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,» Nehematologicky biologicky
material®

= Bronchoalveolarna tekutina, vypotky (exsudaty),
ascity, synovialna tekutina, mozgomiesny mok,
sputum...

= VVyhoda — zastupenie imunokompetentnych buniek
podava informaciu o patologickom procese priamo
v_postihnutom tkanive —

= Diagnosticky resp. pomocny diagnosticky vyznam
fenotypizacie bunkovych zloziek




Pricina, charakter patologickeho
procesu?

Zapalovy proces: infekcie roznej etiologie (baktérie,
virusy, pliesne, parazity...)

Maligny proces: nadory nehematologickeé (reaktivna
tvorba vypotku ako dosledok nddorového bujnenia)

Maligne ochorenie imunitného systému: leukémie,

lymfomy, myelomy... (hdlez patologickych lymfocytov mimo
perifériu resp. kostnd dren)

Autoimunitny proces: posobenie imunokompetent-

nych buniek proti vlastnym tkanivam (intersticidlne plticne
procesy, RA...)




BRONCHOALVEOLARNA LAVAZ

= metoda umoznujuca ziskat bunecne | nebunecneée
zlozky z dolnych dychacich ciest a alveolov

= nenarocha, setrna, bezpecna a reprodukovatelna
metoda, vhodna na posudenie aktivity ochorenia a
efektivity lieCby

= analyza humoralnych zloziek BAL— malo efektivna,
tazko reprodukovatelna, problemy s kvantifikaciou
Zloziek

» analyza bunecnych zloziek — efektivna, diagnosticka




BRONCHOALVEOLARNA LAVAZ

postup

. pri fibrobronchoskopickom vySetreni sa do postihnutej Casti pluc instiluje
100-300 ml FR zohriateho na 37°C a spat’ sa aspiruje bronchoalveolarna
lavazna tekutina (BAT)

zmeranie objemu — navratnost’ by nemala klesnut pod 50 %
filtracia cez gazu, centrifugacia, premytie buniek

pocitanie leukocytov (klasicky, cytometricky) — dolezity udaj odrazajuci
intenzitu patologickeho procesu !

analyza buniek mikroskopicky
= fenotypizacia buniek pomocou protilatok

- zakladny panel: CD45/CD14 (diferencial)
CD3/CD4/CD8 (T-lymfocyty)

- dalSie protilatky: CD16 (v pripade vyskytu neutrofilov, eozinofilov)
HLA DR (marker aktivacie lymfocytov)

CD19, CD16 (ak nachadzame iné populacie lymfocytov nez su T-ly)
CD1a (pri podozreni na granulomatézu z Langerhansovych buniek)




BRONCHOALVEOLARNA LAVAZ

normalne hodnoty bunkového profilu - nefajciari

pocet leukocytov : 70 — 150 buniek/ul
(variabilny parameter, zavisly aj na drazdivosti pacienta, metodike
prevedenia bronchoskopie a vyplachu, zrucnosti bronchologa, u
fajCiarov je pocet vySsi)

makrofagy: viac ako 88 % g
lymfocyty: do 12 %
neutrofily: do 3 %
eozinofily: do 0,5 %




BRONCHOALVEOLARNA LAVAZ

diagnosticky vyznam

jednoznacny diagnosticky vyznam BAL.:

infekCne ochorenia, plucna alveolarna proteinoza,
granulomatoza z Langerhansovych buniek, zhubne

nadory, plucna sarkoidoza

pomocny diagnosticky vyznam BAL.:

sarkoidoza a ine intersticialne plucne procesy,
hypersenzitivhe pneumonitidy, eozinofilna
pneumonia, azbestoza, berylioza, plucnha hemoragia




BRONCHOALVEOLARNA LAVAZ
cytologické vystupy

Zvysenie lymfocytov: vo viac ako v 90% sa [edna o T-lymfo
sarkoiddza (CD4+), iné intersticidlne pl'dcne procesy, alveolitidy po
viréze, tbc ... lymfoproliferativne ochorenia (B-lymfo T)

Zvysenie neutrofilov: pozor na primes perifernej krvi !
bakterialne pneumodnie (masivne), intersticidlne fibrotizujice pl'dcne
procesy v pokrocilom stadiu (zmiesané alveolitidy)

Zvysenie eozinofilov:

eozinofilnd pneumonia, parazitdrna pneumonia, aspergiléza, AB
Maligne nadorové bunky: CD45-

bronchogénny karcindm, metastazy solidnych tumorov

InklGzie v alveolarnych makrofagoch:
siderofagy pri pl'dcnych hemoragidch, hnedé u fajciarov, zvaracoyv,
banikowv...




