SZM
VIA MEDICA ZALECENIA

Wskazowki Polskiego Towarzystwa Choroh Pluc
dotyczace metod pozyskiwania,
opracowywania oraz oceny plynu
z ptukania oskrzelowo-pecherzykowego (BAL)

Recommendation of the Polish Respiratory Society for bronchoalveolar
lavage (BAL) sampling, processing and analysis methods

Dokument opracowat zespo6t w sktadzie:

Dr hab. n. med. Andrzej Chciatowski prof. nadzw.
Dr hab. n. med. Joanna Chorostowska-Wynimko prof. nadzw.
Dr hab. n. med. Andrzej Fal prof. nadzw.
Dr n. med. Robert Pawlowicz
Dr hab. n. med. Joanna Domagala-Kulawik

Recenzenci:

Prof. dr hab. n. med. Michat Pirozynski
Dr n. med. Wojciech Piotrowski
Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Stadek

Redakcja:

Dr hab. n. med. Joanna Domagata-Kulawik
Przewodniczaca Sekcji Diagnostyki Klinicznej PTChP

Pneumonol. Alergol. Pol. 2011; 79, 2: 75-89

www.pneumonologia.viamedica.pl 75



Pneumonologia i Alergologia Polska 2011, tom 79, nr 2, strony 75-89

Spis tresci

76

WPTOWAAZEIIE ...ttt e s s 77
]S o] 4 T O O OSSP P R P PRTOPPRPP 77
BT 001 o) - RO OO PP PP PPTPPROPPOPO 78
Metodyka wykonania BAL .......coceiiiiiiiiiiiieiiesee ettt sttt 78
WSKAZATIIA 1.ttt e 78
PrzeCiwwWsKazZamia ....coieeeririiieiiieeieene e 78
Przygotowanie do badania .........cccecverierieiiiiiiiiieeee s 79
Znieczulenie 1 PremMedyKaCIA .....c.verieriiriiiiiiii e 79
RSY<Ya F: o) - ER PSPPSR 79
Zasady przeprowadzenia badania .........occeviiiiiiiiiiiieii e 80
Postepowanie po Badanill ........ccooeiiiiiiiiiiiii e 81
POWITKEATIIA 1utiieitie et sttt et et e st e e bt e e sabeeene 81
Przekazywanie materialu do laboratorium ........c.ccceceniiiiiininiiiin, 81
Opracowanie materialtl Z BAL ......cccociiiiiiiiiiiiiiiiiicc e 81
Postepowanie WSIEPIIE ........cccciiiiiiiiiiiiiiii 81
Filtrowanie materialtl .........cocivieiiiiie e 82
Calkowita liczba komérek i ocena ich ZyWotnoSCi ....c.evvvevvieiiienienieiieiceeee e 82
Przygotowanie PrePATAtOW ......c..eiiiiiiiiiiiiie et 83
OPTaCOWANIE PIEPATATOW .eeeiiriiieiriiiieeeiiiiee ettt e ettt e e sttt e e s e e e s sebeeeeeanrreeessebreeessanreeeens 84
WITOWATIIE ittt et 84
7.abeZPIBCZENIE NAASGCZU .euvviivviiiiieniieiieriie sttt et et ettt sttt e teesseessbeenbeenbeebeesneesnes 84
Ocena preparatéw cytologicznych i metody dodatkowe .........cccooeeviiniininiiiiiinicnece 84
Ocena preparatéw cytologiczZnych ... 84
Ocena fenotypu KOMOTEK .....cciiiiiiiiiiiiiec s 85
Badania mikrobiolOgiCZne ........ccociviiiiiiiiiiiiiiiiic e 86
Barwienia dodatkoWwe ........c.ccceviiiiiiiiiiiiii e 86
Badanie sktadnikow nadsgczu plynu z BAL ..ot 86
Wplyw czynnikéw zewnetrznych na wynik badania ptynu z BAL .....ccccoocvvienininnenn 86
Protoko6! badania ......coeeeeiiiiiiiiiiic s 87
BAL w badaniach naukowWych .......ccooiiiiiiiiiiiii e 87
06 A TeY o) =1 o - NPT R PSR 87
PiSMIENNICEWO coviiiiiiiiiiiii e 88

www.pneumonologia.viamedica.pl



Wskazniki PTChP dotyczace metod pozyskiwania, opracowywania oraz oceny ptynu z BAL

Wprowadzenie

Plukanie oskrzelowo-pecherzykowe (BAL, bronchoalveolar lavage) nadal zajmuje bardzo istotna po-
zycje w diagnostyce pierwotnych choréb ptuc o r6znym podlozu: infekcyjnych, srédmiazszowych, no-
wotworowych oraz patologii plucnych wystepujacych w przebiegu innych schorzen, w tym ukladowych.
Specyfika tego badania wymaga $cistego przestrzegania zasad poczawszy od pobrania materiatu, poprzez
jego opracowanie, az po interpretacje wyniku. Niniejsze rekomendacje stanowia kompendium zalecen
metodycznych. Ich celem nie jest omawianie znaczenia diagnostycznego BAL w chorobach uktadu odde-
chowego. W praktyce klinicznej BAL ma nadal znaczenie pomocnicze, a podstawe rozpoznania stanowi
jedynie w nielicznych chorobach ptuc. Warto réwniez podkresli¢, ze ptyn z BAL jest warto$ciowym ma-
terialem szeroko wykorzystywanym w badaniach naukowych.

Warunkiem niezbednym do formutowania wtasciwych wnioskéw diagnostycznych i badawczych oraz
wiarygodnego poréwnywania wynikow badania miedzy poszczegdlnymi osrodkami jest jego jednolite
i powtarzalne wykonanie, zgodne z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej. Zadaniem autoréw pracy byto
rzetelne i przejrzyste przygotowanie wskazéwek dotyczacych prawidlowego pobrania i opracowania
materiatu z BAL. Wskazéwki te powinny sie sta¢ standardem wykonywania tego badania przez osrodki
specjalistyczne — pracownie diagnostyczne i naukowe w naszym kraju. Praca jest wynikiem wspolpracy
wielu specjalistow pracujacych w licznych osrodkach w Polsce, w wiekszosci w osrodkach akademic-
kich. Dokument zostal przygotowany przez grupy robocze na podstawie polskich oraz zagranicznych
opracowan metodologicznych oraz do§wiadczenia autoréw, a nastepnie poddany ocenie przez grono spe-
cjalistow i ekspertéw w omawianej dziedzinie. Praca jest adresowana do specjalistéw choréb pluc, pato-
morfologéw i diagnostéw laboratoryjnych.

Skréty

BW  (bronchial washing) — plukanie oskrzeli — wprowadzenie i odzyskanie pewnej objetosci plynu
bez koniecznosci zaklinowania koncéwki bronchofiberoskopu w drzewie oskrzelowym

BAL (bronchoalveolar lavage) — plukanie oskrzelowo-pecherzykowe — wprowadzenie okoto 100-250
ml ptynu i odzyskanie okolo 50-70% objetosci podanej, z koniecznoscia zaklinowania koncéwki
endoskopu lub cewnika w oskrzelu segmentalnym lub dalszym

BALF (bronchoalveolar lavage fluid) — plyn z plukania oskrzelowo-pecherzykowego
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Definicja

Ptukanie oskrzelowo-pecherzykowe (BAL,
bronchoalveolar lavage) jest metoda pozyskiwania
materialu komérkowego i niekomérkowego z po-
wierzchni nablonka obwodowych drég oddecho-
wych, tak zwanej przestrzeni oskrzelowo-peche-
rzykowej. Pierwsze prace nad jej zastosowaniem
pochodza z 1967 roku, chociaz BAL stosowano
wczeéniej w celach terapeutycznych, zwlaszcza
w proteinozie oraz pylicach ptuc [1].

