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Bronchoalveolarni lavaz (BAL)

Miniinvazivni diagnosticka nose or mouth
metoda provadéna v ramci
bronchoskopického
vysetreni, pri které se provadi
cileny vyplach plicniho
segmentu fyziologickym
roztokem. Jeho zpétnym
nasatim ziskame vzorek
tekutiny z dolnich dychacich

Trachea

cesta plicnich Skll'pkﬁ pro Saline (saltwater) solution [
, p , relased into small part -
nasledny laboratorni rozbor. of the lung, sucked back — =

out, and sent off for testing
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Bronchoalveolarni lavaz (BAL)

Vyhody metody:
* nenarocna

e Setrna

* bezpecna

Vhodna pro:
e diagnostiku plicniho

’

onemocneéni
e posouzeni jeho aktivity

* sledovani efektivity

|ééb MUDr. Lubomir LeSkovsky - primar oddéleni pneumologie a
Y ftizeologie Nemocnice AG EL Novy Ji€in a. s pfi vySetfeni pacientky
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Krok za krokem: Postup vykonu

1. Zavedeni flexibilniho bronchoskopu a
jeho zaklinéni do usti vybraného bronchu

2. Instilace fyziologického roztoku o
teploté 37 °C v nékolika porcich,
standardné 3 az 5 porci po 40- 50 ml

3. Zpétna aspirace bronchoalveolarni tekutiny (BAT/BAL/BALT),
uspésna lavaz — navratnost 40 — 70 % puvodné aplikovaného
objemu.
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Krok za krokem: Postup vykonu

. Laboratorni zpracovani vzorku

Cytologie: diferencial bunék BAL mikroskopicky (podil
makrofagu, lymfocytu, neutrofilu, eosinofilt), identifikace
nadorovych bunék

Mikrobiologie: kultivace, prukaz béznych bakterii, plisni a
kvasinek a testovani citlivosti na antibiotika.

Molekularni biologie: PCR testy na pritomnost viru Ci
specifickych infekci (napr. Pneumocystis jirovecii).

Prutokova cytometrie
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Pocty analyzovanych BAL
Za poslednich 10 let 2 548
Za posledni rok 255

Za posledni tyden 7



Tyden s BAL v nasi laborator

Postup pripravy vzorku

1. zméreni objemu, posouzeni
makroskopického vzhledu BAL

— barva - cervena - primeés krve u vykonu
anebo krvaceni v dychacich cestach,
nacernala, seda - kurak, hornik,
Ostravak ...

> pritomnost hlenu, jinych Castic

2. oddéleni Casti
materialu pro
pripravu
mikroskopického
natéru




Tyden s BAL v nasi laborator

Priprava vzorku pro cytometrii

1. Filtrace pres sterilni gazu -
odstranéni shlukd hlenu a rozpadlé
bunécné hmoty, které by mohly ucpat
trysku cytometru.

2. Zakoncentrovani — 2 x centrifugace
pfi 2300 ot/10 min/4°C, resuspendace
v 1 ml fyziologickém roztoku

5. Znaceni fluorochromy, inkubace,
promyti

3. Lyza erytrocyti lyzacnim Cinidlem
Versalyse s pridavkem fixacniho
Cinidla




Tyden s BAL v nasi laboratori
Fenotypizace bunék BAL — cytometr DxFLEX
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Tyden s BAL v nasi laborator
Mikroskopie 5

" priprava preparatu v sedimentacni
komurce (redéni fyziologickym roztokem
na zakladneé informace o poctu bunék
ziskané z cytometru)

= barveni preparatu dle Giemsa

\

= analyza bunék mikroskopicky
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BRONCHOALVEOLARNI LAVAZ

normalni hodnoty bunécného profilu

* pocet leukocytd: 70 — 150 bunék/ul (krev: 4-10 tis. bunék/pl)

variabilni parametr, zavisly na drazdivosti pacienta, metodice provedeni
bronchoskopie a vyplachu, zru¢nosti bronchologa, u kurakl je pocet vyssi

" makrofagy: > 85 %

" lymfocyty: do 15 %
z toho 70-90 % T-ly
IRI 1-2,5

" neutrofily: do4 %

= eozinofily: do 1%




BRONCHOALVEOLARNI LAVAZ - cytologické vystupy

Sarkoiddza (s prevahou CD4+ T-lymfocyt(), jind

intersticialni plicni onemocnéni, alveolitidy po prodélané
|:> viréze, tuberkuldza, lymfoproliferativni onemocnéni (s
lymfocyty. prevahou B-lymfocyt()

Zmnozeni lymfocytu (tzv. lymfocytarni
alveolitida). Ve vice neZ 90 % se jednd o T-

Bakterialni pneumonie, intersticialni fibrotizujici plicni
I:> procesy v pokrocilém stadiu (smiSené alveolitidy:
lymfocyty + neutrofily)

Zmnozeni neutrofilli (pozor na moznou
primés periferni krve pfi odbéru!)

