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Gabriela Kuzminova : Bronchoalveolarni lavaz u onemocnéni dychacich cest

ABSTRAKT

Vychodiska prace:
Soucasti diagnostiky onemocnéni plic je metoda BAL ( bronchoalveolarni lavaz) umoznujici ziskat

bunécné i nebunécné slozky obsahu dolnich dychacich cest a alveol(. Jedna se o metodu

nenarocnou, Setrnou, bezpecnou a opakovatelnou.

Metody vysetieni:

Zakladni metodou je cytologické vysetteni spocivajici v celularni diferenciaci tedy urceni bunécného

typu. Soucdsti vysSetreni je obvykle mikrobiologické vysetfeni, kultivacni i serologické.

Vysledky vysetfeni:

Pomeér jednotlivych bunécénych typl je dulezity pro zafazeni do jednotlivych skupin intersticialnich
plicnich onemocnéni, vysledek bakteriologického vysetteni je ¢asto rozhoduijici pfi urceni etiologie
procesu. Metoda BAL je téZ velmi dllezita pfi monitorovani pribéhu onemocnéni, predevsim pfi

posuzovani jeho aktivity a odpovédi na lécbu.

Zaver:

Prace podava prehled indikaci k vySetfeni BAL, metod vySetfeni BAT, cytologickych a
mikrobiologickych vysledki vySetfeni BAT. BAL je dilezZitou soucasti komplexni diagnostiky tzv.

intersticidlnich plicnich chorob.



Gabriela Kuzminova: The bronchoalveolar lavage in the diagnosis of respiratory tract diseases
ABSTRACT
Thesis:

A technique of the bronchoalveolar lavage (BAL) is one of the diagnhostic procedures used in diagnosis
of pulmonary diseases. It enables to acquire cellular and non-cellular components of the lower
respiratory tract and alveoli. BAL represents a minimally invasive, harmless, safe and repeatable

method.
Methods:

The basic method is the cytological examination which consist on the differencial cell count, precisely
a particular cell type designation. It also includes the microbiological examination, cultivation and

serology.
Results:

The accurate representation of the cell types and numbers is important for the clasiffication of
intersticial pulmonary diseases. The microbiological examination often unable to determine the
etiology of a process. BAL is also very important for monitoring of diseases, especially for evaluation

of disease activity and response to therapy.

Conclusion:

This thesis presents an overview of clinical indications for the performance of bronchoalveolar lavage
(BAL), principles of examination techniques for BAL sampling, results of the cytological and
microbiological examination of BAL samples. The bronchoalveolar lavage is an important part of

complex diagnostics of intersticial pulmonary diseases.
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ACH - alveoldrni chodbicky

ARDS - syndrom dechové tisné dospélych, Sokova plice

AV - alveolarni vacky

BAL - bronchoalveolarni lavaz
BAT - bronchoalveolarni tekutina
bb. - buriky
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Dg. - diagndza

FR - fyziologicky roztok

CHOPN - chronicka obstrukéni plicni nemoc
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IPF - Idiopaticka plicni fibréza

PAS - Periodic Acid Schiff

HE - Hematoxylin- Eosin

MEM - minimalni esenciadlni medium

HSV - Herpes simplex virus

CMV - Cytomegalovirus

KZ - kontrolni zéna



1. UvoD

Plice jsou zadkladnim organem, ktery zabezpecuje Zivotné dulezité funkce a jejich onemocnéni pfinasi

casto ohrozeni zivota.

K velmi ¢astym plicnim onemocnénim, jejichZ incidence se diky civiliza¢nim faktoriim stale zvysuje,

patfi chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN) se stale narUstajici umrtnosti. (21)

Zatim co od poloviny 20 stoleti zaznamenavame vyznamny pokles Umrtnosti na koronarni choroby,
cévni mozkovou pfihodu nebo jina vaskularni onemocnéni, Umrtnost na chronickou obstrukéni plicni
nemoc za poslednich padesat let stoupla o 163 procent. V roce 2020 Ize ptedpokladat CHOPN jako

nejcastéjsi pri¢inu Umrti ve skupiné respiracnich onemocnéni. (19)

Z téchto dlvodl m3a diagnostika a Iécba plicnich nemoci mimoradny vyznam. V rdmci lékafského

oboru pneumologie je provadéna komplexni diagnostika a Ié¢ba nemocnych s plicnimi chorobami.

Hlavni diagnosticka a Ié¢ebna ¢innost oboru je zaméfena na zanétlivda onemocnéni pridusek a plic,
skupinu difusnich intersticidlnich plicnich onemocnéni, nddorova onemocnéni a diagnostiku tzv.

perifernich plicnich Iézi nejasné etiologie. (1)

DuleZitou soucasti oboru je téZ urceni etiologie plicniho postiZzeni u imunokompromitovanych
nemocnych (AIDS, organové transplantace, transplantace krvetvornych bunék, intenzivni

chemoterapie Ci radioterapie). (2)

Ke stanoveni nékterych diagnéz mize vyznamnou mirou prispét i vysledek BAL, jak je tomu pfi
prakazu syndromu alveolarni plicni hemoragie, pti eozinofilni pneumonii, borelidéze, hypersenzitivni
pneumonii, azbestdze, sarkoiddze a ostatnich formach intersticidlnich plicnich proces(. Jednoznacny
etiologicko- diagnosticky vyznam maiji vysledky BAL v priikazu alveoldrni proteindzy, plicni

granulomatdézy z Langerhansovych bunék a detekci zhoubnych nadord. (1, 2, 3)

Bronchoalveolarni lavaz (BAL) je metoda umoznujici ziskat bunécné i nebunécné slozky z dolnich
dychacich cest a alveol(. Vysetfenim bronchoalveolarni tekutiny (BAT) tak Ize stanovit etiologii celé

fady plicnich onemocnéni. (4,6)

Metodika BAL je dlleZitou soucasti monitorovani prabéhu plicnich onemocnéni, predevsim
k moZnosti posouzeni aktivity onemocnéni a odpovédi na IéCbu. Na zakladé v¢as provedené BAL a na

zakladé komplexniho vysetfeni BAT Ize v mnoha pripadech zahdjit spravnou lécbu. (13, 15)

Jedna se o metodu nenarocnou, Setrnou, bezpecnou a opakovatelnou.
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Cilem prace je podat uceleny pfehled o indikacich a praktickych postupech pfi zpracovani vzorki

ziskanych odbérem bronchoalveolarni vyplachové tekutiny u pacient(.

2. TEORETICKA CAST

2.1 STAVBA DYCHACIHO SYSTEMU

Dychaci systém se sestava ze zakladnich dvou casti:
1. Dychaci cesty

2. Plice

Dychaci cesty se déli na horni a dolni.
Horni dychaci cesty

- dutina nosni

- nosohltan

- hltan (na hltan se napojuje hrtan)
Dolni dychaci cesty

- pridusnice

- pradusky

- bronchialni strom



Jednotlivé oddily dychaci trubice:

1. Dutina nosni (cavum nasi) - kostény zaklad je tvofen horni Celisti, kosti ¢elni a ¢ichovou a klstkami
nosnimi. Dutina nosni je spojena s vedlejSimi dutinami nosnimi uloZzenymi v horni Celisti (sinus
maxilaris), v kosti Celni (sinus frontalis) a v kosti ¢ichové a klinové (sinus ethmoidealis a

sphenoidealis). (18)

2. Nosohltan (nasopharynx) - je ¢ast hltanu, kterym je prevadén vdechnuty vzduch z dutiny nosni

do hrtanu. Zvednuti mékkého patra pfi polykani oddéli dutinu nosni od dutiny astni. (18)

3. Hrtan (larynx ) - spojuje hltan s pradusnici. Od hltanu je oddélen pfiklopkou hrtanovou (epiglottis),

ktera pfi polykani brani vstupu potravy do dychacich cest. (18)

4. Pradusnice (trachea) — kterd je pokra¢ovanim hrtanu, se rozdéluje na dvé pradusky. Pridusnice je
trubice vystuzend 16 - 20 hyalinnimi chrupavkami prstencovitého tvaru. Chrupavky jsou v zadni ¢asti
oteviené, spojené tuhou vazivovou blanou a kruhovité usporadanymi snopecky hladkého svalu. Na
vnitini strané je pradusnice vystlana sliznici dychacich cest s vicefadym cylindrickym epitelem

s fasinkami. Ve slizni¢nim vazivu jsou uloZeny drobné smisené Zlazky. (18)

Pradusnice se na dolnim konci rozvétvuje na dvé hlavni pradusky (bronchy) pro pravou a levou plici.

