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Asbestoosi on vakava parantumaton keuhkosairaus, joka johtuu altistuksesta asbestipar-
tikkeleille. Tarked diagnostinen toimenpide on selvittdd asbestialtistuksen vakavuus.
Tadma tapahtuu bronkoalveolaarisesta lavaatiovalmisteesta asbestipartikkelit laskemalla.
Opinndytetyon tarkoituksena oli verrata keskendédn rauta- ja Papanicolaou- virjdyksen
kykyd tuoda esiin asbestipartikkelit bronkoalveolaarisesta lavaationdytteestd. Néytema-
teriaalina olleista bronkoalveolaarisista lavaationdytteistd tehtiin sytosentrifugivalmis-
teet ja suoritettiin niille asbestin tunnistamiseksi rautavirjiys. Néitd rautavirjéttyja val-
misteita verrattiin samasta ndytemateriaalista tehtyihin Papanicolaou- vérjéttyihin Milli-
pore- suodosvalmisteisiin, ja verrattiin ndiden kahden eri menetelmin kykya tuoda esiin
bronkoalveolaarisen lavaationdytteen mahdollisesti sisdltdmat asbestipartikkelit.

Opinndytetyon tavoitteena oli tuottaa tietoa aiheesta, onko rautavarjitty bronkoalveolaa-
rinen lavaationdyte soveltuvampi asbestikappaleiden méérittamiseen kuin vastaava Pa-
panicolaou- vérjétty ndyte. Opinndytetyon aihe saatiin Pdijdt- Himeen sosiaali- ja terve-
ysyhtyméltd (PHSOTEY), ja kokeellinen osuus suoritettiin yhteistyossd Piijat- Himeen
keskussairaalan patologian laboratorion kanssa.

Opinndytetyo oli kvantitatiivinen kokeellinen tyd. Ndytemateriaalina kdytettyjd bronko-
alveolaarisia lavaatiovalmisteita, joissa epdiltiin olevan asbestia, kertyi otokseksi viisi
kappaletta, joten luotettavaa tilastollista analyysia tuloksista ei voitu tehdd. Naytem&a-
ristd johtuen, opinndytetyd sai enemmaén vertailevan tutkimuksen piirteitd. Kokeellisen
vaiheen suorittamisen ja tulosten tarkastelun jilkeen, todettiin rautavérjéttyjen sytosent-
rifugivalmisteiden olevan soveltuvampia asbestipartikkelien tunnistamiseen bronkoal-
veolaarisesta lavaatiovalmisteesta.
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ABSTRACT
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The comparison of Prussian Blue staining and Papanicolaou staining in the Diagnostics
of Asbestosis
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Asbestosis is an incurable disease of the lungs caused by exposure to asbestos. An im-
portant part of the diagnosis of the disease is the evaluation of exposure to asbestos.
This evaluation is done by counting the asbestos particles in bronchoalveolar lavage.
The objective of this study was to produce information whether Prussian Blue staining
method or Papanicolaou staining method is more suitable in making the asbestos parti-
cles more visible for the counting.

This study was planned to be quantitative in nature, but because of the small number of
samples the study became more comparative in nature. The sample of the study consist-
ed of five bronchoalveolar lavage samples. They were stained by using both methods,
Prussian Blue and Papanicolaou. After microscopic analysis and the counting of the
asbestos particles found, the conclusion were made. The Prussian Blue staining method
was found to be more suitable in the detection of the asbestos particles in the bron-
choalveolar lavage.

Key words: asbestosis, asbestos, bronchoalveolar lavage, Prussian Blue stain,
Papanicolaou stain
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1 JOHDANTO

Asbestoosi on eldménlaatua huomattavasti alentava sairaus johon vield nykyéénkin,
asbestin kéyttod rajoittavista madrdyksistd huolimatta, sairastuu vuosittain 90- 120 ih-
mistd. Asbestoosin aiheuttaa pitkdaikainen altistuminen asbestipdlylle. Tosin lyhytaikai-
senkin altistuksen on todettu aiheuttavan erilaisia sairauksia, jotka ovat kaikki asbestipe-
rdisid. Suomessa tyonséd puolesta asbestille altistuu vuosittain 500- 1000 henkil6a. Pit-
kddn asbestilla altistuneita henkil6itd on elossa nykyddn noin 50 000- 60 000 henkil6a.
(Tyoterveyslaitos 2012.) Keuhkoihin kertyneen asbestin miérdd voidaan mitata bronko-
alveolaarisesta huuhtelundytteestd eli BAL- ndytteestd. Tdmédn keuhkoihin kertyneen

asbestin médrdn kvantitoinnin virallinen tutkimusnimike on Bl- BAL- 2. (Fimlab 2012.)

Keuhkoihin kertynyt asbesti esiintyy kahdessa eri muodossa, paljaina kuituina seké rau-
taproteiinivaipan saaneina kuituina, englanniksi asbestos body. Nami rautaprote-
iinivaippaiset kuidut saadaan valomikroskooppisesti havaittavaksi kayttamalld histolo-
gisia ja sytologisia virjaystekniikoita. (Roggli 2004, 34- 36.) Kéytetyt vérjaystekniikat
ovat Papanicolaou- virjdys ja rautavirjiys. Potilaan asbestialtistuksen madrittimiseksi,
BAL- néytteestd lasketaan valomikroskooppisessa tarkastelussa virjdytyneiden asbesti-
kappaleiden suhteellinen lukumaééra, kappaleita millilitrassa. (PHSOTEY 2012; Roggli
2004, 36; Fimlab 2012.)

Opinndytetyon aihe on saatu Péijat- Himeen sosiaali- ja terveysyhtymaéltd (PSHOTEY),
Péijat- Haimeen keskussairaalan patologian laboratoriolta. Patologian laboratorio harkit-
see siirtyvdnsd asbestoosin diagnostiikassa suodatinmenetelmilld valmistetusta Pa-
panicolaou- virjétystd asbesti- BAL- valmisteesta sytosentifugitekniikalla valmistettuun
ja rautavarjéttyyn asbesti- BAL- valmisteen. Tédstd siirtymistd seurasi tarve vertailla
ndiden kahden eri menetelmin kykya tuoda esiin ja vérjatd asbestikappaleet. Suoritim-
me menetelmien vertailun kdyttdmalla PSHOTEY:n laatimia tyohjeita kummallekin

tekniikalle.

Tyo rajattiin teorian osalta kisitteleméén asbestia, asbestoosia, sekd muita asbestijoh-
dannaisia sairauksia. Tdman lisdksi teoria siséltdd asbestikappaleiden virjdyksesséd kéy-

tettdvit tekniikat, sekd menetelmit joilla asbestikappaleet erotellaan BAL- huuhteesta.



2 ASBESTI, ASBESTOOSI JA MUUT ASBESTISAIRAUDET

Asbesti on epédorgaanisista kuiduista koostuva silikaattimineraali, joka on materiaalina
tunnettu ja ollut kdytossd jo vuosituhansia. Ensimmadiset viittaukset tdhin tulta kesta-
vain materiaaliin ovat perdisin jo 400-luvulta e.a.a. kreikkalaisen Theophrastruksen
mainitsemana. Hén viittasi nykydén asbestina tunnettuun mineraaliin ”salamanterikive-
nd” myyttisen tulta ja lampod kestdvan liskon mukaan. Niistd ajoista nykypdivddn, as-
bestia on l0ytynyt ja l10ytyy kallioperésta, ja sitd on louhittu kéytettdviaksi mitd moninai-
simpiin tarkoituksiin. Teollistumisen kiihtyessd 1800-luvulle tultaessa asbestille keksit-
tiin useita eri sovelluksia ja kdyttotarkoituksia ja sen kysyntd kasvoi. Vuonna 1764 tie-
dettiinkin jo yksin Euroopassa olevan toiminnassa kaksikymmentd erilaista asbesti-
kaivosta. Kautta kdyttohistoriansa, asbestiin ja sen kanssa tyoskennelleisiin henkildihin
on liitetty epdilys mineraalin aiheuttamista taudeista. Jo ensimmadiselld vuosisadalla
j.a.a. epdiltiin asbestilouhoksissa tydskentelevien henkildiden keskuudessa ilmenevin
keuhkotaudin olevan yhteydessd heiddn louhimaansa kiviainekseen. Epdilys, joka tultiin
osoittamaan lddketieteellisesti toteen vasta 1900-luvun jélkipuoliskolla. (Skinner & Cat-

herine 1988, 4, 42.)

2.1 Asbestin terveyshaitat

Asbestista tunnetaan kuusi eri muotoa, joista jokainen on erityyppinen silikaattimineraa-
li, ja joiden kemiallinen koostumus vaihtelee huomattavasti. Nama laadut ovat serpen-
tiilnimineraali krysotiili, tremoliitti, aktinoliitti, antofylliitti, riebecktiitti (krokidoliitti) ja
gruneriitti (amosiitti), joista viisi jalkimmdiistd kuuluu amfiboliitteihin, yleisesti hyvin

laajaan alumiini- silikaatti- kiderakenteiseen kiviryhméaan. (Skinner ym. 1988, 45, 192.)

Koska asbesti on ollut yleisnimitys hyvin laajalle materiaaliryhmalle, on asbestia sisél-
tavien tuotteiden kirjokin ollut hyvin laaja. Asbestia on kiytetty esimerkiksi l4dm-
moneristemassoissa, putkieristeissd, varaajissa, akustisissa katoissa, ilmanvaihtokana-
vissa, lilmoissa, bitumimaaleissa ja asbestipahvissa. Asbestilaadut monikayttdisyytensa
johdosta, levisivdt nopeasti kdyttdon monille eri teollisuuden aloille 1960- ja 1970-

luvuilla. (Tyoterveyslaitos 2011; Nordman, Oksa, Karjalainen & Koskinen 2006, 7.)
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Kautta kdyttohistoriansa asbestin kanssa tydskentelevien keskuudessa on ilmennyt eri-
laisia keuhkosairauksia ja epdilys asbestista tautien aiheuttajana on ollut olemassa. Jo
niinkin varhain kuin 1930-luvulla asbestin aiheuttama “’p6lytauti” nimettiin Englannissa
ammattitaudiksi, josta tulee saada rahallista korvausta. Téstd eteenpdin ladketieteelliset
tutkimukset asbestin haitoista yleistyivit, ja vuonna 1965 New Yorkissa pidetyssad kon-
ferenssissa asbestin biologisista vaikutuksista, todettiin asbestin olevan yhteydessé eri
keuhkosyopiin, myohemmissd tutkimuksissa my0s keuhkojen fibroottisiin tauteihin
kuten asbestoosiin. (Skinner ym. 1988, 105.) My0s Suomessa on seurattu asbestiperais-
ten sairauksien ilmenemistd, ja vuodesta 1964 alkaen ammattitautirekisteriin on kirjattu

asbestiperdiset sairaudet (Nordman ym. 2006,15).

Asbestin vaarojen selvitessd Suomessakin alettiin pitdd rekisterid kaikista asbestille al-
tistuneista henkildistd, joita arvioitiin vuonna 1989 olevan noin 200 000 henkil64, joista
50 000 arvioitiin voimakkaasti asbestille altistuneiksi. Asbestin kanssa tydskentelystd
seuranneista terveyshaitoista johtuen asbestin kdyttd rakennusmateriaaleissa lopetettiin
1988, vuonna 1989 hyviksyttiin asetus jolla rajoitettiin asbestin kdyttod, ja joka 1993
laajeni asbestin ja asbestipitoisten tuotteiden valmistuksen, maahantuonnin, myymisen
ja kdyttoon ottamisen tdyskielloksi. (Nordman ym. 2006,13; Asetus turvallisuutta asbes-
tin kdytossd koskevan yleissopimuksen voimaansaattamisesta, 1989; Valtioneuvoston

piiitds 1993.)

