntia ja 24 tuntia keuhkotéhystyksen jalkeen. Akuutin

faasin muutoksia havaittiin paaasiallisesti 24 tuntia operaation jalkeen.

Bronkoalveolaarisen huuhtelun sivuvaikutuksia ovat kuume, paansarky ja tilapainen
hypoksemia. Usein naméa oireet alkavat muutama tunti bronkoalveolaarisen lavaation
jalkeen ja laantuvat yhden péivan kuluessa. Alveolaarisista makrofageista peraisin ole-
vat sytokiinit saavat aikaan kuumeen potilailla, joilla on keuhkokudoksen sairaus. (Te-
rashima ym. 2001.) Valkosolujen maara veressa kasvaa 24 tunnin kuluessa keuhko-

huuhtelun suorittamisesta (Huang ym. 2006; Terashima ym. 2001).



4.2 Naytteen ottaminen

Keuhkohuuhtelu voidaan tehda myos hengityskoneessa olevalle, intuboidulle potilaalle.
BAL-naytteenotto kohdennetaan alueelle, jossa tutkittava keuhkomuutos sijaitsee. Mi-
kali kysymyksessa on epatarkka kudossairaus, joka on levinnyt kaikkiin lohkoihin, nay-
te kannattaa ottaa sieltd, missd muutokset sijaitsevat keuhkojen tietokonetomogra-
fiatutkimuksen perusteella. Alalohkoista naytetta saadaan parhaiten ylemmista ja
etummaisista segmenteista eli jaokkeista. Nayte voidaan tarvittaessa ottaa kahdesta tai
kolmesta keuhkosegmentista. BAL-nayte pitda ottaa ennen kajoavampia toimenpiteita,
kuten kaikukuvausta tai neulanaytteenottoa, jotta naiden aiheuttama artefakti, esimer-
kiksi verenvuoto, ei hairitse tulkintaa. Eritteiden imemista kannattaa mahdollisuuksien
mukaan valttda ennen BAL:ta, jotta imukanava ei kontaminoituisi keuhkoputken soluil-
la. Tama on erityisen tarkeda infektio-BAL:ia tehtdessa. (Randell — Koskela 2014: 72.)

Kun kohde on valittu, tdhystin tydnnetaan subsegmentti- eli alalohkon keuhkoput-

keen kunnes se kevyesti kiilautuu siihen kiinni seindmaa vaurioittamatta. Kiilautumista
voi arvioida kevyella imulla: jos keuhkoputken seinama vetaytyy sisdanpain, kiila on
riittava. Mikali kiila ei ole riittdva, on vaarana, etta naytteeseen tulee keuhkoputkieritetta
proksimaalisuunnasta ja toisaalta, ettd imu ei ole riittdva aareisosaan menevan nes-
teen takaisinsaamiseksi. Bronkuspuustoon naytealueelta tahystimen ohi vuotava neste
aiheuttaa yskimista. Usein suositellaan, etta keittosuolaliuos lammitetaan etukateen
kehon lampoiseksi, joskaan toimenpiteen hyddysta ei ole ndytt6a. Nestetta ruiskute-
taan 20—-60 ml:n annoksina yhteensa 100-240 ml kohdealueelle ruiskulla, jolla kevyesti
imemallad nayte saadaan takaisin. Jos ruiskutetun nesteen maara jaa alle 100 ml:n, on
risking, ettd naytteessa on liikaa keuhkoputkieritteesta ja keuhkoputkista peraisin olevia
soluja. Naytetta voi imea myos bronkoskoopin imulla, mutta tdma on tehtava kevyesti,
jotta kohteena oleva keuhkoputki ei painu kasaan ja nain esta nesteen paluuta. En-
simmainen BAL-annos palautuu huonommin (n. 20 %), mutta seuraavat palautuvat
yleensa paremmin (40-70 %). Tupakointi ja keuhkoahtaumatauti vahentéavat palautu-
van nesteen maaraa. Toimenpide lopetetaan, jos potilas saa voimakasta yskaa, happi-
kyllasteisyys alkaa pienentya lisdhapesta huolimatta tai jos naytteen maara on riittava
analyyseja varten. (Randell — Koskela 2014. 72.) Tahystysosastolla on tarkeaa kirjata
ylés, kuinka paljon infusoidusta naytteesta saadaan takaisin. Tieto kertoo paljon seka

huuhtelun onnistumisesta ettad keuhkojen tilanteesta. (Paakko 2016.)



Saatu neste ruiskutetaan steriileihin infuusiopulloihin, joita soludegeneraation esta-
miseksi sailytetdan jddhauteessa (Tukiainen — Taskinen 1988: 379). BAL- ja aspiraati-
onaytteet sekoitetaan fysiologiseen keittosuolaan ja lahetetaan valittémasti laboratori-
oon. Jos naytteen lahettdminen viivastyy, on ehdotettu naytteen sentrifugointia, sedi-
mentin sivelya 3-5 objektilaseille ja niiden kuivattamista tai vaihtoehtoisesti
sytosentrifugin kaytt6d. Amebiaasiepailyssa naytteet tulee kiinnittaa
polyvinyylialkoholilla (PVA:lla). (Jokiranta — Siikamaki — Meri 2011. 76-77.)

Ensimmaisissa huuhtelunaytteissd on enemman bronkusepiteelisoluja kuin seuraavis-
sa. Téma kertoo bronkuskontaminaatiosta. Kontaminaation vaikutus haviaa huuhte-
lunesteen kokonaismaaran ollessa yli 200 millilitraa. Tata pienemmilla nestemaarilla
kontaminaation mahdollisuus on otettava huomioon. Kertaruiskutuksen suuruus ei juuri
vaikuta soluléyddkseen. Jossain huuhteluita suorittavissa paikoissa ensimmaiset 60 ml|
huuhtelunesteesta saatetaan hylata ja tutkimukset tehddan myéhemmista huuhtelunes-
te-eristd. Toimenpide voidaan yleensa suorittaa polikliinisesti. (Tukiainen — Taskinen
1988: 379.)

BAL-naytteenoton vasta-aiheet ovat samat kuin keuhkoputkien tadhystyksen yleensa.
Naytteenotto aiheuttaa kuitenkin enemman hypoksemiaa eli happivajetta kuin tavalli-
nen bronkoskopia, koska yhden keuhkosegmentin ventilaatiota huononnetaan tilapai-
sesti ruiskuttamalla sinne keittosuolaa. Siksi potilaan happikyllasteisyys olisi saatava
ennen toimenpidettd 90 % tasolle ja hanelle pitdad antaa lisdhappea toimenpiteen ajan
ja jalkiseuranta-aikana. (Randell — Koskela 2014: 71-72.)

Bronkoskopia on turvallinen tutkimus, ja vasta-aiheet ovat suhteellisia ja potilaskohtai-
sesti harkittavia. Ne liittyvat potilaan kuntoon, tehtaviin tutkimuksiin ja tutkimuksesta
mahdollisesti koituvaan hydtyyn. Vasta-aiheita ovat esimerkiksi vaikeat rytmihairiot,
vaikea, ei-korjattavissa oleva hypoksemia, vaikea vuototaipumus ja akuutti sydanli-
hasiskemia eli hapenpuute. Ohjeissa kehotetaan sydaninfarktin jalkeen valttdmaan
tahystysta kuusi viikkoa, mutta tilanteen niin vaatiessa se voidaan tehda aiemminkin ja
myds teho-osastolla. Kokenut henkildkunta voi tehdd toimenpiteen tarkasti valvoen
myos hypokseemisille potilaille. Kuten kaikissa toimenpiteissa, vasta-aiheina ovat poti-
laan tai hanen edustajansa suostumuksen puuttuminen, potilaan erityisen huono yh-
teistyokyky, tekijan riittdmatdén kokemus toimenpiteen teosta ilman ohjaajaa, tahystys-

henkilokunnan puutteellinen kyky todeta ja hoitaa komplikaatioita, kuten sydamen-



pysahdysta, ilmarintaa, verenvuotoa tai hengitysvajausta. (Randell — Koskela 2014:
65.)

4.3 Diagnostiikka

Terveen ihmisen BAL-naytteessa on 20-100 x 109/l soluja. Tupakoivilla solumaara on
kolminkertainen. Terveilld, tupakoimattomilla henkil6illd alempien hengitysteiden im-
munologisen puolustusjarjestelman solut ovat lepotilassa ja tuottavat hyvin vahan valit-
tajaaineita. Tupakoitsijoilla makrofagit ovat aktiivisia ja erittavat monia valittajaaineita ja

proteaaseja. (Tukiainen — Taskinen 1988: 380.)

BAL-naytteen solut ovat peréisin seka alveoliontelosta etta perifeerisista keuhkoputken
haaroista. Keuhkohuuhtelunaytteen ja keuhkobiopsianaytteen soluldyddkset vastaavat
hyvin toisiaan. BAL- ja keuhkokudosnaytteen lymfosyyttien immunologiset ominaisuu-
det ovat samankaltaisia. BAL-naytteen neutrofiilien ja eosinofiilien osuus on suurempi
ja lymfosyyttien ja plasmasolujen osuus pienempi kuin keuhkonaytteessa. (Tukiainen —
Taskinen 1988: 381.)

Spesifeja BAL-nesteesta tehtavia 16yddksia ovat malignit soluldydokset, malignit mik-
robiologiset I10ydokset ja jotkin diffuusit keuhkoprosessit, kuten alveolaarinen mikroliti-
aasi, alveolaarinen proteinoosi ja pulmonaalinen hemosideroosi. Tutkimushavaintojen
perusteella voidaan puolestaan suuntaa-antavasti arvioida mahdollista immunoaktio-
vaatiota keuhkoissa, taudin aktiivisuutta, hoidon vaikutusta ja pdlyaltistusten aiheutta-
mia reaktioita, kuten eosinofiilistd pneumoniaa ja joidenkin ladkeaineiden aiheuttamia
reaktioita. Lausunnossa ilmoitetaan mahdollinen veri- tai epiteelisolukontaminaatio,
kokonaissolukkuus, erittelylaskennan tulos, mahdolliset patogeenit, solyatypia ja pin-

tamarkkeritutkimusten tulokset, jos ne on pyydetty. (HUSLAB n.d.)