5. Pradusky (bronchy)- Hlavni pridusky se vétvi na priidusky druhotné pro jednotlivé laloky plicni,
které se pak rozvétvuji az na malé pradusinky (bronchioly), vstupujici do plicnich lalt¢kd, kde se déle

vétvi ve vyklenuté alveolarni vacky (alveoly).

Stavba pridusky je prakticky stejnd jako pradusnice. U malych pridusek a pridusinek se postupné

zmensuji chrupavky, az Gplné vymizi. (18)
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Stavba stény (malé pradusky a pridusinky):
1. Sliznice (mukdza)
2. Svalova vrstva (tunica muscularis)

3. Vazivoveé elasticka vrstva

Sliznice

Je pokryta vicefadym cylindrickym epitelem s rfasinkami, mezi bb.cylindrickymi jsou ¢etné poharkové

bb., vylucujici hlen.
Pradusky se zmensuji a vicefady cylindricky epitel prechazi ve dvourady az jednorady.
Pod epitelem je vrstvicka slizni¢niho vaziva (lamina propria) s cetnymi elastickymi vlakny

a smisenym typem zlazek. (18)

Svalova a vazivoveé elasticka vrstva

Je sloZena z tenkych snopeck( hladkého svalstva a kruhovité usporadanych elastickych viaken.
Nejzevnéjsi Cast stény pridusky tvofi vrstva vazivové elasticka, tvorfena elastickym vazivem s velkym
mnozstvim podélné probihajicich elastickych vlaken. V této vrstvé jsou uloZeny drobné hyalinni

chrupavky, které u malych pridusek zcela vymizi. (18)
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2.2 MIKROSKOPICKA ANATOMIE PLIC

Plice: Jsou parovy organ ulozeny v dutiné hrudni vystlané pohrudnici. Povrch plic je kryt poplicnici.
Ve $térbiné mezi pohrudnici a poplicnici je tlak nizsi, nez je tlak atmosféricky, coz je duleZité pro

mechaniku dychani.

Pravou plici (pulmo dexter) tvofi tfi laloky, levou plici (pulmo sinister) dva laloky, které jsou dale

déleny fisurami (ryhami) na jednotlivé plicni segmenty. (18)

KaZdy lalok je rozdélen na velky pocet plicnich laltGckl. Rozdéleni v lalGcky je dobfe patrné na plici
dospélého ¢lovéka jako Sedo-Cerné mramorovani, podminéné tim, Ze se do vaziva mezi laltcky

ukladaji ¢astecky prachu a sazi, jez se dostanou do plic s vdechovanym vzduchem.
Plicni laloky a laltc¢ky odpovidaji rozvétveni pridusek. (18)

Hlavni priduska se rozvétvuje v druhotné pridusky (lalokové) pro jednotlivé laloky plicni (v pravé
plici jsou tfi a v levé jsou dvé). Tyto lalokové pridusky se vétvi na pridusky segmentalni (v pravé plici
je deset segment( a v levé plici je osm aZ devét segment(). Plicni segmenty jsou anatomické
jednotky plic (V= 60-80cm?). Segmentalni priduska se déli na subsegmentalni pradugky a to
opakované pokracuje aZ po 11 generaci. Déle pokracuji pridusinky, které vedou vzduch do plicnich
laltcka. Plicni lalGéek ma pyramidovy tvar, pfedstavuje mikroskopickou jednotku plic (plicnich lalGékd

je asi 40- 60- 80 podle velikosti plicniho segmentu). (18)

V plicnim lalticku (lobulus) dochazi k déleni na vétsi pocet tzv. koncovych pridusinek (termindlni
bronchioly). Kazdy termindlni bronchiolus se dale déli ve 2 respiracni bronchioly, které se vétvina 2 a
vice alveoldrnich chodbicek, které svym konec¢nym rozsitenim vytvareji alveolarni vacky. Alveolarni

chodbicky a alveolarni vacky se vyklenuji v polokulovité plicni sklipky (alveoly).

ACH a AV spolu s alveoly, které pfislusi jednomu respira¢nimu bronchiolu, tvofi Utvar podobny

hroznu, zvany acinus. Plicni lalGcek je tvoren z velkého poctu acin(l,kde dochazi k vyméné plyn(.

Sténu acin( tvoti respiracni epitel a retikuldarné-elasticka blanka, protkana hustou siti krevnich

kapilar. (18)

Cast epitelialniho krytu alveol(, tzv. granulované pneumocyty obsahuji granula (dipalmitat lecitinu),
ktera kontinualné uvolnuji a pokryvaji vnitfni sténu alveoll latkou v podobé velice tenouckého filmu
nazyvaného surfaktant nebo linig komplex, ktery zabranuje splasknuti plicnich sklipk(. Do alveoll se
v rlizném poctu odlucuji fagocytujici buriky (alveolarni makrofagy) s cernymi ¢i hnédymi zrnky prachu,

nazyvajici se proto bunky prachové (¢i koniofagy). (18)
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2.3 CEVNi ZASOBENI

Po vstupu do laloku se plicni tepna (arteria pulmonalis) déli podél bronchialniho vétveni. Jeji tenci
vétve prechdzi do kapilarni sité alveolarnich stén.

Bronchialni tepny vychazeji z aorty nebo interkostalnich arterii, nedosahuji vsak az do acin0. Pfivadi
okysli€enou krev a zasobuji bronchidlni sténu, uzliny a intralobuldrni pojivovou tkan.

7 v

Bronchialni zily nejsou do urovné velkych bronch( dobfe ohraniceny a usti do duté Zily.

Mezi bronchidlnim a plicnim obéhem existuji anastomozy (pfemosténi), coZz znamend, ze 25% krve z
obsahu bronchidlnich arterii se vraci do pravé siné cestou bronchialnich Zil, 75% této krve jde plicnimi

Zilami do levé siné. (20)
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3. TECHNIKA ODBERU BAT
3.1 MISTO PROVEDENI BAL, PERSONALNI A VECNE VYBAVENI

Technika BAL je pouzZivana v fadé modifikaci. VySetfeni se provadi nejcastéji na bronchoskopickém

v o vyv

salku. V pripadé tézkého stavu pacienta je mozné provedeni BAL na lGzku. (10)

Vysetieni provadi flexibilnim bronchoskopem |ékat a nejméné jedna sestra Skolena v endoskopickych

vykonech v dolnich dychacich cestach. (17)
K vyplachu se pouziva 100- 300 ml fyziologického roztoku (FR), ktery je temperovan na 37 °C.