2.2 Asbestoosi

Asbestoosi on keuhkoissa molemminpuolisesti ilmenevé diffuusi soluvélitilan fibroosi
eli sidekudoslisd, joka aiheutuu sisdédnhengitysilman mukana keuhkoihin kulkeutuneista
asbestikappaleista. Asbestoosin kehittyminen vaatii altistumisen suurelle méérille as-
bestia; asbestoosin kehittymisen nopeus ja vakavuus ovat verrannolliset juurikin asbes-
tialtistuksen suuruuteen. Mitd suurempi altistus on ollut kyseessd, sitd lyhyempi on tau-
din latenssiaika altistuksesta kliinisten oireiden ilmenemiseen. (Travis, Colby & Koss

2002, 815.)

Voimakas tai kohtalaisen voimakas jatkuva altistus asbestipolylle johtaa asbestoosiin
10- 20 vuodessa. Altistuksen ollessa poikkeuksellisen voimakasta, 1-2 vuoden mittainen

altistus voi aiheuttaa taudin. Keskiméairdinen latenssiaika taudin syntyyn on 20 vuotta.



(Nordman & Keskinen 2005, 731) Asbestipitoisuuden sitova raja-arvo Suomessa on 0,3
kuitua/cm’, kuitujen madrityksen ollessa vastaavanlainen: halkaisijaltaan alle 3pm ja
pituudeltaan yli Spm kokoinen kappale. (Nordman ym. 2006,14; Asetus turvallisuutta

asbestin kaytosséd koskevan yleissopimuksen voimaansaattamisesta 1989.)

Tyossddn pitkdaikaisesti asbestille altistuneita henkilditd on Suomessa elossa 50 000-
60 000 henkildd, ja tillikin hetkelld erilaisissa rakennusten purku- ja kunnostustdissi
500- 1000 henkil6a altistuu asbestille (Tyoterveyslaitos 2010). Koska asbestista johtu-
vien sairauksien latenssiaika on hyvin pitkd, on mahdollista ettd asbestista johtuvien
sairauksien madré voi olla vield jonkin aikaa nousujohteinen (Karjalainen, Piipari, Mén-
tyld, ym. 1996, 1001). Uusia asbestoositapauksia todetaankin Suomessa 90- 120 kappa-
letta vuosittain ja esimerkiksi asbestisydpien madridn oletetaan olevan korkeimmillaan

vuosina 2010- 2015. (Huuhkonen, Jahkola & Oksa 2009. 1667; Tydterveyslaitos 2010.)

Asbestoosin alkuvaihe on melko oireeton. Ensimmadinen ilmenevi oire on rasituksessa
ilmenevé hengenahdistus, myohemmassa vaiheessa yski ja laihtuminen. Taudin varhai-
sessa vaiheessa, rasituksen aikana mitatuista verikaasuissa saattaakin ndkyid viitteitd
hypoksemiasta, myohemmasséd vaiheessa tima nakyy myos levossa ollessa. Kliinisissd
tutkimuksissa havaitaan sisddnhengityksen yhteydessd auskultoidessa krepitoivaa, hie-
nojakoista kuivaa rahinaa, aluksi vain sisddnhengityksen alkuvaiheessa, myohemmin
koko sisddnhengityksen ajan. Sidekudoslisidn kehittyminen alkaa keuhkojen alalohkoista
ja tamé nikyy keuhkojen fysiologisissa mittauksissa. Virtaus- ja tilavuusmittauksissa
havaitaan restriktiota, tilavuuden alenemista, sekd alentunut diffuusiokapasiteetti. As-
bestikappaleita 10ydetddn myds BAL- nédytteestd, mutta tulee huomioida ettd timi on
vain indikaatio altistuksesta asbestille, eikd vélttamattd merkki itse taudista. (Travis ym.

2002, 817; Nordman & Keskinen 2005, 731- 732.)

Asbestoosipotilailla, asbestikappaleiden mediaani BAL- ndytteissd on ollut yli 100 as-
bestikappaletta/ml ja yli 80 % asbestoosipotilaista vdhintddn 10 asbestikappaletta/ml.
Vertailuna voidaan todeta noin puolella tavallisista toimistotyontekijoistd BAL- ndyttei-
den asbestipitoisuuden olevan alle 0,1 asbestikappaletta/ml, kun taas asbestiruiskuttajien
keskuudessa suurimmat arvot ovat olleet yli 1000 asbestikappaletta/ml. (Nordman ym.

2006, 18.)
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Itse taudinmééritys asbestoosiksi edellyttdd asbestialtistuksen, latenssiajan sekéd keuhko-
jen soluvilitilan fibroosin osoittamisen. Muut tekijit kuin asbesti keuhkofibroosin aihe-
uttajana tulee sulkea pois. Keuhkojen molemminpuoliset fibroottiset plakit tukevat altis-
tusepdilyd, ja altistuksen voimakkuus voidaan arvioida suorittamalla asbestikappaleiden
analyysi BAL- néytteestd. Diagnoosi varmennetaan suorittamalla keuhkoréntgenkuvaus
tai keuhkojen ohutleiketietokonekuvaus (ohutleike- TT, tietokonetomografia). Kuvista
todetaan keuhkofibroosi, sekd ohutleike- TT- kuvista asbestoosille tyypillisid piirteita.

(Nordman & Keskinen 2005, 732.)

Ammattitautilaissa todetaan ammattitaudin olevan sairaus, joka todennékoisesti on péa-
asiallisesti aiheutunut fysikaalisesta, kemiallisesta tai biologisesta tekijéstd tyOssd
(Ammattitautilaki 29.12.1988/1343, 1§). Asbestoositapauksissa asbestoosin todistami-
nen ammattitaudiksi edellyttda tapauskohtaista tyohistorian selvittdmistd aina kansa- tai
peruskouluajoista aina nykyhetkeen asti, ja timén tiedon avulla pyritddn selvittiméaan
asbestialtistuksen ajankohtaa. Arvioinnin suorittaa tyohistorian tietojen pohjalta tyoter-
veysladkari, tai tilanteen vaatiessa tydlaédketieteen erikoislddkari. TyOssddn eniten asbes-
tille altistuneita ryhmid, ovat suoraan asbestin kanssa tekemisissé olleet henkil6t (asbes-
tiruiskuttaja, putkieristit, asbestilouhostyontekijdt), ja asbestialtistuksen mééra onkin jo

paiteltivistd ndistd ammattinimikkeisti. (Nordman ym. 2006, 17,18.)

Asbestikappaleet keuhkoissa

Termilld asbestibody kuvataan asbestikappaletta, joka on pddllystynyt rautapitoisella
proteiinimatriisilla. Ensimmaéinen kuvaus asbestibodystd on perdisin vuodelta 1906.
Talloin partikkeleihin viitattiin pigmentoituina kristalleina, mutta vield tuolloin niiden
yhteyttd asbestoosiin ei tunnistettu. Termié asbestibody kiytettiin tiedettdvésti ensim-
madistd kertaa vuonna 1926, ja ndihin aikoithin myds tunnistettiin partikkelin sisdltimén
kuidun olevan asbestia. Alusta asti asbestibodyn on todettu olevan muodoltaan hyvin
tunnusomainen, hieman kaareva ja “késipainomainen”. Tdman partikkelin kullankeltai-
sen rautavaipan sisdlld erottuu kirkkaana sen sisdltdmi asbestikuitu. Asbestibodyjen
16ytymistd pidetdénkin histologisena virstanpylvddné asbestialtistuksen selvittdmisessa.

(Roggli 2004, 34; Katzenstein 2006, 136.)
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Asbestibodyt muodostuvat keuhkoissa seuraavanlaisessa prosessissa: Sisddnhengitysil-
man mukana puhtaat asbestikappaleet kulkeutuvat aina alveolitasolle asti, normaalisti
alle Spum kokoiset kappaleet poistuvat uloshengityksen yhteydessd, mutta sitd joskus
ndmaékin ja etenkin niitd suuremmat asbestikappaleet jadvit keuhkoihin. Tdmén jilkeen
tapahtuvasta ilmiosté ei ole tdyttd varmuutta. Oletetaan, ettd keuhkojen alveolaarit mak-
rofagit tunnistavat ndmi vierasesineet ja fagosytoivat ne. Tdmén jdlkeen makrofagit
muodostavat asbestin ympdrille rautaa siséltdvin proteiinivaipan, jotta asbestikappaleet
muuttuisivat elimistolle inaktiivisiksi. (Gray & McKee 2003, 56.) Toisen oletuksen mu-
kaan asbestibodyn rautavaippa syntyy itsestddn, kehon omien rautapitoisten yhdisteiden

kiinnittyessé asbestiin ja pelkistyessd hemosideriiniksi (Travis ym. 2002, §14).

Oli rautavaipan muodostumisen perimmaéinen syy kumpi hyvénsa, niin juuri tima rauta-
pitoinen rautaproteiinivaippa mahdollistaa asbestibodyjen tunnistamisen valomikro-
skooppisesti. Rautavirjdyksen on todettu olevan erittdin soveltuva juuri tdhan tarkoituk-
seen. (Katzenstein 2006, 137.) Ndiden asbestibodyjen miéra ei kuitenkaan vastaa tdysin
keuhkoissa olevaa asbestin kokonaismééraa, silld vain osa asbestikappaleista pédéllystyy
télld rautaproteiinivaipalla. Todellinen asbestimddrd saattaa olla 10ydettyyn madrdan
nidhden moninkertainen. (Travis ym. 2002, 814.) Paljaiden asbestikappaleiden mééra voi
hyvinkin ylittdd asbestibodyjen médrdn, eri tutkimusten mukaan suhteessa 30:1 aina
suhteeseen 200:1. Tdma epdsuhde selittyy silld, ettd hyvin pienet, alle 1um kokoiset
kappaleet, eivit ympéardidy proteiinivaipalla ja niiden havainnointi vaatisi jo elektroni-

mikroskooppitason tarkkuutta. (Katzenstein 2006, 137.)

Terminologiassa on myos kirjallisuuden parissa vélilld epdselvyytti. Joissain tapauksis-
sa késitteet asbestibody ja ferribody ovat menneet sekaisin tai niitd kdytetddn véérin.
Tadma johtuu siitd, ettd joidenkin pOlyyntyvien keraamisten kuitujen (lasi) on todettu
my0s muodostavan ympdrilleen rautaproteiinivaipan. Niitd partikkeleja on sittemmin
kutsuttu ferribodyiksi, joihin asbestibodytkin on vililld luettu kuuluvaksi. Tdméa on kui-
tenkin virheellinen tulkinta, silld valomikroskooppisesti asbestibodyn kirkas kuitu on
erotettavissa ja sen proteiinivaippa on segmentoitunut (Liite 3). Nama ovat erityispiirtei-
td, joiden avulla asbestibodyt voidaan erottaa ferribodeista. (Takahashi 1981; Travis ym.
2002, 814; Katzenstein 2006, 136.)
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2.3 Muut asbestisairaudet

2.3.1 Asbestista johtuva keuhkosyopi

Keuhkosyopd kuuluu yleisimpiin syOpésairauksiin, sitd esiintyy pédasiassa yli 50-
vuotiailla. Suomessa sen esiintyvyys on miechilli suurempi kuin naisilla. Yleisimpid
oireita keuhkosydvéssa ovat toistuvat keuhkotulehdukset, yski, hengenahdistus ja veri-
set yskokset. Keuhkosyopd levidd elimistossd helposti, johtuen keuhkojen runsaasta
verenkierrosta. (Syopédjarjestot 2010.) Keuhkosyovit voidaan luokitella histologian mu-
kaan kahteen eri pdidluokkaan. Ndmé luokat ovat, ei-pienisoluiset karsinoomat ja pie-
nisoluiset karsinoomat (mikrosellulaarikarsinoomat). Suurin osa keuhkosyovisti luetaan
ei- pienisoluisiin karsinoomiin, jotka lajitellaan seuraavasti: suurisoluinen karsinooma,
levyepiteelikarsinooma, sekd adenokarsinooma. Pienisoluinen karsinooma on todettu
olevan voimakkaasti yhteydessd tupakan kéyttoon. Pienisoluiselle karsinoomalle on
tyypillistd voimakas jakautuminen ja etidpesdkkeiden muodostus. (Knuuttila 2005, 573-
574.)

