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Methodology of induced sputum induction and processing
— recommendation of Polish Respiratory Society

Wprowadzenie

W miare rozwoju metod diagnostycznych po-
jawia sie potrzeba tworzenia precyzyjnych zasad
wykonywania badan. Badania cytologiczne staly
sie w ciggu ostatnich lat istotnym elementem
w diagnostyce wielu choréb uktadu oddechowe-
go. Szczegblne miejsce zajmuja badania wymaga-
jace oceny ilosciowej, do ktérych nalezy ptyn z plu-
kania oskrzelowo-pecherzykowego (BAL, broncho-
alveolar lavage) i plwocina indukowana. Obie
metody wprowadzone przed okoto 30 laty zostaty
szeroko opisane w piSmiennictwie i realizowane
sa na podstawie r6znych protokoléw, zaré6wno
w Polsce, jak w o$rodkach zagranicznych. Opra-
cowanie rodzimego dokumentu na temat wskazan
metodologicznych badania plwociny indukowanej,
podobnie jak innych metod diagnostycznych wy-
magajacych standaryzacji, wydaje sie w pelni uza-
sadnione.

Pneumonol. Alergol. Pol. 2008; 76: 378-395

We wrzeéniu 2006 r. zostala powolana Sekcja
BAL Polskiego Towarzystwa Choréb Phuc, ktorej
pierwszym i gléwnym zadaniem bylo opracowanie
ujednoliconych zasad wykonywania badania BAL
i plwociny indukowanej. Praca jest wynikiem wspét-
pracy wielu specjalistéw, ktérzy zajmuja sie tymi za-
gadnieniami, maja w tym zakresie dos§wiadczenie i wy-
razili zainteresowanie przygotowaniem opracowania.
Autorzy pracuja w licznych osrodkach w Polsce,
w wiekszosci w osrodkach akademickich. Dokument
zostal przygotowany przez grupy robocze w kilku
oddzielnych czeéciach. Podzial na czesci wynika ze
specyfiki poszczegélnych etapéw wykonywania ba-
dania: pobierania, opracowywania i oceny cytologicz-
nej tego szczegdélnego materiatu, jakim jest plwocina
indukowana. Podstawa do tworzenia dokumentu byly
opracowania metodologiczne zagraniczne i rodzime
oraz doswiadczenie autoréw. Przygotowane opraco-
wanie zostalo poddane ocenie przez grono specjali-
stéw — ekspertéw w omawianej dziedzinie.
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Wskaz6éwki odnosnie opracowania plwociny
indukowanej sg adresowane do os6b pracujacych
w osrodkach polskich, gdzie badania te sa lub beda
wykonywane w celach diagnostycznych, w szcze-
goélnosci do specjalistéw choréb ptuc, patomorfo-
logéw i cytotechnikéw. Forma dokumentu wyni-
ka ze specyfiki materiatu, ktéry wymaga zar6wno
oceny jakoSciowej, jak i ilosciowej i powinien by¢
opracowywany w spos6b ujednolicony. Brak wy-
tycznych w jezyku polskim stanowil dotychczas
pewne utrudnienie dla wielu oséb zajmujacych sie
tego rodzaju badaniami. W opracowaniu wskaz6-
wek autorzy starali sie zaadaptowac¢ dotychczaso-
we dokumenty zagranicznych specjalistéw do
warunkow polskich.

Joanna Domagafta-Kulawik

Wiadomosci wstepne

Plwocina indukowana stanowi cenny i tatwy
do uzyskania materiat, ktérego badanie moze do-
starczy¢ wielu informacji na temat choréb tocza-
cych sie w drogach oddechowych. Indukcja plwo-
ciny polega na prowokacji odkrztuszenia wydzie-
liny za pomocg inhalacji hiperosmotycznych roz-
tworéw chlorku sodu (NaCl). Jest bezpieczna i sku-
teczng metoda diagnostyczng, szczeg6lnie u cho-
rych, u ktérych kaszel jest nieproduktywny.