Etiologialtaan epaselvat keuhkoinfektiot, immunosuppressio- eli hyljinnanestolaakitysta
saavien potilaiden keuhkoinfektiot (esimerkiksi opportunisti-infektiot), alveolaarisen
verenvuodon epaily, alveolaarinen mikrolitiaasi, jossa alveoleihin kertyy kalkkia ja
eosinofiilinen keuhkokuume ovat tyypillisia tiloja, joiden diagnostiikassa BAL-naytteesta
on usein ratkaisevaa hyotya. Talldin otetaan sairaalakohtaisesti maaratty infektio-BAL-
paketti, joka on laajempi immuunivajepotilaita tutkittaessa. Ladkeainereaktiossa

ja sadefibroosissa (keuhkon kutistuminen ja arpeutuminen) BAL:lla voi sulkea pois mui-

ta erotusdiagnostisia vaihtoehtoja. Vaikka perifeerisen, paikallisen keuhkosyévan suh-
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teen BAL:n diagnostinen osuvuus on huono, sydpa saattaa levittda soluja ymparis-
téonsa. Osuvuus onkin jopa 80-90 % karsinoosissa (laajalle levinnyt syépakudos) ja
bronkoalveolaarisessa karsinoomassa. BAL:ta voidaan kayttaa joskus esimerkiksi ast-
man ja keuhkoahtaumataudin tulehdusprosessin luonteen ja voimakkuuden arvioon
seka hoitovasteen seurantaan ja alveoliittien (allerginen keuhkokudossairaus, homepo-
lykeuhko) tutkimiseen. Solujakaumat korreloivat huonosti monien interstitiaalisten el
perifeerisissa osissa esiintyvien keuhkosairauksien vaiheeseen tai hoitovasteeseen,
mutta joitakin harvinaisia interstitiaalisia sairauksia keuhkohuuhtelulla voidaan tutkia
tehokkaasti. Keuhkohuuhtelusta on hy6tya alveolaarisen proteinoosin diagnosoinnissa
ja hoidossa seka alveolaarisen verenvuodon ja langerhansinsoluhistiosytoosin diagno-
soinnissa. (Randell — Koskela 2014: 71.)

Bronkoalveolaarisessa karsinoomassa ja diffuusissa adenokarsinooman metastasoin-
nissa maligneja soluja esiintyy 70-80 % tapauksista. Lymfoomien yhteydessa I6ydok-

sena on usein epaspesifinen lymfosytoosi. (Tukiainen — Taskinen 1988: 380-381.)

Diffuuseissa parenkyymisairauksissa muutoksia esiintyy padasiassa alveoliseindmas-
sd. Solujakauma alveoliontelossa taas ei valttdmatta ole sama kuin seinamassa. (Tuki-
ainen — Taskinen 1988: 381.) Keuhkohuuhtelunaytteen solukuva edustaa alveolitilassa
olevaa solupopulaatiota naytteenottohetkella. Se ei kerro keuhkoparenkyymin tilantees-
ta suoraan. Keuhkohuuhtelundyte otetaan ensisijaisesti tiettyjen opportunisti-
infektioiden poissulkemiseksi. Lisaksi sen avulla voidaan mahdollisesti varmistaa, ettei
kyseessa ole pneumokonioosi eli esimerkiksi asbestikappaleita. Keuhkohuuhtelunayt-
teen solukuva parenkyymitaudissa on suuntaa antava, mutta nayte voi olla taysin nor-

maalikin. (Myllarniemi — Hodgson — Tukiainen — Kinnula 2005. 3129.)

Tuoreissa sarkoidoositapauksissa auttaja- ja estaja-T-solujen suhde on suuri, mutta se
pienenee normaaliksi tai matalammaksi taudin pitkittyessa (Tukiainen — Taskinen 1988:
381). Sarkoidoosin seurannassa keuhkohuuhtelunaytteessa todettu selva, usein voi-
makas ja relatiivinen lymfosytoosi viittaa aktiiviseen tautiin. BAL-16yd6s riippuu sairau-
den vaiheesta. Aktiivivaiheessa huuhtelunesteesta saatetaan 16ytaa lymfosyyttiaktivaa-
tio eli lymfosyyttien suurentunut CD4- ja CD8-solujen suhde, joka on sarkoidoosille
spesifinen [0ydds. (Myllarniemi ym. 2005: 3129; Pietinalho 2009: 1237; Tukiainen —
Taskinen 1988: 384.)
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Allergisessa alveoliitissa solumaara kasvaa huomattavasti ja myos lymfosytoosia esiin-
tyy. Auttaja- ja estdja-T-solujen suhde vaihtelee immunoaktiivisuuden vaiheen mukaan.
Tyypillisesti huuhtelunesteessa esiintyy plasma- ja sybttdsolujen, basofiilien ja lymfo-
syyttien spontaanirosetteja. Vahvan immunoaktiivisuuden merkkina todetaan lisaksi
stimuloituneita lymfosyytteja, suuria granulaisia lymfosyytteja ja lymfoidien blasteja.
Osalla potilaista esiintyy neutrofiliaa. Homepdlylle altistuneilla saattaa esiintya lievaa
lymfosytoosia ilman homepdlykeuhkosairauden oireita. (Tukiainen — Taskinen 1988:
381.) Taudin parantuessa lymfosytoosi nayttaa sailyvan siitd huolimatta, etta kliiniset
I0ydokset normalisoituvat. On epaselvaa, kuinka kauan immunoaktivaatio jatkuu altis-
tuksen loputtua. (Tukiainen — Taskinen 1988: 384.) Allergisessa alveoliitissa lymfosyyt-
teihin alkaa ilmestya sytoplasman poimuuntumista, jopa ulokkeita. Joskus makrofagien
kyljessa nakyy rivistd pienempia leukosyytteja. (Paakko 2016.)

Fibrosoivassa alveoliitissa 16ydds on tyypillisesti neutrofilia tai eosinofilia. Hyvin tuo-
reissa tapauksissa voi olla havaittavissa myos lymfosytoosia. Auttaja- ja estaja-T-
solujen suhde on yleensa normaali tai pienentynyt. Sytostaattien aiheuttamissa alveolii-
teissa 16ydds muistuttaa fibrosoivaa alveoliittia. Fibrosoivassa alveoliitissa solumaara
pienenee steroidihoidon aikana ja erittelylaskentaloydés muuttuu normaalimpaan suun-
taan riippumatta hoitovasteesta. BAL-I6ydoksen merkitys fibroottisen prosessin aktiivi-
suuden arvioinnissa on epaselva. (Tukiainen — Taskinen 1988: 381-384.) Alveoliiteissa
nahdaan usein epaspesifinen sekatulehdus (kuvio 4) eli lievaa lymfosytoosia, eosino-
filiaa ja neutrofiliaa (Myllarniemi ym. 2005: 3129).
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Kuvio 4. Alveoliittiin liittyvassa sekatulehduksessa (B) solukuva ei ole spesifinen, vaan koostuu
lymfosyyteistd (Ly), neutrofiileista (Ne) ja eosindfiileista (Eo). Mo = makrofagi. (Myl-
larniemi ym. 2005: 3130.)

Eosinofiilisessd pneumoniassa (kuvio 5) huuhtelunayte on diagnostinen (Myllarniemi
ym. 2005: 3129). Tyyppildydds on suuri solumaéara sekad huomattava suhteellinen ja
absoluuttinen eosinofilia yhdistyneena neutrofiliaan. Absoluuttinen eosinofiilimaara on
suurempi kuin missdan muussa tautiryhmassa. Nitrofurantoiinin aiheuttamassa akuu-
tissa pneumoniitissa huuhteluldydés muistuttaa suuresti eosinofiilista pneumoniaa.
Subakuuteissa tai kroonisissa tapauksissa esiintyy myos lymfosytoosia tai siihen liitty-
vaa lievaa eosinofiliaa, jota esiintyy myos kullan aiheuttamissa keuhkoreaktioissa. (Tu-
kiainen — Taskinen 1988: 382.)
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Kuvio 5. Keuhkohuuhtelunayte: eosinofilinen pneumonia on selvasti diagnosoitavissa BAL-
tutkimuksen soluista (Myllarniemi ym. 2005: 3130).

Eosinofiilisessa granuloomassa osa makrofageista latautuu monoklonaalisella antity-
mosyyttivasta-aineella ja makrofageissa voidaan todeta x-body -muodostumia elektro-
nimikroskoopilla. Alveolaarisessa mikrolitiaasissa huuhtelunesteeseen tulee tyypillisia
pyoéreitd, lamellaarisia kappaleita. Alveolaarisessa proteinoosissa seka makrofagien
vakuoleissa etta vapaana havaitaan runsaasti PAS-positiivista massaa. Idiopaattisessa
pulmonaalisessa hemosideroosissa huuhtelunesteen makrofageissa esiintyy runsaasti
fagosytoitunutta hemosideriinia ja esimerkiksi immunosuppressiopotilaan keuhkove-
renvuodoissa I6ydds on samanlainen. Kroonisissa fibroosin asteelle edenneissa ta-
pauksissa alkaa ilmaantua neurofiliaa lymfosytoosin havitessa. (Tukiainen — Taskinen
1988: 382-384).

BAL-naytteestad mitataan tavallisesti asbestikappaleiden (AB) pitoisuus valomikro-
skooppisesti millilitraa kohti. Luotettavaan analyysiin tarvitaan alveolitasoa edustava,
vahintdan 10 ml:n nayte ja mieluiten rautavarjays. (Karjalainen — Tukiainen 1997.
3588.) Asbestille altistuneiden naytteista 16ydetaan asbestisaikeita (kuvio 6) joko pal-
jaina tai proteiini-rautakuoren peittdmina (Tukiainen — Taskinen 1988: 381). Paakko
(2016) mainitsee omana huomionaan, ettad asbestialtistuspotilaita 10ytyy usein lymfosy-

toosi.
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Kuvio 6. Asbestikappaleita, vahvasti ja heikosti rautapositiivisia (sinertavat) seka rautanegatii-
visia (vaaleanpunaiset ja pinkit) leukosyytteja BAL-naytteessa. Fe-varjays.