Asbestista johtuvan keuhkosyOvédn kehittymisalttiuteen vaikuttaa asbestikuitutyyppi
(krysotiili vaarattomin, krokidoliitti vaarallisin) ja aika jona asbestille on altistuttu.
Henkilot jotka tupakoivat asbestialtistuksen lisdksi, omaavat kymmenkertaisen riskin
saada keuhkosyopa verrattuna tupakoimattomiin. Asbestialtistumisesta johtuvan keuh-
kosyOvén toteamiseen voi kulua jopa yli 20 vuotta, koska kyseiselld syovilld on pitkd
latenssiaika. Kun keuhkosyOpé on asbestista johtuvaa, tulee selvitettidva taudin tyOperii-
Syys, jotta voidaan arvioida hoitojen korvattavuus. Asbestin aiheuttama keuhkosyopé on
samanlainen histologiansa ja sijaintinsa suhteen kuin ns. tavallinen keuhkosy&pd, mutta
ilmenee sitd aikaisemmin. (Nordman & Keskinen 2005, 729- 730; Huuhkonen ym.2009,
1667- 1670.)

2.3.2 Mesoteliooma

Mesoteliooma voidaan jakaa hyvin- ja pahanlaatuiseen, eli syopda aiheuttamattomaan

ja syopdd aiheuttavaan. Suurin osa mesotelioomista kuitenkin on pahanlaatuisia. Pahan-

laatuiset mesotelioomat voivat olla 13htisin monista eri kudostyypeistd. Néitd mahdol-
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lisia kudostyyppejd ovat sidekudos, tukikudos sekd niiden yhdistelm4, jolloin mesoteli-

ooma on l&ht6isin molemmista kudostyypeisti. (Asbestos Resource Center 2012.)

Asbestista johtuvan mesoteliooman, kuten keuhkosyovénkin, syntyyn vaikuttavat asbes-
tikuitutyyppi sekd altistusaika. Asbestikuiduista eniten mesotelioomalle altistavan on
todettu olevan krokidoliitti, muiden kuitutyyppien kyvyn altistaa mesotelioomalle olles-
sa merkittivisti pienempi. Asbestikuidut ovat ainut mesoteliooman aiheuttaja. Mesote-
liooman kehittyminen ei tarvitse valttimaétta pitkdaikaista asbestialtistusta: vain kahden
viikon altistus on riittdnyt joissain tapauksissa taudin kehittymisen alkamiselle. Tupa-
koinnilla ei ole mitdén vaikutusta mesoteliooman syntyyn. Mesoteliooman mahdollisia
ilmenemispaikkoja ovat syddnpussi, keuhkopussi sekéd vatsakalvo. Mesoteliooma voi
myos esiintyd kivespussissa, joka tosin on erittdin harvinaista. Keuhkopussissa esiintyva
mesoteliooma on yleisin Suomessa ilmenevissd tapauksissa. (Nordman & Keskinen

2005, 731; Asbestos Resource Center 2012.)

2.3.3 Keuhkoplakit

Keuhkoplakit, eli parietaalipleuran fibroosit, ovat tarkkarajaisia, koholla olevia keuhko-
pussin hyaliinimuodostumia. Ajan mittaan ndméa hyaliinimuodostumat kalkkeutuvat.
Keuhkoplakit esiintyvdt yleisimmin pallean keskiosassa, mediastinaalipleurassa seké
parietaalipleuran viidennen kymmenennnen kylkiluun véliselld alueella posterolateraa-
lipuolella. (Nordman ym. 2006, 24.) Parietaalipleuran fibroosi on oireeton, mutta laajal-
le levinneend se voi aiheuttaa keuhkojen toiminnan heikkenemisti. Keuhkoplakit kehit-
tyvit vdhiisestd altistumisesta asbestille, mutta nékyvid muutoksia keuhkoissa ndhddin
yleensd vasta muutaman kymmenen vuoden jélkeen mikéa johtuu pitkésté latenssiajasta.
Plakkien ilmaantumista voivat aiheuttaa myos tulehdukset, siteily, mesoteliooma ja

kylkiluun murtumat. (Nordman & Keskinen 2005, 732.)
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2.3.4 Asbestiliitinniiset keuhkosairaudet

Eksudatiivinen keuhkopussin nesteily voi olla oireeton ja se todetaan yleensd sattumalta
muiden tutkimusten yhteydessd. Nesteilyd todetaan 1dhinnd voimakkaasti asbestille al-

tistuneilla, nesteily paranee itsestdén, mutta se voi myos uusiutua. (Nordman & Keski-

nen 2005, 733.)

Pyoroatelektaasi eli pseudotuumori, kehittyy fibroottisesta keuhkopussista ja sen alle
jadvastd atelektaattisesta (ilmattomasta) keuhkokudoksesta. Pyordatelektaasin rakenne
on sipulimainen, joka on hyvin ndhtivissd tietokonetomografiakuvassa (TT-kuva).

(Nordman ym. 2006, 25.)

Viskeraalipleuran diffuusi fibroosi on melko yleinen eksudatiivisen keuhkopussin nes-
teilystd johtuva tauti. Asbesti ei ole ainut sitd aiheuttava tekijd, ja myos muutkin tekijit
voivat aiheuttaa sitd. N&itd ovat tuberkuloosi, nivelreuma sekd lddkkeistd esimerkiksi
metysergidi (munuaisten vajaatoimintaan vaikuttava). Viskeraalipleuran diffuusi fibroo-
si on yleensd oireeton, mutta laajalle levinneend se aiheuttaa keuhkojen restriktiivistad

toiminnan heikkenemistd. (Nordman & Keskinen 2005, 733; Terveysportti 2012.)

Retroperitoneaalinen fibroosi on erittdin harvinainen tauti, eikd sen synnysté ja syista
tiedetd paljoakaan. TyGperdinen asbestialtistuminen voi aiheuttaa sitd, seké riskid saada
retroperitoneaalinen fibroosi kasvattavat myds tupakointi ja ergotamiinien (mig-

reenildédke) kidyttd. (Nordman & Keskinen 2005, 734; Terveysportti 2012.)
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3 BRONKOALVEOLAARINEN LAVAATIONAYTE JA SITHEN LIITTYVAT
LOYDOKSET

Bronkoalveolaarinen lavaatio (BAL) on keskeinen tutkimusmenetelmai, joka mahdollis-
taa bronkeoli- ja keuhkorakkulatasoa (alveolaari) edustavien solundytteiden ja eritteiden
kerdyksen. Nama eritteet edustavat 1dhinné proteiini- ja mikrobindytteitd. Bronkoalve-
olaaristen lavaationdytteiden indikaatioita ovat diffuusit keuhkosairaudet (sarkoidoosi,
polykeuhkosairaudet; erityisesti asbestialtistuksen arviointi), infektiot (bakteerit, viruk-
set ja parasiitit), pahalaatuiset keuhkokudoksen kasvaimet (leukemiat, lymfoomat ja
metastaasit), hoitovasteen ja taudinkuvan seuranta, sekd ennusteen arviointi; vaikkapa

kroonisen tulehdusprosessin seuranta. (Koivuniemi 1994, 221.)

BAL- néytteen tutkimusnimike on useimmiten Bl- BAL- 1 tai Bl- BAL- 2. Bl- BAL- 1
tutkimusnimikkeelld olevasta BAL- néytteestd tehdddn solututkimuksia, joita ovat esi-
merkiksi pitkittyneet alempien hengitysteiden infektiot ja infektioepdilyt, sekd jotkin
keuhkokudoksen kasvaimet. Bl- BAL- 2 tutkimusnimikkeelld oleva nédyte on tarkoitettu
ainoastaan asbestialtistuksen arviointiin. (Fimlab 2012a.) Bronkoalveolaarinen lavaatio-
ndytendyte on kuitenkin harvoin yksinddn spesifinen diagnoosin suhteen. Diagnoosia on
tdydennettidva kliinisilla, fysiologisilla, radiologisilla ja muilla lddketieteellisilld tutki-

muksilla. (Palange & Simonds 2010, 105)

3.1 Sytologinen niyte

Bronkoalveolaarinen lavaatio kuuluu sytologisiin irtosolundytteisiin (Johnston 1993,
162- 164). Sytologisella néytteelld tarkoitetaan joko yksittdisid soluja tai soluryhmii,
jotka on kerétty mikroskooppisia tutkimuksia varten. Néitd solunéytteitd voidaan ottaa
kaikista elimiston yli 200 erilaisesta solutyypisté, joten on ymmaérrettdvaa ettd erilaisten
sytologisten ndytteiden kerddmiseen on useita eri tekniikoita. Tekniikoita on viisi eri-
laista ja ne ovat irtosolu- eli eksofoliatiivinen ndyte, harjaus- ja huuhtelundyte, ohut-

neulabiobsia ja punktiondyte. (Rantala & Lounatmaa 1998, 81.)

Irtosolundyte koostuu nopeasti uusiutuvasta ja irtoavasta epiteelisolukosta. Tétd soluk-

koa voidaan kerétd ndytteeksi esimerkiksi lastalla. Harja- ja huuhteluniytteet edustavat
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solukkoa, jonka irtoamista pitdd avittaa joko harjaamalla tai huuhtelemalla. Ohutneula-
nidytteet otetaan kiintedstd kudoksesta nimensd mukaisesti ohuella neulalla; neulan kérki
irrottaa soluja kudoksesta, jotka sitten imetddn talteen ruiskuun. Punktiondyte edustaa
irtosolukkoa, jota saadaan nesteen tayttimistd kystoista tai nestetdytteisistd ruumiinonte-

loista. Kerdys tapahtuu neulalla ja ruiskulla. (Rantala & Lounatmaa 1998, 81.)

Fiksaatio on néytteen kisittelyd, joka pyrkii estimédn solujen autolyysin ja bakteerien
toiminnan, sdilyttdmdan solujen alkuperdisen morfologian mahdollisimman hyvin, seké
sdilyttimaéan solun sytokemiallisesti olennaiset elementit (Rantala & Lounatmaa 1998,
65; Bibbo 1997, 889). Naiytteen fiksaatio tapahtuu fiksatiivia kdyttamélld. Hyvéan syto-
diagnostisen fiksatiivin tulisi: 1dpdistd solukalvo nopeasti, minimoida solun kutistumi-
nen, sdilyttdd solun morfologia, lopettaa autolyyttisten entsyymien toiminta, syrjdyttaa
solun sisédltiméa vesi, mahdollistaa solun ldpikotainen vérjdys, kiinnittdd solu objektila-
siin, soveltua osaksi tulevia virjdyksid, olla bakterisiidi, olla toiminnaltaan toistettavis-
sa, seki sdilyttdd solut pysyvésti. (Bibbo 1997, 889.) Rantala ja Lounatmaa kuitenkin
toteavat, ettd kaikkia néditi tavoitteita ei voida saavutta yhdella fiksatiivilla, ja fiksatiivin
valinta on aina kompromissi (Rantala & Lounatmaa 1998, 65). Kaikki kdytossd olevat
sytologiset fiksatiivit ovat alkoholipohjaisia, tavallisin ja kéytetyin fiksatiivi on 95 %

etanoli (Bibbo 1997, 889). Taulukossa 1 on listattuna eri sytologisia fiksatiiveja.