Metodyka wykonania BAL

Wskazania

Wskazania do BAL opracowala grupa eksper-
téw Europejskiego Towarzystwa Oddechowego
(ERS, European Respiratory Society) oraz Amery-
kanskiego Towarzystwa Klatki Piersiowej (ATS,
American Thoracic Society) [2-5].

W Polsce wiele os§rodkéw potwierdzito wska-
zania do plukania oskrzelowo-pecherzykowego
[6—15]. Badanie jest wykonywane w celu rozpozna-
wania réznych choréb ptuc, a zwlaszcza ustalenia
etiologii zakazen, diagnostyki choréb srédmiazszo-
wych oraz obwodowych zmian podejrzanych o tlo
nowotworowe [16—24]. Lecznicze wskazania do
plukania oskrzelowo-pecherzykowego sa nielicz-
ne i obejmuja zwlaszcza koniecznosé [25, 26]
oczyszczenia drég oddechowych po inhalacji sub-
stancji toksycznych lub usuniecia wydzieliny
u chorych na proteinoze.

Szczegblowe opisy wskazan diagnostycznych
i leczniczych przedstawiono w tabeli 1.

Nalezy podkresli¢, ze badanie plynu z BAL jest
narzedziem diagnostycznym w nielicznych scho-
rzeniach, natomiast jest ono niezmiernie przydat-
ne w diagnostyce r6znicowej [5, 27-30].

Przeciwwskazania
Przeciwwskazanie bezwzgledne stanowi brak

zgody pacjenta na wykonanie bronchofiberoskopii

lub BAL.
Do przeciwwskazan wzglednych naleza [31-33]:

— hipoksemiczna niewydolnoéé oddechowa
Pa0O, < 60 mm Hg;

— cechy ciezkiej obturacji oskrzeli: natezona ob-

jeto$¢ wydechowa pierwszosekundowa (FEV,,
forced expiratory volume in 1 second) < 50%
warto$ci naleznej;
* zwiekszaja one ryzyko powiklan; wykony-
wanie badania jest dopuszczalne w specjali-
stycznych (referencyjnych) osrodkach, z za-
chowaniem szczegblnej ostroznosci;

Tabela 1. Wskazania do ptukania oskrzelowo-pecherzyko-
wego ([30] — modyfikacja wiasna)

Diagnostyczne

Zakazenia uktadu
oddechowego

— wewnatrzszpitalne
— zwigzane z mechaniczng wentylacja

— zaburzenia odpornos$ci: wrodzone, nabyte,
polekowe
Nowotwory — obwodowe zmiany ptucne
— rak oskrzelikowo-pecherzykowy
— rozsiane zmiany przerzutowe

— rozsiew typu lymphangitis carcinomatosa

Ostre uszkodzenie — choroby $rédmigzszowe ptuc
ptuc

Rozsiane zmiany
naciekowe

— choroby zawodowe (pylice, azbestoza,
berylioza)

— krwawienie pecherzykowe
— sarkoidoza

— proteinoza ptucna

— histiocytoza

— eozynofilowe zapalenie ptuc
— nacieki polekowe

— reakcja odrzucania przeszczepu

Lecznicze

— proteinoza ptucna

— inhalacja substancji toksycznych
promieniotwdrczych

— pyly nieorganiczne (krzemica)
— krwawienie pecherzykowe
— mukowiscydoza

— w nielicznych przypadkach ciezkiego
zaostrzenia astmy oskrzelowej (konieczno$¢
usuniecia wydzieliny z obwodowego
odcinka drég oddechowych)

— zaburzenia krzepliwosci:

* wskaznik Quicka < 30% lub miedzynarodo-
wy wspblczynnik znormalizowany (INR, in-
ternational normalized ratio) > 2 lub czas cze-
$ciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT,
activated partial thromboplastin time) > 36 s;
 matoptytkowosé < 20 tys./mm”’ (20 x 10/1);

— ciezka niewydolno$¢ serca [New York Heart As-

sociation (NYHA III/IV)] z wyjatkiem pacjen-
tow przed przeszczepieniem serca lub ptuc;

— ostry zesp6t wiencowy;
— mnogie zaburzenia rytmu serca, blok przed-

sionkowo-komorowy III stopnia;

— rozlane ropne zakazenie dolnych drég odde-

chowych (z wyjatkiem oséb, u ktérych ko-
nieczna jest diagnostyka mikrobiologiczna).
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U wszystkich chorych w trakcie kazdej bron-
choskopii nalezy monitorowac tetno i saturacje tle-
nem za pomoca pulsoksymetru oraz czynnos$c ser-
ca z wykorzystaniem kardiomonitora. Konieczne
jest zapewnienie mozliwoéci suplementacji tlenu
w przypadku obnizenia jego stezenia w trakcie
zabiegu, jak rowniez dostepu do sprzetu reanima-
cyjnego (aparat AMBU, rurki intubacyjne, defibry-
lator).

Przygotowanie do badania
Bronchofiberoskopia jest badaniem bezpiecz-

nym, mozliwym do wykonania w kazdej chwili,

nawet na sali chorych. Ptukanie oskrzelowo-peche-
rzykowe u wiekszosci chorych nie zwieksza ryzy-
ka wystepowania powiktan, wydtuzajac czas zabie-

gu o okoto 5-10 minut [28].

Przed przystapieniem do badania powinno sie

przestrzega¢ ponizszych zasad [31, 34].

1. Nalezy udzieli¢ pacjentowi wyczerpujacej
informacji na temat badania i wynikajgcych
z niego korzysciach, ewentualnych dziala-
niach niepozadanych i powiklaniach.

2. Pacjent powinien wyrazi¢ pisemna zgode na
badanie (brak zgody jest przeciwwskazaniem
do zabiegu). W przypadku dzieci zgode pod-
pisuje jedno z rodzicow lub opiekunéw praw-
nych, dzieci powyzej 14. roku réwniez powin-
ny wyrazi¢ pisemnag zgode na badanie. U cho-
rych nieprzytomnych zgode powinien
wyrazi¢ ordynator oddziatu.

3. Przed badaniem pacjent poddawany procedu-
rze nie powinien przyjmowac¢ pokarméw (ok.
6 godz.) oraz ptynéw (ok. 4 godz.).

4. Konieczna jest ocena stanu klinicznego bada-
nego, dlatego nalezy wykonac:

— badania podmiotowe i przedmiotowe;

— nastepujgce badania dodatkowe:

* pelny koagulogram,
* spirometrie,
e saturacje lub gazometrie krwi tetniczej,
* jonogram,
* badanie radiologiczne klatki piersiowej
w projekcjach standardowych,
* EKG.
5. Zabezpieczenie dostepu do zyly obwodowe;j.