K temperovani FR se nejlépe hodi ohfivac infuznich roztokd, jsou vsak mozna i jina feseni. Pro
bakteriologické vysetfeni BAT je nejvhodnéjsi pufrovany (méné kysely) FR, ve kterém bakterie déle

prezivaji. (13)
3.2 METODIKA PROVEDEN( BAL

Premedikace se provadi podle mistnich zvyklosti. U opakované vysetfovanych pacientli a u
neklidnych nemocnych je vhodné doplnit premedikaci aplikaci 1 ml Midazolanu (Dormicum=

benzodiazepin, ampule 1ml, Ize aplikovat intranasalné) nebo pouzijeme Mesocain. (7)

Lokalni anestezie se provadi opét podle mistnich zvyklosti. P¥i aplikaci lokalniho anestetika kanalem
fibrobronchoskopu je nutné zabranit kontaminaci BAT, ktera by mohla ovlivnit zejména vysledky
mikrobiologického vysetreni. Ze stejného divodu neni vhodné inicialni odsavani bronchialniho

sekretu a aplikace mukolytik kanalem fibroskopu pred zahajenim BAL. (12, 13)

Poloha nemocného se voli podle jeho klinického stavu. BAL se provadi z té ¢asti bronchidlniho
stromu, ktera ventiluje nejvice postizenou oblast plic. V pfipadé difuzniho postizeni a v pfipadé
negativniho ndlezu na skiagramu hrudniku a na HRCT skenech se vyplachuje oblast ze stfedniho
laloku pravé plice, ¢i linguly plice levé. Tyto ¢asti jsou pro odbér z anatomickych davod(
nejpfistupnéjsi a prindseji o 20 % vétsi mnozstvi bunék v sedimentu, nez v pfipadé odbéru z dolnich
lalok(. P¥i postizeni vice lalokll nebo segmentl je doporuceno, pokud to stav pacienta dovoli, provést

BAL ze dvou postiZzenych mist. (16)

V soucasné dobé je pti provadéni BAL nejcastéjsi uZiti flexibilniho bronchoskopu o priiméru 8 mm.
Fibrobronchoskop se zavadi do segmentalniho nebo subsegmentalniho bronchu tak, aby byl

vzduchotésné zaklinén a aby bylo optikou fibroskopu patrno dalsi bronchialni vétveni.
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Aplikace FR se provadi v nékolika frakcich (20- 50 ml), rychlosti pfiblizné 5 ml za sekundu, vZdy

s naslednym zpétnym odsdatim. Pokud nemocny dobfe spolupracuje, vyzveme jej, aby po instilaci FR
jednou ¢i dvakrat klidné vdechl. Pak provedeme zpétnou aspiraci. MnoZstvi aplikovaného FR se fidi

predevsim navratnosti tekutiny, ktera by neméla poklesnout pod 50%. Pro vysetieni diferencidlniho
rozpocCtu bunék staci, pfi navratnosti vétsi nez 50%, celkové mnozstvi 150 ml FR. Obvykle se pouziva

aplikace 4 x 50 ml FR. (12)

Po ukonceni BAL vyzveme nemocného, aby nékolikrat lehce zakaslal a odsajeme zbytky lavazni

tekutiny. (13, 17)
3.3 KONTRAINDIKACE PROVEDENI BAL
Jako kontraindikace BAL jsou nejcastéji uvadény nasledujici stavy:

1. Kriticky stav nemocného. To znamena takovy stav, kdy je jasné, Ze stanoveni etiologie a

zahajeni spravné |écby nepovede k oddaleni umrti.

2. Krvacivé projevy nezvladnutelné odpovidajici Ié¢bou (tézkda krvaceni z nosu,
hemateméza, krvaceni ze stfev, masivni hemoptoe). Podet trombocytll a hodnoty

hemokoagulacénich vySetfeni nejsou pfi rozhodovani o provedeni BAL rozhoduijici.
3. Cerstvy infarkt myokardu.
4. Tézké nebo Cerstvé vzniklé poruchy srde¢niho rytmu.
5. Pres inhalaci kysliku pretrvavajici tézka hypoxémie pod 6 kPa

Jako relativni komplikace jsou oznacovany bronchidlni obstrukce, bronchialni hyperaktivita,

nestabilni angina pectoris a urémie.
3.4 KOMPLIKACE BAL

BAL je velmi Setrna metoda, ale u malého procenta vysetfovanych se po BAL mohou obvykle jen
prechodné objevit na skiagramu hrudniku prchavé infiltraty, teplota, malé vykaslavani krve,
poslechovy nélez piskotd, vrzotl nebo chrupkd na plicich, pokles parcialniho tlaku kysliku v arterialni

krvi a zmény v hodnotdach funkcniho vysetteni plic. (15,17)
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3.5 DOPORUCENA OPATRENI PRI PROVEDENI BAL U RIZIKOVYCH NEMOCNYCH

U rizikovych nemocnych jsou pfi vykonu doporucéena tato opatreni:

1.

Podavani kysliku nosni sondou nebo brylemi.

U nemocnych s bronchialnim astmatem podani kortikosteroidd 2 hodiny pred

vysetfenim.

Podani beta-sympatomimetik béhem premedikace u nemocnych s asthma bronchiale.

Sledovani srde¢niho rytmu pomoci kardiomonitoru u nemocnych po opakovanych

srdecnich infarktech a u nemocnych s poruchami srde¢niho rytmu.

Kontinudlni sledovani syceni krve kyslikem pulznim oxymetrem.
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4. ZPRACOVANI BAL

4.1 ZPRACOVANI BAL SESTROU

Pokud je v materidlu makroskopicky pfitomen hlen, BAT filtrujeme, napf. pfes gazu. V pfipadé
provedeni BAL z vice oblasti musime zpracovat BAT z kazdé oblasti zvlast. Prvni porci BAT,
reprezentujici prevazné obsah bronchi vysetfujeme vzdy zvlast. Dalsi porce se slévaji dohromady do

sterilni umélohmotné nadoby, ze které se materidl rozdéluje do sterilnich zkumavek.

V indikovanych pfipadech odebirdme pro mikrobiologické vysetfeni anaerobni odbér pro kultivaéni
vysSetfeni anaerobl. Odbér se provadi zvlast do strikacky s jehlou zabodnutou do zatky.
K mikrobiologickému vysetfeni odesilame vzorek bezprostfedné po dokonéeni vykonu. Ostatni vzorky

by mély byt vySetfeny do dvou hodin po odbéru, aby nedoslo k rozpadu bunék.

Vhodny je transport v polystyrénové prepravce s ledem. Pro mikrobiologické vysetreni je dlleZity
udaj na Zadance, kterymi antimikrobidlnimi léky (pfedevsim antibiotiky) byl a je nemocny lécen.

(3,5,15)
4.2 CYTOLOGICKE VYSETRENI

Materidl se zasila do laboratore co nejdfive po odbéru. V laboratofi se filtraci pfes gdzu tekutina zbavi
hlenu a pény, ze které se zhotovi samostatny natér. Potom zméfrime celkové mnozZstvi BAT. Pouzitd
délka centrifugace je uréovana snahou o minimalizaci mechanického poskozeni bunék, obvykle tedy

centrifugujeme 5 minut pti 1500 otackach za minutu. (24)

Zpracovani materialu pro cytologické vysetieni je nejvhodné;jsi pomoci cytocentrifugy. DalSimi

moznostmi jsou sedimentace v cytosedimentacni komuUrce nebo pouZiti bézné centrifugy.

Hodnoceni celkového poctu bb. v BAT se provadi pomoci hemocytometru nebo v Biirkerové

komlrce. V nasi cytologické laboratofi pouzivdme Birkerovu komarku. (24)

Sediment BAT se pipetou pienese do Birkerovy komurky a pocitd mnozstvi bb. v 25 velkych
Ctvercich. Toto mnozstvi vyndsobime 1000 x a dostaneme celkovy pocet bunék v 1 ml. Celkové
mnozstvi BAT v ml ndsobené poctem bunék v 1 ml pak odpovida celkovému mnoZstvi bunék v BAT.
Bunécny sediment z centrifugy nechame zaschnout a nasledné fixujeme metanol-etherem (pomér

1:1) nebo komeréné vyrabénym fixativem Concyton ve spreji. (24)

Nasleduje barveni, pfi kterém se nejcastéji pouziva barveni dle May- Griinwald- Giemsy a

Hematoxylin- Eosin (HE).
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Ve specialnich pfipadech je indikovdno pouZiti barveni PAS, nebo kombinované metody PAS-alcian
blue, barveni dle Grama nebo stibtici metody dle Gomoriho ¢i Grocotta (detekujici napfriklad
pfitomnost Pneumocystis carinii). Barveni toluidinovou modfi je vhodné pro rozpoznani Zirnych bb.,

barveni dle Perlse k detekci Zeleza a siderofagl . (24)

PFi hodnoceni bunécného rozpoctu je doporucovano prohlédnout minimalné 300, Iépe 600 bb. (24)

Metodiky barveni

4.2.1 Barveni Hematoxylin — Eosin (HE)
1. MayerQv hematoxylin 10 minut
2. Vodovodni voda modrdni 10 minut
3. Eosin 3 minuty
4. Oplach vodou
5. Odvodnéni v alkoholu 2x 5 minut
6. Projasnéniv xylenu 2x 5 minut