TAULUKKO 1. Sytologiset fiksatiivit. (Bibbo 1997, 889, muokattu).

Fiksatiivi Huomioitavaa

Nopea fiksaatio. Myrkytdn ja luotettava. Aihe-
95% etanoli uttaa solujen morfologiassa pienta vaaristy-
maa kutistamalla soluja.

80% isopropanoli

80% propanoli

Myrkyllista. Ei voida kayttaa Millopore — suo-

o .
100% metanoli dostekniikan kanssa.

95% etanolia, 100% metanolia ja 100% iso-

95% denaturoitu alkoholi propanolia suhteessa 90:5:5

100% metanoli, 80% isopropanoli,

Reagenssitason alkoholi 90% asetoni

Sovellettu alkoholi Etyyliasetaattia, metyyli — isobutyyliketonia,

kerosiinia ja etanolia suhteessa 1:1:1:100
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Kéaytdssd olevat sytologiset fiksaatiotekniikat voidaan jakaa kolmeen eri luokkaan. Na-
mi luokat ovat 1) maérkéfiksaatio, 2) mairkéfiksaatio ilmakuivauksella ja 3) spray-
fiksaatio. Kéytetty fiksaatiotekniikka madraytyy ndytekohtaisesti. (Bibbo 1997, 889.)

Mairkafiksaatiossa solundyte siirretdén heti kerddmisen jdlkeen fiksaatioliuokseen (kera-
yskohteen solut ovat luonnostaan kosteassa ympaéristossd). Solundyte ldhetetdén fiksaa-
tioliuoksessa laboratorioon, missd néytteen jatkokisittely tapahtuu mm. solujen virjaé-
minen. Soluja ei missdén vaiheessa altisteta suoraan ilmalle ja mahdolliselle kuivumi-

selle. (Bibbo 1997, 889.)

Mirkéfiksaatiossa ilmakuivauksella, samoin kuin mérkéifiksaatiotekniikassa, solunédyte
siirretddn kerddmisen jélkeen vélittomasti fiksaatioliuokseen. Ndytteen kuitenkin anne-
taan fiksoitua vaan jonkin tietyn ajan, jonka jilkeen ndyte poistetaan fiksaatioliuoksesta
ja ilmakuivataan. Niyte ldhetetddn kuljetuskotelossa laboratorioon, jossa ndyte siirre-

tddn 95 % etanoliliuokseen ennen virjiysprosessia. (Bibbo 1997, 889.)

Spray-fiksaatiossa solundytteen pdille sumutetaan heti kerddmisen jélkeen fiksatiivia.
Tamin jilkeen fiksatiivin annetaan rauhassa kuivua niytteen péélle, minka jalkeen ndy-
te ldhetetddn laboratorioon. Laboratoriossa ndytteen pdiltd poistetaan fiksatiivin sisél-
tamé polyetyleeniglykoli huuhtelemalla niyte kahdessa erillisesséd astiassa joissa on
95% etanolia. Ndiden huuhtelujen tarkoituksena on myds varmistaa nédytteen tdydellinen

fiksaatio. Tdmaén jdlkeen ndyte vérjatdén sille pyydetylla tekniikalla. (Bibbo 1997, 889.)

3.2 Bronkoalveolaarisen lavaationiytteen otto

Bronkoalveolaarisen lavaation ndytteenotto suoritetaan siten, ettd huuhtelunestettd (py-
rogeenitontd 37 asteista keittosuolaliuosta) ruiskutetaan keuhkokudokseen ja joka ruis-
kutuksen jidlkeen imetdédn takaisin. Ruiskutettava méédrd on 10 x 20 ml. (Koivuniemi
1994, 221- 222.) Ennen toimenpidettd suoritetaan puudutus ja esilddkitys. Itse keittosuo-
laliuvoksen ruiskutus tapahtuu fiberoskoopin avulla. (Duodecim 1988, 378) Ta-
kaisinimennéstd saadaan saaliiksi 100- 150 ml. Jos saalis on alle 100 ml, on kyseessd
niukka ndyte, niukassa nidytteessi on todenndkoisesti bronkuslimakontaminaatiota.
BAL- ndyte on edustava alveolaaritason suhteen ja luotettava tuloksiltaan, jos siind ei
ole verikontaminaatiota, eikd bronkuslimakontaminaatiota. (Koivuniemi 1994, 221-

222.) BAL- néytteen solut hajoavat nopeasti keittosuolaliuoksessa, mistd johtuen ne
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tiytyy joko fiksoida tai toimittaa laboratorioon analysoitavaksi tunnin kuluessa (Palange
& Simonds 2010, 107). Fiksaatioaineena BAL- huuhteessa kdytetddn 96 % etanolia.
Fiksaatioainetta annostellaan néytteen suhteen 1:1, eli yhteen osaan BAL- huuhdetta
lisidtddn vastaava tilavuus etanolia (HUSLAB 2011). Tdma ei tosin ole vakio, silld eri
ndyte/etanoli suhteita on kdytossd. Esimerkiksi Fimlab Laboratoriot Oy:n ohjekirjassa
asbestoosin diagnostiikassa kdytettivd BAL- huuhde neuvotaan fiksoimaan etanoliin
suhteessa 1:2. (Fimlab 2012a.) Itse BAL- nédytteen ottaminenkaan ei ole tdysin riskitonti
ja siitd saattaa aiheutua seuraavanlaisia oireita potilaalle: ohimeneva kuumereaktio, ate-
lektaasi ja bronkuskollapsi. Kuumereaktiota ja atelektaasia (keuhkokudoksen tiivisty-
mi) esiintyy kun kiytetdéin suuria nestemddrid. Bronkuskollapsiaa esiintyy herkemmin
idkk4illd henkiloilld kun kdytetddn koneimua huuhtelunesteen takaisinimenndssa. (Tu-

kiainen & Taskinen 1988, 379.)

3.3 Bronkoalveolaarisen lavaationiytteen loydokset

BAL- niytteestd lasketaan kokonaissoluméddrd, mahdolliset vierasesinepartikkelit ja
suoritetaan solutyyppien erittelylaskenta. Erittelylaskenta tehdddn yleensd 200 perikkai-
sestd solusta. Seuraavantyyppiset solut kuuluvat erittelylaskentaan: lymfosyytit, stimu-
loituneet lymfoidiset solut ja blastit, LGL- solut (large granular lymphosyte, isogranu-
laariset lymfosyytit), plasmasolut, neutrofiilit, eosinofiilit, basofiilit ja makrofagit.
(Koivuniemi 1994, 223- 225.) Solulaskennassa on huomioitava onko asiakas tupakoitsi-
ja vai ei, silld tupakointi vaikuttaa huomattavasti kokonaissolumiirién (Palange & Si-
monds 2010, 108). BAL- niytteen solujen kokonaismddrd on tupakoimattomilla alle
150 x 10%/1, kun taas tupakoivien kokonaissoluméiri on yli 350 x 10%1 (Fimlab 2012b).
Tupakointi nostaa seuraavia soluldydoksid verrattuna tupakoimattomiin: makrofagit,
neutrofiilit, eosinofiilit ja levyepiteelit. Tupakointi laskee seuraavia soluloydoksid ver-
rattuna tupakoimattomiin: lymfosyytit ja plasmasolut. (Palange & Simonds 2010, 108.)
On huomattava, ettid solujen erittelylaskennan tuloksiin vaikuttaa potilaan tautitilan ja
elintapojen lisdksi my0s erittelylaskennassa kéytetty solujen kerdysmenetelmi (Taski-
nen, Salmenkiva & Anttila 2005, 96). Taulukossa 2 on kuvattu solujen normaalin ja-
kauman yldrajat BAL- ndytteessd, kdytetystd kerdysmenetelmaistd riippuen. Kerdysme-

netelmien tekniikat kdsitellddn tarkemmin kappaleessa 4.



TAULUKKO 2. Solutyyppien normaali jakauma BAL- ndytteessd (mukaillen, Taskinen
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ym. 2005).
Solutyyppi Suodatinmenetelma, Sytosentrifugi
(Millipore)
Lymfosyytit 30% 20%
Neutrofiilit 5% 2%
Eosinofiilit 2% 2%
Makrofagit 63% 76%
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4 SYTOLOGISET TEKNIIKAT JA VARJAYSMENETELMAT ASBESTI-
KAPPALEIDEN TUNNISTAMISEKSI BAL-NAYTTEESTA

4.1 Sytosentrifugi

Sytosentrifugointi on tekniikka, jolla voidaan siirtdé kaikkia sedimentoituvia partikkele-
ja tutkittavasta suspensioliuoksesta mikroskopoitavalle néytelasillle. Pddasiassa tutkitta-
vat partikkelit ovat biologisia soluja, joten sytosentrifugia kdytetddnkin laajasti kliini-
sessd ladketieteessd ja biologisissa tutkimuksissa. Sytosentrifugilla valmistettaviin néyt-
teisiin kuuluvat mm. virtsa, hengitystie, gastroskopia, ohutneula- ja selkdydinnesteniyt-
teet. Tekniikalla on etujensa lisdksi my0s haittansa: sentrifugointiprosessin aikana ta-
pahtuu soluhdvikkid, eritoten pienissd soluissa. Prosessi aiheuttaa myos artifaktista
muutosta solujen rakenteeseen. Rakenteen muutokset tosin eivit yleensd ole haitallisia,

jane voivat olla jopa hyodyllisii joissain tapauksissa. (Stokes & Logan 2004, 434.)

Sytosentrifugin toiminta hyddyntdd ilmiotd nimeltd keskihakukiihtyvyys ja sen vasta-
voimaa. Keskihakukiihtyvyys aiheutuu siten, etti sytosentrifugissa oleva ndyte on mas-
sa, joka on pakotettu kiertdimiin ympyranmuotoista rataa vakionopeudella. Ympyréra-
dalla olevan kappaleen nopeuden suunta kuitenkin vaihtuu jatkuvasti radan joka pistees-
sd, joten voidaan todeta kappaleella olevan kiihtyvyys, keskihakukiihtyvyys. Tama kiih-
tyvyys voidaan pelkistetysti laskea kaavalla:

a.= v

jossa a. on keskihakukiihtyvyys (m/s), v on kappaleen nopeus ympyriradalla (m/s) ja r
on radan sidde metreissd (sentrifugin sdde). Tdmin kiihtyvyyden suunta on kohti ympy-
ran keskipistettd, mutta koska Newtonin kolmannen lain mukaan jokaisella voimalla on
olemassa yhtd suuri mutta vastakkaissuuntainen voima, on keskihakukiihtyvyydelldkin
vastavoimansa. Juuri tdméa vastavoima, sentrifugaalivoima, mahdollistaa sytosentrifugin

toiminnan (kuva 1). (The Engineering ToolBox 2012.)
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KUVA 1. Sytosentrifugoitaessa vaikuttavien voimien kuvaaja (r on roottorin séde,

v sytosentriugin nopeus, F sentrifugaalivoima, a keskihakukiihtyvyys)

Yksinkertaisesti ilmaistuna sytosentrifugoitaessa ndyteliuoksessa tapahtuu seuraavia
asioita: Sytosentrifugin kierrosnopeutta nostettaessa, ndyteliuoksen kiinteisiin kappalei-
siin vaikuttava sentrifugaalivoima kasvaa suuremmaksi kuin sitd vastustavat kitkavoi-
mat, kuten esimerkiksi suspensionesteen aiheuttama noste. Télloin siis kappaleiden va-
joamisnopeus kasvaa samalla kun sentrifugin kierrosnopeus nousee. Lisdksi timé va-
joamisnopeus on suurempi isoilla ja tiheille kappaleille kuin pienille ja kevyille. (Stokes
& Logan 2004, 434.) Taulukoon 3 on merkitty erilaisille sytologisille ndytteille soveltu-

vat sytosentrifugointinopeudet- ja ajat.

