
METODICKMETODICKÉÉ ASPEKTY ASPEKTY 
FENOTYPIZFENOTYPIZÁÁCIE BUNIEK CIE BUNIEK 

BAL, VÝPOTKOV A  BAL, VÝPOTKOV A  
INDUKOVANÝCH SPINDUKOVANÝCH SPÚÚTT

Andrea OndrejkovAndrea Ondrejkováá
KrajskKrajskáá nemocnice T. Bati a.s., Zlnemocnice T. Bati a.s., Zlíínn



„ Nehematologický biologický 
materiál“

BronchoalveolBronchoalveoláárna tekutina, výpotky (exsudrna tekutina, výpotky (exsudááty), ty), 
ascity, synoviascity, synoviáálna tekutina, mozgomielna tekutina, mozgomieššny mok, ny mok, 
spspúútum...tum...

VýhodaVýhoda →→ zastzastúúpenie imunokompetentných buniek penie imunokompetentných buniek 
podpodááva informva informááciu o ciu o patologickom procese priamo patologickom procese priamo 
v postihnutom tkanivev postihnutom tkanive →→

Diagnostický resp. pomocný diagnostický význam Diagnostický resp. pomocný diagnostický význam 
fenotypizfenotypizáácie bunkových zlocie bunkových zložžiekiek



Príčina, charakter patologického 
procesu?

ZZáápalový procespalový proces:: infekcie rinfekcie rôôznej etiolznej etiolóógiegie (bakt(baktéérie, rie, 
vvíírusy, pliesne, parazity...)rusy, pliesne, parazity...)

MalMalíígny procesgny proces:: nnáádory nehematologickdory nehematologickéé (reakt(reaktíívna vna 
tvorba výpotku ako dtvorba výpotku ako dôôsledok nsledok náádorovdorovéého bujnenia)ho bujnenia)

MalMalíígne ochorenie imunitngne ochorenie imunitnéého systho systéémumu:: leukleukéémie, mie, 
lymflymfóómy, myelmy, myelóómy... my... (n(náález patologických lymfocytov mimo lez patologických lymfocytov mimo 
perifperiféériu resp. kostnriu resp. kostnúú dredreňň))

Autoimunitný procesAutoimunitný proces:: ppôôsobenie imunokompetentsobenie imunokompetent--
ných buniek proti vlasných buniek proti vlastnýtnýmm tkanivtkaniváámm (interstici(intersticiáálne plne pľľúúcne cne 
procesy, RA...)procesy, RA...)



BRONCHOALVEOLBRONCHOALVEOLÁÁRNA LAVRNA LAVÁÁŽŽ
metmetóóda umoda umožňžňujujúúca zca zíískaskaťť bunebuneččnnéé i nebunei nebuneččnnéé
zlozložžky zky z dolných dýchacdolných dýchacíích ciest a alveolov ch ciest a alveolov 

nennenáároroččnnáá, , ššetrnetrnáá, bezpe, bezpeččnnáá a a reprodukovatereprodukovateľľnnáá
metmetóódada, vhodn, vhodnáá nana posposúúdeniedenie aktivityaktivity ochoreniaochorenia a a 
efektivityefektivity lielieččbyby

analýza analýza humorhumoráállnnyychch zlozložžiek iek BALBAL→→ mmáálo lo efektefektíívnavna, , 
ťťaažžko reprodukovateko reprodukovateľľnnáá, probl, probléémy s my s kvantifikkvantifikááciou ciou 
zlozložžiek iek 

analýza analýza bunebuneččných zloných zložžiekiek →→ efektefektíívnavna, , diagnostickdiagnostickáá