LYMFOCYTARNA ALVEOLITIDA
fenotyp v hasom subore n = 933

- T — lymfocytarna alveolitida: 930
(viac nez 90,0 % CD3+ T-lymfo v BAL)

B — lymfocytarna alveolitida: 2

NK - lymfocytarna alveolitida: 1




Pomer CD4/CD8 T-lymfocytov v BAL

vyznam BAL v diagnostike pl'dcnej sarkoidozy
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o AKTIVNA SARKOIDOZA PLUC BEZ LIECBY
m SARKOIDOZA PLUC V LIECBE
m INE INTERSTICIALNE PLUCNE PROCESY




Zaujimaveé nalezy v BAL




PLUCNA HEMORAGIA

inklizie v makrofagoch / hemosiderofagy

predominancia makrofagov v BAL
(na prvy pohlad normalne rozlozenie buniek)

intenzivna fagocytarna aktivita
makrofagov

typicka je vysoka autofluorescencia
makrofagov

hemoragia alebo anorganicke
castice (fajCiari, zvaraci, banici...)

IgG1-FITC

Hemosiderofagy




EOZINOFILNA PNEUMONIA

SCATTER

« Muz, roc.1947

« Analyza BAL
- BAL makroskopicky husta
- pocet buniek: 628 bb/pl

- lymfocyty: 9 % (CD4/CD8: 0,9)

1008

CD45-FITC

- makrofagy: 21 %

- basofily: 2 %

- eozinofily: 68 %

- cytometricky nalez koreluje
S mikroskopickym




B - LYMFOPROLIFERACIA

vyskyt: 2 / 5500 (vlastny zdroj)

zena, roc. 1934

lymfocyty: 820%  T17
CD3+T-ly: 56,2 %

CD19+B-ly: 31,0% 11
vyrazna lymfocytarna alveolitida s
heterogénnou populaciou lymfocy-
tov, so zvysenym zastupenim
zrelych B-ly fenotypu CD19+ CD20+
CD23+/- CD5- CD10- s monoklonal-

nou povrchovou expresiou lahkeho
retazca lambda

infiltracia kostnej drene i periferie
rovnakym klonom B-lymfo

FW 114/130, anémia
paraprotein IgM / L




ALVEOLARNA LIPOPROTEINOZA
vyskyt: 5 / 5500 (vlastny zdroj)

zena, r.1969

BALT je makroskopicky husta, mlieCneho
vzhladu

mikroskopicky zistujeme pritomnost
cytolyzovanych makrofagov, lymfocytov,
bunkovej drte a amorfného PAS
pozitivneho proteinozneho materialu

Narusena ,uklidova“ funkcia makrofagov




KARCINOM V BAL

vyskyt: 3 / 5500 (vlastny zdroj)

Zzena, roc. 1951 vysetrovana pre diseminovany plucny proces nejasnej
etiologie: nahodny zachyt




VYPOTKY, ASCITICKE TEKUTINY

= material (exudaty) z miesta patologickeho
procesu

= pricina je rozna: infekcny, maligny, autoimu-
nitny proces v postihnutom tkanive

= pbiochemicka analyza ma diagnosticky prinos
(dobre kvantifikovatelna na rozdiel od BAT)

= dolezite postavenie cytologie a fenotypizacie




VYPOTKY, ASCITY

metodika

odber do skumavky s EDTA

spocitanie leukocytov: delezity udaj odrazajici intenzitu patol. procesu !
optimalizacia koncentracie buniek pre prietokovu analyzu
analyza buniek mikroskopicky

fenotypizacia buniek pomocou protilatok

- zakladny panel: CD45/CD14 (diferencial)
CD3/CD4/CD8 (T-lymfocyty)

- dalSie protilatky: CD16 (v pripade vyskytu neutrofilov, eozinofilov)

HLA DR (marker aktivacie lymfocytov)
CD19, CD16 (ak nachadzame iné populacie lymfocytov nez su T)

(podobnost’ s BAT, vynimkou su lymfoproliferacie)




VYPOTKY
cytologické vystupy

Zvysenie lymfocytov: T-lymfo - virusové
zapaly, TBC, autoimunitné systémoveé
ochorenia, maligne a paraneoplastické vypotky,
B-lymfo - lymfoproliferativne ochorenia