TAULUKKO 3. Cyto- Tek Centrifuge, malleille 4325, 4332 ja 4323 kéyttdohjeen mu-
kaiset sytosentrifugointiajat- ja kierrosnopeudet erilaisille sytologisille niytteille. (mu-

kaillen, Sakura 1996, 3.12).

Néytetyyppi Aika Kierrosnopeus
(minuutteja) (kierrosta/minuutti)

Virtsa 5 2000
Ruumiinonkaloiden nes- 5-10 2000
teet- ja huuhteet
Selkdydin- ja aivoperdiset 5-10 2000
nesteet
Vatsa- ja pohjukaissuoli 5-10 2000
huuhteet
Yskokset 5-10 2000
Kohtuperiiset harjausniyt- 5-10 2000
teet
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Sytosentrifugoinnin onnistumiseen vaikuttavat tekijit

Pelkidstddn riittdva sytosentrifugaalivoima ja sentrifuugausaika eivét riitd kiinnittdmain
kappaleita pintaan jota vasten niitd sentrifugoidaan. Tarvitaan myds pinnan ja kappalei-
den vilinen riittdvan suuri adheesio, jotta tarttuminen pintaan tapahtuisi. (Stokes 2004,
436.) Paijat Himeen sosiaali- ja terveysyhtymén ty0ohjeessa sytosentrifugivalmisteelle
ohjeistetaan kdyttimadan SuperFrost Plus- nidytelaseja (PSHOTEY 2011). SuperFrost
Plus- lasien kdytté on hyodyllistd, silld lasit on kisitelty siten, ettd niiden pinnalla on
pysyvé positiivinen varaus. Tdmé varaus auttaa muodostamaan elektrostaattisia- ja ko-
valenttisia sidoksia nidytemateriaalin ja lasin vililld, tdten parantaen ndytemateriaalin
kiinnittymista. (Thermo Scientific 2012.) Tydohjeessa neuvotaan myos lisddméain BAL-
huuhteeseen polyetyleeniglykolia (PEG) ennen sytosentrifugointia (PSHOTEY 2011).
PEG:in kéyttd on perusteltua, silld Maxwell ym. tutkimuksessa todetaan polyetyleeni-
glykolin suojaavan niytteessd olevia proteiineja ja niiden rakennetta (Maxwell, Patter-
son, Jamison ym. 1999, 141- 143). Sytosentrifugoinnin jilkeen tyhjittdessd kyvettid
jossa suspensioliuos on ollut, on varottava liian voimakasta nesteen poistoa kyvetista.
Tama siksi, koska liian suuren virtausnopeuden tyhjennysvaiheessa on todettu irrottavan

partikkeleita niytelasilta (Stokes 2004, 435.)

4.2 Rautavirjays

Rautavérjaystd eli Berliininsinivérjdystid (Perls’ Prussian blue reaction for ferric iron)
pidetddn ensimmadisend histokemiallisena vérjdyksend. Sen kehitti saksalainen patologi
Max Perl ja metodista mainittiin ensimmadistd kertaa julkaisussa 1867 (Nachweis von
Eisenoxyd in geweisen Pigmentation). Virjdyksen periaatteena on tuoda esiin ndytteen
(kudos- tai irtosoluniyte) proteiinien sisiltdma ferrimuotoinen rauta, Fe’*. Ongelmana
on, ettd elimistdssd ferrimuotoinen rauta on voimakkaasti sitoutunut kompleksissa pro-
teiinin rakenteisiin, joten se ei sellaisenaan pysty ottamaan osaa kemiallisiin reaktioihin.

(Kiernan 2008, 343; Kettleworth 2007, 90.)

Ratkaisuna tdhdn ongelmaan on kisitelld ndytettd siten, ettd ferrimuotoinen rauta-ioni
irtoaa proteiinista johon se on sitoutunut, ja on téssd tilassa vapaa reagoimaan. Prote-
linista irrottaminen tapahtuu kasittelemélld nédytettd laimealla mineraalihapolla, yleensi

HCI:114 (suolahappo). Happokasittely tapahtuu ferrosyanidiliuoksella, joka sisaltdd 2%
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HCI- liuosta, sekd 1% kaliumferrosyanidi- liuosta. Kaliumferrosyanidi reagoi vapaan

+ . . .
Fe3 - ionin kanssa seuraavasti:

4Fe® + 3 [Fe (CN )6]* — Fey [Fe (CN)g]s (s)

Tatd kutsutaan Perl:in reaktioksi, ja tuloksena syntyvii sinistd yhdistettd on nimeltdan
ferriferrosyanidi (Preussin, eli Berliininsininen). (Kiernan 2008, 343; Bancroft & Gam-

ble 2002, 245.)

KUVA 2. Rautavirjitty asbestikappele, 400 x suurennos (Keituri 2012)

Asbestikappaleiden vérjdytyminen rautavirjaykselld perustuu asbestikappaleita ympéa-
roivédn rauta-proteiini-mykopolysakkaridi -kapselin (asbestos body), rautaionien osoit-
tamiseen (kuva 2). Rautavirjdys vérjad kaiken nédytteessd olevan, tai niytteeseen ulko-
puolelta kulkeutuneen raudan. Tdstd johtuen on erittdin tirkedd kayttdd rautavapaita
vilineitd ja astioita vdrjdysprosessin aikana. Positiivisen kontrollin avulla voidaan hel-
posti havaita virjdyksen onnistuminen. Virjiystulosta voidaan vield korostaa suoritta-
malla taustavérjdys Neutral red: 114 (Basic red 5), jolloin rautaa sisdltdvit partikkelit
sinisend erottuvat hyvin punaista taustaa vasten. Neutral red (kuva 3) on kationinen viéri,
eli se ionisoituu vesiliuoksessa positiiviseen varauksen omaavaksi ioniksi. Tdma tapah-
tuu vesimolekyylin irrottaessa Neutral red: iin kiinnittyneen kloori- ionin (CI'). Tdmén
jilkeen Neutral red muodostaa ionisidoksen ndytteessd olevien negatiivisesti varautu-

neiden molekyylien kanssa.
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KUVA 3. Neutral red rakennekaava. Kaksi eri muotoa, jotka ovat liuoksessa tasapai-

nossa keskenédédn (mukaillen, Kiernan 2008, 142)

Tallaisia negatiivisesti varautuneita alueita ovat solun tuman nukleiinihappojen fosfaat-
tiryhmat, erdiden makromolekyylisten hiilihydraattien sulfaattiryhmait, sekd hiilihyd-
raattien ja proteiinien karboksylaatti-ionit. (Kiernan 2008, 142-143; Roggli 2004, 35-36;
Horobin & Bancroft 2000, 160-161.) Koko rautavérjaysprosessi on syytd suorittaa huo-
neenldmmossd, silld vaikka korotettu lampdtila (56°C) voimistaa Perl:in reaktiota, se
saattaa Bancroft & Cook: in mukaan johtaa viiriin positivisiin vérjdystuloksiin (Banc-

roft & Cook 1994, 208).

4.3 Suodatinmenetelma

Suodatinmenetelmén periaate on konsentroida ndyte jossa irralliset solut on kerétty suh-
teellisen suureen nestetilavuuteen. Tama tapahtuu suodattamalla ndyte membraanifiltte-
rin ldpi hyddyntéen joko yli- tai alipainetta. Membraanifiltterin keksi professori Sig-
mondy vuonna 1935 Goéttingenin yliopistossa Saksassa. Ensimmdiinen kayttokohde oli
puhtaan juomaveden tuottaminen. Vuonna 1953 membraanifiltteriteknologia vapautui
kaupalliseen kéyttoon, jolloin uusia kéyttd sovelluksia alkoi kehittyd mm. ladketeolli-
suudelle, elintarviketeollisuuteen, kemianteollisuuteen ja sairaaloille. (Woods & Ellis

1994, 10.1- 15; Millipore 2012)

Membraanifiltterin huokoset ovat riittdvén suuria jotta neste paddsee ldpi, mutta solut
jaavat kiinni filtterille. Riittdvan pieni huokoskoko sytologisille néytteille on Sum. Ky-
seiset filtterit ovat yleensé rakenteeltaan joko selluloosa- asetaattia, tai polykarbonaattia.
Kéytetty valmistusmateriaali asettaa rajoituksia liittyen mahdollisiin ndytteen vérjdys-
menetelmiin, silld selluloosa-asetaatti ja polykarbonaatti sietdvit eri tavoin eri vérjayk-
sissé kéytettdvid kemikaaleja. Nimad membraanifiltterit voidaan jakaa neljddn eri luok-

kaan niiden suodatuskyvyn mukaan. Luokat ovat mikrofiltterit, ultrafiltterit, nanofiltterit
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ja kédadnteisosmoosifiltterit. Sytologisille ndytteille soveltuvat filtterit kuuluvat mikrofilt-
tereihin. Ultrafiltterit toimivat samaan tapaan kuin sytologiassa kéytetyt mikrofiltterit,
mutta ne suodattavat huomattavasti pienempid partikkeleja (n. 0,001-0,01 um). Nano-
filtterit suodattavat alle 1500 Daltonin painoisia molekyylejd. Kéddnteisosmoosi on
suunniteltu erottamaan ionit jotka ovat kiinni toisissaan. (Woods & Ellis 1994, 10.1-15;

Millipore 2012)

Suodatinmenetelméd varten tulee koota erillinen suodatuslaitteisto, joka koostuu alipai-
neen tuottavasta laitteistosta, imupullosta, sintteristd ja sen tiivisteestd, suppilosta, suo-
dosmassan levidmisen estévistd rajoittimesta, pihdeistd, imupullon ja alipainelaitteiston
yhdistivastd letkustosta seké tietenkin itse Millipore-suodattimesta. Laitteiston kokoa-
minen tapahtuu seuraavasti: imupullo liitetdén alipainelaitteistoon, sintteri tiivisteineen
kiinnitetddn imupulloon. Témén jéilkeen sintterin pinta kostutetaan 50 % etanolilla ja
sille asetetaan Millipore-filtteri. Sintteri- Millipore-suodatin yhdistelmén paille kiinnite-
tddn pihdeilld suppilo ja suppiloon asetetaan, ndytemateriaalista riippuen, suodatettavan
liuoksen rajoitin. Nyt suodatinlaitteisto on valmis kiyttdd varten (kuva 4). (Woods &

Ellis 1994, 10.1-15; PHSOTEY 2010.)

KUVA 4. Millipore-suodatinlaitteisto koottuna. Kuvassa nékyy imupullo, suppilo, klip-

sit, sekd imupullon alipainelaitteistoon yhdistiva letku (Kannisto 2012)

Laitteistoa kiytettdessd alipainelaitteisto tuottaa imupulloon niitd yhdistdvin letkuston
vilitykselld alipaineen. Tdmé alipaineen voimasta suppiloon kaadettu ndytemateriaali
kulkeutuu Millipore-suodattimen kautta imupulloon, josta se voidaan tarvittaessa ottaa

talteen. Millipore-suodattimen pinnalle suodattuu ndin nadyteliuoksen sisdltdmait kiinteét
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partikkelit. Suodatin nostetaan pois sintteriltd ja kiinnitetddn klipseilld objektilasille.
Tédmain jdlkeen objektilasi- Millipore-suodatin yhdistelma siirretddn vérjattavéksi halu-

tulla menetelméilld. (PHSOTEY 2010.)