Znieczulenie i premedykacja

Plukanie oskrzelowo-pecherzykowe rutynowo
wykonuje sie w znieczuleniu miejscowym 2-pro-
centowa, 4-procentowa lub 10-procentowa lidoka-
ina (ksylokaina), ktéra jest preparatem bezpiecz-
nym i wykazuje efekt znieczulenia nawet do
60 min [35, 36]. Jej catkowita dawka nie powinna
przekroczy¢ 8,2 mg/kg u dorostych, co dla pacjen-

ta wazacego 70 kg odpowiada okoto 30 ml 2-pro-

centowego roztworu. Chociaz u wiekszosci cho-

rych wyzej wymieniona dawka ksylokainy (lido-
kainy) nie powoduje dziatan niepozadanych, to
jednak nalezy zachowaé szczegblng ostroznosé

u pacjentéw, u ktérych wystepuje:

— upoéledzona czynnosé¢ watroby;

— uszkodzenie mieénia sercowego i zaburzenia
przewodzenia (blok przedsionkowo-komoro-
wy II stopnia, zaawansowany blok wewnatrz-
komorowy);

— padaczka lub miastenia;

— wil6knienie ptuc, astma oskrzelowa.

Ponadto nalezy zachowac szczeg6lnag ostroz-
no$¢ u os6b w podesztym wieku (> 70 lat) [37, 38].
W takich przypadkach nie powinno sie przekra-
cza¢ dawki 5 mg/kg.

Najczestszymi, istotnymi dzialaniami niepo-
zadanymi sa:

— napady drgawkowe;

— zaburzenia rytmu serca;

— uszkodzenie mies$nia sercowego prowadzace
do wystgpienia zaburzen rytmu serca lub na-
glego zatrzymania krazenia;

— depresja osrodka oddechowego prowadzaca
do zatrzymania oddechu;

— obrzek sluzéwek gardta i krtani.

Inne srodki znieczulenia miejscowego, takie
jak: kokaina, tetrakaina lub prilokaina, obecnie
stosuje sie bardzo rzadko. W przypadku koniecz-
nosci ich uzycia nie nalezy przekracza¢ dawki
kokainy 3 mg/kg masy ciala lub tetrakainy 0,2 mg/kg
masy ciala do tacznej dawki 20 mg [39].

Sedacja

U wiekszosci chorych §wiadomos$é poddania
sie badaniu endoskopowemu wyzwala objawy leku
i niepokoju, ktére moze ztagodzi¢ bezposrednia
rozmowa przed badaniem. Czasami stosuje sie
krotkodziatajace leki uspokajajgce, zwlaszcza
u pacjentéw z nadmiernymi objawami zdenerwo-
wania i leku badZ w przypadku wydluzonego cza-
su badania. Jednym z najczeSciej stosowanych pre-
paratéw jest midazolam w Sredniej dawce 0,07 mg/kg
masy ciata (rozpietos¢ farmakologiczna moze sie
wahaé¢ w granicach 0,07-0,67 mg/kg). Wystarcza-
jacy stopien sedacji mozna osiagnaé, podajac na
przyklad dozylnie dawke wstepna 2 mg, a jezeli jest
to konieczne, dodatkowo 1 mg po 2 min. Alterna-
tywnie mozna zastosowaé midazolam w dawce
3,25-7,5 mg doustnie na okolo 30 min przed za-
biegiem. Sedacja poprawia tolerancje bronchosko-
pii, czasami wywoluje niepamie¢ wsteczna [40].
Szczeg6lna ostroznosd¢ nalezy zachowaé w przy-
padku niewydolnoéci oddechowej zwtlaszcza
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u chorych na POChP, choroby nerwowo-mieénio-
we oraz u 0s6b w podeszlym wieku. U niektérych
chorych w mechanizmie odruchu wazowagalnego
moga nastgpi¢: omdlenie, niebezpieczne zaburze-
nia rytmu serca lub nagle zatrzymanie krazenia,
dlatego w przypadku stosowania sedacji nalezy
bezwzglednie kontrolowaé¢ zapis krzywej EKG
i ciSnienie tetnicze.

W niektérych osrodkach zaleca sie stosowa-
nie atropiny w premedykacji w celu zablokowania
odruchéw nerwu blednego, najczesciej w dawce
0,015 mg/kg (tacznie 0,4-0,8 mg, zwykle 0,5 mg —
domiesniowo lub podskérnie na 60 min przed ba-
daniem [41-44]. Przeciwwskazania do jej stosowa-
nia stanowiq: jaskra z waskim katem przesaczania,
niedrozno$¢ przewodu pokarmowego, zwezenie
odzwiernika, tachykardia oraz utrudnienie odda-
wania moczu (np. w przypadku przerostu gruczo-
tu krokowego) [45].

W celu sedacji u dzieci stosuje sie nastepuja-
ce Srodki [29, 46]:

— atropina w dawce 0,01 mg/kg (czas trwania

20-30 min);

— midazolam 0,05-0,3 mg/kg (czas trwania
30-120 min);

— ketamina 0,15-0,5 mg/kg (czas trwania
10-20 min).

Zasady przeprowadzenia badania

Plukanie oskrzelowo-pecherzykowe wykonu-
je sie po makroskopowej ocenie drzewa oskrzelo-
wego, przed pobraniem materiatlu biopsyjnego.
Przed ptukaniem oskrzelowo-pecherzykowym cze-
sto wykonuje sie tak zwane plukanie oskrzelowe
(BW, bronchial washing) [47, 48]. Uzyskany w ten
spos6b material, zwany poptuczynami oskrzelowy-
mi, zawierajacy wydzieline i komérki oskrzeli, jest
poddawany rutynowej ocenie mikrobiologicznej
i cytologicznej. Po ptukaniu oskrzelowym broncho-
fiberoskop jest delikatnie klinowany w wybranym
oskrzelu segmentowym/subsegmentowym (nalezy
unika¢ uszkodzenia pokrywajacego go nabtonka).
Wyb6r miejsca plukania jest uzalezniony od loka-
lizacji zmian stwierdzanych w badaniu radiolo-
gicznym klatki piersiowej lub w tomografii kom-
puterowej. Nalezy pobraé plyn z okolicy, w ktorej
sa widoczne zmiany w badaniu obrazowym
[49-53]. W przypadku zmian réwnomiernie rozsianych
zalecanymi miejscami plukania sa oskrzela ptata
srodkowego lub jezyczka [36]. Zaklinowanie kon-
cowki bronchofiberoskopu jest w tych miejscach
technicznie najmniej ktopotliwe, a utozenie pa-
cjenta sprzyja powrotowi ptynu pod wplywem sity
ciezkosci i sprawia, ze odzysk jest najwiekszy.
Nastepnie, przez kanal roboczy bronchofiberosko-