BRONCHOALVEOLBRONCHOALVEOLÁÁRNA RNA LAVLAVÁÁŽŽ
postuppostup

pprri i fibrobronchoskopickom vyfibrobronchoskopickom vyššetrenetreníí sasa do do postihnutejpostihnutej ččastiasti ppľľúúc instiluje c instiluje 
100100--300300 ml ml FRFR zohriatehozohriateho nana 3737°°C a C a spspääťť sasa aspirujeaspiruje bronchoalveolbronchoalveoláárna rna 
lavlaváážžna tekutinana tekutina (BAT) (BAT) 
zmeranie objemu zmeranie objemu –– nnáávratnosvratnosťť by nemala klesnby nemala klesnúúťť pod 50 %pod 50 %
filtrfiltráácia cez gcia cez gáázu, centrifugzu, centrifugáácia, premytie buniekcia, premytie buniek
popoččíítanie leukocytov (klasicky, cytometricky) tanie leukocytov (klasicky, cytometricky) –– ddôôleležžitý itý úúdaj odrdaj odráážžajajúúci ci 
intenzitu patologickintenzitu patologickéého procesu ! ho procesu ! 
analýza buniekanalýza buniek mikroskopickymikroskopicky
fenotypizfenotypizáácia buniek pomocou protilcia buniek pomocou protiláátok                                                          tok                                                          

-- zzáákladný panelkladný panel:   :   CD45 / CD14CD45 / CD14 (diferenci(diferenciáál)                                                          l)                                                          
CD3 / CD4 / CD8CD3 / CD4 / CD8 (T(T--lymfocyty)                                      lymfocyty)                                      

-- ďďalalššie protilie protiláátkytky:  :  CD16 CD16 (v pr(v príípade výskytu neutrofilov, eopade výskytu neutrofilov, eozzinofilov)                                                  inofilov)                                                  
HLA DR HLA DR (marker aktiv(marker aktiváácie lymfocytov) cie lymfocytov) 
CD19, CD16CD19, CD16 (ak nach(ak nacháádzame indzame inéé populpopuláácie lymfocytov necie lymfocytov nežž ssúú TT--ly)    ly)    
CD1a CD1a (pri podozren(pri podozreníí na granulomatna granulomatóózu z Langerhansových buniek)zu z Langerhansových buniek)

Vo viac neVo viac nežž 90% BAL posta90% BAL postaččíí fenotypizfenotypizáácia BAL zcia BAL záákladným panelomkladným panelom !!



BRONCHOALVEOLBRONCHOALVEOLÁÁRNA LAVRNA LAVÁÁŽŽ
normnormáálne hodnoty bunkovlne hodnoty bunkovéého profilu ho profilu -- nefajnefajččiari iari 

popoččet leukocytovet leukocytov : 70 : 70 –– 150 buniek/150 buniek/µµll
(variabilný parameter, z(variabilný parameter, záávislý aj na drvislý aj na dráážždivosti pacienta, metodike divosti pacienta, metodike 
prevedenia bronchoskopie a výplachu, zruprevedenia bronchoskopie a výplachu, zruččnosti broncholnosti broncholóóga, u ga, u 
fajfajččiarov   je poiarov   je poččet vyet vyššíšší))

makrofmakrofáágygy:  viac ako 88 %:  viac ako 88 %
lymfocytylymfocyty:   do 12 %:   do 12 %
neutrofilyneutrofily:    do 3 %:    do 3 %
eozinofilyeozinofily:   do 0,5 %:   do 0,5 %



BRONCHOALVEOLBRONCHOALVEOLÁÁRNA LAVRNA LAVÁÁŽŽ
diagnostický význam diagnostický význam 

jednoznajednoznaččný diagnostický význam BAL:ný diagnostický význam BAL:
infekinfekččnnéé ochoreniaochorenia, , ppľľúúcna alveolcna alveoláárna proteinrna proteinóózaza, , 
granulomatgranulomatóózaza z z Langerhansových buniekLangerhansových buniek, , zhubnzhubnéé
nnáádory, pdory, pľľúúcna sarkoidcna sarkoidóózaza

pomocný diagnostický význam BAL:pomocný diagnostický význam BAL:
sarkoidsarkoidóóza za a a ininéé intersticiintersticiáálne plne pľľúúcne cne procesy, procesy, 
hypersenzithypersenzitíívne pneumonitvne pneumonitíídydy, , eozinofilneozinofilnáá
pneumpneumóóniania, , azbestazbestóózaza, , beryliberylióózaza, , ppľľúúcna hemoragiacna hemoragia



BRONCHOALVEOLBRONCHOALVEOLÁÁRNA LAVRNA LAVÁÁŽŽ
cytologickcytologickéé výstupyvýstupy