4.4 Papanicolaou- virjiys

Papanicolaou -tekniikka on ollut kdytossd jo vuodesta 1942, eli kyseessd on melko van-
ha tekniikka, joka on edelleen yleisesséd kdytossd maailmanlaajuisesti. Eniten Papanico-
laou-tekniikkaa on kéaytetty gynekologisten irtosolundytteiden diagnostiikassa, mutta
silld on sovelluksia muidenkin sytologisten néytteiden tutkimuksissa. (Boon & Suur-
meier 1996, 257.) Niitd muita ndytteitd ovat mm. yskokset, bronkoalveolaariset huuh-

teet, virtsa, pleuraneste ja perikardiaalineste (Bibbo 1997, 892).

Papanicolaou- virjdyksestd ei ole olemassa vain yhtd “oikeaa” versiota, vaan menetel-
mastd on monia eri sovelluksia, jotka kuitenkin perusperiaatteiltaan noudattavat samoja
linjoja (Boon & Suurmeier 1996, 257). Néiden eri sovellusten erot voidaan kuitenkin
havaita virjayksen lopputuloksesta. Myos vérjattdva ndytemateriaali vaikuttaa siihen
miten Papanicolaou- virjdys suoritetaan; vérjdysliuokset ja virjdysajat vaihtelevat riip-
puen virjataanko sivelyndytteitd vai selluloosafilttereille konsentroituja naytteitd. (Bib-

bo 1997, 892.)

Tuma tuodaan esiin Papanicolaou -vérjdyksessd esiin suorittamalla sen vérjdys hema-
toksyliinilld. Hematoksyliinin erikoisuus on, ettd sen vérjdédva aine hemateiini on nega-
titvisesti varautunut, samoin kuin DNA:kin. Ndiden kahden negatiivisesti varautuneen
yhdisteen sitoutuminen olisi mahdottomuus, ellei hematoksyliini sisdltdisi alumiinisul-
faattia. Alumiinisulfaatti toimii véirjdyksessé positiivisesti varautuneena ionina, ja muo-
dostaa sillan hemateiinin ja DNA:n vélille (fosforihappo-osa). Tuma vérjaytyy tumman

eri sdvyihin. (Aho 2000, 145; Bibbo 1997, 89.)

Papanicolaou- tekniikassa kéytetddn solun sytoplasman virjddmiseen kahta tai kolmea
hapanta vidrid, menetelmastd riippuen. Nama happamat vérit ovat Light Green SF, Eosin
Y ja Orange G. (Horobin & Bancroft 2000, 150.) Light Green vérjdd mm. aineenvaih-
dunnallisesti aktiiviset solut, lieridsolut ja adenokarsinooman solut vihreiksi. Lisdksi

Light Green sitoutuu hyvin proteiinien perusrakenteisiin. Eosiini Y vérjdd punasolut,
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virekarvat ja levyepiteelin pintasolut punaisiksi. Orange G virjdé proteiineja, etenkin
keratiinia. Nimensd mukaan Orange G:n virjdd nidma kirkkaan oransseiksi. (Aho 2000,

145; Bibbo 1997, 897 — 899.)

Sytoplasmavireja kdytetddn vérjayksessd siten, ettd Eosiini Y ja Light Green ovat sa-
massa liuoksessa. Tastd liuoksesta kdytetddn yleensd lyhennettd EA-liuos (joskus tima
lios siséltdd myos Bismarck Brown Y:td) Orange G on taas oma liuoksensa, samoin

kuten hematoksyliinikin. (Bibbo 1997, 897- 899.)

Itse viarjdysprosessi jactaan kolmeen vaiheeseen; tumavirjiys, ensimmadinen sytoplas-

mavérjdys ja toinen sytoplasmavérjdys. Varjiysjérjestys on siis seuraavanlainen:

Hematoksyliini — EA véri — Orange G

Vaikkakin itse vérjdyksestd on siis olemassa moni eri versioita, voidaan jokainen sovel-
lus laskea kuuluvan jompaankumpaan kahdesta erilaisesta Papanicolaou- tekniikan ver-
siosta. Namad versiot ovat Progressiivinen metodi ja Regressiivinen metodi. Taulukossa
4 on esitelty ndiden kahden eri metodin vertailu. Progressiivisessa metodissa tumaa vér-
jataan hematoksyliinilld vain sen verran, ettd saavutetaan toivottu vérjdytymisaste. Sy-
toplasma virjitidn siten, ettd se juuri sdvyttyy. Regressiivisessd metodissa taasen tumal-
le suoritetaan pidempi véarjdys hapattamattomalla hematoksyliinilla, jolloin tuma rajusti
ylivarjdytyy. Tamén jilkeen ndytettd pestddn suolahapolla niin kauan, ettd saavutetaan

toivottu vérjdytymisen aste. (Aho 2000, 143; Bibbo 1997, 8§93- 894.)
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TAULUKKO 4. Progressiivisen ja regressiivisen Papanicolaou- vérjdyksen vertailu.

(mukaillen, Bibbo 1997, 893).

Virjiayksen tyovaiheet

Papanicoloau — virjiyksen suoritus

Progressiivinen metodi

Yhteista

Regressiivinen metodi

Fiksaatio

Pesu paillysteen pois-
tamiseksi (sivelyvalmis-
teet)

95% etanoli tai
vastaava

95% etanoli spray —
fiksatiivin poistoon

(Vérjataan haluttuun

Tumavirjiys (DNA) voimakkuuteen) Hematoksyliini (Ylivérjataan)
Pesu Vesi
Ammonium hydroksidi,
Litiumkarbonaatti,
Scott:in hanaveden kor-
vike (pH 8,02),
Sinistys tai hematoksy- 0,5% Natriumasetaatti nghtelu 0,05%, 0,5%
liinin poisto (pH 7,13), tai 5% HCI — liuokses-
1,0% Kaliumasetaatti sa
(pH 7,45)
tai
0,1% Natriumbikarbo-
naatti (pH 8,05)
Pesu suolan muodostu-
misen ehkdisemiseksi .
Vesi

tai hapon toiminnan
lopettamiseksi

Dehydraatio

Sytoplasman virjdys

Pesu

Sytoplasminen ja nuk-
leolaarinen vérjays
(RNA)

Pesu

Dehydraatio

Kirkastus

Kiinnitys

95% etanoli

Orange G

95% etanoli

EA polykrominen viri

95% etanoli

ABS (puhdas etanoli)

ABS / Ksyleeni

Soveltuva kiinnitysaine
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4.5 Asbestin kvantitointi

Asbestin kvantitointi suoritetaan laskemalla asbestikappaleiden maarda BAL- huuhtees-
sa, tima tapahtuu selvittiméalla asbestikappaleiden miéra tutkimukseen kidytetyn BAL-
huuhteen tilavuudessa, maédrd/ml (Fimlab 2012a). Asbestikappaleiden miérd BAL-
valmisteesta lasketaan valomikroskooppia kéyttden (Karjalainen ym. 1996, 1001). Koko
ndytelasin ndytettd sisdltdvd alue mikroskopoidaan ja I6ydettyjen asbestikappaleiden
maiira kirjataan ylos. Loydettyjen asbestikappaleiden mééra jaetaan ndytelasin valmis-
tukseen kéytetyn fiksoimattoman BAL- huuhteen médrilld, jolloin saadaan vastaus
muodossa asbestikappaletta/ml (Fimlab 2012a). Tdhén asbestikappaleiden tunnistami-
seen kéytettivd mikroskooppi, kuten kaikki muutkin nykyiset mikroskoopit, on yhdis-

telmédmikroskooppi (compound microscope) (kuva 5).

=
Verkkokalvolle
piirtyvd kuva Katsojan silmi
Okulaari
Objektiivi
Valekuva
[
Tarkasteltava kohde ﬁ
= |

KUVA 5. Yhdistelmdmikroskoopin toimintaperiaate, objektiivi- ja okulaarisuurennos

(mukaillen Bartels 1993, 400).

Yhdistelmédmikroskoopin periaatteen kehitti ja toteutti Erns Abbe 1827 yhdessd Carl-
Zeissin kanssa 1827. Yksinkertaistettuna laitteen toiminnasta voidaan todeta, ettd se
kéyttdd tarkasteltavan kohteen suurennoksessa objektiivi- ja okulaarisuurennoksien kes-
kenédén kerrottua tuloa, jolloin esimerkiksi 40 x objektiivilla ja 10 x okulaarilla saadaan

400 kertainen suurennos. (Bartels 1993, 397- 398;Rantala & Lounatmaa 1998, 9-11.)
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5 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE, TEHTAVA JA
TUTKIMUSONGELMA

Opinndytetyon tarkoitus on verrata sytosentrifugitekniikalla valmistettuja rautavérjattyja
asbesti- BAL- valmisteita, suodatinmenetelmélld valmistettuihin Papanicolaou- vérjat-
tyihin asbesti- BAL- valmisteisiin. Vertailusta saatujen tuloksien perusteella valitsemme
kaytetyistd tekniikoista toisen, joka on soveltuvampi asbesti- BAL- valmisteelle. Téstd
tutkimuksesta saatavaa tietoa Pdijat- Hameen sosiaali- ja terveysyhtyméa voi hyddyntéaa

asbestoosin diagnostiikan parantamisessa.

Opinndytetyon tavoitteena on tuottaa tietoa sytosentrifugivalmistetun rautavirjityn ja
suodatinmenetelmailld tehdyn Papanaicolaou- virjiatyn asbesti- BAL- valmisteen eroa-
vaisuuksista, sekd valita niistd tekniikoista toinen, joka on asbestoosin diagnostiikkaan

soveltuvampi.

Opinndytetyon tehtdvd on kokeellisesti selvittdd, kumpi asbesti- BAL- valmisteiden
valmistamiseen kéytetyistd menetelmistd on soveltuvampi, sekéd asbertipartikkeleiden
madrdn osoittamiseen, ettd paremman asbestikappaleiden virjdytymistuloksen aikaan-

saamiseen bronkoalveolaarisesta lavaatiohuuhteesta.

Opinndytetyon tutkimusongelma on, miten rauta- ja Papanicolaou- vérjétyt asbestikap-
paleet erottuvat asbesti- BAL- valmisteesta, sekd kuinka paljon asbestikappaleita
(kpl/ml) 16ytyy sytosentrifugoidusta ja rautavirjitystd bronkoalveolaarisesta lavaatio

valmisteesta, verrattuna Papanicolaou- virjittyyn Millipore- suodosvalmisteeseen.
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6 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Tieteellinen tutkimus on ongelmanratkaisua, joka pyrkii selvittdmadn tutkimuskohteen
lainalaisuuksia ja toimintaperiaatteita. Tutkimukset ovat joko valmiiseen tietomateriaa-
liin pohjautuvaa teoreettista tutkimusta, tai havainnointiin perustuvaa empiiristi tutki-
musta. Empiirinen tutkimus taas puolestaan jakautuu kvantitatiiviseen, eli méaarallisiin
tutkimuksiin ja kvalitatiiviseen, eli laadullisiin tutkimuksiin. (Heikkild 2008, 13-14.)
Opinndytetyd on empiirinen tutkimus jonka tutkimusmenetelmidnd on kvantitatiivinen,

eli méirallinen tutkimus.