7. Montdaz do solakrylu

Vysledky barveni:

Jadra - modre

Erytrocyty -oranZovoCervené
Vazivo -Cervené

Sval -Cervené

Chrupavka -modfre (25)
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4.2.2 Barveni dle May - Griinwald- Giemsy

May- Griinwald nefedény 7- 10 minut

Oplach destilovanou vodou 3 minuty

Giemsa- Romanovsky 20 minut (fedéni barvicky: Na 10 ml destilované vody se pfida 15 kapek

barvicky)

Oplach vodovodni vodou a diferenciace (kontrola pod mikroskopem)

Nechame zaschnout

Projasnéni xylenem 5 minut

Montaz do solakrylu

Vysledky barveni:

Eosinofilni slozky - v rliznych odstinech rizové az ¢ervené

Basofilni slozky - v rGznych odstinech svétle modré az tmavomodré (25)

4.2.3 Barveni PAS (Periodic Acid Schiff) - k prukazu polysacharida

=

Kyselina jodistd 0,6 % 5 minut

Oplach destilovanou vodou

Schiffovo reagens 5-10 minut

Prani ve vodovodni vodé 10 minut

MayerQv hematoxylin 7 minut

Prani ve vodovodni vodé — modrani 10 minut

Odvodnéni alkoholem

Projasnéni xylenem

Montdaz do solakrylu
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Vysledky barveni:
Jadra - modre

Vazivo - Zlutooranzové
Erytrocyty - Zluté

Polysacharidy - ¢ervenofialové (25)

4.2.4 Barveni Alcianovou modfi dle Lisona — prtikaz kyselych mukopolysacharidt
1. Weigertlv hematoxylin 10 minut
2. Oplach vodou
3. Kysely alkohol diferenciace 1 minutu
4. Oplach vodou
5. Alcidnovd modf 10 minut
6. Oplach vodou
7. Kyselina fosfomolibdenova 1% 10 minut
8. Oplach vodou
9. Kysely fuchsin 1 % 5 minut
10. Odvodnéni alkoholem
11. Projasnéni xylenem

12. Montaz

Vysledky barveni:
Mukopolysacharidy, granula Zirnych bb.- modrozelené

Kolagen, fibrily-Cervené
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Svalovina, cytoplasma - Zluté

Jadra bb.- modre (25)

4.2.5 Barveni dle Grama - prikaz bakterii

1. Suché natéry

2. Gencidnova violet 1 minutu

3. Oplach Lugolovym roztokem

4. Lugoldv roztok 1 minutu

5. Alkohol- aceton 1:1 (oplachovani, dokud odtékd modra barva)

6. Destilovana voda 1-3 minuty

7. Jadrova Cerven 1- 3 minuty

8. Destilovana voda (2xoplach)

9. Nechat zaschnout

10. Odvodnit

11. Projasnit

12. Montaz do solakrylu

Vysledky barveni:

Jadra - Cervené

Gram pozitivni bakterie - modre

Gram negativni bakterie - Cervené

Fibrin se nebarvi. (25)
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4.2.6 Barveni metodou dle Perlse - prikaz Zeleza

Smés 1:1 (ferrokyanid draselny 2% 1dil + HCL 1 dil) 30 minut

Vodovodni voda 15 minut

Jadrova cCerven 5-10 minut

Oplachnuti vodou

Odvodnéni

Projasnéni

Montaz do solakrylu

Vysledky barveni:

Jadra - ¢ervené

Zelezo - modrozelené (25)

4.2.7 Barveni dle Grocotta — impregnacni metoda pro detekci plisni

=

Kyselina chromova 5% vodny roztok — pfi pokojové teploté 1 hodinu
Vodovodni voda prat 1 minutu
Vodovodni voda prat 10 minut
Destilovana voda oplachnuti 3x

Impregnaéni roztok (pfedehtat a pak v termostatu pfi 56 °C v uzaviené kyveté 60 minut -

kontrola pod mikroskopem)
Oplachnuti destilovanou vodou
Chlorit zlatity 1% 5 minut

Oplachnuti destilovanou vodou
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Sirnatan sodny 2% 5 minut

Vodovodni voda (prani 5- 10 minut)

Jadrova cerven 5- 10 minut

Oplachnuti destilovanou vodou

Odvodnéni

Projasnéni

Montaz do solakrylu

Vysledky barveni:

Jadra - Cervené

Plisné - Sedomodre az ¢erné (25)

Pfriprava impregnacniho roztoku

A- Do 100 mI3% hexamethylentetraaminu priddme 5 ml 5% dusi¢nanu stfibrného. Roztok vydrzi

B-

v lednici mésic.

Do 50 ml destilované vody pfiddme 4 ml 5% boraxu.

K impregnaci pouzijeme roztok A a Bv poméru 1:1. (25)
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4.3 ZAKLADNi HODNOTY

Celkové mnozstvi bb. v lavdini tekutiné je znacné variabilni, obvykle se pohybuje v rozmezi 5- 10

miliond bb.
Vétsi celkové mnoiZstvi bb. je u kuraka.

Pfi diferenciaci je nejcastéjSim bunécnym typem makrofag, ¢asto s pfitomnosti fagocytovaného
pigmentu. Pocet makrofagl u dospélého zdravého ¢lovéka predstavuje obvykle 93 +/- 5 % veskeré
bunécné populace. Vétsina makrofagli pochazi z krevnich monocytid a jen mensi ¢ast vznika jejich
lokalni proliferaci. Pfi diferenciaci mohou byt ojedinélé zamény makrofagli za epitelidlni bb.,

pochdzejici z bronchiolarni proliferace. (31)

Obvykly pocéet lymfocytli neni vy$si nez 7+/-1 %. Dfive uvadéné vyssi hodnoty (do 20 %)byly patrné
zpUsobeny zaménou malych makrofagd a lymfocytl. Za horni hranici normy mnozstvi lymfocytl je
dnes povazovano 15 % celkového poctu bb., vétSinou vsak jde o hodnoty podstatné nizsi. Pri blizsi
typizaci lymfocytl T a B fady pomoci imunomarkerd je pomér obdobny jako v periferni krvi, tedy 73

% T lymfocyt(, 7 % B lymfocytl a zbytek tzv. null cells, nereagujich s Zadnou protilatkou. (31)

Zvysené mnoizstvi lymfocytl v BAT byva obvyklé u pfipadl aktivni formy sarkoiddzy, hypersenzitivni
pneumonie( exogenni alergické alveolitis), alveolitid komplikujicich virézy, u cytomegalovirové
pneumonie a alveolitid rlizné jiné etiologie (napf. revmatoidni nebo polékové). Zvyseni lymfocytl

byva téz u tuberkuldzy a u nékterych pneumonii. (31)

Pocet granulocytti vSech typi obvykle nepresahuje 1 % celkového bunééného mnozstvi. Zvyseni
jejich poctu je ¢asto zplsobeno kontaminaci obsahem bronchi (soucasné je zvysen i pocet
bronchidlnich epitelii), zvySeni je rovnéz u kutakil (az do 4 %) a pfi zanétlivych onemocnénich

broncha. (31)

Pocet respiracnich epitelii neprekracuje 3 %. Ponékud vétsi je u chronickych bronchitid, kurakd a

bronchialnich kontaminaci.
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4.4 KLINICKE VYUZITI

Nejcastéjsi uziti BAL je pri komplexni diagnostice tzv. intersticialnich plicnich chorob.

Jde o Sirokou skupinu (asi 100 onemocnéni) zanétl terminalnich ¢asti dychacich cest, tedy
bronchiol( a alveoll rlizné etiologie, ¢asto s progresivnim vyvojem, pri kterém dochdzi k postupné

fibrotizaci sept a dezintegraci plicniho parenchymu.

U této skupiny onemocnéni nebyva obvyklé postizeni bronch(ll a tak hodnoty BAT odrazi stav

zanétlivého procesu plicniho intersticia shodnym rozloZzenim zanétlivych a imunokompetentnich bb.

Prikaz tohoto identického bunééného pomeéru prinesla fada publikaci, porovnavajicich pomér

raznych typl zanétlivych bunék v BAT a plicnich biopsiich.

