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KONSKE ASTMA: TIPY A TRIKY PRO VYSOCE
VYPOVIDAJICIi CYTOLOGICKOU DIAGNOSTIKU

Spravny postup v diagnostice onemocnéni
dychacich cest koni spodiva v podrobné
anamneéze, klinickém vysetfeni, vyhodno-
ceni endoskopického nalezu a funkcnich
testu plic, ale dulezitymi stavebnimi ka-
meny diagnostického procesu jsou také la-
boratorni vySetfeni jako cytologické vy-
Setfeni vzorku odebraného z dychacich
cest (TBS- tracheobronchialni sekret
a BAL- bronchoalveolarni lavaz). Jako vzdy
je vypovidaci schopnost laboratornich vy-
Setfeni zavisla na spravné zvoleném druhu
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zaslaného vzorku a jeho optimalnim zpra-
covani.

U klasickych pfiznakd onemocnéni dycha-
cich cest jako jsou kasel, patologické plicni
ozvy, vytok z nosu a dyspnoe je doporuci-
telné vysetfeni TBS a/nebo BAL. Ale také
intolerance zatéze patfi k indikacim u kte-
rych by toto vySetfeni mélo byt provedeno,
protoze piedevsim u lehkého az stifedné
tézkého stupné equinniho astmatu (dfive:
Inflammatory Airway Disease (IAD)) mohou
byt klinické symptomy velice subtilni.
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Docela nedavno pan Schwarz a Kihn ve-
lice podrobné popsali praktické provedeni
TBS a BAL s napomocnymi tipy. AvSak kdy
vySetfovat TBS a kdy je lepSi odebrat BAL?
Jaka je vypovidaci schopnost nalezu z riz-
nych odebranych vzork(i? Pro bakteriolo-
gické vySetfeni je vhodnéjsi vzorek z tra-
chey, proto je pfi podezfeni na bakterialni
onemocnéni (napf. teplota) vzdy vhodny
odbér TBS. Pokud predpokladame
bakterialni pneumonii, je BAL dokonce kon-
traindikovana. Pro cytologické vySetfeni je
v8ak kazdopadné vhodnéjSi BAL, protoze
nalezy z BAL na rozdil od nalezi z TBS
dobfe koreluji s patohistologii. JelikoZ cyto-
logicky obraz z TBS navic neni reprezenta-
tivni pro dolni cesty dychaci, je BAL meto-
dou volby pfi cytologickém vySetfeni difuz-
nich plicnich onemocnéni. V idealnim
pfipadé je vhodny odbér obou vzorkd.

Spravné zpracovani vzorku je vSak pro
uspésSnou diagnostiku stejné dulezité jako
jejich spravny odbér. BohuZzel bunky ve vy-
plaSich degeneruji velmi rychle. Proto
i kdyZ zasilame vzorky do laboratofe, musi
byt preparaty pro cytologické vySetieni zho-
toveny ihned po odbéru vzorku. Pokud jsou
roztéry na cytologické vySetfeni provadény
az v laboratofi, velice ¢asto (jiz po par hodi-
nach transportu/uskladnéni) jsou burky
nehodnotitelné a vypovidaci schopnost cy-
tologického nalezu rapidné klesa.

Pokud bylo mozné provést TBS bez vypla-
chu, je dobré provést otiskové preparaty
pfimo z hlenu. Provadi se nanesenim jedné
kapky materidlu na podlozni skli¢ko, pres
né&j prelozime druhé podlozni sklicko a bez
pouziti tlaku rychle prejedeme jednim sklic-
kem pres druhé. DalSi moznosti je polozit
obé sklicka na sebe a tahem od sebe zho-
tovit preparat stejné jako kdyz ,mazeme

maslo na chleba“ (obrazek 1). Pokud jsme
material z TBS ziskali vyplachem, prove-
deme nejprve centrifugaci vzorku pfi
nizkych otackach (200-300g), poté odstra-
nime tekutinu a nakonec naneseme kapku
sedimetovaného hlenu na skli¢ko a prove-
deme roztér podle navodu vySe.

Obrazek 1: otiskovy preparat
Zdroj: LABOKLIN

Tekutina z BAL je vzdy chuda na buriky,
proto musi byt pfed cytologickym vySetfe-
nim provedeno obohaceni  vzorku.
Nejjednodussi metodou je pfiprava roztéro-
vych preparatl ze sedimentu: ¢ast vzorku
dame, stejné jako u vyplachl z trachey,
centrifugovat pfi nizkych otackach. Vétsinu
tekutiny slijeme a zbytek tekutiny resuspen-
dujeme s bunéénym sedimentem a prove-
deme roztér technikou krevniho roztéru:
malou kapku suspenze naneseme na jeden
konec podlozniho skli¢ka. Druhé podlozni
skli¢ko pfilozime ke kapce pod uhlem 45°
a ¢ekame, dokud se tekutina nerozlozi po
celém okraji sklicka. Nakonec kapku roze-
tfeme pomoci plynulého tahu pfes podlozni
sklicko na jeho druhy konec. Navod od
Laboklinu na provedeni krevniho roztéru
najdete na Youtube: (https://t1p.de/e9igc).