Erilaisten BAL-muuttujien tutkiminen on muodostunut keskeiseksi diffuusien keuhkosai-
rauksien patogeneesin selvittelyssd. Lymfosyyttien fenotyyppi- ja toimintahairiéita on
kartoitettu perusteellisesti, ja niiden tilalle on tulossa erilaisia makrofagien aineenvaih-
duntaa, fagosytoosia ja eritys- ja yhteistoimintaa tarkastelevia tutkimuksia. Nama selvit-
tavat niitd keuhkojen puolustusmekanismien hairi6ita, jotka johtavat diffuusien keuhko-
sairauksien syntyyn. Toinen tutkimuslinja kohdistuu fibrogeneesiin ja erityisesti niiden
kriittisten vaiheiden toteamiseen, joiden aikana tulehdusreaktioon alkaa liittya sideku-
doksen muodostusta. Fibroosin kdynnistymista ja muodostumista voidaan seurata eri-
laisten keuhkohuuhtelunesteeseen erittyvien, kollageenin muodostusta heijastavien
peptidien ja entsyymien avulla. Naissa tutkimuksissa on todennakoéisesti viela paljon
muitakin potentiaalisia hyédyntéamisalueita. (Tukiainen — Taskinen 1988: 384.) Normaa-
li BAL-nayte ei koskaan sulje pois mikroskooppisia muutoksia keuhkoparenkyymissa
(Paakko 2016).
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5 BAL- naytteen valmistustekniikat

Solumorfologian tutkimista ja solujen erittelylaskentaa varten tarvitaan MGG-varjatty
natiivindyte, alkoholiin fiksoitu nayte Papanicolau-varjaykselld ja Berliininsini-
rautavarjays. Lymfosyyttien alaryhmaanalyysia varten tarvitaan monoklonaalisia vasta-

aineita virtaussytometrisesti immunofluoresenssitekniikalla. (HUSLAB n.d.)

Sille on syynsa, miksi BAL-naytteistd tehddadn montaa eri varjaysta ja kahta erilaista
valmistetta. MGG-varjatylla CytoSpin-lasilla solumorfologia on aarimmaisen hyva: pu-
na- ja syottdsolut erottuvat hyvin. Lymfosyytteja voi kuitenkin irrota MGG-CytoSpin —
lasilta tai ne voivat kasautua naytteen toiseen reunaan. Papanicolau-varjatylla Cyto-
Tek-lasilla lymfosyytit pysyvat hyvin paikoillaan. Punasoluja, eosinofiileja ja sybttdsoluja

puolestaan ei ndy tai niita ei tahdo tunnistaa. (Paakks 2016.)

Laboratorioiden BAL-tydohjeita vertailtiin keskenaan. Niista etsittiin samankaltaisuuksia
ja eroavaisuuksia (taulukko 1). Kaikkien laboratorioiden ohjeista saatiin kopiot tammi-
kuussa 2016. Jorvin ohjeista saatiin uudet versiot toukokuussa 2016 ja Meilahden pai-
vitetty ohje syyskuussa 2016. Taman ajankohdan jalkeen tyéohjeisiin tehtyja muutoksia

ei ole huomioitu tassa tyossa.

Meilahden, Jorvin ja Hyvink&an patologian laboratorioissa kaikissa tehddan seka taval-
lisia BAL- ettéd asbesti-BAL-tutkimuksia. Naytteet saapuvat laboratorioon kylmakulje-
tuksena. Jokaisessa paikassa naytteen fiksoitu osa tehddan sekoittamalla huuhte-
lunestettd 96-prosenttiseen etanoliin. Kaikkialla kaytetdan ja valmistetaan Cyto-Tek -
laseja ja varjataan naytteitd MGG- ja rautavarjayksilla.
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Taulukko 1. Tyoohjeiden tarkeimmat erot.

1 (tai 2) fiksoitua putkea
Vain BAL-osa

CytoTek ja CytoSpin:
suodatetaan ja sentri-
fugoidaan

RPMI + FBS

Neubauer

Kammiolaskenta: Trypan
Blue

Vain tuorenaytteet

BAL-br.- ja BAL -
erottelu

Vain CytoTek
Tuorenaytteen CytoTek:
papa, MGG, Fe

Huuhteluneste,
RPMI+FBS jos CD4/CD8
- Meilahteen

Birker
Gelatiinilasi: papa ja Fe

Kammiolaskenta: Trypan
Blue

Vain tuorenaytteet

Vain BAL-osa

Vain CytoTek

Tuorenaytteen CytoTek:
papa (formaliini) ja MGG

Huuhteluneste

Burker

Kammiolaskenta natii-

visti

Kammiolaskenta: labora- Kammiolaskenta ja lymfo- Kammiolaskenta + lymfo-
torio syyttien erittely: esitarkas-  syyttien erittely: laborato-
Lymfosyyttien erittely:  taja rio

esitarkastaja

5.1 Meilahden patologian laboratorion BAL-tyoohje

Meilahden patologian laboratorion kayttdmaa BAL-ty6ohjetta ei ole tehty HUSLAB:in
viralliselle tydohjepohjalle. Kirjoitusasu muistuttaa epavirallista dokumenttia, silla ohje
on lahinna lista luettelomerkkeja. Ohjeesta huomaa, ettad yksityiskohtia on muokattu

useamman tyontekijan toimesta, mutta kokonaisuus vaatisi hiomista.

Naytteet voivat saapua laboratorioon siten, ettd niiden mukana on jo valmiiksi keuhko-
tahystyksessa fiksoitu nayteputki tai -putkia. Fiksoitu nayte voi tulla yhdessa tai kah-
dessa putkessa, joista ensimmaista pidetdan mahdollisesti kontaminoituneena, enim-
makseen keuhkoputkista kerattyna naytteena. Jos fiksoitu nayte tulee kahdessa put-
kessa, niistd tehdaan omat naytelasinsa. Jorvin ja Hyvinkdan laboratorioihin saapuu

vain tuorenaytteita.
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CytoSpin-valmisteita tehddan vain Meilahdessa. Laseja tehddan kaksi, joille tehdaan
MGG- ja Fe-varjaykset. CytoSpin-naytteitd varten nayte suodatetaan kaksinkertaisen
sideharsotaitoksen lapi 50 ml:n Falcon-muoviputkeen tai -putkiin naytemaarasta riippu-
en. Putki tai putket sentrifugoidaan ja naytteistd kaadetaan kaikki neste pois. Suodatus-
ta tai sentrifugointia ei tehda Jorvissa eikd Hyvinkaalla, koska niissa ei tehda CytoSpin-
valmisteita. Sentrifugoinnin jalkeen naytteen solut pestdan lisdamalla naytteeseen
PBS-puskuria ja sentrifugoimalla se toisen kerran. PBS kaadetaan pois ja naytteeseen
lisdtdan RPMlI-elatusainetta, jonka maaran ja kammiolaskennan avulla vakioidaan
naytteiden solutiheys mahdollisimman lahelle toisiaan. Nayte kasitelldaén siten, etta
solutiheys saadaan tihedmmaksi kuin se on ollut alkuperaisessa huuhtelunesteessa.
Solutiheys pyritdan vakioimaan 1x108 soluun millilitrassa.

Solulaskenta tehdaan Neubauerin kammiossa, kun Jorvissa ja Hyvinkaalla kaytetaan
Blrkerin kammiota. Fiksoidusta naytteestd tehddan CytoTek-valmiste, jolle tehdaan
vain Papanicolaun varjays. Kun tarvittavat naytelasit on valmistettu, nayteputkiin lisa-
téén FBS (Fetal Bovine Serum) -ravintoliuosta kymmenen prosenttia naytteen tilavuu-
desta. Naytteita ja varalaseja sailytetdan kaksi viikkoa. Tydohjeiden perusteella Meilah-
ti  on ainoa paikka, jossa tehddan siirrekeuhkonaytteitd. @ CD4/CD8 -
pintamarkkerimaarityksia tehdaan vain Meilahden transplantaatiolaboratoriossa. Jorvi
ja Hyvinkaa lahettavat nama naytteensa Meilahteen. Seka Lohjan sairaalasta tulleet
fraktiondytteet ettd Ahvenanmaalta tulleet mini-BAL-ndytteet valmistetaan Meilahdes-

Sa.

5.2 Jorvin patologian laboratorion BAL-ty6ohje

Jorvissa on kayt0ssa kaksi erilaista BAL-tyGohjetta, joissa on eri tietoja naytteiden val-
mistusprosessista. Nayte saapuu laboratorioon keuhkotahystyksessa keratyissa ruis-
kuissa, joista ensimmaiset kaksi on merkitty. Naiden ruiskujen sisalt6a kasitellddn koko
prosessin ajan bronkusosien naytteena, lyhenteella BAL-br.osa. Naytteen osien erotte-
lua ei tehdad muissa laboratorioissa. Naytetta kasitelldadan huuhtelunestemuodossa. Jor-
vissa naytteiden kammiolaskennan tekee esitarkastaja, kun Meilahdessa ja Hyvinkaalla
se kuuluu BAL-pisteen tydntekijan tehtaviin. Tydohjeissa kaytetdan rautavarjayksesta

sen virallista nimea berliininsini, kun muissa paikoissa kaytetaan lyhennetta Fe-varjays.
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Yhden potilaan naytteistéd tehddan monta naytelasia. Bronkusosan huuhtelunesteesta
(BAL-br.osa) valmistetaan yksi CytoTek-lasi, joka varjatdan Papanicolaun varjayksella.
Itse BAL-naytteestd tehdaan CytoTek-lasit Papa-, MGG- ja Fe-varjayksia varten seka
yksi varalasi. Jorvissa naytteet kiinnitetdan Papa- ja Fe-varjayksia varten gelatiinilaseil-
le, joita ei kaytetd ollenkaan muissa paikoissa. Jos potilaan naytteistad on tehty asbesti-
BAL-pyynto, tehdaan Millipore® -valmiste erillisen ohjeen mukaan.

Naytteiden valmistuksen jalkeen loput BAL-br ja BAL -naytteet fiksoidaan. Fiksoidusta
naytelaimennoksesta pystytadan tekemaan mahdollisia lisa- ja erikoisvarjayksia.

Fiksoituja naytteita sailytetdan kuusi viikkoa. Nayte sentrifugoidaan ja siihen lisataan
RPMI-elatusainetta, jossa on kymmenen prosenttia FBS (Fetal Bovine Serum) -
ravintoliuosta vain silloin, jos naytteesta on pyydetty CD4/CD8 -pintamarkkerimaaritys,

jota varten nayte lahetetdan Meilahden transplantaatiolaboratorioon.

5.3 Hyvink&an patologian laboratorion BAL-tydohje

Tuorenaytteesta tehdaan Papa- ja MGG-varjaykset seka yksi varalasi. Papa-lasia var-
ten tuorendytteen sekaan lisatdan kymmenenprosenttista formaliinia. Fiksoidusta nayt-
teestd tehdaan Papa- ja Fe-varjaykset. Tuorendyte sekoitetaan keittosuolaliuokseen.