PFi histologickém vysetteni je obraz alveolitidy charakterizovan predevsim zvySenou bunécnosti sept
zanétlivym infiltrdtem a proto kvantitativni hodnoceni intenzity celulizace metodou BAL je pro odhad

dynamiky pribéhu onemocnéni velmi pfinosné. (31)

Zakladni zménou v sedimentu BAT u onemocnéni plicniho intersticia je zvySeni celkové bunécnosti
(obvykle 2-5x). Analyza zmnoZenych zanétlivych a imunokompetentnich bb. mlze byt pomocnikem
pfi diferenciaci onemocnéni této skupiny. Vzhledem k tomu, Ze u vSech onemocnéni je obvykle
zvySeny pocet makrofagl s dllezitym faktorem pri déleni skupiny stava pomér lymfocytu a

neutrofild. (31)

Z tohoto pohledu Ize celou skupinu délit na dvé ¢asti:
1. Alveolitidy s vysokym pomérem lymfocyt(

2. Alveolitidy s normalnim pomérem lymfocyt(
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Alveolitidy s vysokym pomérem lymfocytd
(Lymfocytarné predominantni skupina)

Hlavnimi predstaviteli této skupiny jsou sarkoidéza a exogenni alergicka alveolitis (hypersenzitivni

pneumonie).

Jejich histologicky obraz je charakterizovan tvorbou intersticidlnich granulomU a soucasnou infiltraci
intersticia lymfocyty. ZvySeni poctu lymfocyt(l v lavaini tekutiné, vyvolavaji predevsim T lymfocyty. U
sarkoiddzy se soucasné snizuje jejich pocet v krvi. K odliSeni sarkoiddzy a hypersenzitivnich
pneumonitid je dalezity pomér mezi dvéma funkénimi typy lymfocyt a to helpry(CD4+) a supresory
(CD8+), ktery u zdravych osob Cini asi 1,8 : 1. Zatimco u hypersenzitivni pneumonie dochazi ke snizeni
tohoto poméru, u sarkoiddzy se pomér zvysuje, obvykle az na 10- 20 : 1. Rlzny je pohled na moZnost
odhadu progndzy sarkoiddzy dle intenzity alveolitis (vychazejici z vysky procentualniho zastoupeni

lymfocytl v lavazi). Nékteri autofi tuto moznost pripoustéji, jini ji nepotvrzuji.

Vzestup hladiny neutrofilnich granulocyt( vsak byva u pacient( se sarkoidézou obvykle povazovan za

znamku progrese fibréznich zmén plicniho intersticia.

Patogeneze sarkoiddzy je vysvétlovana plsobenim zatim nezndmého agens, které vyvolava aktivaci T
lymfocytd, uvoliiujicich chemotakticky faktor, pfitahujici krevni monocyty do plicniho intersticia, kde
dochazi k jejich transformaci v bb. epiteloidni a vicejaderné. Tyto bb. zde vytvareji drobné granulomy

secernujici latky, které poskozuji intersticidlni bb. a kolagen.

Exogenni alergicka alveolitis je vysledkem lokalni imunitni odpovédi na inhalované prachy u

senzibilizovanych jedincd. (31)

Jde o Sirokou skupinu onemocnéni, jejichz hlavnim predstavitelem jsou tzv. farmarské plice, které
vznikaji vdechovanim prach( u pracovnikd v zemédélstvi. V Cerstvych fazich onemocnéni
(v experimentu 24 hodin po expozici antigenu) jsou v sedimentu pfitomny také neutrofily. BAL je zde

dalezitym pomocnikem pfi tvorbé dg., pro odhad progndzy vsak vyznam nema.
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Alveolitidy bez zvySeni poétu lymfocytt

Jsou charakterizovany zvysenim poctu (elevaci) neutrofilnich granulocytll. Obraz je obvykle
nejvyraznéjsi u tzv. idiopatické plicni fibrézy ( IPF), ¢i kryptogenni alergické alveolitis (CAA), kde
mnozstvi neutrofild v sedimentu je 20 +/- 5%. Stejny obraz je tézZ u tzv. familiarni plicni fibrézy jejiz

s ee

v tak velkém mnozstvi. (31)

Idiopaticka plicni fibréza (IPF)

Nebo tzv.kryptogenni fibrotizujici alveolitis je progredujici plicni onemocnéni nezndmého plvodu,
které konci po rizné dlouhé dobé kompletni prestavbou plic, spojenou s jejich funkéni
nedostatecnosti. Patogeneze onemocnéni je vysvétlovdna tak, Zze dosud neznadmy antigen aktivuje
plicni B lymfocyty k tvorbé imunoglobulind, které pak vytvareji s antigenem imunokomplexy,

stimulujici makrofagy k uvolfiovani chemotaktickych faktoru.

Chemotaktické faktory pritahuji neutrofily z alveoldrnich kapilar a aktivuji je k uvolfiovani

proteolytickych enzym( (hlavné kolagendzy) poskozujicich bb. intersticia a kolagen.

PFi opakovaném vysetfeni BAL u pacientl s IPF miZe byt obraz sedimentu vhodnym monitorem
terapeutické odezvy. Zvyseni lymfocytl je povaZovano za pozitivni odpovéd. Zvyseni eozinofill bez

lymfocytll je povaZovano za selhani terapeutické odpovédi. (31)

Plicni fibréza spojend s kolagendzami

Pfi téchto onemocnénich se vedle poskozeni kolagenu v kiiZi ¢i celé fadé jinych organi soucasné
objevuje i postiZzeni plicniho intersticia. V BAL je obraz lymfocytarni ¢i neutrofilni alveolitis rizné

intenzity. Neutrofilni typ ma vysSi riziko pro fibrézni poskozeni plic.

Azbestoza

Vznikd inhalaci azbestovych vldken, ze kterych vznikaji tzv. ferugindzni téliska, ktera se tvofri
intracelularné v cytoplazmé makrofagu, obalenim vlaken feroproteinovym plastém. V BAL kromé

feruginosnich télisek se stejné jako u IPF objevuje zvyseni poctu neutrofil(i a eozinofild.
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4.5 DALSI MOZNA VYUZITi BAL

Prikaz naddorovych bb. v sedimentu u karcinomatosnich lymfangiopatii, bronchioloalveolarniho ca a

plicnich lymfom.

Mastocyty (Zirné bb) se nachazeji v BAT u nékterych nemocnych s asthma bronchiale, s plicni fibrézou

¢i sarkoiddzou lll. stadia.

Cytoplazmatické inkluze v alveolarnich makrofazich byvaji u kurakd hnédé(tzv.hnédé makrofagy),

zlatohnédé (oxidy Zeleza u svarecll)a hnédérezivé v siderofazich jako nasledek krvaceni do alveold.

Virové inkluze byvaji nuklearni i cytoplazmatické pfi postizeni Cytomegalovirem ¢i Herpes simplex

virem. (11)
Extrabunécénou lokalizaci maji obvykle azbestova téliska, kolonie bakterii a mykotické drlzy.

Pro diagndzu idiopatické plicni hemosiderdzy vznikajici jako nasledek krvaceni do alveold, je

charakteristicky nalez vice nez 95 % makrofagl s hemosiderinem (siderofagt).