NejhodnotnéjSi preparaty k posouzeni te-
kutin chudych na bunky ziskdvame pomoci
cytocentrifugace. Pro nékteré centrifugy se
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https://t1p.de/e9iqc

za timto uCelem prodavaji specialni na-
stavce, jejichz pofizeni se v8ak vyplati
pouze pfi jejich Castém pouziti. Je vSak
mozné si zhotovit vlastni ,sedimentaéni ko-
murku“  pomoci  levnych  pomucek
(obrazek 2): pomoci silnych svorek pfi-
cvakneme 2 mil stfikacku k filtraénimu pa-
piru, ktery je poloZzeny na podloZznim
skli¢ku. Ve filtracnim papiru je dira odpovi-
dajici velikosti diry stfikacky. Pfes konus
stfikacky naneseme na sklicko odebrany
vzorek. FiltraCni papir pomalu nasakuje te-
kutinu a buriky z odebraného vzorku se
shromazduji v misté diry ve filtranim pa-
piru umisténém na podloznim sklicku. Aby-
chom zabranili in-vitro pomnozeni bakterii,
je vhodné po dobu sedimentace umistit se-
dimentacni komarku do lednice.

Obrazek 2: sedimentaéni komurka, vytvorena z jednoho
podloZniho skli¢ka, jednoho filtracniho papiru s dirou, 1
stiikacky a dvou silnych svorek
Zdroj: LABOKLIN

Aby doslo k dobré konzervaci vzorku, je du-
lezité, aby preparaty co nejrychleji uschly.
PredevSim u hustSich vzorkd mizeme pro-
ces schnuti urychlit viozenim do inkubatoru
nebo umisténim vzorku na teply povrch.
Mozné je také opatrné fénovani vzorku
mirné teplym vzduchem. Do laboratofe za-
silejte sucha, neobarvena sklicka usklad-
néna v prepravnich tubach. Spolu se
sklicky zaslete reprezentativni aliquot ode-

braného vzorku ve sterilni té&snici zku-
mavce bez média. Tekuty vzorek by mél byt
do laboratofe zaslan co nejdfive a ve zchla-
zeném stavu (ev. Ize pouzit chladici sacky).

Preparaty Ize barvit béznymi barvivy Gi-
emsa- Romanovskeého typu. Ale minimalné
jedno skli¢ko se barvi barvivem na masto-
cytarni granula jako napf. toluidinova modf.
Ve vzorcich z dychacich cest jsou totiz
mastocyty velmi snadno pFehlédnutelné,
prestoZze jsou diagnosticky velmi dulezité
(obrazek 4).

Fyziologicky obraz bunék z TBS a BAL zr-
cadli anatomické struktury jednotlivych
usekl dychacich cest. U zdravych zvifat
jsou cytologické preparaty na buriky chudé,
s malym mnozstvim tkanovych bunék (fa-
sinkovy epitel a poharkové buriky, obrazek
3) a nepatrnym mnozstvim zanétlivych bu-
nék (pfedevSim makrofagy a lymfocyty,
méné neutrofily, lymfocyty a mastocytarni
buriky, obrazek 4). Pfehled buné&ného slo-
Zeni z TBS a BAL u asymptomatickych koni
je znazornén v tabulce 1.

-

Obrazek 3: vlevo: fasinkovy epitel, vpravo poharkova
burika, barveni Giemsa-Romanovski
Zdroj: LABOKLIN
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Obrazek 4: zanétlivé bunky: nahore zleva: neutrofil,
lymfocyt, eozinofil, mastocyt (barveni Giemsa-
Romanovsky); dole zleva do prava: inaktivovany
makrofag, nékolikajaderny makrofag, erytrofagocytdza,
mastocyt (toluidinova modr)

Zdroj: LABOKLIN

V literatufe se skoro nevyskytuji referencni
hodnoty bunéfného slozeni z TBS. Také
Casto citovany udaj, ze >20 % neutrofild po-
ukazuje na zanétlivy proces, je potfeba vi-
dét kriticky.

DRUH BUNKY

TBS FYZIOLOGICKE

Studie ukazaly, ze za urcitych okolnosti
mohou mit i klinicky zdravi koné v TBS vy-
razné zvySeny podil neutrofilnich granulo-
cyta. Jako pficina je diskutovano mimo jiné
krmeni senem ve formé balikU, pobyt venku
ve studeném pocasi a intenzivni trénink.
Bunécné slozeni z BAL mnohem méné
podléha venkovnim vlivim a je proto vhod-
néjSi k diagnostikovani diseminovanych
onemocnéni, pfedevSim dolnich cest dy-
chacich. Nejvétsi vypovidaci hodnotu maiji
samoziejmé vysledky ze soubé&zného vy-
Setfeni TBS i BAL.