Jorvissa tai Meilahdessa naytteita ei sekoiteta formaliiniin tai keittosuolaliuokseen.

Solulaskenta tehddan Hyvinkaalld natiivisti, kun muualla se tehddan Trypan Bluella
varjattyna. Kammiolaskennan suorittava BAL-pisteen tyontekija erittelee myos lymfo-
syyttien osuuden, mikd Meilahdessa kuuluu esitarkastajille. Varalasia sailytetdan kaksi
viikkoa jaakaapissa. Muiden naytteiden sailytysajoista ei ole mainintaa.

6 Tyon toteutus

Alkupalaverissa 5.9.2016 ohjausryhman (Raheem, Lepola, Maijala, Sulka) kanssa so-
vittiin tarkemmin kaytanndn tyon toteuttamisesta. Suunnitelmasta poiketen pidettiin
parempana vaihtoehtona sita, ettd syyskuun aikana maanantaisin ja tiistaisin tulevat
potilasnaytteet tehtaisiin itse ohjaajan valvonnassa. Normaalien, pyynnén mukaisten
lasien lisaksi tehtiin yhteensa nelja ylimaaraista lasia, jotka jaivat minulle — MGG- seka

Fe-varjaykset seka pesulla ettd ilman tehdyista naytteista. Oikeat naytelasit jatkoivat
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matkaansa esitarkastajille ja patologille, mutta rinnakkaislasit jaivat varjayksen jalkeen
laboratorioon. N&in lasien palaamista patologilta ei tarvinnut odottaa, vaan tatéa projek-
tia varten oli heti kaytettavissa omat lasit. Koska BAL-naytteita ei nayttanyt tulevan tar-
peeksi maanantaisin ja tiistaisin, suunnitelmaa sovellettiin ja joitain naytteita sailytettiin
24 ja 72 tunnin lisdksi 96 tuntia. Talldin tavoitteena oli, ettd jokaisessa aikajaksossa
olisi ainakin viisi naytetta, jotka ovat vertailukelpoisia keskenaan. Eli minimissaankin
olisi saatu kasaan viisi naytetta, joista on nyt ja 24h sailytyksen jalkeen tehdyt rinnak-
kaiset naytteet, viisi nyt vs. 72h ja viisi nyt vs. 96h -naytettd. Maanantaisin ja tiistaisin
mahdollisesti tehdyista naytteista olisi tehtyna seka nyt ettéd 24h ja 72h naytteet, jolloin
ne toimisivat molempien sailytysaikojen verrokkeina. Toteutunut valmistusprosessi on

kuvattu kuviossa 8.

Alkuperaisesta suunnitelmasta poiketen sovittiin myos, etta valmiita laseja Meilahdesta,
Jorvista ja Hyvinkaalta ei tilata. Eri laboratorioissa tehtyja naytteitd ei olisi otettu sa-
moista potilaista, mika olisi vaikeuttanut lasien laadun vertailua. Laseista saattaisi olla
nahtavissa eroja esimerkiksi taustan siisteydessa tai sotkuisuudessa, mutta ne olisivat
voineet johtua valmistustekniikan sijaan myo6s potilaan kunnosta, naytteenoton onnis-
tumisesta tai naytteen koostumuksesta. Pidettiin mahdollisena, ettd valmiiden lasien

vertaileminen olisi sisallytetty tydhon viela mydhemmin, mutta se ei ollut tarpeen.

Liséksi tehtiin kammiolaskentaa myds fiksoiduista naytteistd. Normaalisti solut laske-
taan tuoreista naytteistd heti niiden saavuttua laboratorioon. Laskemalla solut myds
fiksoidusta naytteesta haluttiin selvittda, vaikuttaako fiksoiminen esimerkiksi solujen
rakenteisiin siten, ettd kammiolaskennan lopputulos muuttuu fiksoimisen johdosta. Tar-
tuntavaarallisten — kuten tuberkuloosipotilaiden — naytteiden kasittelyssa olisi kuitenkin
turvallisempaa, jos kammiolaskennan voisi suorittaa myos fiksoidusta naytteesta. En-
simmaisten paivien aikana tata kokeillessa kuitenkin huomattiin, ettd fiksoidusta nayt-

teesta laskeminen ei onnistu.

Tuorenaytteen solutiheyttd muutetaan tiivimmaksi naytetta kasiteltdessa. Alun perin
esimerkiksi 80 millilitran nayte saadaan ikadan kuin tiivistettya siten, ettd naytteen koko-
naissolumaara saadaan pienempaan tilavuuteen, esimerkiksi viiteen millilitraan soluti-
heydesta riippuen. Kasitellyn naytteen solutiheys olisi tdssa esimerkkitapauksessa 16
kertaa tihedmpi, kuin alkuperédisessa, potilaan keuhkoista keratyssad huuhtelunestees-
sa. Fiksoidun naytteen solutiheys taas on puolet alkuperaisen naytteen tiheydesta:

viiteen millilitraan huuhtelunestetta lisataan viisi millilitraa 96-prosenttista etanolia. Tuo-
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reen ja fiksoidun naytteen solutiheydet olisivat verrattavissa toisiinsa laskutoimitusten
avulla. Kaytanndssa kuitenkaan siité ei olisi hydtya, koska kammiolaskenta on melko
nopeasti suoritettava vaihe, jota ylimaaraiset laskutoimitukset venyttaisivat. Erittain
runsassoluisten naytteiden kohdalla kammiolaskennalla ja laskutoimituksella saatavat
tulokset olivat hyvin [8helld toisiaan. Vahasoluisten naytteiden kohdalla taas tulokset
erosivat radikaalisti. Naytteen solutiheyttd ei pysty arvioimaan silméamaaraisesti sen
saapuessa laboratorioon, jolloin kammiolaskennan onnistuminen pitaisi tarkistaa las-
kemalla myds tuorenayte. Talldin alkuperdinen idea parantaa tyontekijan turvallisuutta

jaisi toteutumatta ja naytteen valmistamisesta tulisi monimutkaisempaa.

Suoritettaessa sekd pestyjen, pesemattdmien ettéd fiksoitujen naytteiden kammiolas-
kentaa tehtiin jo muutamia huomioita. lIman pesua valmistetuissa naytteissa naytti ole-
van enemman ylimaaraista sotkua taustalla. Kammiossa nakyi punertavia, pitkia raken-
teita, jotka olivat todennakoisesti limaa ja pienia partikkeleita. Valkosolujen laskemi-
seen tausta ei kuitenkaan vaikuttanut. Leukosyytit nayttivat samanlaisilta ja laskeminen
onnistui samalla tavalla kuin pestyakin naytetta laskiessa. Fiksoidussa naytteessa solu-
ja oli vdhemman naytteen laimeuden takia. Solut olivat paljon tummemman siniseksi
varjaytyneita ja osittain kutistuneita etanolin takia. Etanoli kuivattaa soluja, jolloin niiden
koko pienenee ja ne imevat Trypan-variainetta enemman itseensa verrattuna tuore-

naytteeseen.

Esitarkastaja Leena Sulkan kanssa pidettiin mikroskopointiperehdytys ennen nayttei-

den tarkastelua, jotta silloin ei tarvitsisi kayttaa aikaa perustietojen lapikaymiseen.

Kaikista toteutusajanjaksolla laboratorioon saapuneista naytteista tehtiin seka potilas-
naytteet ettd tdhan tydéhon tarvittavat naytelasit. Laboratorioon tuli Meilahden lisaksi
esimerkiksi Lohjalla ja Kotkassa otettuja naytteitd. Keuhkohuuhtelunestenaytteen tuli
olla tarpeeksi runsas, jotta varsinaisen naytteen lisdksi sitd riitti niin paljon, etta siitd
pystyttiin ottamaan sivuun osa ilman pesua tehtavaa naytelasia varten seka sailyvyys-
tutkimukseen. Lasit kirjoitettiin kasin, jolloin niihin ei tarvinnut laittaa mitadan potilastieto-
ja tai naytenumeroita (kuvio 7). Naytenumerot otettiin varmuuden vuoksi ylés kirjanpito-
taulukkoon (liite 1), jos niitd olisi sattunut tarvitsemaan esimerkiksi naytteiden tarkaste-

lun jalkeen. Naytenumerot sensuroitiin, kun kaytannon osuus oli tehty.
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Kuvio 7. Valmiita naytelaseja.

Jokaisesta naytteestd tarvittavat lasit tehtiin vertailtavilla menetelmilla yksi kerrallaan.
Samaan aikaan pyrittiin kasittelemaan vain yhtd naytettd kontaminaatioriskin valtta-
miseksi ja jotta kirjanpito pysyi varmasti ajan tasalla. Keskittymisen koettiin herpaantu-
van helposti, jos monta naytetta olisi kasiteltdvana yhta aikaa. Tyon edetessa ja tyovai-
heiden tullessa tutuksi pystyttiin kuitenkin tekemaan kaksi naytetta yhta aikaa sarjatyo-
na siten, ettd molemmat naytteet olivat koko ajan samassa vaiheessa. Pyrittiin saa-

maan yksi vaihekokonaisuus valmiiksi ennen seuraavan aloittamista.

6.1 BAL-naytteen valmistaminen ilman pesuja

Potilasnaytteet ja pesun kanssa opinnaytetytta varten valmistettavat naytteet valmis-
tettiin tydohjeen mukaisesti. Oikeiden, Meilahden tydohjeen mukaan tehtyjen nayttei-
den liséksi potilasnaytteista tehtiin toinen versio ilman pesua. liman pesua valmistetta-
via naytteita varten tydohjeesta jatettiin vain pesuvaihe pois, muuten tydvaiheet vasta-
sivat tydohjetta. Tuorenaytteen suodatusvaiheessa otettiin pieneen Falcon-putkeen

naytetta, johon lisattiin fuugauksen jalkeen suoraan RPMI:ta.

Aihetta suunnitellessa ja jasentdessa tarkoituksena oli tehda sailyvyystutkimus myos
ilman pesua valmistetusta naytteesta. Tasta tavoitteesta kuitenkin luovuttiin aikataulu-
ja aiheenrajaussyista. Sailyvyystutkimuksen tekeminen myos ilman pesua valmistetuis-
ta naytteista on sopiva jatkoehdotus talle opinnaytetydlle.
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6.2 Sentrifugoitujen BAL-naytteiden valmistaminen heti,
yon jalkeen ja viikonlopun jalkeen

Pestysta naytteestd valmistettiin yhdet MGG- ja Fe-varjattavat CytoSpin-lasit heti, yh-
det yon yli sailytyksen, yhdet viikonlopun yli séilytyksen jélkeen ja tarvittaessa neljan
vuorokauden sailytyksen jalkeen. Koko sailytysjakson ajan naytteet sailytettiin elatusai-

neessa.