Biochemické a imunologické vysetreni BAT jsou provadéna na specializovanych pracovistich a maji

v soucasné dobé vyznam spiSe experimentalni. (12)

Vysetreni pritokovym cytometrem slouZi k uréeni poméru subtypl T lymfocyt( (CD4/CD8). Zvyseni je
udavano u sarkoiddzy, azbestdzy, bronchidlniho astmatu, vaskulitid a nékterych jinych onemocnéni.
SniZeni je popisovdno u nemocnych s AIDS, hypersenzitivni alveolitidou, silikdzou a bronchogennim

karcinomem. (3,8)
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5. MIKROBIOLOGICKE VYSETRENI

Bronchialni vzorek (prvni porce BAT) odesilame a vySetfujeme zvlast. Nedilnou souéasti
cytologického vysetieni je mikrobiologické vysetteni. Nalez vySe uvedené virové inkluze
v makrofazich, stanovit pfitomnost Pneumocystis jiroveci (carinii), Toxoplasma gondii ¢i Strongiloides

stercoralis. (9)

K bakteriologickému vySetfeni odesilame 5 ml BAT. Provadime kultivaéni bakteriologické vySetreni

s kvalitativnim i kvantitativnim hodnocenim. Pro kvantitativni vySetreni je za signifikantni povazovana
koncentrace bakterii 10°/ml- 10°ml. P¥i signifikantnim prikazu bakterii vySetfujeme vzdy citlivost na
antibiotika. Lze diagnostikovat i postizeni plic mykoplazmaty a uroplazmaty. K vySetfeni pfitomnosti
legionel odesildme 10- 20 ml BAT, podle poZadavkUl vysettujici laboratorfe (PCR vySetfeni, kultivaéni

vySetreni za vyuziti imunofluorescence). (9,13)

MnoZstvi BAT ke stanoveni a typizaci mykobakterii je 5- 10 ml, vzorek jde vysetfit mikroskopicky,

klasickou kultivaci, ¢i nékterou metodou urychlené kultivace.

Podstatné je stanoveni citlivosti kmene na antituberkulotika, eventuelné stanoveni rozsitené citlivosti
pfi identifikaci mykobakterii jinych nez Mycobacterium tuberculosis nebo pfi podezieni na

pfitomnost rezistentniho kmene. (7,9)

K vySetfeni pfitomnosti kvasinek a plisni odesildame opét 5- 10 ml BAT. VySetfeni mikroskopické a

kultivacni doplniuje vysetreni citlivosti vici dostupnym antimykotiklm.

K vySetfeni pfitomnosti Pneumocystis jiroveci (carinii) odesildme 5 ml BAT. Prlkazny je jiz pozitivni
vysledek na cytologické vysetreni. Citlivéjsi stanoveni poskytne vysetfeni metodou monoklonalnich
protilatek, pripadné PCR. Pfi prlikazu PJ (carinii) v BAT, musime vZdy tento nalez posuzovat ve vztahu
ke klinickému stavu, nez s jistotou prohldsime PJ (carinii) za mikroorganismus, ktery je pficinou

onemocnéni a neni pouze mikroorganismem kolonizujicim. (14)

K virologickému vysSetreni posildme 5- 10 ml BAT. Vyznam je cytologicky prikaz napf. inkluzi
cytomegaloviru v makrofazich. Vysledky klasického kultivaéniho vySetfeni jsou k dispozici za 3- 4
tydny. Metody k prikazu vir(l zaloZzené na detekci antigenu (metodou monoklonalnich protilatek,
pomoci imunofluorescence, PCR) poZzadujeme vzhledem k jejich nakladnosti pouze v naléhavych

pripadech. (9,16)
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5.1 VYSETRENI VZORKU Z DDC NA NESPECIFICKOU MIKROFLORU MIKROSKOPICKY A
KULTIVACNE

Touto metodou hleddme patologické agens a provadime citlivost na ATB. Na krevni agar a Endovu
pGdu naockujeme vzorek a kultivujeme12 - 24 hodin. Kultivaci ziskame Cistou kulturu a podle
morfologie kolonii, hemolyzy na krevnim agaru a ristu na Endové plidé rozdélime bakterie do skupin,

které potom blize ur¢ime a otestujeme citlivost na ATB. (26)

5.2 VYSETRENI VZORKU NA PUVODCE TBC MIKROSKOPICKY A KULTIVACNE

U&elem zkousky je prokazat v klinickém materialu pfitomnost mykobakterii mikroskopicky a
kultivacné.

Princip zkousky

Mikroskopie

Po obarveni dle Ziehla- Neelsena zjistime, zda se v preparatu vyskytuji acidorezistentni tycinky.
Kultivace

Vzorek je nejprve dekontaminovan, aby byly zni¢eny jiné nezZ acidorezistentni bakterie, a poté
naockovan na kultivacni pady. Po dlouhodobé kultivaci se patra po rlstu mykobakterii. Naockované
pady se kultivuji v termostatu pfi 37 °C po dobu 9 tydn(. AZ na ¢okoladovy agar, ktery se inkubuje pfi

32°C. (26)
Dekontaminace materidlu

Ke vzorku priddme cca trojndsobny objem 1 N NaOH, sterilni Spejli didkladné homogenizujeme a
uloZime do termostatu pfi 37 °C po dobu 12 minut. Béhem této doby 2x dtikladné protiepeme.
Potom vzorek centrifugujeme 20 minut pfi 2000 otackach za minutu. Supernatant slijeme do
desinfekéniho roztoku 2% roztoku Ortosanu BF 12 a davkovacem pfiddme 15 ml okyselené vody. Po
protfepani znovu centrifugujeme 20 minut pfi 2000 otackach za minutu. Supernatant slijeme do

Ortosanu, sediment nesuspendujeme v 1 ml sterilni destilované vody a ockujeme na pldy.
Ockovani
Naockujeme pasterovou pipetou po 0,2 ml vzorku do 2 zkumavek s péidou Sulovou a po 0,2 ml

vzorku polijeme povrch plidy Ogywovy, Loewensteinovy a Sikmého ¢okoladového agaru. Tyto pUdy
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uzavireme tésnymi gumovymi zatkami, oznac¢ime cislem vzorku a prvni 4 zkumavky sepneme
gumickou. Vzorky ukladame do kovového kosicku pro kultivaci a oznacime ho datem zacatku

kultivace.

Mikrobiologické ptdy

Pada Sulova, Ogawova, vaje¢nd plida Loewensteinova, $ikmy okolddovy agar. (26)

Provedeni zkousky
Mikroskopie

Vzorek naneseme bakteriologickou klickou na podlozni mikroskopické sklo, na plochu 1 cm?a
nechame zaschnout.

Barvime postupné podle Ziehla- Neelsena:
1. Karbolfuchsin 5 minut
2. Pficemz 3 x zahtivame do vystupu par nad plynovym kahanem
3. Oplach pod tekouci vodou
4. Odbarvujeme kyselym alkoholem 1 minutu
5. Oplach vodou
6. Dobarvovani methylenovou modfi 1 minutu
7. Oplach tekouci vodu a osuSime volné na vzduchu

8. Pfimo na preparat priddme kapku imerzniho oleje, mikroskopujeme



Vysledek mikroskopie

Pfi zvétsSeni 10x 100 pozorujeme 50 zornych poli rovhomérné po celé plose preparatu. Hleddme

acidorezistentni ty¢inky (ART), které jsou cervené zbarvené.
Mikroskopicky nalez se hodnoti takto:
0 tyCinek nenalezeny
1-9 tycinek ojedinélé
10-20 tycinek +
21-100 tycinek ++
Vice nez 100 tycinek +++

ART mohou byt stihlé, dlouhé, typické pro Mycobacterium tuberculosis, nebo kratké a silné, které
hodnotime jako pravdépodobné atypicka mykobakteria. Epitelie a zbytky vzorku jsou zbarveny

modre. Pozitivni preparaty uchovavdme do ukonceni diagnostiky. (26)

Pokus na zvireti:

V nékterych pfipadech (napf. u mimoplicni TBC) zasilatel zada také pokus na morceti. 1 ml vzorku
ockujeme subkutanné do tfiselné krajiny morcete. Naockované morce je chovano v oddélené kleci.
Pojde-li zvite, provede laborantka pitvu. Nepojde-li, usmrtime je po 6 tydnech chloroformem a
pitvame. Sledujeme misto vpichu, plice, srdce, slezinu, ledviny, jatra. Nenalezneme-li makroskopicky
zadné zmény, hodnotime jako negativni. V pfipadé zmén odebereme vzorek pro mikroskopii a

kultivaci. Kromé toho odebereme vzorek do formalinu pro histologické vysetreni. (26)
Kultivace

Z podezielych kolonii pfipravime preparaty, které se barvi podle Ziehla- Neelsona.
Odecet kultivace

Odecet po 1 tydnu - nachazime nej¢astéji mikroby, které nebyly zni¢eny dekontaminaci, nebo

atypickd mykobaktéria (plvodci TBC tak rychle nenarostou)

Odecet po 3 tydnech - postup opakujeme
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Odecet po 6 tydnech - postup opakujeme a zasilateli zasSleme vysledek kultivace

Odecet po 9 tydnech - vzorky vsak kultivujeme jesté dalsi 3 tydny, postup opakujeme a zasilateli

posildme jen pozitivni nalez.