Badanie wydzieliny oskrzelowej od ponad
100 lat znajduje zastosowanie w diagnostyce bak-
teriologicznej i onkologicznej, a ostatnio, dzieki me-
todzie indukcji, stato sie pomocne w ocenie stanu
zapalnego drég oddechowych u pacjentéw z astma
oskrzelowg, przewlekla obturacyjna chorobg ptuc
(POChP), a takze innymi chorobami uktadu odde-
chowego. Indukcja plwociny umozliwia uzyskanie
materiatu biologicznego zblizonego w sktadzie do
plwociny odkrztuszonej spontanicznie, zar6wno
pod wzgledem komérkowym, jak i w zakresie
sktadnik6w pozakomérkowych. Jednak w poréw-
naniu z plwocing otrzymana spontanicznie, bada-
nie indukowanej plwociny dzieki wprowadzeniu
standardow do zabiegu indukcji i opracowania
otrzymanego materiatu, pozwala na powtarzalng
i wiarygodna ocene sktadu odsetkowego komorek
zapalnych oraz stezen mediatoréw zapalenia i in-
nych substancji w niej zawartych. W plwocinie in-
dukowanej stwierdza sie duza zywotno$¢ komorek,
co pozwala na ,badania przyzyciowe” (stymulacje
komérek, badanie ich aktywnosci wydzielniczej,
hodowle komoérkowe) [1-3]. Indukowana plwoci-
na pochodzi z centralnych czesci drzewa oskrze-
lowego, w zwiagzku z czym, w przeciwienistwie do
plynu z BAL, ma ograniczong przydatno$é w oce-

nie choroéb toczacych sie na poziomie pecherzykéw
plucnych [4, 5]. Bezpieczenstwo indukcji plwoci-
ny, fatwos¢ wykonania oraz stosunkowo duza po-
wtarzalno$¢ i wiarygodnos§é wynikéw stanowia
o atrakcyjnosci tej metody diagnostycznej.

Wskazania do indukcji plwociny [5]

Diagnostyka choréb pluc:

— astma oskrzelowa — dominujacymi komérka-
mi sg eozynofile uwalniajgce takie mediatory,
jak: eozynofilowe biatko kationowe (ECP),
neurotoksyna eozynofilowa (EDN), peroksyda-
za eozynofilowa (EDP); w ciezkiej astmie i za-
ostrzeniu astmy czesto obserwuje sie naplyw
neutrofiléw;

— POChP — typowymi komérkami sg neutrofi-
le. W nadsaczu przewazaja interleukina-8 (IL-8),
mieloperoksydaza (MPO), ludzka lipokaina
neutrofilowa (NHL); w przypadku astmy
i POChP badanie plwociny indukowanej moze
mieé znaczenie w diagnostyce réznicowej
trudnych przypadkéw tych choréb;

— przewlekly kaszel — w diagnostyce r6znico-
wej kaszlu badanie plwociny jest obecnie re-
komendowane, umozliwia m.in. rozpoznanie
eozynofilowego zapalenia oskrzeli czy choro-
by refluksowej (dodatnie barwienie makrofa-
goéw na tluszcze);

— mukowiscydoza — typowa jest bogatokomor-
kowa plwocina, z dominacja neutrofil6w;

— diagnostyka mikrobiologiczna — plwocina in-
dukowana znajduje zastosowanie w réznico-
waniu zakazen, gtéwnie oportunistycznych,
w szczegoblnosci w przypadku podejrzenia in-
fekcji Pneumocystis jiroveci i Mycobacterium
tuberculosis (jakkolwiek w niektérych osrod-
kach badanie w kierunku gruzlicy budzi za-
strzezenia) [6];

— pylice i narazenie na pyly — obecnos¢ czastek
pyloéw i substancji wdychanych wolnych i wi-
docznych w cytoplazmie makrofagow utatwia
rozpoznawanie pylic [6];