Tehty nayte, johon oli lisatty elatusainetta, sailytettiin jddkaapissa. Siita tehtiin lasit 24
ja 72 tunnin seka joidenkin kohdalla 96 tunnin sailytyksen jalkeen, jotta sailytyksen vai-
kutuksia pystyttiin vertailemaan. Normaalisti tuorenaytteisiin lisatdan paivan paatteeksi
FBS-ravintoliuosta, mutta naytteista otettiin projektia varten talteen 12ml erilliseen pie-
neen Falcon-putkeen ennen ravintoliuoksen lisdamista. Tata projektia varten kasitellyt

naytteet sailytettiin siis vain RPMI-elatusaineessa.

Tydssa kokeiltiin ja selvitettiin, sailyykd BAL-ndyte fuugauksen jalkeen elatusaineessa
yon ja viikonlopun yli. Verrattiin samasta naytteesta tehtyja valmisteita, joista yksi oli
valmistettu heti, toista sailytetty yon yli jadkaapissa ja kolmatta, jota oli sailytetty viikon-
lopun yli. Tarkoituksena ja tavoitteena oli selvittaa, poikkeavatko samasta potilaasta eri
tekniikoilla tehdyt naytteet toisistaan. Tassakin materiaalina piti olla useamman potilaan
naytteet, jotta vertailua pystyttiin pitdmaan luotettavana. Esitarkastajat ja patologian

asiantuntijat toimivat apuna myds tassa vaiheessa.

Naytteiden valmistamista dokumentoitiin kirjaamalla naytteiden tiedot ja tydvaiheet tau-
lukkoon (lite 1) ja ottamalla tydvaiheista valokuvia (kuviot 7 ja 9-12) seka naytteista
mikroskooppikuvia (kuviot 13-19). Toivottiin saatavan kuvia esimerkiksi pesun ja sen
poisjattdmisen eroista ja siitd, miten sailytyksen vaikutukset nakyvat mikroskoopilla.
Ty6ta tehdessa pyrittiin taltioimaan lukijan ndkdkulmasta asianmukaisia ja havainnollis-

tavia kuvia tekstin tueksi.
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Kuvio 8. Naytelasien valmistusprosessi.
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Kuvio 9. Naytteen suodatus. Yli 50 ml:n ndyte suodatetaan kahteen 50 ml:n Falcon-putkeen
kaksinkertaisen sideharsotaitoksen lapi. OpinnaytetyOprojektia varten otettiin erilli-
seen 15 ml:n Falcon-putkeen 6-12 ml suodatettua naytetta.

Kuvio 10. Koko naytteen solunappi kahden Falcon-putken yhdistdmisen ja sentrifugoinnin jal-
keen.
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Kuvio 11. Ohjeen mukaan pesulla ja ilman pesua valmistetut naytteet Trypan-variaineeseen
sekoitettuna Neubauerin kammiossa kammiolaskentaa varten.

Kuvio 12. Ohjeen mukaan ja ilman pesua valmistetut naytteet kammiolaskennan avulla lasketun
RPMI:n lisdyksen jalkeen.
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7 Tulokset ja tulosten tarkastelu

Naytelaseja tehtiin yhteensa 19 potilasnaytteesta yhteensa 140 kappaletta. Naytteiden
epatasaisen ja ennakoimattoman saapumistahdin takia ei pystytty tekemaan suunnitel-
tua kahdeksaa lasia jokaisesta naytteestd (MGG- ja Fe- lasit pesuilla, ilman pesuja,
24h ja 72h sailytyksen jalkeen). Kahdesta naytteesta ei pystytty tekemaan laseja ilman
pesua naytteen niukkuuden vuoksi. Kuudesta naytteesta tehtiin myds 96 tunnin saily-
tykset. Taulukossa 2 on esitetty kaikki mahdolliset naytelasivariaatiot lukumaarineen.
Eniten oli naytteita, jotka tehtiin alkuperaisen suunnitelman mukaan (vain 96h puuttuu),
joista puuttui 24 tunnin sailytys tai joista tehtiin vain 24 tunnin sailytys. Merkittavin tekija
vaihtelevuudessa oli viikonpaiva, jona nayte saapui laboratorioon. Tiistaina saapuvasta
naytteesta ei pystytty tekemaan 96 tunnin sailytysta, silld se olisi osunut lauantaille.
Torstaina saapuvista naytteista jai 72 tunnin sailytys valiin ja tdssa tapauksessa jatettiin
myds 96 tunnin sdilytys pois, silla sen ei alun perinkdan pitanyt olla tyéssa mukana.
Perjantaina saapuvista naytteistd puolestaan ei pystytty tekemaan 24 tunnin sailytysta,

koska sekin olisi pitanyt tehda lauantaina.

Taulukko 2.  Naytelasien rinnakkaisten versioiden variaatiot ja niiden lukumaarat.
Naytteiden valmistustekniikat ja sailytysajat n
Pesulla lIman pesua | 24h sailytys | 72h sailytys | 96h sailytys
Pesulla lIman pesua | 24h sailytys | 72h sailytys | -------------—--
Pesulla | - 24h sailytys | 72h sailytys | ---------m------
Pesulla lIman pesua | ---------------- 72h sailytys | 96h sailytys
Pesulla lIman pesua | --------=------- 72h sailytys | ----—-=-m-mmmm-
Pesulla lIman pesua | 24h sailytys | ---------------- 96h sailytys
Pesulla lIman pesua | 24h sailytys

Kaikki tehdyt lasit katsottiin yhdessa esitarkastajan kanssa mikroskoopilla. Naytelaseis-
ta arvioitiin naytteen kayttokelpoisuutta, paksuutta, solujen maaraa ja varjaytyvyytta
(taulukko 3). Kaikki naytteista tehdyt huomiot kirjattiin ylos (liite 2). Lasit vietiin patolo-
gille, joka katsoi ensin kaikki naytteet Iapi itse. Patologin kanssa tavattiin seuraavana
paivana, jolloin kaytiin yhdessa vain osa laseista lapi ja vaihdettiin mielipiteita tyén tu-
loksista. Patologi ei tiennyt etukateen, mitéd paatelmia esitarkastajan kanssa oli tehty

aikaisemmin.



Taulukko 3.  Naytteiden arviointikriteerit.
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Kayttokelpoinen | Naytteen paksuus

Solujen maara

Varjaytyvyys

Nayte ID Kylla Ei |Ohut | OK | Paksu

Vahan ‘OK‘ Paljon

Vaal. ‘ Tumm. ‘OK‘ Epatas.

Kommentteja

7.1 Pesuvaiheen vaikutus BAL-naytteen laatuun

Esitarkastajan ja patologin kanssa oltiin samaa mieltd siina, ettd pestyn ja pesemétto-

man lasin valilla ei ollut juuri minkaanlaista eroa. Joissain lasit olivat aivan identtiset

(kuviot 13-15), eika niita olisi erottanut toisistaan ilman lasien tietoja. Naytteen 1 pestyn

ja pesemattoman naytteen (kuvio 13) valilla ei nakynyt eroavaisuuksia. Makrofagit oli-

vat varjaytyneet molemmissa naytteissa epatasaisesti ja niissa nakyi vakuolisaatiota.

Molemmissa naytteissd nakyi neutrofiileja ja oikean puoleisessa kaksi eosinofiiliakin.

Naytteen 2 pesty ja pesematdn nayte (kuvio 14) olivat molemmat tasaisesti varjaytynei-

ta. Eri kokoisia ja muotoisia makrofageja seka pienia lymfosyytteja 16ytyi molemmista.

Naytteessa 15 nakyi samaa makrofagien kokovaihtelua ja niiden syémia mustia hiilipar-

tikkeleita seka pestyssa etta peseméattomassa naytteessa (kuvio 15).

Kuvio 13. Nayte 1. Vasemmalla pesty nayte, oikealla pesematdn nayte.
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Kuvio 15. Nayte 15. Vasemmalla pesty nayte, oikealla pesematén nayte.

Muutamassa tapauksessa pesemattdman lasin taustalla nakyi jotain, johon vari oli tart-
tunut. Taman otaksuttiin olevan esimerkiksi limaa tai hajonneiden solujen jaannoksia.
Naytteessa 6 (kuvio 16) nakyi sakkaa niin pestyssa kuin ilman pesua valmistetussa

naytteessa. Sakkaa oli peseméattdmassa naytteessa enemman.

Taustan mahdollinen sotkuisuus ei tehnyt pesemattdmien naytteiden tarkastelemisesta
haastavampaa verrattuna pestyihin naytteisiin. Seka esitarkastajan etta patologin mie-
lesta kaikista ilman pesua valmistetuista naytteista olisi pystynyt tekemaan valkosolu-
jen erittelylaskennan yhta hyvin kuin saman naytteen pestysta versiosta.
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Kuvio 16. Nayte 6. Vasemmalla pesty nayte, oikealla pesematdn nayte.

7.2 Elatusaineessa sailyttdmisen vaikutus BAL-naytteen laatuun

Pisimmissa 72 tunnin ja 96 tunnin sailytysajoissa nakyi 24 tunnin sailytystd enemman
solujen pyoreyden menettamista ja reunan epéatasaisuutta. Erittelylaskennan olisi kui-
tenkin pystynyt tekemaan yhtd hyvin verrattuna saman naytteen ensimmaisiin, heti
valmistettuihin laseihin. Kuvioiden 17 ja 18 oikean puoleisissa kuvissa on esimerkkeja
tyypillisistd muutoksista sailytysajan jalkeen. Naytteessa 2 oli havaittavissa makrofa-
gien hajoamista, solukalvon epatasaisuutta ja solun ulkoreunan tummumista. Vertaa-
malla heti valmistettua naytettd 72 tunnin sailytyksen jalkeen valmistettuun (kuvio 17),
oli helppo nahda naytteessa 2 nakyvat sailytysajan seuraukset. Naytteessa 15 (kuvio
18) nakyi sailytyksen aiheuttamaa solujen kasaantumista ja toisiinsa tarrautumista.
Esitarkastajan ja patologin kanssa oltiin yhta mielta siitd, ettd erittelylaskennan olisi
pystynyt suorittamaan kaikkien sailyvyysaikojen jalkeen.
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Kuvio 17. Nayte 2. Vasemmalla heti valmistettu, oikealla 72 tunnin sailytyksen jalkeen valmis-
tettu nayte.