pu wprowadza sie porcjami jatowy, fizjologiczny
roztwér chlorku sodowego, ogrzany do temperatu-
ry ciala (ok. 37°C). Zapobiega to wystepowaniu
kaszlu i skurczu oskrzeli, mniejsze sa zaburzenia
czynno$ciowe uktadu oddechowego, lepszy jest
odzysk ptynu bogatego w komérki niz w przypad-
ku uzycia plynu w temperaturze pokojowej [54].
Najczesciej podaje sie objetosé 100-250 ml w por-
cjach po 20-50 ml z nastepowym delikatnym ode-
ssaniem kazdej z nich za pomoca strzykawki, co
zapobiega zapadaniu sie oskrzeli i zwieksza odzysk
[28, 33, 34]. Do odsysania plynu mozna uzywac
mechanicznego ssania, trzeba jednak zastosowacd
odpowiednie ci$§nienie, aby nie uszkodzi¢ nabton-
ka oskrzelowego i nie spowodowaé¢ zapadania
oskrzeli potozonych obwodowo do koficéwki bron-
chofiberoskopu. Odzysk ptynu zwieksza sie w kaz-
dej kolejnej porcji i w sumie powinien wynosié
50-70% pierwotnie podanej objetosci [27, 55]. Obje-
to$¢ mniejsza niz 100 ml zawiera zwykle frakcje
oskrzelowa, a nie pecherzykowa. Przyczynami nie-
zadowalajacego odzysku moga by¢, obok niewta-
$ciwej techniki wykonywania BAL, znaczna nie-
stabilno$¢ oskrzeli i ich zapadanie sie nawet przy
delikatnym odsysaniu, jak réwniez kaszel wyste-
pujacy podczas badania, podeszty wiek, palenie
tytoniu lub pewne procesy chorobowe, jak na
przyktad rozedma ptuc [56, 57]. Z powodu nie-
korzystnego wptywu lidokainy na zywotno$¢ ko-
morek, hodowle bakteryjna oraz ekspresje niekté-
rych antygenéw powierzchniowych, nadmiar za-
aplikowanego §rodka znieczulajgcego powinno sie
doktadnie odessa¢ przed podaniem pierwszej por-
¢ji ptynu [1, 2, 4, 36, 53]. Material otrzymany
z plukania oskrzelowo-pecherzykowego nalezy
umieszczaé i przesyta¢ do dalszej analizy w po-
jemnikach ze szkta silikowanego lub plastiku pro-
pylenowego. W wiekszosci o§rodkéw plyn odzy-
skany z poszczeg6lnych porcji jest mieszany i do
dalszej analizy przesytany tacznie, w catosci
[1-5]. W nielicznych o$rodkach kazda frakcja jest
przesylana do laboratorium oddzielnie (np. od-
dzielnie pierwsza i pozostale porcje) [2]. Zagad-
nienie mieszania ptynu pozostaje w dalszym cia-
gu przedmiotem dyskusji. Nalezy jednak zauwa-
zy¢, ze w przypadku istotnych zmian patologicz-
nych (choroba §r6dmiazszowa, proces nowotwo-
rowy, zakazenia) przestanie materialu w catosci
nie zmienia, a nawet poprawia jego warto$¢ dia-
gnostyczna.

Uwaza sie, ze w razie potrzeby kolejne bada-
nie BAL mozna wykona¢ nie wczes$niej niz 72 go-
dziny po poprzednim, ze wzgledu na przejéciowy
naplyw do przestrzeni pecherzykowej granulocy-
téw obojetnochtonnych i mozliwos$é uzyskania
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przez to nieprawidlowych wynik6w badania cyto-
logicznego [2, 3, 5].

W przypadku wykonania badania u dzieci
zaleca sie nastepujace warunki:

— temperatura 0,9% roztworu NaCl do ptu-

kania — 37°C [29, 58];

— objetoscé:

* 3 ml/kg w 3 dawkach u dzieci do 20 kg;
* 3 ml/kg w dawkach odpowiednich do masy
ciala, po 20 ml u dzieci powyzej 20 kg;
— sita ssania — 3,33-13,3 kPa (25-100 mm Hg);
— prawidtowy odzysk powinien wynosi¢ powyzej

40% podanej objetosci.

U dzieci czesto wystepuje niezyt nosa, ktory
powoduje zanieczyszczenie ptynu z BAL Sluzem
(w czasie wprowadzania bronchofiberoskopu za-
rowno przez nos, jak i przez usta). W celu unik-
niecia tego powiklania nalezy przed zabiegiem
dokona¢ plukania lub odessania zalegajacej wy-
dzieliny z nosa i gardla.

Postepowanie po badaniu
Postepowanie po badaniu obejmuje [3-5, 40,

46, 59]:

— zakaz przyjmowania przez badanego pokarméw
i ptynéw przez 60-120 min po zabiegu (czas
powrotu skutecznego odruchu potykania);

— przedtuzona — suplementacje tlenu u cho-
rych poddanych sedacji oraz z uposledzona
czynnoscia pluc [60];

— w przypadku zastosowania sedacji: zakaz pro-
wadzenia pojazdéw mechanicznych, obstugi
maszyn oraz zawierania uméw i podpisywa-
nia dokumentéw o znaczeniu prawnym w cig-
gu 24 godzin po badaniu;

— udzielenie badanemu informacji o mozliwych
nastepstwach zwigzanych z badaniem (go-
raczka, odksztuszanie niewielkiej ilo$ci krwi-
stej plwociny) i sposobie postepowania
w przypadku ich wystapienia.

Powiklania [1, 2, 5, 31, 61]

Do najczesciej wystepujacych powiktan ptu-
kania oskrzelowo-pecherzykowego nalezg:

— podwyzszona temperatura ciala wystepujaca kil-
ka godzin po zabiegu u okoto 10-30% chorych;

— przemijajace pogorszenie wskaznikéw utleno-
wania krwi;

—  kaszel;

— przemijajgce zaburzenia czynno$ciowe ukla-
du oddechowego (zmniejszenie FEV,, szczy-
towego przeptywu wydechowego [PEF, peak
expiratory flow]);

— trzeszczenia ustepujace samoistnie w ciggu
24-48 godzin, rzadziej Swisty i furczenia;

u dzieci zmiany ostuchowe cofaja sie bardzo
szybko w czasie kilku, kilkunastu minut;

— skurcz oskrzeli u chorych na astme oskrze-
lowsg; u dzieci oprocz obturacji oskrzeli cze-
Sciej obserwuje sie skurcz krtani z powodu
znacznej jej wrazliwosci (po badaniu stosu-
je sie niekiedy metylprednisolon w dawce
1 mg/kg);

— nacieczenie obszaru pluca objetego ptuka-
niem, widoczne w badaniu radiologicznym
(zmiany ustepujg samoistnie po ok. 72 godz.).

Przekazywanie materialu do laboratorium
Materiat powinno sie przekaza¢ do laborato-

rium niezwlocznie po pobraniu, wskazany jest

transport w lodzie. W wyjatkowych sytuacjach

dopuszczalne jest jego krotkotrwale przechowanie

w temperaturze +4°C, jednak nie dluzej niz przez

okres 30 min [28, 34]. Sposéb wykonania i pobie-

rania materialu majg istotne znaczenie dla wiary-

godnosci uzyskanych wynikéw: oceny sktadnikéow

komoérkowych i pozakomérkowych zawartych

w materiale pochodzacym z BAL. Dlatego tez oso-

ba wykonujaca badanie powinna odnotowac:

— calkowitg objetos$¢ lub objetos$¢ poszczegdl-
nych frakcji aplikowanego ptynu;

— objetos$¢ ptynu odzyskanego;

— obszar drzewa oskrzelowego poddanego pro-
cedurze BAL;

— dane dotyczace pacjenta i jego choroby.

W zalaczniku 1 przedstawiono wzér skierowa-
nia, ktére powinno zawiera¢: kolejny numer bada-
nia, imie i nazwisko pacjenta, PESEL, numer ksie-
gi szpitala, oddzial, nazwisko lekarza zlecajacego,
rozpoznanie wstepne z ewentualnymi uwagami le-
karza, miedzy innymi odno$nie wskazan do wy-
konania badan dodatkowych i uzupetniajgcych,
nazwisko osoby wykonujacej ptukanie, ewentual-
ne uwagi na temat badania bronchofiberoskopowe-
go, z informacja dotyczaca objetosci podanego pty-
nu. Dane dotyczace palenia tytoniu powinny by¢
dokladne, to znaczy podane z uwzglednieniem ak-
tualnego palenia, jak réwniez okresu od jego za-
przestania. Bardzo przydatna jest takze informa-
cja na temat stosowanego leczenia, zwlaszcza im-
munosupresyjnego.