Opinndytetyd on kokeellinen ja vertaileva tutkimus. Kokeellisella tutkimusmenetelmal-
14 tarkoitetaan menetelmad, jolla seurataan ja tutkitaan jonkin ilmidn reaktiota johonkin
tai vaikutusta johonkin. Kokeellisen asetelman on tarkoitus keskittyd tdhdn ilmidon.
Téllainen tutkimus on systemaattista ja kontrolloitua tiedon keruuta, kdyttden apuna
tutkimukseen soveltuvia tieteellisid instrumentteja ja menetelmid. (Anttila 2005, 183-
185.) Kokeelliseen tutkimukseen voidaan sisdllyttdd vertaileva tutkimus. Vertailussa on
tarkoitus saada selville usean vertailtavan tekijin suuruus-, paremmuus- tai jokin vas-
taava looginen jarjestys. (Aaltola & Valli 2007,139). OpinnédytetyOssa vertailtavana suu-
reena kiytetddn eri virjdysmenetelmien kykyé tuoda esiin asbestipartikkelit tutkimusai-
neistona kéytetyistd asbesti-BAL-néytteistd. Koska tutkimusmateriaalina kéytetdan poti-
lasnéytteitd, on opinndytetydssd noudatettu hyvad tieteellistd kéytdnt6d ja varmistettu

tutkimusaineiston anonymisointi.
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7 TUTKIMUKSEN SUORITUS

7.1 Rautavirjiyksen suoritus

Kokeellinen tutkimus suoritettiin Péijat-H&meen keskussairaalan patologian laboratori-
on tiloissa 25.4- 26.4.2012. Tutkimusluvan myonsi ylihoitaja Leena Savolainen
16.2.2012. Tutkimusmateriaalina kédytettiin BAL- ndytteitd, joita oli kerdtty ennalta
tammi- huhtikuun 2012 vélisend aikana. Tdtd tutkittavaa materiaalia oli tuona aikana
kertynyt viisi BAL- ndytettd. Néistd ndytteistd oli Péijit- Himeen keskussairaalan pato-
logian laboratorio jo ennalta tehnyt Papanicolaou- virjétyt suodatinvalmisteet. Kustakin
BAL- niytteestd oli omaa tutkimustamme varten sddstetty noin 10ml tutkittavaa materi-
aalia. Jokaisesta nédytteestd tehtiin sytosentrifugivalmiste, ja jokaiselle sytosentrifugi-
valmisteelle suoritettiin rautavérjdys. Vérjayksen jdlkeen voitiin vertailla mikroskopoi-
malla rautavérjatyn sytosentrifugivalmisteen ja Papanicolaou- virjatyn suodosvalmis-

teen kykya tuoda esiin asbestikappaleet BAL- nédytteesta.

Sytosentrifugivalmisteen teko aloitettiin kokoamalla kyvetti BAL- niytteelle. Tdma
kyvetti rakentui muovisesta rungosta, kyvetin kumikorkista, tiivisteestd, SuperFrost
Plus-objektilasista sekd metallisesta pidikeosasta. Valmiiksi koottuun kyvettiin pipetoi-
tiin ensin 0,5ml polyetyleeniglykolia (PEG), timéan jilkeen kyvettiin annosteltiin 10ml
ruiskulla ndytemateriaalia 10ml. Tdman jilkeen kyvetti tiytettiin siind olevaan merkki-

viivaan asti 50% etanoliliuoksella ja suljettiin kumikorkilla.

s

KUVA 6. Kyvetin osat (Keituri 2012) KUVA 7. Koottu kyvetti (Keituri 2012)
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Kootut kyvetit ndytemateriaaleineen asetettiin sytosentrifugin roottoriin siten, ettd root-
tori oli tasapainotettu. Tétd varten piti lisdtd ylimddrdinen kyvetti, jotta joka kyvetille
olisi vastinpari. Roottori kyvetteineen asetettiin Sakura Cyto- Tek sytosentrifugiin. Laite
kdynnistettiin tydohjeen mukaisilla asetuksilla siten, ettd sentrifugointiaika oli viisi mi-

nuuttia ja kierrosnopeus 1000 kierrosta minuutissa.

KUVA 8. Sakura Cyto- Tek sytosentrifugi (Kannisto 2012)

Sentrifuugauksen jélkeen kyvetit poistettiin roottorista, ylimédardinen neste (supernatant-
ti) kaadettiin pois ja kyvetti jdtettiin hetkeksi “valumaan”. Tdman jilkeen kyvetti puret-
tiin ja objektilasi otettiin talteen, varoen koskemasta alueeseen jolle BAL- nédytteen kiin-
tedt partikkelit olivat kiinnittyneet. Objektilasit asetettiin Memmert- ldmpdkaappiin
37°C yon yli lopullisesti kiinnittyméén.

Seuraavan pdiviné objektilasit poistettiin ldmpokaapista ja kuivuneita laseja silmamaa-
rdisesti tutkimalla voitiin todeta niihin kiinnittyneen ndytemateriaalia rajaajan maéritta-

maille alueelle. Objektilasien todettiin olevan valmiina rautavérjdysta varten.
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KUVA 9. Naytelasit valmiina rautavérjaykseen (Keituri 2012)

Rautavirjiyksen onnistumisen seuraamiseksi, ndytteiden mukaan otettiin myos kontrol-
lindyte; tdssd tapauksessa ndytelasille kiinnitetty histologinen maksakudosleike, jonka
tiedettiin sisdltdvin rautaa. Ennen virjdysprosessin aloittamista tistd kontrollindytteesta
tuli poistaa parafiini deparanifisoinnilla ja palauttaa vesi niytteeseen, jotta vérjdytymi-
nen olisi mahdollista. Tadma tapahtui Leica ST 5020 vérjdysautomaatilla, kdyttden val-

miiksi ohjelmoitua parafiininpoisto-ohjelmaa.

Rautavirjdys suoritettiin yksinkertaisuutensa ja nopeutensa johdosta manuaalisesti ve-
tokaapissa kdyttden astioita ja tyOvilineitd, jotka eivit siséltineet rautaa. Rautavapaita
vilineitd kdytettiin siitd syysti, ettd ulkopuolelta tuleva rauta saattaa kontaminoida niyt-
teen ja védristdd virjiystulosta. Virjdystd varten varattiin seuraavia reagensseja: Perlin
reagenssi varten perusliuos A: ta ja perusliuos B: ti, tislattua vettd, sekd 0,1 % neutraa-
lipunaliuosta. Perusliuos A sisélsi 20g kaliumhexasyanoferraattia (II) (Merck 104984)
livotettuna 500ml tislattua vettd. Perusliuos B sisdlsi 65ml 37 % HCl-liuosta (Merck
1.00317) joka oli tdydennetty 500ml tislatulla vedelld. Neutraalipunaliuos sisélsi 0,1g
neutralrot- jauhetta (Merck 101369) joka oli liuotettu 100ml tislattua vettd. Naitd kaik-

kia liuoksia oli valmiiksi tehtynd laboratorion reagenssikaapissa.

Virjaysprosessi aloitettiin muodostamalla rautavapaista astioista linjasto, jota pitkin

ndytelaseja kuljetettiin virjdyksen edetessi. Linjaston jdrjestys oli seuraava:

Tislattu vesi — Perlin reagenssi — Tislattu vesi — 0,1 % neutraalipuna — Tislattu vesi

Perlin reagenssi siis muodostettiin yhdistdmalld yhtd suuret tilavuudet Perusliuos A:ta ja

Perusliuos B:td, téssd tapauksessa 40ml kumpaakin. Tama siksi koska joutuessaan ha-

pon kanssa tekemisiin, kaliumhexasyanoferraati muodostaa myrkyllistd syaanivetyé.
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Virjdyksen ensimméinen askel oli kastaa ndytelaseja 6-10 kertaa tislatussa vedessd,
jolloin tapahtui ndytemateriaalin rehydraatio. Tdmén jélkeen lasit siirrettiin Perlin rea-
genssia siséltdvdidn astiaan 20 minuutiksi, minka aikana néytemateriaalin sisdltima rauta
reagoi Perl: in reaktion mukaisesti, muodostaen sinistd ferriferrosyanidia. Seuraava
vaihe oli jdlleen 6- 10 kastoa tislatussa vedessd. Tdmai vaihe oli tirked ylimairdisen Per-
lin reagenssin poistamiseksi, silld virjdyksen seuraavassa vaiheessa jaddmaét reagenssia
aiheuttaisivat saostumia néytteeseen ja niin ollen hankaloittaisivat vérjaystuloksen tul-
kintaa. Tamén tislattuun veteen kaston jdlkeen ei endé ollut tarvetta kdyttid rautavapaita
vilineitd, joten lasit siirrettiin metalliseen kuljetuskelkkaan. Tédssd kelkassa suoritettiin
taustan vérjdys pitdmaélla laseja kaksi minuuttia neutraalipunaliuoksessa. Tdman kahden
minuutin aikana ndytteen negatiivisesti varautuneet osat vérjddntyivit punaisella. Lo-

puksi suoritettiin huuhtelua tislatussa vedessi, ja kelkka laseineen jitettiin hetkeksi va-

lumaan.

KUVA 10. Rautavirjdyspiste. Vérjdysastiat vasemmalta oikealle: tislattu vesi, Perlin
reagenssi (perusliuvos A 40ml + perusliuos B 40ml), tislattu vesi ja neutraalipunaliuos

(Kannisto 2012)

Virjayksen suorittamisen jélkeen néytelaseista tuli poistaa vesi ja ne paillystettiin var-
jaystuloksen sdilymisen varmistamiseksi. Veden poisto suoritettiin manuaalisesti nou-
sevassa alkoholisarjassa, joka pééttyi ksyleeniin. Nousevalla alkoholisarjalla tarkoite-
taan. ettd kelkassa olevat néytelasit kisiteltiin seuraavasti: 96 % alkoholi (3 astiaa, jo-
kaisessa 10 kastoa), absoluuttinen alkoholi (3 astiaa, jokaisessa 10 kastoa) ja lopuksi
ksyleeni (3 astiaa, jokaisessa 10 kastoa). Ksyleenin annettiin hetken aikaa haihtua niyte-

laseista ennen pééllystysautomaattiin siirtdmistd. Paéllystysautomaatissa rautavirjétty-
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jen ndytelasien padlle kiinnitettiin peitinkalvo, joka mahdollisti vérjdystuloksen pitkaai-
kaisen sdilymisen. Kéytetty paéllystysautomaatti oli Tissue - Tek® SCA. Paillystyksen
jélkeen rautavirjityt asbesti- BAL- lasit ja positiivinen kontrolli olivat valmiita mikros-

kopointia varten.

7.2 Mikroskopointi

Kokeellisen tutkimuksen ensimmaéisend pdivind, heti BAL- ndytteistd tehtyjen sytosent-
rifugivalmisteiden valmistamisen jdlkeen, siirryttiin mikroskopoimaan samoista BAL-
niytteistd laboratorion henkildston jo ennalta valmistamia Papanicolaou- virjéttyja as-
besti- BAL- Millipore suodoksia. Mikroskopoinnin tarkoituksena oli 16ytdd suodatin-
valmisteen sisdltimét asbestipartikkelit. Tdmé tehtiin, koska niin saatiin vertailupohjaa
tuleville rautavérjatyille asbesti- BAL- niytteille, ja samalla pystyttiin vertaamaan itse
laskettuja asbestipartikkeleiden médraa esitarkastajien laskemiin ja vastaamiin méaériin.
Samalla kuvattiin mikroskooppikameralla muutamia Papanicolaou- vérjéttyjd asbesti-

kappaleita, jotta mikroskooppindkymédé voitaisiin myohemmin verrata vastaaviin rauta-

vérjattyihin asbestikappaleisiin.