ZvýZvýššenie lymfocytov: enie lymfocytov: vo viac ako v 90% sa jednvo viac ako v 90% sa jednáá o o TT--lymfolymfo
sarkoidsarkoidóóza za (CD4+)(CD4+), in, inéé intersticiintersticiáálne plne pľľúúcne procesy, alveolitidy po cne procesy, alveolitidy po 
virviróóze, tbc ...   lymfoproliferatze, tbc ...   lymfoproliferatíívne ochorenia vne ochorenia (B(B--lymfo lymfo ↑↑))
ZvýZvýššenie neutrofilov: enie neutrofilov: pozor na prpozor na príímes perifmes periféérnej krvi !rnej krvi !
bakteribakteriáálne pneumlne pneumóónie (masnie (masíívne), intersticivne), intersticiáálne fibrotizujlne fibrotizujúúce pce pľľúúcne cne 
procesy v pokroprocesy v pokroččilom ilom ššttáádiu (zmiediu (zmieššananéé alveolitidy)alveolitidy)
ZvýZvýššenie eozinofilov: enie eozinofilov: 
eozinofilneozinofilnáá pneumpneumóónia, parazitnia, parazitáárna pneumrna pneumóónia, aspergilnia, aspergilóóza, AB   za, AB   
MalMalíígne ngne náádorovdorovéé bunky: bunky: CD45CD45--
bronchogbronchogéénny karcinnny karcinóóm, metastm, metastáázy solzy solíídnych tumorovdnych tumorov
InklInklúúzie v alveolzie v alveoláárnych makrofrnych makrofáágoch:                               goch:                               
siderofsiderofáágy pri pgy pri pľľúúcnych hemoragicnych hemoragiáách, hnedch, hnedéé u faju fajččiarov, zviarov, zvááraraččov, ov, 
banbanííkov...kov...



LYMFOCYTLYMFOCYTÁÁRNA ALVEOLITRNA ALVEOLITÍÍDADA
fenotypfenotyp vv nanaššom som súúborebore nn == 933933

T T –– lymfocytlymfocytáárnarna alveolitalveolitíídada:: 930930
(viac ne(viac nežž 90,0 % CD3+ 90,0 % CD3+ TT--lymfolymfo v BAL)v BAL)

B B –– lymfocytlymfocytáárnarna alveolitalveolitíídada:: 22

NK NK –– lymfocytlymfocytáárnarna alveolitalveolitíídada:: 11



Pomer CD4/CD8 Pomer CD4/CD8 TT--lymfocytovlymfocytov v v BALBAL
významvýznam BAL v diagnostike pBAL v diagnostike pľľúúcnej cnej sarkoidsarkoidóózyzy
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AKTÍVNA SARKOIDÓZA PĽÚC BEZ LIEČBY

SARKOIDÓZA PĽÚC V LIEČBE

INÉ INTERSTICIÁLNE PĽÚCNE PROCESY

n=355 n=172 n=403

 BAL
CD4/CD8

SD



ZaujZaujíímavmavéé nnáálezy v BALlezy v BAL



PPĽĽÚÚCNA HEMORAGIACNA HEMORAGIA
inklinklúúzie v makrofzie v makrofáágoch / hemosiderofgoch / hemosiderofáágygy

predominancia makrofpredominancia makrofáágov v BAL gov v BAL 
(na prvý poh(na prvý pohľľad normad normáálne rozlolne rozložženie buniek)enie buniek)

intenzintenzíívna fagocytvna fagocytáárna aktivita rna aktivita 
makrofmakrofáágovgov
typicktypickáá je vysokje vysokáá autofluorescencia autofluorescencia 
makrofmakrofáágovgov
hemoragia alebo anorganickhemoragia alebo anorganickéé
ččastice (fajastice (fajččiari, zviari, zvááraračči, bani, banííci...)ci...)

Hemosiderofágy

Farbenie na Fe



EOZINOFILNEOZINOFILNÁÁ PNEUMPNEUMÓÓNIANIA
MuMužž, ro, ročč.1947.1947
Analýza BALAnalýza BAL
-- BAL makroskopicky hustBAL makroskopicky hustáá
-- popoččet buniek: 628 bb/et buniek: 628 bb/µµll
-- lymfocyty: 9 % (lymfocyty: 9 % (CD4/CD8: 0,9)CD4/CD8: 0,9)
-- makrofmakrofáágy: 21 %gy: 21 %
-- basofily: 2 %basofily: 2 %
-- eozinofily: 68 % eozinofily: 68 % 
-- cytometrický ncytometrický náález koreluje   lez koreluje   

s mikroskopickýms mikroskopickým

Obraz výraznObraz výraznéého ho 
eozinofilneozinofilnéého zho záápalupalu



B B -- LYMFOPROLIFERLYMFOPROLIFERÁÁCIACIA
výskyt: 2 / 5500 (vlastný zdroj)výskyt: 2 / 5500 (vlastný zdroj)