Opracowanie materiatu z BAL

Poszczegoblne etapy przedstawiono w tabeli 2.

Postepowanie wstepne [28, 62, 63]

Obroébka materialu w pracowni rozpoczyna sie
natychmiast po jego dostarczeniu, od wprowadze-
nia do rejestru pracowni. Konieczne jest odnoto-
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Zatacznik 1

Pracowania Bronchoskopii

Palenie papieroséw

UWAGI:

Skierowanie na badanie cytologiczne
Ptyn z BAL

Klinika/Oddziat...........coccvevevierennes Lekarz kierujacy ........
Rozpoznanie KliNICZNe ...........ccoeiiieiiiiiccceeceeeiee

Podejrzenie procesu SWOIStEJO .........cecerererueerererieereririnienens

Miejsce pobrania ptynu: jezyczek — ptat Srodkowy — inne

Objetos$¢ ptynu: podanego.........ccccceeveevernensene ml, odzyskanego

Lekarz wykonujgcy badanie

Data

wanie objetosci plynu oraz jego ocena makrosko-
powa. W warunkach prawidlowych ptyn jest przej-
rzysty, wodnisty, nie zawiera domieszki §luzu
w postaci , kozuszka”. Najczesciej spotyka sie na-
stepujace zmiany wygladu ptynu: krwisty, metny,
opalizujacy, o brunatnym zabarwieniu.

Objetos¢ nadestanego plynu jest wyrazana
w mililitrach. Ptyn do dalszej obrébki nalezy umie-
§ci¢ w probéwkach ze szkta silikonowanego lub
plastiku polipropylenowego. Inne materiaty,
zwlaszcza o nier6wnej, chropowatej powierzchni,
sprzyjaja przyleganiu komérek, szczegdlnie makro-
fagéw, co istotnie wplywa na zmiany w wynikach
ilosciowej i jakoSciowej oceny frakcji komdrkowej
[34]. Warto nadmieni¢, ze niektére osrodki oddziel-
nie opracowuja pierwsza frakcje ptynu, jako pocho-
dzaca gtéwnie z oskrzeli, przeznaczajgc ja zwlasz-
cza do oceny mikrobiologicznej. Pozostate frakcje
uwazane za bardziej reprezentatywne dla dystal-
nych drég oddechowych i pecherzykéw ptucnych
stanowia wéwczas Zrédlo materiatu do analizy
cytologicznej. W pismiennictwie brakuje jednak
przekonujacych dowodéw na wiekszg wartos¢ dia-
gnostyczng takiego postepowania w poréwnaniu
z facznym opracowaniem wszystkich uzyskanych
frakcji ptynu z BAL.

Filtrowanie materialu

Rutynowo zaleca sie filtrowanie ptynu przez
podwojng warstwe gazy nylonowej w celu usunie-
cia domieszki §luzu. Jest to szczegdlnie istotne
w przypadku materialu pochodzacego od oséb
palacych tyton, poniewaz umozliwia uzyskanie
znaczaco lepszej jakoSci preparatéw. Nalezy jed-
nak pamieta¢, ze w trakcie procesu filtracji moze
dochodzi¢ do utraty czesci materiatu komérkowe-
go, szczegoOlnie komérek nowotworowych oraz czg-
stek i wiékien nieorganicznych istotnych w diagno-
styce niektérych schorzen, w tym zawodowych.

Calkowita liczba komoérek i ocena
ich zywotnosci [2, 62]

Catkowita liczbe komérek powinno sie liczy¢
w prébce pobranej z dobrze wymieszanego ptynu
bezposrednio po filtracji. Mniej korzystne jest uzy-
cie materialu po pierwszym wirowaniu (rutynowo
10 min, 300-500 X g, +4°C) ze wzgledu na istotne
straty liczebnosci i zywotnosci komoérek siegajace
do 15-20% komérek po kazdym wirowaniu. Zwy-
kle komorki sa liczone w komorze Neubauera (lub
Burkera). Powszechnie podaje sie catkowita licz-
be, mieszczaca sie w granicach kilku milion6ow.
Alternatywnie mozna dodatkowo podac liczbe
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Tabela 2. Poszczegdlne etapy opracowania ptynu z BAL

. Postepowanie wstepne

Pomiar objetosci, ocena makroskopowa, odnotowanie obserwacji

. Filtrowanie

Filtrowanie przez podwdjng warstwe gazy

Metoda manualna za pomocg hemocytometru

. Ocena zywotnosci komdrek

Metoda manualna z uzyciem biekitu trypanu

1
2
3. Zliczenie catkowitej liczby komérek
4
5

. Przygotowanie preparatéw metodg cytowirowania

Cytospin okoto 10° komorek/preparat

Zwykle 1200-2000 rpm przez 10 min

Minimum 4 preparaty

6. Wirowanie ptynu z BAL

300-400 x g, 10 min

7. Oddzielenie nadsaczu (supernatantu)

Delikatne odciagniecie nadsaczu pipeta

Oznakowanie i zamrozenie materiatu (4—6 probéwek) w temperaturze
—70°C (wyjatkowo w temperaturze —20°C)

9. Przygotowanie preparatéw do barwienia

Wysuszenie preparatéw w temperaturze pokojowej

(2 do barwienia MGG i ewentualnie 4-6 do dalszego przechowywania
w temp. —20°C)

Utrwalenie w alkoholu lub utrwalaczu alkoholowym — 1-2 preparaty

10. Barwienie

2 preparaty — metoda May-Grunwalda-Giemsy (MGG)

1-2 preparaty — hematoksylina i eozyna

11. Ocena preparatéw w mikroskopie $wietlnym

Ocena jako$ci preparatow

Ocena morfologii komérek, obliczenie wzoru odsetkowego na podstawie
policzenia 300 komérek w kazdym z dwdch preparatéw

12. Barwienia dodatkowe

W zalezno$ci od wskazan

komoérek w przeliczeniu na ml odzyskanego ply-
nu. Oceny zywotnosci dokonuje sie, obliczajac
odsetek martwych komérek wybarwionych bteki-
tem trypanu. Zywotnoéé komérek powinno sie
kazdorazowo oceni¢ i poda¢ jako odsetek zywych
komoérek. Prawidtowo pobrany i opracowany ma-
terial z BAL cechuje duza zywotnos¢, zwykle po-
nad 90%.

Przygotowanie preparatow

Powszechnie stosowana metoda z wyboru do
wykonywania preparatéw jest cytowirowanie, kt6-
re umozliwia szybkie uzyskanie preparatéw wyso-
kiej jakosci. Metoda ta w niewielkim stopniu znie-
ksztalca strukture komorek i pozwala na bardzo do-
ktadng analize cech morfologicznych, co jest szcze-
golnie przydatne w ocenie populacji komdérkowych
podlegajacych ex vivo szybkiej apoptozie/nekrozie,
na przyklad granulocytéw kwasochtonnych.