— sarkoidoza i inne choroby $rédmiazszowe —
wedlug niektérych autoréw sktad komérkowy
indukowanej plwociny moze by¢ réwnie przy-
datny w diagnostyce tych choréb jak ptyn
z BAL (co wymaga dalszych badan), jednak
w plwocinie, ktérej sktad odzwierciedla pro-
cesy chorobowe toczace sie w centralnych dro-
gach oddechowych, wystepuje wiekszy odse-
tek neutrofiléw i eozynofiléw, natomiast
mniejszy odsetek makrofagéw i limfocytow —
przy porownywalnym profilu subpopulacji
limfocytow uzyskanych w BAL [6, 7];
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— rak pluca — podobnie jak w przypadku plwo-
ciny spontanicznej, jedynie w guzach we-
wnatrzoskrzelowych plwocina indukowana
moze mie¢ pewne znaczenie w rozpoznawa-
niu nowotworu. Zastosowanie badan moleku-
larnych moze umozliwié¢ wykrycie wczesnych
zmian wyprzedzajacych rozwéj raka, szczegdl-
nie u o0s6b z grup ryzyka;

— inne, rzadziej spotykane choroby, takie jak
aspergiloza oskrzelowo-ptucna, choroba Fa-
bry’ego, zmiany polekowe.

Ocena odpowiedzi na leczenie i ekspozycje

alergenowa:

— utrzymywanie sie eozynofilii w plwocinie in-
dukowanej u pacjentéw z rozpoznang astmag
oskrzelowa po zastosowaniu steroidéow wziew-
nych moze wskazywaé na nieadekwatne lecze-
nie (zbyt mata dawka, niepetlna wspotpraca
z chorym, opornos¢ na glikokortykosteroidy) [4];

— zwiekszenie odsetka eozynofilow po ekspozy-
cji na alergen potwierdza znaczenie tych komé-
rek w patogenezie astmy u badanego chorego;

— zwiekszenie odsetka eozynofiléw u chorego na
POChP moze wskazywacé na zasadno$é zasto-
sowania glikokortykosteroid6ow.

W aktualnych badaniach wykazano przydat-
no$¢ indukcji plwociny jako metody pozwalajacej
na pozyskanie materiatu z drég oddechowych
u dzieci majacych trudnosci w spontanicznym od-
krztuszeniu plwociny. Znajduje ona zastosowanie
réwniez w diagnostyce i monitorowaniu astmy
oskrzelowej [8, 9], mukowiscydozy [10-12], refluk-
su zoladkowo-przelykowego i przewleklego kasz-
lu [13], rozstrzeni oskrzeli [14], eozynofilowego za-
palenia oskrzeli [15], obturacyjnego bezdechu sen-
nego [16], pierwotnej dyskinezji rzesek [17], a tak-
ze w diagnostyce mikrobiologicznej zakazen dol-
nych drég oddechowych [18, 19] i aspergilozy
oskrzelowo-ptucnej [20]. Podobnie jak u chorych
dorostych, badanie wykorzystuje sie w ocenie od-
powiedzi na zastosowane leczenie [21] oraz eks-
pozycje na czynniki szkodliwe i alergeny.

Przeciwwskazania do indukcji plwociny
(podobnie jak w innych dooskrzelowych
prébach prowokacyjnych)

Przeciwwskazania bezwzgledne [22-24]:

— brak zgody chorego na indukcje plwociny,

— zle kontrolowana ciezka astma oskrzelowa,
z FEV, < 1,0 litra lub 50% warto$ci naleznej,
astma w okresie zaostrzenia,

— zaostrzenie POChP,

— ostry incydent wiencowy lub udar mézgu
w ciagu ostatnich 3 miesiecy,

— zle kontrolowane nadci$nienie tetnicze (cis-
nienie skurczowe > 160 mm Hg lub ciénienie
rozkurczowe > 95 mm Hg),

— saturacja krwi < 90%, mimo zastosowania
optymalnej biernej tlenoterapii,

— tetniak aorty piersiowej i brzusznej, tetniak na-
czyh mézgowych,

— brak mozliwosci monitorowania przebiegu in-
dukcji plwociny badaniem spirometrycznym,

— ciaza,

— niewymienione powyzej przeciwwskazania do
wykonywania spirometrii, tj. operacja okuli-
styczna wykonana w ostatnim okresie, zwiek-
szone ci$nienie §rédgalkowe, krwioplucie
o niejasnej etiologii, odma optucnowa.