žžena, roena, ročč. 1934 . 1934 
lymfocyty:       lymfocyty:       82,0 %       82,0 %       ↑↑↑↑↑↑
CD3+TCD3+T--ly:      56,2 %ly:      56,2 %
CD19+BCD19+B--ly:    31,0 %       ly:    31,0 %       ↑↑↑↑
výraznvýraznáá lymfocytlymfocytáárna rna alveolitalveolitíídada ss
heterogheterogéénnounnou populpopulááciou lymfocyciou lymfocy--
tov, so zvýtov, so zvýššeným zasteným zastúúpenpeníímm
zrelých zrelých BB--lyly fenotypu CD19+ CD20+ fenotypu CD19+ CD20+ 
CD23+/CD23+/-- CD5CD5-- CD10CD10-- s monoklons monoklonááll--
nou povrchovou expresiou nou povrchovou expresiou ľľahkahkéého ho 
rereťťazcaazca lambdalambda

infiltrinfiltráácia kostnej drene i periferie cia kostnej drene i periferie 
rovnakým klonom Brovnakým klonom B--lymfolymfo
FW 114/130, anFW 114/130, anéémiamia
paraproteparaproteíín IgM / Ln IgM / L

LymfLymfóóm z Bm z B--buniek vybuniek vyššššej malignityej malignity



ALVEOLALVEOLÁÁRNA LIPOPROTEINRNA LIPOPROTEINÓÓZAZA
výskyt: 5 / 5500 (vlastný zdroj)výskyt: 5 / 5500 (vlastný zdroj)

žžena, r.1969 ena, r.1969 
BALT je makroskopicky hustBALT je makroskopicky hustáá, mlie, mlieččneho neho 
vzhvzhľľaduadu
mikroskopicky zismikroskopicky zisťťujeme prujeme príítomnostomnosťť
cytolyzovanýchcytolyzovaných makrofmakrofáágovgov, , lymfocytovlymfocytov, , 
bunkovej bunkovej drtedrte a  amorfna  amorfnéého   ho   PAS  PAS  
pozitpozitíívneho vneho proteinproteinóóznehozneho materimateriáálulu

PAS

Narušená „úklidová“ funkcia makrofágov



KARCINKARCINÓÓM V BALM V BAL
výskyt: 3 / 5500 (vlastný zdroj)výskyt: 3 / 5500 (vlastný zdroj)

žena, roč. 1951 vyšetrovaná pre diseminovaný pľúcny proces nejasnej 
etiológie: náhodný záchyt bronchogénneho karcinómu



VÝPOTKY, ASCITICKVÝPOTKY, ASCITICKÉÉ TEKUTINYTEKUTINY

materimateriáál (exudl (exudááty) z ty) z miestamiesta patologickpatologickéého ho 
procesu procesu 
prprííččinaina je rje rôôzna: infekzna: infekččný, malný, malíígny, autoimugny, autoimu--
nitný proces v postihnutom tkanivenitný proces v postihnutom tkanive
biochemickbiochemickáá analýzaanalýza mmáá diagnostický prdiagnostický príínos nos 
(dobre kvantifikovate(dobre kvantifikovateľľnnáá na rozdiel od BAT) na rozdiel od BAT) 

ddôôleležžititéé postavenie postavenie cytolcytolóógie a fenotypizgie a fenotypizááciecie



VÝPOTKY, ASCITYVÝPOTKY, ASCITY
metodikametodika

odber do skodber do skúúmavky s EDTAmavky s EDTA
spospoččíítanie leukocytov:tanie leukocytov: ddôôleležžitý itý úúdaj odrdaj odráážžajajúúci intenzitu patol. procesu !ci intenzitu patol. procesu !
optimalizoptimalizáácia koncentrcia koncentráácie buniek pre prietokovcie buniek pre prietokovúú analýzuanalýzu
analýza buniek mikroskopickyanalýza buniek mikroskopicky
fenotypizfenotypizáácia buniek pomocou protilcia buniek pomocou protiláátoktok