Zvysenie neutrofilov: bakteridlne infekcie

Zvysenie eozinofilov: maligne a paraneo-
plastické vypotky, parazitarne infekcie

Maligne nadoroveé bunky: CD45-
malighe vypotky




REAKTIVNY LYMFOCYTARNY
VYPOTOK

Pleuralny punktat neznamej
etiologie

= Zmiesana populacia buniek s
prevahou lymfocytov (85%),

ojedinele su neutrofily a
eozinofily

Fetypizacia:

CD3+T-ly = 92,5 %,
CD4/CD8 = 2,53
morfologicky | fenotypovo
prevazuju kludove lymfocyty
HLA DR-

Maligne bunky (CD45-)
neboli najdené




B - LYMFOPROLIFERACIA

Zena, roénik 1926, opakovane hospitalizovana pre obojstranny recidivujuci
fluidotorax neznamej etioldgie, niektoré vySetrenia viedli k podozreniu na maligne
lymproliferativhe ochorenie alebo metastazy karcinomu ovaria.

Biochemické vysSetrenie krvného séra: celkova bielkovina 81,3 g/l, elektroforéza
a imunofixacia bielkovin krvného séra vykazuje pritomnost paraprotelnu typu
IgM/lambda o kvantite 58,7 g/l, znizene su hodnoty IgG a IgA. ZvySene su
hodnoy onkomarkerov BZ mikroglobulinu, TPS a CA 125. Ostatné biochemické
vySetrenia bez signifikantného nalezu.

Periférna krv: v krvnom obraze pretrvava anémia, leukocytoza (13 800 bb/ul) s
posunom do neutrofilov, vyrazna relativna i poCetna lymfopénia (3,2% resp. 400
bb/ul), bez nalezu lymfoproliferacie.

Kostna dren: len reaktivne zmeny, zastupenie lymfocytov je v norme, plazmaticke
bunky su len Tahko zmnozené, ale poétom nesplnaju kritérium mnohopocetneho
myelomu.

VysSetrenie pleuralneho punktatu: hemoragicka tekutina typu

exudatu (bioch.vysSetr.) s po¢tom buniek 1900 bb/pl. )

Mikroskopicky nachadzame zaplavu erytrocytov

s mnozstvom lymfoidnych buniek (84,0 %),

jadra su variabilné s hrubSim chromatinom, pocCetné
mitozy, poCetné su elementy lymfoplazmocytarneho
charakteru.




B - LYMFOPROLIFERACIA

Fenotypizaciou zistujeme
heterogénnu populaciu lymfocytov,
prevazuju CD19+ B-lymfocyty
(54,2 %) patologického lymfoplaz-
mocytarneho fenotypu CD20+/-,
CD10-, CD5-, CD23-/+, CD25+/-,
CD38++ (silna intenzita expresie,
prevazna Cast buniek je bez
expresie povrchového Ig

Zaver: znamky B-lymfoproliferacie,
fenotyp je podobny

v.s. Waldenstromova makroglobﬁ-
linémia (vzhfadom k tvorbe
monoklonového IgM/L).




INDUKOVANE SPUTUM

= Neinvazivne vysetrenie na monitorovanie
zapalu bronchialnej sliznice

Ziskava sa inhalaciou hypertonickeho solneho
roztoku (3 — 7 %)

Najvacsi vyznam v diferencialnej diagnostike
ma analyza bunkovych zloziek indukovanéeho
sputa

- eozinofilny zapal (AB)

- neeozinofilny zapal najcastejsie neutrofilny (CHOPCH)




INDUKOVANE SPUTUM

metodika

Co najrychlejdie spracovanie
(bunky su v hypertonickom
prostredi)

Inkubacia s dithiotreitolom

Filtracia, centrifugacia a

priprava nateru

Hodnotenie diferencialneho
rozpoctu leukocytov

Upustame od fenotypizacie pre
velke mnozstvo balastnych
zloziek (epitelie, bunkova
drt...), je neucelova, bez vacsej
vypovednej hodnoty




INDUKOVANE SPUTUM
cytologické vystupy

Eozinofiln zapal




ZAVER

v Vyznam imunofenotypizacie buniek v
biologickom materiale ziskaneho
priamo z postihnuteho miesta

v a Je] miesto v diagnostike
patologickych procesov