Kuvio 18. Nayte 15: 96 tunnin sailytyksen jalkeen valmistettu nayte.

Hyvin verisessa naytteessa punasolut tarrautuivat erityisesti suurikokoisiin makrofagei-
hin, jolloin makrofagit jaivat hieman puristuksiin. Paksu punasolumassa leukosyttien
reunoilla hankaloitti solun rajojen hahmottamista, mik& saattoi johtaa virheisiin erittely-
laskennassa. Veri hairitsi kaikissa naytteen laseissa yhta paljon. Kuvion 19 vasemman
puoleisessa kuvassa verisen ndytteen 10 ensimmainen lasi, joka valmistettiin naytteen
saavuttua laboratorioon ja vastasi taten potilasnaytetta. Neutrofiilisesta, lymfosyyttises-
ta ja verisestd sekatulehduksesta esimerkki kuvion 19 oikean puoleisessa kuvassa.

Normaalisti neutrofiilien maara on korkeintaan kolme prosenttia (Paakko 2016).
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Kuvio 19. Vasemmalla verinen nayte, oikealla sekatulehdus.

8 Pohdinta

Tyon tuloksena havaittiin, ettd BAL-ndytteen peseminen tai pesun pois jattdminen ei
vaikuta naytteen laatuun merkittavasti. Pesun kanssa ja ilman pesua valmistetuista
naytelaseista ei I6ytynyt merkittavia eroja. Pesuvaihe paatettiin jattaa pois tydohjeesta.
Naytteet sailyivat elatusaineessa yon ja viikonlopun yli, mutta naytteissa nakyi sailytyk-
sen aiheuttamia muutoksia. Solujen kuivuminen, hajoaminen, kasaantuminen ja toisiin-
sa tarrautuminen, pyérean muodon menettdminen, reunojen epatasaisuus ja solujen
reunoille ilmestyneet tummat kehat korostuivat sitd enemman, mitd kauemmin naytetta
sailytettiin ennen sen valmistamista. Valkosolujen erittelylaskennan olisi pystynyt teke-
maan niin pesemattomasta kuin sailytetystakin naytteesta yhta hyvin kuin pestystakin,

kunhan nayte oli otettu oikein ja oli jo laboratorioon saapuessaan hyvalaatuinen.

8.1 Opinnaytetyon hyodyntaminen

Meilahden patologian laboratorio sai perustelun sille, ettd BAL-naytteiden tydohjeen
pesuvaihe ei paranna naytteiden laatua ja miksi vaihe voitiin jattda ohjeesta pois. BAL-
naytteen kasittelyprosessi ja -aika patologian laboratoriossa lyheni ja tydpisteen tyon-
tekija pystyy rytmittdmaan muita tyotehtavidan paremmin. Tama mahdollisti yhden yh-
teisen tydohjeen luomisen kaikille HUSLABIn patologian laboratorioille, jolloin laborato-
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rioiden valisia eroja keuhkohuuhtelunaytteiden valmistustekniikoissa saatiin supistet-

tua.

8.2 Jatkoehdotuksia

Tyoéta on mahdollista jatkaa tekemalla valkosolujen erittelylaskenta kaikista tata tyota
varten valmistetuista naytelaseista. Talldin selvidisivat my0s pesun poisjattamisen ja
sailytyksen mahdolliset vaikutukset naytteen valkosolujen suhteisiin. Makrofagien suh-

teellisen maaran lasku nousi kysymykseksi jo tata tyéta tehdessa.

Tata tyota varten sailytysaikatutkimukset tehtiin vain pestyista naytteista. Tutkimusta
voisi taydentaa sailyttamalld myds ilman pesua valmistettuja naytteitd yhden ja use-
amman vuorokauden. Naytteet sailytettin RPMI-elatusaineessa, vaikka normaalisti
naytteisiin lisdtdan lasien valmistamisen jalkeen FBS (Fetal Bovine Serum) -
ravintoliuosta. My6s FBS:n vaikutukset naytteen laatuun olisi sopiva jatkoehdotus talle

tyolle.

8.3 Eettisyys

Bioanalyytikon, laboratoriohoitajan eettisten ohjeiden (2006) mukaan potilaan hyvin-
vointi ja oikeuksien kunnioittaminen ovat etusijalla laboratoriotutkimusprosessin kaikis-
sa vaiheissa. Laboratoriotutkimuksia varten on hankittava vain niiden suorittamisen
kannalta valttamaton tieto, eikd mitdan muuta. Ohjeiden mukaan tutkimus edellyttaa
potilaan suostumusta. Potilaita ei kuitenkaan informoitu tekemastani tutkimuksesta,
silla tutkimuksen kohteena eivét olleet potilasnaytteet vaan laboratoriomenetelma. Jo-
kaisen naytteen kohdalla arvioitiin, onko maara riittdva myos tahan projektiin vai olisiko
se riittdnyt vain potilasnaytteisiin. Joitain niukkoja naytteita hylattiin tastd syysta, eika

niitd otettu ollenkaan osaksi ty6ta.

Opinnaytety6ta tehdessa oltiin tekemisissa potilastietojen kanssa. Kaikkien tehtyjen
naytteiden naytenumerot keréattiin kirjanpitotaulukkoon (liite 1), jos naytteista olisi sattu-
nut I0ytymaan tarkasteluvaiheessa jotain, jonka vuoksi naytteen alkupera olisi pitanyt
selvittdd. Kaytannon osuuden paatyttya sensuroitiin numerot ja viivakoodit. Opinnayte-
tyotd varten tehtyihin naytelaseihin ei kirjoitettu mitdan potilastietoja, vaan kaytettiin
omaa merkintatapaa ja naytteiden juoksevaa numerointia (kuvio 7). Mydskaan missaan
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tyota varten otetuissa kuvissa ei nay potilaita tai heidan henkilétietojaan. Nain ollen
kaikki projektin aikana esilla ja kasiteltdvana olleet potilastiedot ovat pysyneet - ja py-

syvat edelleenkin - salassa.

Tata tyotd varten tarvittin sekd Metropolian ettd HUS:n oma tutkimuslupa. Eettisen
lautakunnan lausuntoa ei tarvittu, silld tutkimus kohdistui naytteiden valmistustekniik-

kaan eika potilaisiin.

8.4 Luotettavuus

BAL-naytteiden prosessissa on melko monta vaihetta. Monivaiheisuuden vuoksi nayte-
prosessin luotettavuus saattaa karsid monessa kohdassa. Jotta keuhkohuuhtelunayte
parhaiten ilmentaisi potilaan tilannetta, on prosessin vaiheiden toimittava hyvin. Keuh-
koputkien tahystyksen ja huuhtelundytteen ottamisen on oltava perusteltua. Naytteen
kerdédmisen toivotaan tapahtuvan mutkattomasti ja onnistuneesti. Huuhtelusuihku on
suunnattava oikeaan kohteeseen, jotta se kerdd mukaansa oikeita soluja. Kovin veri-
sista tai tulehtuneista keuhkoista irtoaa valkosolujen liséksi punasoluja ja tulehdussolu-
ja, jotka voivat hankaloittaa naytteen tulkitsemista. Nayte on kerattava ja pakattava
oikeanlaisiin astioihin ja kasittelya vaativat naytteet on kasiteltava jo tahystysosastolla,
jotta se sailyisi potilaan bronkoalveolaarista tilannetta vastaavassa tilassa laboratorioon
asti. Kuljetuksen on tapahduttava kylmassa. Naytetta kasittelevan laboratorion tyénteki-
jan on oltava perehtynyt BAL-naytteiden valmistamiseen. K&sittely- ja valmistusproses-
sin jokaisessa vaiheessa on oltava varma siita, ettd mahdollisesti samaan aikaan kasi-
teltdvat naytteet eivat kontaminoi toisiaan tai mene sekaisin. Naytelasien varjaamisen
on myds onnistuttava, jotta etsittdvat partikkelit varjaytyvat oikealla tavalla. Myds pato-
login on tulkittava ja lausuttava ndkemansa havainnot oikein vaarinkasityksien valtta-
miseksi. Edelld mainituista tekijdistd naytetta kasittelevan laboratorion tyontekijan
osaaminen oli ainoa asia, johon pystyttiin vaikuttamaan ty6ta tehdessa. Omien taitojen

taso varmistettiin tekemalla naytteet ohjaajien valvonnassa.

Naytteen piti olla runsas, jotta siitd pystyttiin tekemaan valmiste seka pesulla etta il-
man. Naytteita oli liséksi saatava useammasta potilaasta laadun ja luotettavuuden ta-
kaamiseksi. Naytteen edustavuus on usein ensimmainen asia, johon joudutaan otta-
maan kantaa ennen sen tarkastelua ja lausunnon antamista (Paakkoé 2016). Edusta-
vuus oli keskitssa laseja tarkastellessamme. Valtaosa naytteista oli edustavia ja onnis-

tuneita. Erityisesti veriset ja tulehdukselliset naytteet (kuvio 19) eivat puolestaan olleet
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kaikkein edustavimpia, mutta kuitenkin riittavia. Naytteiden ja valmisteiden laatua arvi-

oitiin yhdessa esitarkastajan ja patologian asiantuntijoiden kanssa.

Mikaan tiedonhauilla saatu tulos BAL-naytteiden tybohjeista ei vastannut kaikkia
HUSLABINn patologian laboratorioiden ohjeita. Loydetyt yleisohjeet (Tukiainen — Taski-
nen 1988) olivat vanhentuneita, jonka vuoksi vertailtiin vain laboratorioiden omia, tulos-
tettuja tydohjeita. Meilahden tydohje tunnettiin kaikkein parhaiten, silla naytteet tehtiin
sen mukaisesti. Vertailussa ei ole huomioitu mahdollista hiljaista tietoa, joka valittyy
vain laboratorioiden tyontekijoiden valilla. Taman vuoksi on mahdollista, etta tydohjeita
on tulkittu virheellisesti. Tydohjeiden olisi l1ahtOkohtaisesti hyva olla sellaisessa muo-
dossa, ettd ne ovat sisaistettavissa lukemalla. Opinnaytetydn tarve ja aihe kuitenkin
perustuvat siihen, etta laboratorioiden tydohjeissa ja menetelmissa on eroja, joita saa-

daan vahennettya luomalla uusi yhteinen tyohje.