:> Eozinofilni pneumonie, parazitarni pneumonie, aspergildza,

Zmnozeni eozinofill :
asthma bronchiale

Maligni nadorové bunky :> Bronchogenni karcinom, metastazy solidnich tumoru

Siderofagy pfi plicnich hemoragiich (krvaceni), lymfofagy,
Inkluze v alveolarnich makrofazich |:> anorganické ¢astice - prasna expozice - hnédé respektive
Sedé inkluze u kuraku, svarecl a hornik(

Dlazdicovy epitel - kontaminace ze sliznice dutiny Ustni a
Pritomnost epitelii I:> hltanu
Cylindricky epitel - zachyt bunék z dolnich dychacich cest
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BRONCHOALVEOLARNI LAVAZ - cytometrické vystupy

Zvyseny pomér CD4+/CD8+ lymfocytl (> 3,5)

" , . Sarkoiddza, tuberkuldza, berylidza
a zmnozeni celkovych T-lymfocytu

Vyrazné snizeny pomér CD4+/CD8+ lymfocytd
(¢asto < 0,5) a zmnozeni aktivovanych CD8+ T-
lymfocyt(

Exogenni alergicka alveolitida, polékové
poskozeni plic (amiodaron, antikoagulancia - az
5 % IPP!), virové pneumonie

Nalez > 5 % Langerhansovych bunék

Histiocytdza z Langerhansovych bunék
(CD1a+/CD207+) y 8 y

Bakteridlni infekce, difuzni alveolarni
hemoragie, eozinofilni pneumonie, idiopaticka
plicni fibrdoza, pneumocystdza, aspergildza

Zmnozeni granulocytli nebo masivni pfitomnost
erytrocytd (POZOR na primés PK!)

Extrémni autofluorescence a vysoky SSC

. Plicni alveolarni proteindza, kuraci, hornici
makrofagl

Maligni onemocnéni (lymfomy, leukémie,
metastazy solidnich nadoru)
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Klonalni/aberantni bunécna populace




Fenotypizace BAL: normalni nalez

Zena, 71 let

Dif. dg.: pleuropneumonicky sy.

Makroskopicky vzhled:
bezbarva, lehka primés hlenu

Objem pfri pfijmu: 15 ml

Pocet bunék: 13 bb/ul (norma:
60-150)

Diferencialni rozpocet
leukocytl: MF 94 %, lymfo 4 %,
neutro 0,5 %

Fenotyp T-lymfocytl: pomér
CD4/CD8 =1

Mikroskopie: malo bunécna
BAL s prfimési hlenu a epitelii,
dominuiji alveolarni makrofagy
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FenotypizaceBAL: susp. sarkoidoza

=

Zena, 71 let
Dif. dg. sarkoidoza

CD45FITC-A

Makroskopicky vzhled: mirné
zakalend, bez hlenu

Objem pfi pfijmu: 32 ml

BAL1: LEUKO CD45+

=

[ ix]

BAL1 : LEUKD CD45+

]

2 JHE-UL{20.32%)

10°
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10#
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Pocet bunék: 336 bb/ul (norma:
60-150)

Diferencialni rozpocet leukocyt(:
MF 21 % {, lymfo 74 % (z toho 97
% T-lymfocyty) T, neutro 0,2 %,
eos3,5% T

Fenotyp T-lymfocyt: CD4+TT,
pomér CD4/cD8 = 12 T
Mikroskopie: hypercelularni BAL s
primeési hlenu a epitelii, dominuji
lymfocyty
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Zaver: masivni T-lymfocytarni alveolitida s vyrazné
zvySenym pomeérem IRl a mirnym zmnozenim
eosinofill. Nalez podporuje susp. dg. sarkoidozy plic.




Fenotypizace BAL: susp. bakterialni pneumonie

e Muz, 70 let

e Dif. dg. bronchopneumonie
susp. bakterialni (CRP 200
mg/1)

* Makroskopicky vzhled: ¢ira s
lehkou pfimési hlenu

 Objem pri pfijmu: 15 ml

 Pocet bunék: 131 bb/ul
(norma: 60-150)

e Diferencialni rozpocet
leukocytt: MF 3 % 4 1, lymfo
12 %, neutro 81 % ™

* Mikroskopie: BAL s primeési
hlenu a epitelii, dominuiji
neutrofily
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Zaver: V BAL bez nalezu lymfocytarni alveolitidy,
vyrazné zmnozeni neutrofill. Nalez susp. svéddi pro
bakterialni zanet.