-- zzáákladný panelkladný panel:   :   CD45 / CD14CD45 / CD14 (diferenci(diferenciáál)                                                          l)                                                          
CD3 / CD4 / CD8CD3 / CD4 / CD8 (T(T--lymfocyty)                                      lymfocyty)                                      

-- ďďalalššie protilie protiláátkytky:  :  CD16 CD16 (v pr(v príípade výskytu neutrofilov, eopade výskytu neutrofilov, eozzinofilov)                                 inofilov)                                  
HLA DR HLA DR (marker aktiv(marker aktiváácie lymfocytov) cie lymfocytov) 
CD19, CD16CD19, CD16 (ak nach(ak nacháádzame indzame inéé populpopuláácie lymfocytov necie lymfocytov nežž ssúú T)    T)    

V prevaV prevažžnej vnej vääččššine výpotkov nachine výpotkov nacháádzame v lymfoidnej dzame v lymfoidnej 
populpopuláácii výrazncii výraznúú prevahu Tprevahu T--lymfocytovlymfocytov

(podobnos(podobnosťť s BAT, výnimkou ss BAT, výnimkou súú lymfoproliferlymfoproliferáácie) cie) 



VÝPOTKYVÝPOTKY
cytologickcytologickéé výstupyvýstupy

ZvýZvýššenie lymfocytov: enie lymfocytov: TT--lymfolymfo -- vvíírusovrusovéé
zzáápaly, TBC, autoimunitnpaly, TBC, autoimunitnéé systsystéémovmovéé
ochorenia, malochorenia, malíígne a paraneoplastickgne a paraneoplastickéé výpotky, výpotky, 
BB--lymfolymfo -- lymfoproliferatlymfoproliferatíívne ochorenia vne ochorenia 
ZvýZvýššenie neutrofilov: enie neutrofilov: bakteribakteriáálne infekcielne infekcie
ZvýZvýššenie eozinofilov: enie eozinofilov: malmalíígne a paraneogne a paraneo--
plastickplastickéé výpotky, parazitvýpotky, parazitáárne infekcie   rne infekcie   
MalMalíígne ngne náádorovdorovéé bunky: bunky: CD45CD45--
malmalíígne výpotkygne výpotky



REAKTREAKTÍÍVNY LYMFOCYTVNY LYMFOCYTÁÁRNY RNY 
VÝPOTOKVÝPOTOK

PleurPleuráálny punktlny punktáát neznt neznáámej mej 
etioletiolóógiegie
ZmieZmieššananáá populpopuláácia buniek s cia buniek s 
prevahou lymfocytov (85%), prevahou lymfocytov (85%), 
ojedinelojedineléé ssúú neutrofily a neutrofily a 
eozinofilyeozinofily
FetypizFetypizáácia:cia:
CD3+TCD3+T--lyly = 92,5 %,    = 92,5 %,    
CD4/CD8 = 2,53 CD4/CD8 = 2,53 
morfologicky i fenotypovo morfologicky i fenotypovo 
prevaprevažžujujúú kkľľudovudovéé lymfocyty lymfocyty 
HLA DRHLA DR--
MalMalíígne bunky (CD45gne bunky (CD45--) ) 
neboli nneboli náájdenjdenéé

Dif.dg.: paraneoplastický, systémový autoimunitný ?