U onemocnéni dychacich cest se méni ob-
sah/mnozstvi bunék a také pomér jednotli-
vych bunék. B&hem cytologického vySet-
feni hledame také vdechnuté plishnové
struktury (obrazek 5) a pyly (obrazek 5)
nebo puvodce infekci jako jsou napf. bak-
terie. Curschmanovy spiraly (obrazek 6)
jsou vypotkem z dolnich cest dychacich se
zahu$ténym hlenem a poukazuji na nedo-
state&ny mukociliarni clearance.

BAL FYZIOLOGICKE

fasinkovy epitel velké mnoZstvi ojedinéle
makrofagy 79,6 +/- 8,2% 50 — 70%
lymfocyty 9,3 +-5,8% 30 - 50%
neutrofily 9,3 +/-4,9% <5%
eosinofily 0,2 +/-0,6% <0,1%
mastocyty <2%

Tabulka 1: fyziologické zastoupeni bunék u TBS a BAL
z Cian et al. 2015
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DRUH BUNKY Z BAL

LEHKE AZ STREDNE
TEZKE EQUINNi ASTMA

TEZKA FORMA
EQUINNIHO ASTMATU

(IAD) (RAO)
neutrofily 5 - 20% > 25%
eosinofily >0,1% <0,1%
mastocyty >2% <2%

Tabulka 2: zastoupeni bunék z BAL u equinniho astmatu
z Cian et al. 2015

Obrazek 5: podlouhld, dvousténna plisriova hyfa
a 4 zrnicka pylu, barveni Giemsa-Romanovski
Zdroj: LABOKLIN

Vysetfeni bunécného sloZeni z BAL je na-
pomocné predevsim pfi diferenciaci steril-
nich zanétl jako jsou lehky az stfedni stu-
pen astmatu (dfive: IAD) a tézky stupen
equinniho astmatu (dfive: Recurrent
Airway Obstruction (RAO)) (tabulka 2).
Obé formy astmatu zpusobuji zvySeni po-
dilu neutrofilnich granulocytl ve vzorcich.

U lehkého az stfedné tézkého stupné equi-
nniho astmatu je jejich zvySeni jen velmi
malé (5-20 % neutrofil(i), mimo to se mohou
ve zvySené mife vyskytovat mastocyty
(>2 %) a eozindfily (>0,1 %). Tézka forma
equinniho astmatu je spojena s vyraznym
zvySenim mnozstvi neutrofilnich granulo-
cytd (>25 %), v mnoha pfipadech nacha-
zime pouze neutrofilni granulocyty.

Septické zanéty zpusobuji zpravidla velmi
vysoké mnozstvi bunék, rovnéz s velmi vy-
sokym podilem neutrofilnich granulocytu.
Bez prikazu fagocytovanych bakterii, proto
muze nalez vypadat jako obraz tézkého
stupné equinniho astmatu. Je tedy nutné,
aby byly cytologické nalezy vzdy interpreto-
vany v kombinaci s anamnézou a klinickym
obrazem. Mame-li pfi klinickém vysSetfeni
podezieni na bakterialni onemocnéni, mélo
by byt vzdy provedeno bakteriologické vy-
Setfeni z TBS.

Makrofagy s obsahem fagocytovanych ery-
trocytll (obrazek 6) nebo jejich derivatu
(hemosiderin nebo hematoidin), poukazuji
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na pFitomnost krvaceni do plic. Lehké krva-
ceni muze doprovazet rizna onemocnéni
plic a muze byt zplsobeno napf. tézkymi
zachvaty kasle. Vyrazna pfimés krve muze
ale také poukazovat na pfitomnost zatézi
indukovaného krvaceni do plic (EIPH
(Exercise-induced pulmonary haemorr-
hage)). Samoziejmé& musime odliSit krva-
ceni do plic od pfimési krve zpusobené od-
bérem vzorku. To zjistime vyhodnocenim
preparatl z Cerstvé ziskaného vzorku. Po-
kud jsou ve vzorku pfitomny také znamky
odbouravani erytrocytl, jedna se o krva-
ceni do plic.

Obrazek 6: Curshmanovy spirdly, barveni Giemsa-
Romanovski
Zdroj: LABOKLIN

U nékterych raritnich onemocnéni plic, jako
napf. equinni multinodularni pulmonalni fib-
réza (EMPF) je pro stanoveni diagndzy ne-
zbytné patohistologické vySetfeni plicni

tkané, jelikoz cytologické nalezy z BAL jsou
nespecifické. Z BAL mUzeme kazdopadné
pomoci PCR vySeftfit pfitomnost EHV-5,
ktery je asociovan s EMPF.

Cytologie z TBS a BAL nam poskytuje ne-
jen cenné informace ke stanoveni diagnozy
plicniho onemocnéni, nybrz nam také po-
skytuje informace o stupni onemocnéni
a o terapeutickém uspéchu. Vybér vhod-
ného vzorku a vyhotoveni dobfe hodnotitel-
nych cytologickych preparatu je rozhodujici
pro vysokou vypovidaci schopnost nalezu.
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