0 AGEL




Fenotyplzace BAL: prlmes PK?
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Nalez populace: CD19+,
CD38++, CD20-, CD5-, CD10-,
lssc, slg+, prevaha lehkych

retézcl kappa

Fenotypizace BAL: PK screen

Zkumavka 2

Plazmablasty?

Plazmocyty..”
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hivelom : singlets

hyelam : Leuko
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Populace CD19+, CD38/CD138+, CD56-,
CD27+, CD117-/+

Nalez v KD z roku 2021:

V KD nachazime 3,2 % plasmatickych
bunék, vétsina (cca 96%) je klonalniho

S5C-A fo10h CD38 PE450-A "
i} htyelam : Plasmahlasty BB C':'oc' hyelam : Plasmahlasty BB fenotypu chgdlm CD56- CD27+
401 8-CDE6+(1.15%) cD1 9+CD56+.(E.89%) - ; CD27+(55.89%) CD2T+CD1T+{38.18%)
m CD117-, cyt. kappa+. Bl
T a5 = L
§ 1 Q T . . .&F ~
i Mikroskopie: e o
Q‘EE [ v
| ojedinéle MF, ,
S 7 b :
> _ erytrocyty, a epltelle Yot .
jC‘:D‘W QI-CPS?-(IQ.IS??(?? - N CD19 CD56 (89. DQ%) }-!1TL!_(I5.?5|%‘,‘1 B — CDH? (D SE%) : » e o ’.»-
D R w| zmnozeni populaci > 4 _.
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Zavér. Ve smésném vzorku BAL a PK prevazuji T lymfocyty se zvySenym pomérem IRI.
Jsou pfitomny populace eosinofill (10%), neutrofild (6%) a basofilu (5%). Vzhledem k
nalezu minoritni populace plazmatickych bunék s klonalnim charakterem doporuceno

vySetfeni hematologem.
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Fenotypizace BAL: kurak, hornik

BALT : All Events o x|

(c10%
160

Muz, 62 let, exkurak, 7 let faral

Makroskopicky vzhled: nazloutla
s lehkou pFfimési hlenu

BALT : All Events (Gl x]
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S5C-A
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Diferencialni rozpocet ]
leukocyt: MONO/MF 79 % i
(vyrazna autofluorescence,

SSCTT), lymfo 19 %, neutro 1 %

CO45FITC-A

" Neutrof! 27%)

> B I

‘f\; g w CD15 PB450-A
Mikroskopie: dominuji vyrazné f iy inkluze v makrofazich
vakuolizované a pénové | ‘
alveolarni makrofagy s y
fagocytovanym materialem ggﬂ — —
susp. anorganického plvodu & Zaver: Morfologicky obraz

‘_: MF odpovida prasne
it expozici pacienta.
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Fenotypizace BAL: singlety

BALT je diky svym specifickym biologickym a fyzikalnim vlastnostem nachylna k
tvorbé dubletl a jinych shlukd.

* Plicni hlen a surfaktant funguji jako ¢ Zanétlivé prostredi — zvySena exprese

mechanické ,lepidlo“. adhezivnich molekul a specifickych
* Dominantni populaci jsou makrofagy receptoru na imunocytech.
s vysokou adhezivitou. * Pritomnost epitelii, které na sebe
» Extraceluldrni DNA z rozpadlych vazou dalsi bunky.
bunék zachycuje okolni buriky do siti. ] BALILEUKOCDIST @i
E§H1-UL(D.DD%) H1-LIR(EE. 20%)
= BAL1T : All Events [l x] = BAL1 : All Events ) x] BAL1T : Leuko s dublety BAO ’
Bk G i o |singlets(E6.07%) £ "2 JHs-UL0.00%) HE-UR(72 42%) -
= _ B _ H1-LL{0.00%) 1-LR(33.20%)
o B L — . DEHS-LL(D.DDQ@) 0 Q 108 108
0 500 : “0 T e T CD45 FITC-A
FSC-A (n10% FSC-A 10 CD45 FITC-A
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Zaverem..
Odber BAL

Miniinvazivni pristup k reprezentativhimu lokalnimu vzorku
+
Cytometrie
Objektivni imunofenotypizace a vysoka citlivost
+
Cytologie
Morfologicka kontrola

Komplexni analyza BAL spojenim mikroskopie a prutokové cytometrie
poskytuje rychly a presny obraz o imunologickém déni prfimo v plicni
tkani, coz zasadné usnadnuje cestu ke spravné diagnoze.

» Wersto et al., Cytometry (Doublet discrimination & DNA nets)

L]
* Burel et al., Front. Immunol. / CellCarta 2024 (T cell-APC/Macrophage complexes) AGE L
* Innes et al., J. Immunol. Methods / PMC3677049 (Mucus & airway cell aggregation) “

Stong et al., Chest 2024 (BALF flow cytometry and gating strategies)