Opinnaytety6ta kirjoittaessa pyrittiin kadyttdmaan vain luotettavista lahteistd 16ydettya
tietoa. Lahdetekstien yhteyteen on liitetty tieto, mistd ne ovat peraisin ja tarkistettavis-

sa.

Alun perin suunnitelmaan kuului vertailla eri laboratorioissa niiden omilla ohjeilla tehtyja
naytelaseja. Laseja piti pyytaa Meilahden, Jorvin ja Hyvinkaan patologian laboratoriois-
ta kymmenen kustakin, jolloin vertailtavia laseja olisi ollut yhteensa kolmekymmenta.
Kaytannon toteutuksen alkaessa paadyttiin kuitenkin jattdmaan tdma kokonaan valiin ja

keskittymaan valmistustekniikkojen vertailuun.

9 Tyon julkistaminen

Ty julkistettiin ensimmaisen kerran Laboratoriolddketiede ja ndyttelyssa 6. ja 7. loka-
kuuta posterin muodossa. Metropolia Ammattikorkeakoulussa 15. marraskuuta 2016
jarjestetyssa opinnaytetydseminaarissa esiteltiin valmis tyd. Opinnaytetyd julkistettiin
lisdksi HUSLABIn patologian laboratorioissa. Esittelytilaisuudet pidettiin sekd Meilah-
den ettad Jorvin patologian laboratorioissa marras-joulukuussa 2016. Hyvaksytty ja pa-
ranneltu tyd ladattiin Theseus- opinnaytetyo- ja julkaisutietokantaan, josta se on va-

paasti luettavissa.
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Naytteiden tarkastelun tulokset

Liite 2

Kayttokelpoin.

Naytteen paksuus

Solujen maara

Varjaytyvyys

Néyte ID Kylla ’ Ei | Ohut ‘ OK | Paksu | Vahan ‘ OK | Paljon | Vaal. ‘ Tumm. | 0K| Epdtas. | Kommentteja (ndytteestd, solujen hajoamisesta, mist4 vain)
Niyte 1 X |
MGG pesu X X X
Fe pesu X X X
MGG ei pesua X X X N&yttda samanlaiselta kuin pesty nayte.
Fe ei pesua X X X
X X X Ehka hieman hajoamista, mutta johtuuko sailytyksesta? Osa soluista
MGG 24h ihan normaalin nakaisia.
Fe 24h X X X
X X X N&kyvissa enemman hajoamista, mutta edelleen normaaleita, ehjia
MGG 96h soluja.
Fe 96h X X X
Niyte 2 X Rautapositiivinen.
MGG pesu X X X Ei ndy niin paljon kehia kuin MGG 72h:ssa.
Fe pesu X X X Kehat nikyvat tissdkin
MGG ei pesua X X X Ei eroa pestyyn.
Fe ei pesua X X X Ei eroa pestyyn.
MGG 72h X X X Makrofagien ympérilld tummia kehia.
Fe 72h X X X Ei eroa pestyyn.
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Kayttokelpoin.

Naytteen paksuus

Solujen maara

Varjaytyvyys

Nayte ID Kylla | Ei | Ohut | OK | Paksu | Vahan ‘ OK ‘ Paljon | Vaal. ‘ Tumm. ‘ OK | Epétas. | Kommentteja (néytteestd, solujen hajoamisesta, mist3 vain)
. X « - S o s
Nayte 3 Naytteessa nakyy liilertdvia tahroja, "haamusoluja" ja taustasakkaa.
MGG pesu X X X
Fe pesu
MGG ei pe- X X X
sua Ehka vahan enemman taustasakkaa kuin pestyssa naytteessa.
Fe ei pesua X X X Positiiviset solut vdhin sinisempid kuin pestyssi niytteessa.
X X X Nakyy paljon sakkaa, eli sakan maara ei riipu pesun poisjattamisesta.
MGG 24h Nakyy hajoamista.
X X X X Tummemmin varjaytynyt kuin aikaisemmat Fe-lasit. Esitarkastajien
Fe 24h mielesta ndytteen paras Fe-lasi.
X X X Solut ja tumat venyneitd, sytoplasman reuna epatasainen. Nakyy
MGG 72h myods muutamia kehid solujen reunoilla.
X X X Suurempi kontrasti: negatiiviset vaaleamman punaisia ja positiiviset
Fe 72h tummemman sinisia.
MGG 96h X X X Nikyy selkeita kehia solujen ymparilla.
X X X Nayttda paremmalta kuin ensimmainen pesty lasi. Positiiviset kun-
Fe 96h nolla sinisia.
Niyte 4 X
X X X N&kyy vdahan kehid, vdhan sakkaa, jonkin verran irtonaisia tumia
MGG pesu ilman sytoplasmaa.
Fe pesu X X X X Aika vaalea.
MGG 24h X X X Taustalla ndkyy jotain sotkua.
Fe 24h X X X Positiiviset vahvemmin sinisid. Soluja, joissa vain keha on sininen.
MGG 72h X X X N&kyy bakteereja siell taalla.
Fe 72h X X X Selkedmmin negatiivinen kuin muut Fe:t.
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Kayttokelpoin.

Néaytteen paksuus

Solujen maara

Varjaytyvyys

Nayte ID Kylla ’ Ei | Ohut | OK | Paksu | Vahan ‘ OK ‘ Paljon | Vaal. ‘ Tumm. ‘ OK | Epétas. | Kommentteja (néytteestd, solujen hajoamisesta, misti vain)
Nayte 5 X |
MGG pesu
Fe pesu
MGG ei pe- X X X X Aavistuksen vaaleampi kuin pesty. Nakyy vahan makrofagien hajon-
sua nutta sytoplasmaa.
Fe ei pesua X Vaaleampi, vdhemman varjaytynyt.
MGG 24h X X Aika runsas nayte.
X X X X X Seka naytetta etta positiivisia soluja enemman kuin muissa nadytteen
Fe 24h Fe-laseissa. Rauta nakyy erittdin selkeasti.
Niyte 6 X
MGG pesu X X X
Fe pesu X X X X Haalea.
MGG ei pe-
X X X _ . . s .
sua Vahan enemman sakkaa kuin pestyssa, muuten ei eroa.
Fe ei pesua X X X
MGG 24h X X X X X Vihian ohuempi ja vaaleampi ndyte. Nakyy muutamia kehia.
Fe 24h X X X Todella selkeésti negatiivinen.
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Kayttokelpoin. | Naytteen paksuus Solujen maara Varjaytyvyys
Nayte ID Kylla ’ Ei [ Ohut | OK | Paksu | Vdhan ‘ OK ‘ Paljon | Vaal. ‘ Tumm. ‘ oK | Epatas. | kKommentteja (néytteestd, solujen hajoamisesta, mistd vain)
Nayte 7 X | Rautapositiivinen.
MGG pesu
Fe pesu
MGG ei pe- X X X
sua Hennomman nakoisia soluja. Hieman hajoamista?
Fe ei pesua X X X Todella saman nékdinen kuin pesty.
X X X Solut enemman kasoissa, toisiinsa tarrautuneina, raharullissa. Nakyy
MGG 72h myos kehid ja muutama vakuoli.
X X X w o ap s . . . . .
Fe 72h Rauta nakyy ehka vahan paremmin kuin muissa naytteen Fe-laseissa.
X X X Muutamien makrofagien sytoplasman reuna epatasainen. Nakyy
MGG 96h myos vakuoleja.
Fe 96h X X X Saman nakéinen kuin ndytteen muut Fe-lasit.
Nayte 8 X Naytteen rautalasit ovat yllattavan tasalaatuisia.
MGG pesu X X X X Todella tumma.
X X X X Epaspesifisesti varjaytynyt: osa negatiivisista soluista todella tum-
Fe pesu man pinkkeja, osa hyvin vaaleita.
MGG ei pe- X X X Solurajat suttuisia. Vahan vaaleampi ja vahan vahemman naytetts,
sua siksi huonompi kuin pesty.
Fe ei pesua X X X X Vaaleampi kuin pesty.
MGG 72h X X X X X Paksumpi niyte, siksi vdhan huonompi kuin pesty.
Fe 72h X X X Noudattelee edellisi.
X X X Nakyy pienta levahtamista, solukalvo ei taydellisen pyorea. Nakyy
MGG 96h aika paljon vakuoleja.
Fe 96h X X X X Vihin vaalea.
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Kayttokelpoin.

Naytteen paksuus

Solujen maara

Varjaytyvyys

Nayte ID Kylla Ei [ Ohut | OK | Paksu | Vdhan ‘ OK ‘ Paljon | Vaal. ‘ Tumm. ‘ oK | Epatas. | kKommentteja (néytteestd, solujen hajoamisesta, mistd vain)
X Markainen, neutrofiilinen tulehdus, joka aiheuttaa solujen hajoamis-
Nayte 9 ta.
MGG pesu X X X
Fe pesu X X X
MGG ei pe- X X X X X
sua
Fe ei pesua X X X
X X X Makrofageihin tarttunut seka neutrofiileja etta taustasuttua. Solujen
MGG 24h reunat hapsottavat.
Fe 24h X X X Ne vahan negatiiviset makrofagit mitd on, nikyvat paremmin
MGG 72h Néayte irronnut lasista varjayksessa.
Fe 72h X X X Todella vaalea.
X X Verinen nayte, siksi ndyte irronnut rautalaseista? Laskeminen olisi
Nayte 10 haastavaa, mutta onnistuisi.
MGG pesu X X X X X Jotkin leukosyytit turvonneet/hajonneet veren takia?
Fe pesu Punasolut hajonneet.
MGG ei pe-
X X X _ - . .
sua Vahan harvempi kuin pesty, eli parempi.
Fe ei pesua Lasilla ei ndy naytetta.
MGG 24h X
Fe 24h X X Vahan parempi kuin edelliset, edelleen kuitenkin niukahko.
MGG 72h X Venihtaneita soluja.
X X X Tosi vaalea ja huono, koko vérjays todella heikko, ei pystyisi laske-
Fe 72h maan.
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Kayttokelpoin.