KUVA 11. Papanicolaou-vérjdttyjd asbesti-BAL-Millipore suodoksia objektilaseilla
(Keituri 2012)

Kokeellisen tutkimuksen toisena pdivdnd suoritettiin rautavirjéttyjen asbesti- BAL-
ndytteiden mikroskopointi. Tdmé tapahtui noudattaen samoja tydvaiheita kuin Pa-

panicolaou- vérjéttyjen asbestikappaleiden tarkastelu. Ensin mikroskopoimalla varmis-
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tuttiin vérjdyksen onnistumisesta tarkastamalla positiivisena kontrollina toiminut mak-
saleike. Virjdys todettiin onnistuneeksi ja siirryttiin mikroskopoimaan asbestikappalei-
ta. Rautavirjaytyneiden asbestikappaleiden médra néytettd kohden laskettiin kappaleita/
kiytetty ndytemidrd. Jokaisesta ndytteend toimineesta BAL-néytteestd, josta 10ytyi as-
bestikappaleita Papanicolaou - varjaykselld, 10ytyi asbestikappaleita myos rautavérjayk-
selld. Loydosten médrd molemmilla tekniikoilla oli vastaavalla tasolla merkitsevé. Rau-
tavirjéttyja asbestikappaleita kuvattiin myds mikroskooppikameralla, jotta virjaystulok-

sen vertaaminen Papanicolaou- virjdykseen olisi jdlkeenpdin mahdollista.
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8 TUTKIMUSTULOKSET, POHDINTA JA JOHTOPAATOKSET

8.1 Tulokset

Rautavirjittyja asbestikappaleita tarkasteltaessa voitiin todeta virjdyksen onnistuneen.
Asbestipartikkelit erottuivat selvisti kirkkaansinisind sauvamaisina kappaleina ja taus-
tan muiden partikkeleiden vérjddntyminen punaisella Neutral red:114 korosti sinista véria
(Liite 1, 2 ja 3). Tama oli selvin eroavaisuus Papanicolaou- vérjéttyihin asbestikappalei-
hin verrattuna, silld harjaantumattomaan silméin niiden havaitseminen tasaisen viherta-

vistd taustasta oli huomattavasti vaikeampaa (Liite 4).

Asbestipartikkelien mééra laskettiin médritykselld kappaleita millilitrassa. Taulukossa 5
on eritelty rautavérjaykselld ja Papanicolaou- virjdykselld 16ytyneiden asbestipatikkeli-
en madrdt BAL- néytteissd. Talloin havaittiin tuloksissa pientd hajontaa rauta- ja Pa-
panicolaou- virjdysten valilld. Naytteissd 1 ja 4 Papanicolau- vérjdtyltd Millipore- suo-
dokselta 16ytyi useampi asbestipartikkeli, kun taas ndytteestd 3 rautavérjdys toi esiin

enemmaén asbestipartikkeleja.

TAULUKKO 5. Valomikroskoopilla havaittujen asbestipartikkelien méérit rauta- ja

Papanicolaou- vérjatyissa asbesti- BAL- valmisteissa.

Rautavirjiykselli loyde- Papanicolaou-
Niytenumero tyt asbestipartikkelit, varjaykselli loydetyt as-
kpl/ml bestipartikkelit, kpl/ml
Niyte 1 0,3 0,8
Niyte 2 0 0
Niyte 3 1,8 1,0
Niyte 4 0,9 2
Niyte 5 0 0
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8.2 Pohdinta ja johtopiitokset

Opinndytetyon tarkoitus oli suorittaa rautavérjdys bronkoalveolaariselle lavaationéyt-
teelle ja suorittaa myos Papanicolaou- vérjdys, kiyttden samoja niytemateriaaleja kum-
paankin varjdykseen. Ndytemateriaalin niukkuuden vuoksi ei kuitenkaan voitu suorittaa
useampia rinnakkaisia vérjayksié, joten Papanicolaou-virjiysten osalta oli turvaudutta-
va laboratorion henkil6kunnan aikaisemmin suorittamiin virjdyksiin. Nédiden kahden
varjdyksen tuloksia verrattiin sitten keskenddn. Rautavérjdys onnistui hyvin ja sen avul-

la saatiin hyvin tuotua esille BAL- huuhteen sisdltdmat asbestipartikkelit.

Rautavérjattyja ja Papanicolaou- virjittyjd asbestipartikkeleja vertailtaessa, tdimén opin-
ndytetyon tekijit tulivat sithen tulokseen, ettd rautavérjdtyt asbestipartikkelit oli huo-
mattavasti helpompi 10ytdd ja tunnistaa mikroskopoitaessa. Tdmén lisdksi tyOprosessi,
jolla rautavérjdys suoritettiin, oli yksinkertainen ja nopea. Tastd johtuen varjdyksen suo-
ritus onnistui helposti tydohjetta seuraamalla. Papanicolaou- virjiys asbestipartikkeleil-
le olisi ollut kestoltaan pidempi ja tydvaiheiltaan monimutkaisempi. Ainakin yhdesta
Papanicolaou-vérjétystd objektilasista oli sdilytyksen aikana irronnut paillystinkalvo.
Tama johtui luultavasti suodosvalmisteessa kaytetystd Millipore-suodatinpaperista. Tét4
ei todennékdisesti tapahtuisi rautavérjityille laseille, joissa ei kyseistd suodatinpaperia

kayteta.

Ainoa rautavirjayksen selkeyttd jossain médrin haittaava tekijé tuli ilmi kun BAL- néyte
sisélsi runsaasti siderofageja. Siderofagit ovat erytrosyytin fagosytoineita makrofageja
joiden sisddn on jadnyt erytrosyytin sisaltimii hemosideriinia (Carr & Rodak 2009, 23)
(Liite 1. 2(2)). Talldin asbestikappaleiden havainnointi saattoi hieman hankaloitua,
kaikkien ndytteen ferrimuotoista rautaa sisiltdvien solujen vérjdytyessd myds sinisiksi,

eli samalla vérilld kuin asbestibodytkin.

Tarkasteltaessa BAL- néytteestd 10ydettyjen asbestipartikkeleiden miirad, joissain ta-
pauksissa Papanicolaou- virjétystd suodosvalmisteesta 16ytyi enemmaén nditd partikkele-
ja kuin rautavirjatystd sytosentrifugivalmisteesta. Tdmé saattoi johtua useastakin eri
tekijéstd. Asbestipartikkelit saattoivat olla epétasaiseti jakautuneet BAL- huuhteessa,
johtuen esimerkiksi fiksoidun niytteen huonosta sekoituksesta. Néytteissd 1, 3, 4 ja 5,
BAL- huuhdetta oli rautavérjdystd varten sddstynyt hieman vihemmain kuin tydohjeessa

saddetty maérd eli 10 ml. Tdméa yhdessd mahdollisen huonon sekoituksen kanssa saat-
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taisi selittdd eridvét tulokset virjdystekniikoiden vililld. On myds mahdollista, ettd rau-
tavirjdykseen kéytettdvien sytosentrifugivalmisteiden tydohje vaatisi korjaamista.
Sytosentrifugoitaessa kdytettyd kierrosnopeutta nostamalla kenties useampi asbestipar-
tikkeli olisi kiinnittynyt niytelasiin suuremmasta sentrifugaalivoimasta johtuen. Nyt ei
voida olla tdysin varmoja, oliko pois kaadetun supernatantin joukossa vield kiinnitty-
mittomid asbestipatikkeleja. Rauta- ja Papanicolau- vérjattyja valmisteita vertailtaessa
on myo6s huomioitava se, ettd Papanicolaou- vérjaykset suoritti kokeneempi henkildsto,
kun taas rautavarjaykset olivat opiskelijoiden tekemid. Tamain lisdksi suurempaa otosta
kayttdmalla olisi voitu tehda tilastollisia analyysejd, joiden avulla nyt havaittu tulosten

hajonta olisi mahdollisesti tasaantunut.

Kuten edeltdneessd kappaleessa todettiin, tarkoituksena oli alun perin kerétid laajempi
otos kuin nyt oli mahdollista. Vield vuonna 2010 Péijit- Himeen keskussairaalassa suo-
ritettiin 68 asbestin kvantitointia BAL- ndytteestd. Tamén jélkeen asbesti- BAL- tutki-
muksien méérd on kuitenkin ollut tasaisessa laskussa, mutta tité tietoa ei ollut saatavilla
opinndytetyotd aloitettaessa. Tdstd tutkimusten vdhenemisestd johtuen, kevddn 2012
aikana Paijat-Hdmeen keskussairaalan patologian laboratorion henkilokunnan suoritta-
masta ndytemateriaalin kokoamisesta kertyi vain viisi asbesti- BAL- ndytettd. Téstd
otoksesta luotettavan tilastollisen analyysin suorittaminen oli valitettavasti mahdotonta,
joten virjdysmenetelmien vertailun oli perustuttava mikroskopointitulosten visuaaliseen

havainnointiin.

Kumpikin virjdysmenetelmi toi esiin BAL- ndytteen sisdltimid asbestipartikkeleja.
Tamain lisdksi myos l0ydetyt partikkelimddrat olivat, pientd vaihtelua lukuun ottamatta,
samaa kokoluokkaa. Rautavirjitty sytosentrifugivalmiste oli kuitenkin nopeampi ja
yksinkertaisempi valmistaa, sekd virjdystuloksen tulkinta oli Papanicolau- vérjdykseen
verrattuna selkedmpdd. Niistd tekijoistd johtuen, rautavirjdys on ndistd kahdesta vér-

jadysmenetelmasti suositeltavampi vaihtoehto.

Kirjallista 1dhdemateriaalia opinnédytety6lle oli melko runsaasti saatavilla. Tdémé johtui
siitd, ettd opinndytety0ssd kdésiteltdvit tekniikat ja menetelmdt ovat olleet tunnettuja
histologiassa ja sytologiassa jo kauan. Taéman vuoksi nithin liittyvdad kirjallisuutta on
myo6s olemassa melko runsaasti ja juuri tekniikoiden iin perusteella voidaan olettaa, ettd
nykyisin kdytdssd oleva teoreettinen tietimys aiheesta on oikeaa. Suuressa osassa kiyte-

tyssa kirjallisuudessa ei tosin mainittu minkédnlaista vertailua kaytettyjen tekniikoiden
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ja vérjdysmenetelmien vililld. Téstd johtuen opinndytetyon tekijoiden ndkemyksille
vertailtavien tekniikoiden ja virjdysmenetelmien paremmuudesta suhteessa toisiinsa ei

16ydy puoltavaa saati sitten kieltdvad ndkemysté kirjallisuudesta.

Toivomme téstd opinndytetyostd olevan hyotyd Paijat- Himeen keskussairaalan patolo-
gialle heidin tehdessdin paitosta siirtymisessd asbestoosin diagnostiikassa kaytettavasti
asbestin kvantitointimenetelmdssd Papanicolau- virjayksestd rautavirjiykseen. Jatko-
tutkimusideana tille opinndytetyolle ehdotamme sytosentrifugoinnissa kdytettidvien ase-
tusten muutoksien, kuten kierrosnopeuden nostamisen, vaikutusta 10ydettyjen rautavir-

jattyjen asbestipartikkelien maardén.
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Liite 1. Rautavérjittyja asbestibodyjd, 100 x suurennoksella 1(2)
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Liite 2. Rautavérjattyja asbestibodyjd, 400 x suurennoksella
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Liite 3. Rautavérjattyja asbestibodyjd, 1000 x suurennoksella
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Liite 4. Papanicolaou-virjattyji asbestibodyja 100 x- ja 400 x suurennoksella 1 (2)
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