B B -- LYMFOPROLIFERLYMFOPROLIFERÁÁCIACIA
Žena, ročník 1926, opakovane hospitalizovaná pre obojstranný recidivujúci 
fluidotorax neznámej etiológie, niektoré vyšetrenia viedli  k podozreniu na  malígne 
lymproliferatívne ochorenie alebo metastázy karcinómu ovária.  
Biochemické vyšetrenie krvného séra: celková bielkovina 81,3 g/l, elektroforéza
a imunofixácia bielkovín krvného séra vykazuje prítomnosť paraproteínu typu
IgM/lambda o kvantite  58,7 g/l,  znížené sú hodnoty  IgG a IgA.  Zvýšené sú
hodnoy onkomarkerov β2-mikroglobulínu, TPS a CA 125. Ostatné biochemické
vyšetrenia bez signifikantného nálezu.
Periférna krv: v krvnom obraze pretrváva anémia, leukocytóza (13 800 bb/µl) s 
posunom do neutrofilov, výrazná relatívna i početná lymfopénia (3,2% resp. 400 
bb/µl), bez nálezu lymfoproliferácie.
Kostná dreň: len reaktívne zmeny, zastúpenie lymfocytov je v norme, plazmatické
bunky sú len ľahko zmnožené, ale počtom nespĺňajú kritérium mnohopočetného 
myelómu.
Vyšetrenie pleurálneho punktátu: hemoragická tekutina typu                     
exudátu (bioch.vyšetr.) s počtom buniek 1900 bb/µl. 
Mikroskopicky nachádzame záplavu erytrocytov 
s množstvom lymfoidných buniek (84,0 %),
jadrá sú variabilné s hrubším chromatínom, početné
mitózy, početné sú elementy lymfoplazmocytárneho
charakteru.



B B -- LYMFOPROLIFERLYMFOPROLIFERÁÁCIACIA

Fenotypizáciou zisťujeme 
heterogénnu populáciu lymfocytov, 
prevažujú CD19+ B-lymfocyty
(54,2 %) patologického lymfoplaz-
mocytárneho fenotypu CD20+/-, 
CD10-, CD5-, CD23-/+, CD25+/-, 
CD38++ (silná intenzita expresie,  
prevážna časť buniek je bez 
expresie povrchového Ig

Záver: známky B-lymfoproliferácie, 
fenotyp je podobný  
lymfoplazmocytárnemu lymfómu, 
v.s. Waldenströmova makroglobu-
linémia (vzhľadom k tvorbe 
monoklonového IgM/L).



INDUKOVANINDUKOVANÉÉ SPSPÚÚTUMTUM

NeinvazNeinvazíívne vyvne vyššetrenie na monitorovanie etrenie na monitorovanie 
zzáápalu bronchipalu bronchiáálnej sliznicelnej sliznice

ZZíískava sa inhalskava sa inhalááciou hypertonickciou hypertonickéého soho soľľnnéého ho 
roztoku (3 roztoku (3 –– 7 %) 7 %) 

NajvNajvääččšíší význam v diferencivýznam v diferenciáálnej diagnostike lnej diagnostike 
mmáá analýza analýza bunkových zlobunkových zložžiekiek indukovanindukovanéého ho 
spspúútata
-- eozinofilný zeozinofilný záápal pal (AB)                                                           (AB)                                                           
-- neeozinofilný zneeozinofilný záápal najpal najččastejastejššie neutrofilný (CHOPCH)ie neutrofilný (CHOPCH)



INDUKOVANINDUKOVANÉÉ SPSPÚÚTUMTUM
metodikametodika

ČČo najrýchlejo najrýchlejššie spracovanie ie spracovanie 
(bunky s(bunky súú v v hypertonickom hypertonickom 
prostredprostredíí))
InkubInkubáácia s cia s dithiotreitolomdithiotreitolom
FiltrFiltráácia, centrifugcia, centrifugáácia a cia a 
prprííprava nprava nááteruteru
Hodnotenie diferenciHodnotenie diferenciáálneho lneho 
rozporozpoččtu leukocytovtu leukocytov
UpUpúšúšťťame od fenotypizame od fenotypizááciecie pre pre 
veveľľkkéé mnomnožžstvo balastných stvo balastných 
zlozložžiek (epitelie, bunkoviek (epitelie, bunkováá
drdrťť...), je ne...), je neúúččelovelováá, bez v, bez vääččššej ej 
výpovednej hodnotyvýpovednej hodnoty



INDUKOVANINDUKOVANÉÉ SPSPÚÚTUMTUM
cytologickcytologickéé výstupyvýstupy

Nehodnotiteľné Zmiešaný neeozinofilný zápal

Eozinofilný zápal



Z Z ÁÁ V E RV E R

Význam imunofenotypizVýznam imunofenotypizáácie buniek v cie buniek v 
biologickom materibiologickom materiáále zle zíískanskanéého ho 

priamo z postihnutpriamo z postihnutéého miesta ho miesta 

a jej miesto v diagnostike a jej miesto v diagnostike 
patologických procesovpatologických procesov