Przeciwwskazania wzgledne [22-24]:

— astma oskrzelowa niedostatecznie kontrolowa-
na, z FEV, pomiedzy 1,01 1,5 litra lub 50-70%
warto$ci naleznej (indukcja plwociny jest za-
zwyczaj bezpieczna, gdy FEV, > 1,5 litrai 70%
warto$ci naleznej),

— ciezka i bardzo cigzka POChP (stopien IIIi IV
wg GOLD),

— przeciwwskazania wzgledne do wykonania
spirometrii, tj. trudnoéci w prawidlowym wy-
konaniu spirometrii, np. bél po operacji w ob-
rebie jamy brzusznej lub klatki piersiowej, za-
wroty glowy, zaburzenia rytmu serca, uposle-
dzenie umystowe, zaburzenia psychiczne.

Przeciwwskazania do indukcji plwociny wy-
mieniane dla pacjentéw dorostych obowiazuja
réwniez pacjentéw pediatrycznych. Podkresli¢
nalezy, ze z uwagi na konieczno$é wspoéltpracy
podczas inhalacji stezonych roztworéw NaCl
i umiejetnos¢ odkrztuszania plwociny (najmlodsze
dzieci plwocine polykaja) oraz zapewnienia moni-
torowania tej procedury badaniem spirometrycz-
nym, indukcje plwociny mozna przeprowadzaé
u dzieci powyzej 6. rz.

Wykonywanie indukcji plwociny

Indukcja plwociny jest préba prowokacyjna,
ktérej moze towarzyszyé wystapienie skurczu
oskrzeli, szczegblnie u oséb z duza nadreaktywno-
$cia oskrzeli. W czasie jej przeprowadzenia ko-
nieczna jest obecnos¢ lekarza i zabezpieczenie
w sprzet do udzielania pomocy medycznej. Nalezy
zapewnié dostep do lekéw rozszerzajgcych oskrze-
la (salbutamol, bromek ipratropium), adrenaliny,
tlenu, aparatu do mierzenia ci$nienia tetniczego,
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spirometru oraz pulsoksymetru. Przy wysokim ry-
zyku wystapienia reakcji niepozadanych chory po-
winien mie¢ zalozony dostep dozylny (wenflon).
Wskazane jest wykonywanie indukcji w oddziel-
nym pomieszczeniu, spelniajacym wymogi gabine-
tu zabiegowego. Badanie spirometryczne powinno
spetnia¢ kryteria poprawnosci ustalone przez Pol-
skie Towarzystwo Choréb Ptuc (PTChP) [24].
Obecnie dostepnych jest kilka protokotéw in-
dukcji plwociny, r6zniacych sie przede wszystkim
stezeniami stosowanych roztworéw NaCl [1].
Wspélnymi cechami wszystkich protokoléw sa:
— premedykacja przed rozpoczeciem indukcji
przy uzyciu bronchodylatatora (salbutamol MDI
200-400 pg podany przez przystawke objeto-
$ciowa lub salbutamol w nebulizacji 2,5 mg),
— odnoszenie kontrolnych spirometrii wykony-
wanych pomiedzy kolejnymi cyklami induk-
cji plwociny do wyj$ciowego badania wenty-
lacji ptuc po leku rozszerzajagcym oskrzela,
— kryteria przerwania procedury ze wzgledéw
bezpieczenstwa chorego.
Zwykle zaleca sie przeprowadzanie indukcji
w 3 cyklach trwajacych, zaleznie od protokotu,
5-7 min. Po kazdym cyklu zacheca sie pacjenta do
wykrztuszenia wydzieliny z drzewa oskrzelowego
oraz wykonuje sie badanie spirometryczne. Spa-
dek FEV, > 20% w stosunku do wartosci wyjscio-
wej FEV, (uzyskanej w 15 min po przyjeciu bron-
chodylatatora) jest wskazaniem do zakonczenia
procedury ze wzgledéw bezpieczenistwa. Indukcje
plwociny mozna prowadzi¢:
— solg fizjologiczng, zwlaszcza u chorych z du-
zym ryzykiem skurczu oskrzeli,
— stalym stezeniem roztworu NaCl (3%),
— wzrastajacymi z kazdym cyklem stezeniami
NaCl (3%—-4%-5%).
W Zalaczniku 2. przedstawiono schemat me-
tod indukcji i proponowany protokét badania.
Warunkiem zwiekszenia stezenia NaCl jest brak
spadku FEV, przekraczajacego 10% wyjéciowej war-
tosci FEV, po salbutamolu. Przy zmniejszeniu FEV,
> 10% a < 20% wartosSci wyjSciowej nalezy powt6-
rzy¢ inhalacje poprzednim stezeniem roztworu NaCl.
W wiekszosci prac dotyczacych przeprowa-
dzania indukcji plwociny u dzieci chorych na ast-
me w protokole byl ujety krotkodzialajacy fB,-mi-
metyk (salbutamol), zwykle w dawce 200 pg. Ob-
serwowane $rednie spadki FEV, nie przekraczaly
10-15% [25-28]. Zastosowanie u dzieci salbutamo-
lu w postaci aerozolu wymaga bezwzglednie uzy-
cia ,spejsera”.
W czasie indukcji plwociny zaleca sie ciggly
pomiar saturacji krwi za pomoca pulsoksymetru
oraz kontrole czestosci pracy serca. U chorych z sa-