Preparaty nalezy wykonaé¢ niezwlocznie po
przefiltrowaniu plynu, wykorzystujac cytowirow-
ke wyposazona w zamkniety system wirowania
materialu. Optymalna gesto$¢ zawiesiny komér-
kowej umozliwia uzyskanie preparatéw zawiera-
jacych okoto 10° komoérek. Krytycznym warun-
kiem jest zachowanie wlasciwie dobranych wa-
runkéw wirowania, co pozwala istotnie ograni-
czy6 wybiérczg utrate limfocytéw i uniknac¢ za-

nizonego odsetka tych komérek w preparatach.
Szczegblowe parametry techniczne zalezg od apa-
ratury, jaka dysponuje laboratorium i powinny by¢
indywidualnie dobrane (dla najczesciej stosowa-
nych cytowiréwek 1200-2000 rpm przez 10 min)
[30]. W czesci laboratoriéw wykonanie preparatéw
jest poprzedzane wirowaniem. Takie postepowa-
nie pogarsza reprezentatywnos¢ (wieksza utrata
limfocytow) i jako$¢ preparatéw (stabsza adhezja
komérek do szkta). Nie zaleca sie rowniez wyko-
nywania preparatéw cytospinowych z materiatu
skrwawionego, obecno$¢ znaczacej liczby erytro-
cytéw utrudnia wiarygodna ocene preparatéw.

Wyjatkowo, w laboratoriach niedysponuja-
cych cytowiréwka jest dopuszczalne wykonanie
recznych rozmazéw komérkowych [2, 62]. Pew-
nymi zaletami tej metody sa zachowanie prawie
calego sktadu komérkowego osadu i wieksza po-
wierzchnia rozmazu dostepnego do oceny morfo-
logicznej komorek. Preparaty reczne wykonuje sie
po pierwszym wirowaniu z osadu komdérkowego
zawieszonego w 300 ul PBS (zbuforowany fosfo-
ranami roztwor soli fizjologicznej) bez jonéw Ca
i Mg o temperaturze +4°C, delikatnie rozprowa-
dzajac na szkietku podstawowym 20 ul zawiesi-
ny komérkowej.

Inne techniki, na przyktad milipory, sa stoso-
wane, chociaz nie jest to technika z wyboru [64].
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Opracowanie preparatow
Wskazane jest uzyskanie co najmniej 4 prepa-

ratow do oceny rutynowej i co najmniej 2 w celu

zabezpieczenia do badan dodatkowych.
Optymalnie nalezy wykonac:

— 2 preparaty wysuszone w temperaturze poko-
jowej do barwienia hematologicznego metoda
May-Grunwalda-Giemsy (MGG);

— 2 preparaty utrwalone w alkoholu lub utrwa-
laczu alkoholowym do barwienia hematoksy-
ling i eozyna (HE);

— 4-6 preparatéw wysuszonych w temperaturze
pokojowej, przechowywanych w temperatu-
rze co najmniej —20°C; preparaty nalezy umie-
$ci¢ w zamrazarce w dniu wykonania, natych-
miast po wysuszeniu, aby unikna¢ utraty eks-
presji antygenéw; zamrozone preparaty
mozna wykorzystaé¢ do przeprowadzenia bar-
wien immunocytochemicznych, w zaleznosci
od wskazan klinicznych; czas przechowywa-
nia w zamrozeniu nie jest okreslony, nie po-
winien by¢ dluzszy niz pét roku.

Wirowanie

Wirowanie umozliwia rozdzielenie frakcji ko-
morkowej oraz nadsaczu. Aby zachowa¢ nienaru-
szong morfologie komérek, wskazane jest krétkie
wirowanie (10 min) w temperaturze 4°C z zastoso-
waniem niskich obrotéw w granicach 300-500 X g.
Nie zaleca sie wielokrotnego wirowania i kilkukrot-
nego plukania komérek ze wzgledu na wspomniany
powyzej ubytek ich liczebnosci oraz zZywotnosci.

Zabezpieczenie nadsaczu

W wielu osrodkach probki nadsaczu zlanego
po pierwszym wirowaniu sg rutynowo zabezpie-
czane i przechowywane w temperaturze —70°C (do-
puszczalne w temperaturze —20°C), w 4—6 porcjach.
Material jest przeznaczony gtéwnie do badan na-
ukowych [62, 65, 66].

Ocena preparatow cytologicznych
i metody dodatkowe

Ocena preparatow cytologicznych [62, 67, 68]

Ocena plynu z ptukania oskrzelowo-pecherzy-
kowego jest przyktadem specjalistycznego badania
cytologicznego i powinna by¢ wykonywana przez
osoby wykwalifikowane, posiadajgce odpowiednie
doéwiadczenie.

Podstawowym badaniem materiatu z BAL jest
ocena preparatéw w mikroskopie swietlnym.

Ocena jakosciowa
Preparaty powinny by¢ ocenione w catosci
zgodnie z zasadami badania cytologii ztuszczenio-

wej w powiekszeniach z obiektywem X 101 X 20.
Pierwszym etapem jest ocena jako$ci rozmazu,
zwlaszcza okreslenie domieszki krwinek czerwo-
nych lub komérek nabtonkowych. Stwierdzenie
obecnosci powyzej 5% komorek nabtonka gruczo-
towego nie pozwala na zakwalifikowanie ptynu
z BAL jako materialu diagnostycznego z uwagi na
zbyt duza domieszke frakcji oskrzelowej [2]. Ze
wzgledu na znaczng domieszke erytrocytéw, jak
rowniez zwiekszony odsetek granulocytéw obojet-
nochtonnych (wg autoré6w ponad 20%) nalezy kwa-
lifikowaé¢ material z duza ostroznoscia, szczegdél-
nie w diagnostyce choréb §r6dmigzszowych. Taki
material moze sie kwalifikowaé¢ do diagnostyki
zakazen i nowotwordow.

Celem oceny calosci preparatu jest wstepne
okreélenie dominujacej populacji komorek. Skiad
komérkowy plynu z BAL jest staly. Obecne sa:
makrofagi, limfocyty, granulocyty obojetnochlon-
ne i granulocyty kwasochlonne (wynik badania,
zalacznik 2). Dokladne przejrzenie preparatu pole
po polu umozliwia:

— identyfikacje elementéw pozakomoérkowych,
na przyktad sktadnikéw mineralnych lub
drobnoustrojéw; prawidtowo pobrany i opra-
cowany plyn z BAL jest jalowy i obecnosc¢ ja-
kichkolwiek drobnoustrojéw §wiadczy o za-
kazeniu oraz moze stanowi¢ wskazanie do
dalszych badan specjalistycznych (badania
mikrobiologiczne).

— wykrycie innych typéw komérek niz podsta-
wowe, zwlaszcza komérek z cechami atypii
i nowotworowych; w polskich pracowniach
patomorfologii preparaty cytologiczne rutyno-
wo sg barwione hematoksyling i eozyna; ta-
kie barwienie umozliwia miedzy innymi do-
ktadna ocene morfologii jadra komérkowego
oraz rozpoznawanie i ré6znicowanie komoérek
nowotworowych, dlatego zaleca sie wykona-
nie co najmniej jednego preparatu barwione-
go hematoksyling i eozyna.