5.3 VYSETRENI ANTIGENU HERPETICKYCH VIRU HSV1 A HSV2 A CMV IMUNOFLUORESCENCI
Metoda slouzi k prikazu antigen( herpetickych vird.

Princip zkousky

Prikaz antigenu

1. PFima imunofluorescence: Na sklicko s tkariovou kulturou (TK) se naockuje vzorek a necha se
inkubovat. Pokud vzorek obsahuje hledané agens, po pridani specifické znacné monoklonalni

protilatky fluoreskuje ve fluorescenénim mikroskopu.

2. Neptima imunofluorescence: Na sklicko s TK se naockuje vzorek a necha se inkubovat.
Pokud vzorek obsahuje hledané agens, po pfidani specifické monoklonalni protilatky a
nasledné anti IgG konjugatu, fluoreskuje néktery z antigen( ve fluorescenénim mikroskopu.

(27,28,29)

Provedeni zkousky
Zpracovadni materidlu na rychlou diagnostiku

Materidl ockujeme do tti lahvicek (HSV1, HSV2, CMV). Lahvicky s TK vyndame z termostatu, slijeme
médium (ptisné asepticky v Hansenové skfini) a kyfou naockujeme cca 1 ml materidlu, do kazdé
lahvicky. Je - li materidlu méné, rozdélime jej rovnomérné do vSech lahvicek. Pfidame 1-2 kapky ATB

do kazdé lahvicky nebo pfimo do materidlu. Lahvi¢ky oznacime Cislem materidlu.

Centrifugujeme 30 minut pfi 2800 aZ 3500 otackach za minutu. Poté v Hansenové skfini odstranime
tekutinu z lahvicky a misto ni aplikujeme 2- 3 ml MEM (minimalni esencialni médium). Inkubujeme
v termostatu pfi 37 °C nejméné do druhého dne. Zarover s materidlem zpracovavame i jednu

nenaockovanou lahvic¢ku jako kontrolu. (27,28,29)
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Barveni CMV lahvicky

1.

Slijeme MEM a nahradime jej metylalkoholem na 10 minut (fixace). Po odsati vyjmeme kulata

sklicka pinzetou z lahvicek a ptilepime je solakrylem na podlozni sklo (burikami nahoru)
Fixace metylalkoholem (10 minut)

Nalepit na podlozni sklo solakryl

1 kapka specialni monoklonalni protilatky R3. Inkubace 30 minut pfi 37 °C ve vlhké kom(irce.
Naredit koncentrovany roztok PBS= R2 (v soustavé) - 10x. Oplach sklicek ve dvou kyvetach.
Osusit fénem

1 kapka fluorescencniho konjugdatu R5 (v nové soupravé rozredit 9 ml PBS)

Inkubace 30 minut pti 37 °C ve vlhké komarce.

Oplachnout 2x 5 minut v PBS nebo 1x 10 minut.

10. Oplach destilovanou vodou

11. Osusit fénem.

12. Prohlizime pfi zvétSeni 100x ve fluorescencnim mikroskopu.

Barveni HSV lahvicky
1. Fixace metylalkoholem 10 minut.
2. Nalepit na podloZni skli¢ka.
3. Dat kapku monoklonalni protilatky anti HSV1- na 1 sklo
4. Dat kapku monoklonalni protilatky anti HSV2- na 2 sklo
5. Inkubace 30 minut pfi 37 °C ve vlhké komdarce
6. Oplach v PBS, vysusit fénem a prohlizet ve fluorescenénim mikroskopu pfi zvétseni 100 x a

vice.
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Odecet vysledkt zkousky

Reakce je povaZovana za pozitivni, je-li nalezena granularni zelenoZluta fluorescence.(27,28,29)

5.4 VYSETRENI VZORKU NA PUVODCE TUBRKULOSY BacT/ ALERT 3D

Systém BacT/ ALERT 3D zajistuje vhodné kultivacni podminky a prostiedi pro detekci mykobakterii

bézné izolovanych z jinych vzork( nez z krve.

Princip zkousky

Systém BacT/ ALERT 3D vyuziva kolorimetrické ¢inidlo a odrazené svétlo k monitorovani pfitomnosti
a tvorby CO,, ktery je rozpustény v kultivaénim mediu. Pokud jsou v testovaném vzorku pfitomny
mikroorganismy, vytvari se oxid uhli¢ity tim, jak tyto organismy metabolizuji substraty v kultivac¢nim
médiu. Barviva indikatoru na dné kazdé lahvicky se méni z modrozelené na Zlutou. Vysledkem

svétlejsi barvy je narust intenzity odrazeného svétla, ktery je systémem monitorovan.

Provedeni zkousky

Pfed pouzitim zkontrolujeme vizualné kultivacni lahvicky, nejsou-li poSkozeny nebo kontaminovany.
Znakem kontaminace je Zluté zbarveni média nebo zakal. Lahvi¢ky musi mit teplotu vyrovnanou na
teplotu mistnosti - temperujeme 60 minut pred inokulaci. Pfislusnou kultiva¢ni lahvicku oznacime

informaci o pacientovi (¢. protokolu, jméno, pfijmeni, druh materialu).
Zatku kazdé lahvicky desinfikujeme tamponem namocenym v alkoholu.

Pred inokulaci vzorku priddme sterilni injekcni strikacku do kazdé kultivacni lahvicky, kterd se ma
pouzit ke kultivaci dekontaminovanych vzorku, 0,5 ml rekonstituovaného antibiotického doplnku
MB/BacT Antibiotic Supplement. Do kazdé kultivac¢ni lahvicky, kterd se ma poufZit ke kultivaci

sterilnich vzork(, 0,5 ml samotné rekonstituéni tekutiny MB/BacT Reconstitution Fluid.
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Priprava antibiotického doplfiku MB/ BacT Antibiotic Supplement

Do lahvicky MB/ BacT Antibiotic Supplement pridame sterilni stfikacku 10 ml rekonstituc¢ni tekutiny

MB/ BacT Reconstitucion Fluid. Nechame rozpustit a jemné protfepeme,

aby se smisily obsahové slozky. Lahvi¢ku oznacime datem pfipravy. Doba trvanlivosti antibiotického
dopliiku je 7 dnti skladovani pfi teploté 2- 8 °C. Zbylou rekonstituéni tekutinu skladujeme té? pfi 2- 8

°C pro pozdéjsi poutiti pro sterilni vzorky.
Inokulace materidlu

Vzorek biologického materidlu dekontaminovany, pfiddme asepticky sterilni injekéni sttikackou
v mnoZstvi 0,5 ml do pfislusné oznacené kultivaéni lahvicky s antibiotickym doplfikem. Horni ¢ast
lahvicky otfeme tamponem namocenym do alkoholu. Lahvi¢ku uloZime do ptistroje BacT/ALERT 3D

podle pokynt v provoznim manualu k pfistroji.

Sterilni biologické vzorky, které se nedekontaminuji (punktaty, likvory), ockujeme v mnozZstvi 0,5 ml
do pfislusné oznacené kultivaéni lahvicky, do které jsme pred tim pridali 0,5 ml MB/ BacT
Reconstitucion Fluid. Lahvicku vloZime také do ptistroje BacT/ ALER 3D. Kultivacni lahvi¢ky musi

zUstat v pristroji alespon 42 dn( nebo do té doby, neZ je pfistroj oznadi jako pozitivni nebo negativni.

Odecet vysledku zkousky

Automat hlasi narust v lahvicce akustickym signalem a opticky. Z kazdé pozitivni lahvicky se musi

zhotovit mikroskopicky natér a nabarvit dle Ziehl- Neelsena.
Interpretace

Nejsou-li v mikroskopickém preparatu nalezeny acidorezistentni ty¢inky, hodnotime vysledek takto:

kultivace automatickym systémem - prerlsta nespecificka flora.