turacja krwi < 90% nalezy prowadzi¢ bierna tleno-
terapie w celu uzyskania wartosci saturacji = 90%.
Wskazania do przerwania indukcji plwociny:
— spadek FEV, = 20% wartoéci wyjSciowej (po
salbutamolu),
— spadek saturacji krwi < 90%,
— tachykardia > 120/min,
— wzrost ci$nienia tetniczego > 160/95 mm Hg,
— wystapienie istotnych hemodynamicznie za-
burzen rytmu serca,
— wystapienie innych istotnych klinicznie obja-
woéw niepozadanych, np. bélu dtawicowego,
— brak zgody pacjenta na kontynuacje badania.
Ponowna indukcje plwociny, jeéli sg takie
wskazania, powinno sie wykonaé po przerwie, kt6-
ra wynosi minimum 48 godz.
Wskazania do przerwania indukcji plwociny
u dzieci nie odbiegaja od tych dotyczacych dorostych.
Pomiary FEV, powinny by¢ prowadzone w odstepach
nie dtuzszych niz 5 min, a obserwowane spadki FEV,
nie powinny by¢ wieksze niz 10% w stosunku do
wartos$ci uzyskanych po salbutamolu. W przypadku
spadku FEV, w zakresie 10-20% mozliwa jest kon-
tynuacja badania, ale z uzyciem aktualnie stosowa-
nego stezenia NaCl. Wieksze spadki wartosci FEV,
(co najmniej 20%) lub wystapienie objawéw klinicz-
nych obturacji drég oddechowych sa wskazaniem do
przerwania badania i podania leku rozszerzajacego
oskrzela. Poniewaz monitorowanie wydolnosci od-
dechowej podczas indukgji plwociny odbywa sie za
pomocy badani spirometrycznych, nalezy zwrocié
uwage na fakt, ze do indukgcji plwociny powinny by¢
kwalifikowane tylko te dzieci, ktére wykonuja po-
prawnie i powtarzalnie badanie spirometryczne.

Opracowanie materiatu
i przygotowanie preparatow

Wprowadzenie

Metode indukowanej plwociny do badan sta-
nu zapalnego drég oddechowych w chorobach, ta-
kich jak astma oskrzelowa i POChP zastosowano
stosunkowo niedawno, bo na poczatku lat 90. ubie-
glego wieku. Od pierwszych lat pojawily sie dwie
gléwne metody postepowania z wyindukowana
plwocing w laboratorium [29]. Zanim podjeto pro-
by standaryzacji obu tych sposob6w, podlegaty one
wielu drobnym modyfikacjom dokonywanym
w oérodkach wykorzystujacych to badanie. Najwaz-
niejszym czynnikiem r6znicujacym obie metody jest
oddzielanie lub nieoddzielanie plwociny od §liny.