Ocena ilosciowa [3, 28, 30, 62, 69]

Ocena ilosciowa wymaga doktadnej identyfi-
kacji komoérek, co jest mozliwe w barwieniu hema-
tologicznym MGG, w duzym powiekszeniu (obiek-
tyw X 100) z zastosowaniem immersji. Barwienie
MGG jest metoda z wyboru. Wykorzystano jg mie-
dzy innymi do ustalenia normy sktadu odsetkowe-
go pltynu z BAL. Stosowanie jednolitej metodyki
barwienia umozliwia réwniez poré6wnywanie wy-
nikéw miedzy pracowniami. Zastosowanie innych
metod oceny frakcji komérkowych, na przyktad cy-
tometrii przeplywowej, moze prowadzi¢ do zawy-
zenia odsetka limfocytéw [70].
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Zatacznik 2

Nazwa pracowni

Liczba KOMOIeK ......ccoveevieeecieeceeceee e, X 10°
2ywotn0éé KOMOIEK. .oveveveeiciecccece e %
MaKrofagi ....cceeeeieeieeeeecese e

(XT3 11 {0103V A
Granulocyty obojetnochtonne. ......
Granulocyty kwasochfonne ...........
DrobnoUSTIOJE ...ouvveviieeireeeree e

Opis i wnioski

*0cena subpopulacji CD4, CD8 po uzgodnieniu

LIMFOCYLY o %
Limfocyty CDA+ ..o %
Limfocyty CD8+ .....ocveeceeeeeceeete e %
CDAH/CD8BH ...t
POAPIS v

Wynik badania ptynu z BAL nr

Rozpoznanie KIINICZNE ........c.coevveiiieiciiciceeeeeeceee e
Wyglad makroSkopowy..........cccceeirineniieniiniieseeeee e

KomOorki NOWOTWOIOWE .......ccevevreireiiiireiecieeeeieesee e e sresseenas

Data

Norma
<10 x 10°

> 80%
< 15%*

< 3%
< 0,5%

Norma

1,5-2,0

W celu obliczenia wzoru odsetkowego BALF
nalezy wybra¢ kilka przypadkowych pél (najlep-
szej jakosci) i policzy¢ 300-500 komorek, korzy-
stajac z licznika hematologicznego [34, 62, 71].
W preparatach cytospinowych zaleca sie liczenie
koncentryczne do $rodka preparatu [72]. W anali-
zie ilo$ciowej nalezy bra¢ pod uwage komérki, kté-
rych morfologia nie budzi watpliwosci i pozwala
na prawidtowe zakwalifikowanie [73]. Nie wydaje
sie konieczne rutynowe podawanie catkowitej, bez-
wzglednej liczby poszczegélnych komérek, jezeli
jednak warto$¢ ta zdecydowanie odbiega od nor-
my, nalezy zwréci¢ uwage na ten fakt przy opisie
wyniku i formutowaniu wniosku.

Ocena fenotypu komorek

W rutynowej praktyce znajduje zastosowanie
ocena odsetka limfocytéw CD4+ i CD8+ z wyli-
czeniem stosunku CD4/CD8 [2]. W szczegblnych
przypadkach podejrzenia rozrostu chtonnego ce-
lowe moze by¢ zastosowanie markeréow limfocy-
tow B (CD19, CD20). Ocena odsetka komorek pre-
zentujacych antygen CD1a ma zastosowanie w dia-
gnostyce plucnej postaci ziarniniakowatosci Lan-

gerhansa. Ocene fenotypu wykonuje sie na zlece-
nie klinicysty lub po ewentualnym wskazaniu ce-
lowosci tego badania przez osobe oceniajaca ptyn
z BAL. W niektérych pracowniach badanie wyko-
nuje sie rutynowo w kazdym przypadku, gdy lim-
focytoza przekracza 20% [62]. Wiarygodny wynik
mozna uzyskac¢ przy limfocytozie > 15% przy za-
stosowaniu metody immunocytochemicznej,
a w przypadku cytometrii przeptywowej w zasa-
dzie bez ograniczen co do odsetka limfocytéw [70].
Barwienia immunocytochemiczne i ocena pre-
paratéw w mikroskopie sa metodami z wyboru.
Reakcje przeprowadza sie w dniu badania lub
w preparatach przechowywanych w temperaturze
—-20°C. Odsetek komérek, w ktérych zaszta wyraz-
na reakcja dodatnia, ocenia sie, zliczajac tacznie co
najmniej 200 komérek danego typu (np. limfocy-
téw). Pomocne moze by¢ odnotowanie intensywno-
$ci reakgji [np. (+) — stabo dodatnia, (++4) — wy-
raznie dodatnia, (+++) — silnie dodatnia). Nalezy
pamieta¢ o reakcjach nieswoistych (np. mate ma-
krofagi mogg wykazywac ekspresje CD4) [74].
Technika cytometrii przeplywowej nie jest ru-
tynowa metodg diagnostyczna, chociaz jest coraz
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powszechniej stosowana w badaniach naukowych.
Zawiesina komérkowa po odwirowaniu plynu za-
wiera zwykle okoto kilka milionéw komorek i kwa-
lifikuje sie do badania metoda cytometrii, podob-
nie jak krew zylna [70, 75, 76].

Badania mikrobiologiczne

Istotnym wskazaniem klinicznym do badania
plynu z ptukania oskrzelowo-pecherzykowego jest
diagnostyka mikrobiologiczna. Ptukanie oskrzelowo-
pecherzykowe jest badaniem z wyboru u chorych
z zaburzeniami odpornosci [4, 77-79]. Jest ono bezpiecz-
niejsze w poréwnaniu z technikami biopsyjnymi,
moze by¢ wykonane u chorych z mala liczbg plytek
igranulocytéw. Znajduje réwniez zastosowanie w dia-
gnostyce zapalen ptuc, szczeg6lnie u chorych w ciez-
kim stanie, w trakcie mechanicznej wentylacji [80, 81].
Miejsce wykonania ptlukania powinno sie wybraé
w zaleznosci od obrazu radiologicznego. Nie wypraco-
wano odrebnych zasad opracowania ptynu w przy-
padku diagnostyki mikrobiologicznej [19]. Nalezy wy-
kona¢ typowa diagnostyke cytologiczna oraz zaplano-
wac jak najszersze badania mikrobiologiczne, pozwa-
lajace rozpoznaé zakazenia o r6znej etiologii. Takie po-
stepowanie jest uzasadnione koniecznoscia diagnosty-
ki r6znicowej zmian naciekowych, ktére u chorych
z obnizona odpornoscia moga mie¢ rézny i niekiedy
ztozony charakter [4, 19, 62, 78].

W preparatach rutynowo barwionych MGG moz-
na stwierdzi¢ obecnos¢ (lub jej cechy posrednie) ta-
kich drobnoustrojéw, jak grzyby, cechy zakazenia nie-
ktérymi wirusami (HPV, CMV), poérednie cechy obec-
nosci P. jiroveci [62, 82]. Dokladng diagnostyke mi-
krobiologiczna powinno sie wykonac w specjalistycz-
nej pracowni wedlug obowigzujacych zasad badan
mikrobiologicznych. Jezeli drobnoustroje zostana
wykryte przypadkowo, nalezy to odnotowaé¢ w wyni-
ku badania i zaleci¢ badanie mikrobiologiczne. Do
typowych przykladéw rutynowo stosowanych bar-
wien dodatkowych w diagnostyce mikrobiologicznej
plynu z BAL nalezy barwienie metoda Ziehl-Neelsen
(rozpoznawanie gruzlicy) lub Gomori-Grocott (iden-
tyfikacja grzybow, pasozytéw) [19, 62, 83, 84]. Nie ma
ustalonych norm rozpoznania zakazenia bakteryjne-
go. Uwaza sie, ze podobnie jak w innych plynach
ustrojowych, warto$¢ powyzej 10°~10° kolonii na ml
przemawia za infekcja, a nie kontaminacjg [19]. W licz-
nych badaniach potwierdzono znaczenie badania BAL
w diagnostyce gruzlicy i mykobakterioz [83, 84].