Jsou-li acidorezistentni ty¢inky nalezeny, odesleme k doru¢eni do ZU Brno, Oddéleni pro

mikrobiologii TBC, Jugoslavska 17, 613 00 Brno
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5.5 CER TEST INFLUENZA A+ B TEST

Pouziti

Cer Test Infuenza je jednokrokovy barevny imunochromatograficky test pro kvalitativni stanoveni
antigenu typu A a B viru influenzy. Je urcen ke stanoveni antigenu z nosnich vytér(, vyplach(l a

aspiratd.

Bézné cirkulujici typy viru influenzy, které zpUsobuji onemocnéni u lidi, Ize rozdélit do dvou skupin: A
a B. Influenza A ma pro lidi dlleZité subtypy A ( H3N2) a A (H1N1), které jsou spojovany s nékterymi
pfipady umrti. Influenza virus je definovdn dvéma rozdilnymi povrchovymi antigeny, které se nazyvaji

hemaglutininy (HA) a neuramidazy (N). (30)

Princip testu

Cer Test Influenza A+B Test je jednokrokovy barevny imunochromatograficky test pro kvalitativni
stanoveni antigenu typu A a B viru influenzy. Na testovanych zéndch povrchu klisteru jsou navazany
mysi monoklonalni protilatky proti virovym antigentm. V prlibéhu testovani vzorek reaguje

s barevnym konjugatem, ktery byl imobilizovany na membrané (,anti- type A“ mysi monoklonalni
protilatky - cervena mikrosféra a ,anti- type B mysi monoklonalni protilatky- modra mikrosféra).
Smés pak kapilarnim efektem vzlina vzhiru po membrané blisteru. V pfipadé pozitivniho vysledku je
barevny konjugat zachycen specifickymi protilatkami, coz se ve ,vysledkové zé6né” projevi jako
barevna linie. Smés pak vzlind dale po membrané k imobilizovanym protildtkdm v , kontrolni zéné“,

kde se vZdy na konci testu objevi zelena linka. (30)

PFitomnost zelené linky ovéfuje:

1. Pouziti dostatecného objemu vzorku

2. Spravna vzlinavost vzorku

3. Interni kontrola reagencii
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Obr.1 Jednokrokovy test pro in vitro diagnostiku viru Influenzy typu A a B z BAT

(pfevzato od vyrobce: Cer Test, distributor: VIDIA s.r.0.)

Negativni:

V kontrolni zoné C se objevi zelena linka. Vysledkova zéna T zlstane Cista.

Pouze influenza A pozitivni:

Kromé zelené linky v KZ C se objevi také ¢ervena linka ve vysledkové zéné T.

Pouze influenza B pozitivni:

Kromé zelené linky v KZ C se objevi také modra linka ve vysledkové zéné T.

Influenza A+ B pozitivni:

Kromé zelené linky v KZ C se objevi obé barevné linky- tedy ¢ervena a modrd zaroven- ve vysledkové

z0neéT.

Neplatny:

Test je neplatny, pokud se v KZ C neobjevi zelend linka bez ohledu na pfitomnost ¢ervené nebo

modré linky ve vysledkové zéné T.

NejcastéjSimi pricinami selhani testu jsou:

nedostatecna koncentrace vzorku, nespravny pracovni postup nebo poskozeni reagencie. (30)
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5.6 VYSTUPY MIKROBIOLOGICKYCH VYSETRENI

Pro diagnostiku infekéniho postizeni plic mél donedavna v BAT pozitivni prikaz Pneumocystis jiroveci
(carinii), Toxoplazma gondii, Strongyloides, Legionella, Mycobacobacterium tuberculosis,
Mycoplasma pneumonie, Respiracni syncitidlni virus, viry influenzy. Podle poslednich informaci se

v pfipadé prikazu Pneumocystios jiroveci (carinii) mlze jednat o prikaz mikroorganismu
kolonizujiciho. Identifikace nasledujicich mikroorganism( v BATnema jednoznacny diagnosticky
vyznam, ale mlzZe byt pfinosem pro stanoveni diagndzy ¢i pro upfesnéni lécby- Herpes simplex virus,
Cytomegalovirus, Aspergilus, kandidy, Cryptococcus a mykobakteria jind nez Mycobacterium

tuberculosis. (9,10,14,16)
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6. ZAVER
Zavérem uvadim shrnuti indikaci k provedeni BAL podle vyznamu vysledkl vysetifeni BAT. Pfi
zvazovani indikace k provedeni BAL je vzdy rozhodujici pfinos vysetfeni BAT pro nemocného.

Z tohoto pohledu jsou k provedeni BAL indikovany stavy, u nichZ je podezfeni na nasledujici plicni

postizeni. (3,8)
Infekéni onemocnéni, u kterych ma izolace puvodce z BAT jednoznacény diagnosticky vyznam.
Jedna se o infekce zpUsobené prevaziné témito mikroorganismy:

Toxoplazma gondii, Strongyloides, Legionella, Mycobacobacterium tuberculosis, Mycoplasma

pneumonie, respiracni syncitialni virus a viry influenzy. (9)
Velmi obezfetny by mél byt pristup k prikazu Pneumocystis jiroveci (carinii).

Infekéni postizeni, u kterého nem3 izolace plvodce z BAT jednoznacny diagnosticky vyznam, ale
mUzZe byt pfinosem pro stanoveni diagndzy a zahajeni IéCby. Do této indikacni skupiny jsou zarazeny
infekce, které zpUsobuje Herpes simplex virus, Cytomegalovirus, Aspergillus, candidy, Cryptococcus a

mykobakteria. (12,14)
Neinfekéni nemoci, u nichZz ma vysetfeni BAT jednoznacny diagnosticky vyznam.

Do této skupiny patfi alveolarni proteinaza, granulomatdza z Langerhansovych bb.a zhoubné nadory.
K neinfekénim nemocem, u nichz m(ize vySetreni BAT prispét ke stanoveni diagndzy, patfi takzvany
syndrom plicni hemoragie, eozinofilni pneumonie, beryliéza, hypersenzitivni pneumonie, azbestdza,
sarkoiddza, a nékteré ostantni intersticialni plicni procesy. Neinfekéni nemoci, u nichz mlize vysetieni
BAT prispét k rozhodovani o 1écbé, predstavuji etiologicky rozliSné intersticialni plicni procesy véetné

kolagendzy a sarkoiddzy. (12,14)

Na zavér bych chtéla jen kratce zminit postiZeni plic, u kterych ma vysetteni BAT v soucasné dobé

spise experimentalni vyznam.

Do této skupiny patfi studie o asthma bronchiale, ARDS, a také zmény chovani plicni tkané po

transplantaci. (15)
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7. OBRAZKOVA PRILOHA

Obr.2  Ferugindzni télisko

(pfevzato z fotoarchivu MUDr. Antonina Krpenského)

Obr.3 Schematické zndzornéni metody BAL

(pfevzato z fotoarchivu MUDr. Antonina Krpenského)
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Obr.4 Schema plicniho intersticia

(pfevzato z fotoarchivu MUDr. Antonina Krpenského)

VSE ZVETSENO 600X

(Veskeré obrazky ziskany z cytologické laboratofe FN u Sv. Anny v Brné)

Obr.5 Respiracni epitelie (barveni HE) Obr.6 Respiracni epitelie (barveni Giemsa)
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Obr.7 Makrofagy (barveni HE) Obr.8 Makrofagy (barveni Giemsa)

Obr.9 Lymfocyty (barveni HE) Obr.10 Lymfocyty (barveni Giemsa)

Obr.11 Neutrofilni granulocyty (barveni HE) Obr.12 Neutrofilni granulocyty (barveni Giemsa)
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Obr.13 Eozinofilni granulocyty (barveni HE) Obr.14 Eozinofilni granulocyty (barveni Giemsa)

Obr.15 Siderofagy (barveni dle Perlse) Obr.16 Siderofagy (barveni HE)

Obr.17 Siderofagy ( barveni Giemsa)
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Obr.18 Nadorové bb. hlenotvorného adenokarcinomu

Obr.19 Papilarni trs nddorovych bb. adenokarcinomu
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