W historycznie najstarszej metodzie grudki
plwociny oddzielane sg od reszty odkrztuszonego
materialu makroskopowo lub przy zastosowaniu
mikroskopu z odwrdécona optyka [30].
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Zaleta tej metody jest uzyskanie materiatu,
ktéry pochodzi w wiekszosci z dolnych drég od-
dechowych, w zwigzku z tym odsetek komérek na-
blonkowych jest niski, jako$¢ preparatéw cytolo-
gicznych wysoka, a stezenia bialek i innych zwigz-
kéw chemicznych w plwocinie sa wyzsze niz
w drugiej metodzie. Natomiast wadami — praco-
chtonnos$é, konieczno$é stosowania mikroskopu
z odwrdcong optyka, a takze utrata czesci materiatu
z dolnych dré6g oddechowych zwigzana z arbitral-
noécia rozréznienia ,,§liny” od ,plwociny” oraz
trudnosci techniczne w idealnym oddzieleniu obu
tych czesci od siebie.

W drugiej metodzie opracowaniu podlega caty
odkrztuszony material, bedacy mieszaning §liny
i plwociny [31].

Zaleta jest szybko$¢ i prostota, badanie moze
by¢ wykonane przez osobe nawet z matym do-
$wiadczeniem, wadg — mniejsza wiarygodnos$é
wynikow zwigzana z domieszka §liny, ktéra w nie-
ktorych przypadkach moze dominowaé w odkrztu-
szonym materiale, w zwigzku z czym odsetek ko-
morek nablonkowych jest wyzszy, a powtarzalnos$é
wynikéw gorsza [32].

W Zataczniku 3. przedstawiono oba sposoby
opracowania plwociny indukowane;j.

Postepowanie wstepne

Odkrztuszona plwocine nalezy dostarczy¢ do
laboratorium w zamknietym i doktadnie opisa-
nym naczyniu (imie i nazwisko badanego, data
i godzina zakonczenia indukcji), najlepiej, o ile jest
to mozliwe, w pojemniku z lodem. Zaleca sie
przystepowanie do opracowania jak najszybciej,
najlepiej do 2 godz., a najp6zniej, przechowujac
material w lodéwce, do 9 godz. od zakoniczenia
indukc;ji [33]. Plwocine nalezy przetozy¢ na plyt-
ke Petriego (umieszczona na ciemnym tle) w celu
przeprowadzenia oceny makroskopowej. Od-
krztuszony material moze mieé posta¢ wydzieli-
ny §luzowej, ropnej lub §luzowo-ropnej. Plwoci-
na, to zazwyczaj geste, lepkie i w r6znym stopniu
skondensowane fragmenty w formie biatawych
lub szarych pasemek i grudek, ktére sq zawieszo-
ne w mieszaninie §liny i §luzu. Dalsze postepo-
wanie moze przebiega¢ albo z izolacja fragmen-
téw i grudek plwociny z catego odkrztuszonego
materiatu [34-37], czyli wyodrebnieniem za po-
moca tepych kleszczykéw, czesto pod kontrola
mikroskopu, albo tez z pominieciem tego etapu.
W tym drugim przypadku, dalszej obrébce pod-
lega caly odkrztuszony materiat [31]. W pierw-
szym przypadku prawidlowa jakosé badania za-
pewnia uzyskanie do dalszej obrébki ok. 50 g ma-
terialu, w drugim — ok. 2 ml.

Homogenizacja plwociny

Badany material (cala wydzielina lub oddzie-
lona plwocina) jest wazony, a nastepnie podlega
homogenizacji przy pomocy 0,1% roztworu dithio-
threitolu (DTT). Homogenizacje plwociny przepro-
wadza sie kolejno poprzez aspiracje pipeta, deli-
katne wytrzgsanie i na koniec kotysanie (miesza-
nie) przez 15 min na kotysce laboratoryjnej. Naj-
czeSciej uzywanym odczynnikiem do homogeni-
zacji plwociny jest roztwér DTT o nazwie sputoli-
zyna (firmy Calbiochem) lub DTT w postaci prosz-
ku do wykonania 0,1% roztworu w wodzie desty-
lowanej na biezgco (tuz przed homogenizacja).