Naytteen paksuus

Solujen maara

Varjaytyvyys

Nayte ID Kylla Ei [ Ohut | OK | Paksu | Vdhan ‘ OK ‘ Paljon | Vaal. ‘ Tumm. ‘ oK | Epatas. | kKommentteja (néytteestd, solujen hajoamisesta, mistd vain)
X Verinen, neutrofiilinen ja lymfosyyttinen epaspesifinen sekatuleh-
Nayte 11 dus. Pystyisi laskemaan veresta huolimatta
MGG pesu Taustalla paljon hajonneiden solujen jaamia.
Fe pesu X Aika haalea.
MGG ei pe-
X X X . . . . . ..
sua Aika paljon hajonneita soluja, taustalla myds suttua.
Fe ei pesua X Yhta haalea kuin pesty.
MGG 24h X X Vahan harvempi kuin edelliset.
N&kyy venymista ja kasautumista, vaikkei se tdssa varjdyksessa mer-
X X X X . s
Fe 24h kitsekaan.
MGG 72h Nakyy selkeda kasaantumista.
Fe 72h Véahan siistimpi kuin 24h. Paljon solu-lima-kasoja.
X Vahan hassu. Soluissa reikia, ei ndy lymfosyytteja. Vaikuttaisiko jokin
Nayte 12 sairaus tai ladkitys tdhan? Rautapositiivinen.
MGG pesu X X X Solut vdhin hajalla. Makrofagien reunat epitasaisia.
Fe pesu X X X Niin positiivinen, etti etsittiin asbestia, jota ei kuitenkaan l6ytynyt.
MGG ei pe- X X X ' _
sua Samanlainen kuin pesty.
Fe ei pesua X X X Samanlainen kuin pesty.
X X Lasi oli lilan kauan varjayksen viimeisessa puskurissa. Onnistunut
MGG 24h varjayksen epdonnistumisesta huolimatta.
Fe 24h X X X X Vdhin tummemmin vérjdytynyt, muuten noudattelee edellisia.
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Kayttokelpoin.

Naytteen paksuus

Solujen maara

Varjaytyvyys

Nayte ID Kylla ’ Ei [ Ohut | OK | Paksu | Vdhan ‘ OK ‘ Paljon | Vaal. ‘ Tumm. ‘ oK | Epatas. | kKommentteja (néytteestd, solujen hajoamisesta, mistd vain)
Nayte 13 X | Neutrofiilipohjainen. Rautapositiivinen.
MGG pesu X
Fe pesu
MGG ei pe- X X X X X X Aavistuksen tummempi kuin pesty, mutta ndyttdad myos olevan
sua enemman naytetta.
Fe ei pesua X X X X X X Vihan tummempi kuin pesty ja ehka vahdn vihemman naytetta.
X X X X X Lasi oli liilan kauan varjayksen viimeisessa puskurissa. Vaaleampi ja
MGG 24h vahemman naytetta kuin ensimmainen pesty nayte.
Fe 24h X X X X | Vari on haaleampi reunoilta ja tummempi keskelta.
Nayte 14 X Kontaminoitunut, nakyy levyepiteelisoluja. Rautapositiivinen.
MGG pesu X X X X X | Todella tumma, ylivéirjaytynyt? Nikyy bakteerilauttoja.
X X X X X Voimakkaasti positiivinen, myos voimakkaasti varjaytynyt. Vahan
Fe pesu suttuinen.
MGG ei pe- X X X X X . . . . - .
sua Yhta tumma ja epatasainen kuin pestykin.
X X X Hieman vahemman naytetta kuin pestyssa, siksi paremman nakoi-
Fe ei pesua nen.
MGG 72h X X X
X X X Pinkimpi kuin edelliset Fe-lasit. Negatiiviset ja positiiviset solut ndky-
Fe 72h vat selkedmmin.
X X X Hyvan nakaisia soluja. Ei aivan niin tummasti varjaytyneet kuin edel-
MGG 96h liset.
Fe 96h X X X Tummempi, solut erottuvat paremmin.
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Kayttokelpoin.

Naytteen paksuus

Solujen maara

Varjaytyvyys

Nayte ID Kylla ’ Ei [ Ohut | OK | Paksu | Vdhan ‘ OK ‘ Paljon | Vaal. ‘ Tumm. ‘ oK | Epatas. | kKommentteja (néytteestd, solujen hajoamisesta, mistd vain)
Nayte 15 X | Asbestikappaleita.

MGG pesu X X X Makrofagien sisélld nikyy mustia kappaleita, nokea?

X X X Nayttaa juuri silta milta Fe-lasin kuuluisikin: negatiiviset ovat vaaleita
Fe pesu ja positiiviset tummia.
MGG ei pe- X X X
sua Saman nakdinen kuin pesty. Ehka pientd venymista.
Fe ei pesua Samanlainen kuin pesty.
MGG 72h Tasaisemman nakoinen kuin ei pesty.
Fe 72h Negatiiviset pinkimpia kuin edellisissa.

X X X X X X
MGG 96h Vahan harvempi ja vaaleampi. Solut enemman kasoissa, raharullissa.
Fe 96h X X X Tausta hieman utuisempi kuin muissa Fe-laseissa.
Nayte 16 X Rautapositiivinen.

MGG pesu X X X

X X X Tuman ja sytoplasman kontrasti pieni: vain tumakalvo on aavistuk-
Fe pesu sen tummempi kuin tuma ja sytoplasma.
MGG ei pe- X X X
sua Ei eroa pestysta. Ehka hieman vaaleampi.
Fe ei pesua X X X Tuma-plasma kontrasti yhtd olematon kuin pestyssa.

X X X L . . - I
MGG 24h Ehka hieman kasaantumista, muuten ei eroa edellisiin MGG-laseihin.
Fe 24h X X X Tumat vdhin tummempia kuin plasma, tausta suttuisempi.

X X X X Vahan paksumpi, varjdys ei kuitenkaan liilan tumma. Hajoamisen
MGG 72h merkkejd, venymistd, kasaantumista.

X X X Tumat tummempia kuin sytoplasma. Ymparilld ndkyy tohnaa, ha-
Fe 72h joamista? Solujen ymparilla nakyy tohnaa, hajoamista?
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Kayttokelpoin.

Naytteen paksuus

Solujen maara

Varjaytyvyys

Nayte ID Kylla Ei [ Ohut | OK | Paksu | Vdhan ‘ OK ‘ Paljon | Vaal. ‘ Tumm. ‘ oK | Epatas. | kKommentteja (néytteestd, solujen hajoamisesta, mistd vain)
X X Neutrofiilinen, verinen tulehdus. Punasoluja ja neutrofiileja kerdan-
Nayte 17 tynyt makrofagien ymparille.
X X X Makrofagit eivat ole kovin terdvareunaisia, mika johtunee tulehduk-
MGG pesu sesta.
X X X X Erittdin haalea. Kohtalaisen negatiivinen, muutama heikosti positiivi-
Fe pesu nen?
X X X X Makrofagit alkavat kerdantya lautoiksi, jotka kerdadavat muuta naytet-
MGG 24h ta. Soluissa nakyy hajoamista.
Fe 24h Todella isoja kasoja, ei pysty laskemaan.
X X Harvempi nayte. Isompia solukasoja. Paljon hajonneiden solujen
MGG 72h jaamia taustalla. Ei ehka pysty laskemaan.
Fe 72h X X Niukka, pelkkii kasoja. Ei pysty laskemaan.
Nayte 18 X Todella lymfosyyttinen nayte.
MGG pesu Taustalla utusia solujen jaamia tai limaa?
Fe pesu X Taysin negatiivinen. Melko vaalea.
MGG ei pe- X X X . R .
sua Aivan saman n&koinen kuin pesty.
Fe ei pesua X X X Aavistuksen tummempi kuin pesty.
X X X Hieman enemman hajonneita soluja. Lymfosyytit alkavat keraanty-
MGG 24h madn makrofagien kylkiin.
Fe 24h X X X Tosi vaalea, vaikea erottaa soluja. Tumat erottuvat vahan paremmin.
X X X Enemman kasaantumista kuin 24h:ssa, myds hajoamistuotteita.
MGG 72h Nikyy myés kehi.
Fe 72h X X X Vield haaleampi kuin 24h ja vihan naytettd. Nakyy kasoja.
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Kayttokelpoin.

Naytteen paksuus

Solujen maara

Varjaytyvyys

Nayte ID Kylla ’ Ei [ Ohut | OK | Paksu | Vdhan ‘ OK ‘ Paljon | Vaal. ‘ Tumm. ‘ oK | Epatas. | kKommentteja (néytteestd, solujen hajoamisesta, mistd vain)
Nayte 19 X | Rautanegatiivinen.
MGG pesu X X X
Fe pesu Hyvin varjaytyneet makrofagit sdilyneet hyvin.
MGG ei pe- X X Vdahemman nadytettd. Naytteelle selkedsti tapahtunut jotain proses-
sua sin aikana, ei kayttékelpoinen.
Fe ei pesua X X X Ihan saman nékéinen kuin pesty.
X X X Saman nakdinen kuin ensimmainen pesty MGG-lasi. Vahan hajoa-
MGG 24h mista, epatasaisia reunoja ja kehia.
X X X Pienta kasaantumista. Tumat nakyvat hieman paremmin kuin en-
Fe 24h simmadisessa pestyssa Fe-lasissa.
MGG 72h X X X Nikyy enemman kehi ja kasoja.
X X X X Muutama heikosti positiivinen, muuten selkedsti negatiivinen. Vahan
Fe 72h tummempi ja kasaantuneempi kuin muut Fe-lasit.
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Sanastoa

Alveolaarinen proteinoosi: alveoleihin kertyy proteiineja ja fosfolipidejé.

Alveoliitti: allerginen keuhkokudossairaus, homepdlykeuhko.

Anteriorinen: kehon etuosa, rinnan ja kasvojen puoli.

Hypoksemia, hypoksia: kudosten hapenpuute.

Interstitiaalinen: perifeerisissé osissa esiintyva.

Karsinoosi: laajalle levinnyt syépéakudos, yleissyopéisyys.

Langerhansinsoluhistiosytoosi: Langerhansin solujen lisGd&ntyminen keuhkoissa.

Proksimaalinen: l&hellé vartalon keskusta sijaitseva.

Segmentti eli jaoke: keuhkolohkon alue, johon pé&éttyy yksi pdékeuhkoputken ja keuh-
kovaltimon p&éahaara.

Superiorinen: kehon yldosa vaakasuorassa tasossa jaettuna.

Sadefibroosi: keuhkon kutistuminen ja arpeutuminen.