Barwienia dodatkowe
Barwienia dodatkowe stosowane w diagnostyce
histopatologicznej moga mie¢ zastosowanie w wybra-
nych przypadkach badania ptynu z BAL, na przyktad:
— barwienie PAS (periodic acid Shiff) — diagno-
styka proteinozy;

— barwienie Perls lub btekitem toluidyny w kie-
runku obecnosci zelaza — diagnostyka krwa-
wienia wewnatrzpecherzykowego;

— barwienie w kierunku nieswoistej esterazy —
r6znicowanie niedojrzatych form makrofagow
i duzych limfocytéw w ocenie aktywnosci sar-
koidozy [28];

— specjalne techniki badan chemicznych w dia-
gnostyce pylic i choréb zawodowych uktadu
oddechowego.

Badanie skladnikéw nadsaczu plynu z BAL
Badanie sktadnikéw nadsaczu uzyskanego po
odwirowaniu ptynu z BAL nie ma istotnego zasto-
sowania w diagnostyce rutynowej, natomiast jest
wykorzystywane w badaniach poznawczych.
Opracowano standardy badania i zakresy norm
stezenia substancji rozpuszczalnych [2, 65, 66].

Wplyw czynnikéw zewnetrznych na wynik
badania plynu z BAL

Na wynik badania moga mie¢ wplyw czynni-
ki demograficzne oraz srodowiskowe.

Nie udowodniono wplywu wieku i rasy, poza
zmniejszeniem stosunku CD4/CD8, obserwowa-
nym u os6b starszych [3], chociaz obserwowano
zjawisko odwrotne — zwiekszenie odsetka limfo-
cytow CD4 u tych starszych os6b [85]. Sktad ko-
morkowy BALF od zdrowych dzieci jest zblizony
do wynikéw uzyskanych u oséb dorostych [86, 87].

Niezwykle istotny jest wplyw palenia tytoniu
[62, 88, 89]. Brunatne zabarwienie plynu z BAL
wskazuje na pochodzenie od czynnego palacza
tytoniu. Pyly papierosowe sg bardzo dobrze wi-
doczne w barwieniu MGG w postaci drobin réznej
wielkosci i o r6znym wysyceniu. U oséb palacych
zwieksza sie réwniez catkowita liczba komorek,
okolo 2-krotnie w stosunku do normy (tab. 3).
Wynika to ze znaczacego wzrostu liczby makrofa-
gow. Zwiekszony odsetek makrofagéw powoduje
relatywne zmniejszenie odsetka limfocytow. War-
to podkresli¢, ze wieksza cytoza, ponad 30 milio-
néw komérek moze odpowiadaé zapaleniu oskrze-
likéw i/lub postaci choroby §r6dmiazszowej zwig-
zanej z paleniem [90]. Typowa zmiang zwigzana
z paleniem jest zmniejszenie stosunku CD4/CD8,
wynikajace ze zwiekszenia odsetka limfocytéow
CD8+ [91, 92]. Plukanie oskrzelowo-pecherzyko-
we uzyskane od czynnych oséb palacych tyton cha-
rakteryzuje sie ponadto zwigkszeniem liczby granu-
locytéw, zar6wno obojetno-, jak i kwasochlonnych.
W wyniku badania nalezy odnotowaé¢ zmiany zwia-
zane z paleniem nawet wéwczas, gdy brakuje da-
nych na ten temat w skierowaniu. Wpltyw dymu
tytoniowego moze bowiem w spos6b istotny zmie-
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Tabela 3. Poréwnanie wyniku sktadu komérkowego ptynu
z BAL od zdrowych oséb palacych tyton i niepa-
lacych (wg [3, 62, 92])

Osoby zdrowe Osoby zdrowe

niepalace palace tyton
Catkowita liczba komérek [x 10°] 10 20
Makrofagi (%) > 80 > 90
Limfocyty (%) <15 <10
Granulocyty obojetnochfonne (%) <3 <3
Granulocyty kwasochtonne (%) <05 <05
Stosunek odsetka limfocytéw 1,5-2,5 0,5-1,5

CD4+/CD8+

niac¢ sktad ptynu i prowadzi¢ do btednych wynikéw
badania, na przyklad w sarkoidozie [93, 94].

W analizie wynikéw badania nalezy bra¢ pod
uwage stosowanie lekéw, szczegélnie tych o dziata-
niu immunomodulujacym, oraz czas trwania ostre-
go stanu zapalnego w drogach oddechowych [95, 96].

Protokét badania
Sposéb opisu wyniku badania ptynu z BAL

przedstawiono w zataczniku 2.

W wyniku poza przedstawieniem wartosci
liczbowych nalezy:

— zaznaczy¢ obecno$¢ komérek nieprawidlo-
wych, zwlaszcza nowotworowych, i wskazac
konieczno$é¢ weryfikacji rozpoznania przez
patomorfologa;

— opisac szczegolne formy komérek nienabton-
kowych, na przyktad makrofagéow z uwzgled-
nieniem rodzaju pyléw wypelniajacych ich
cytoplazme (papierosowe, pylicze, barwniki
z6tciowe, hemosyderyna, lipidy);

— odnotowaé obecno$¢ drobnoustrojow;

— opisac¢ wszelkie inne nieprawidlowe sktadni-
ki ptynu, na przyklad skladniki mineralne,
zwlaszcza wiékna azbestu.

Konieczne jest podsumowanie wyniku, ktére
nalezy odnie$¢ do rozpoznania klinicznego. Wy-
nik powinien by¢ odpowiedzia na pytanie zawar-
te w skierowaniu.

BAL w badaniach naukowych [1, 2, 4, 5, 97]

Niniejsze opracowanie dotyczy oceny plynu
z BAL jako elementu rutynowej diagnostyki kli-
nicznej. Nie przedstawiono tu szczeg6lnych metod
stosowanych w badaniach poznawczych, w kté-
rych bywaja stosowane i dopuszczalne modyfika-
cje badania. Ptyn z BAL stanowi bardzo cenny
material, szczegdlnie dla oceny patogenezy wielu
choréb, a takze wplywu czynnikéw zewnetrznych

na uklad oddechowy. Pozyskiwanie wielu milio-
néw zywych komoérek pozwala na badanie ich
morfologii, fenotypu, czynnosci, stezen wydziela-
nych przez nie substancji. Ponadto hodowle komo-
rek z ptynu z BAL stuza poznaniu wielu proceséw
zachodzacych w drogach oddechowych. Cennych
informacji dostarcza pomiar substancji rozpusz-
czalnych w nadsaczu po odwirowaniu komoérek,
chociaz wyniki badan réznia sie niekiedy miedzy
o$rodkami. W celu obiektywizacji wynikéw niekie-
dy zaleca sie przeliczanie stezen substancji w sto-
sunku do zawarto$ci biatka lub mocznika [2, 66].

W kazdym przypadku wykonania badania,
takze w celach poznawczych, zaleca si¢ przepro-
wadzenie kolejnych etapéw rutynowej oceny ply-
nu oraz opracowanie i przedstawienie typowego
wyniku badania. Prawidlowo wykonany BAL po-
zwala na uzyskanie wystarczajacej objetosci ply-
nu, ktéry mozna wykorzystaé ré6wnocze$nie do
celéw diagnostycznych i badawczych.
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