W przypadku zastosowania metody oddzielania
plwociny od $liny, do zwazonej, oddzielonej plwo-
ciny nalezy dodac 0,1% roztwér DTT o objetosci réw-
nej 4-krotnej wadze plwociny (np. do plwociny
o wadze 1 g dodaje sie 4 ml 0,1% roztworu DTT).

Jezeli opracowaniu podlega caly odkrztuszo-
ny material, objeto$¢ roztworu DTT powinna za-
leze¢ od stosunku plwociny do §liny w badanej
wydzielinie. Poniewaz stosunek ten jest nieznany,
objeto$é 0,1% roztworu DTT réwna sie objetosci
badanej wydzieliny [31, 32, 38].

Zalecana temperatura opracowania plwociny
jest temperatura pokojowa (ok. 22°C).

Filtrowanie homogenatu plwociny
indukowanej

W celu usuniecia resztek §luzu, uszkodzo-
nych komoérek i zanieczyszczen zaleca sie prze-
filtrowanie homogenatu plwociny przez filtr ny-
lonowy. W pismiennictwie najczesciej zaleca sie
gaze nylonowsg (48-52 um) (np. firmy BNSH
Thompson). Filtrowanie homogenatu plwociny
powoduje niewielkie obnizenie catkowitej liczby
komoérek, jednak nie ma to wplywu na sktad od-
setkowy komérek.

Wyliczanie calkowitej liczby i zywotnosci
komérek w wyindukowanej plwocinie

Po przefiltrowaniu, homogenat plwociny na-
lezy zmiesza¢ poprzez aspiracje pipeta, a nastep-
nie wyliczy¢ calkowita liczbe komérek nienabton-
kowych, odsetek komérek nabtonkowych oraz
zywotnosé¢ komorek nienabtonkowych. Powyzsze
obliczenia przeprowadza sie w komorze hemato-
logicznej Neubauera lub Biirkera [4, 32, 36]. Cal-
kowita liczba komoérek powszechnie jest wyraza-
na jako liczba komérek x 10°w przeliczeniuna1g
lub 1 ml wyindukowanej plwociny. Zywotnosé
komoérek, wyrazana w odsetkach, jest okreslana
przy uzyciu blekitu trypanu — odczynnika, ktéry
wybarwia na kolor niebieski martwe komérki (try-
pan blue exclusion method).
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Zaleca sie, aby wyliczanie catkowitej liczby
komérek zapalnych w plwocinie dokonywacé przed
odwirowaniem homogenatu plwociny. Wirowanie
powoduje spadek ich liczby, chociaz nie zmienia
sktadu odsetkowego typéw komérek [32]. Zywot-
no$¢ komérek plwociny selekcjonowanej, podlega-
jacej natychmiastowej obrébce i homogenizowanej
za pomocg DTT jest duza i wynosi okoto 809% [39-41].
Zywotnos$é komérek ponizej 50% swiadczy o ni-
skiej jako$ci materiatu [42].

Oddzielanie komorek plwociny
od fazy plynnej

Kolejnym etapem postepowania ze zhomoge-
nizowang i przefiltrowana plwocing indukowana
jest oddzielanie fazy komérkowej od fazy ptynnej
poprzez odwirowanie materialu w wir6éwce labo-
ratoryjnej. Zaleca sie 10 min wirowania przy sile
300-400 X g[1, 32]. Supernatant nalezy ostroznie
oddzieli¢ od pozostajacego na dnie probéwki wi-
réwkowej osadu komoérek, nastepnie porcjowac go
do probéwek typu eppendorf, opisa¢ i przechowy-
wacé w zamrazarce do czasu wykonania badan bio-
chemicznych w przedziale temperatur od -20°C do
-70°C.

Badania dotyczace czasu oraz optymalnej tem-
peratury przechowywania supernatantu z uwzgled-
nieniem poszczegdélnych biatek zapalnych sa do tej
pory niewystarczajace [3].

Wykonywanie preparatéw cytologicznych
Preparaty cytologiczne mozna wykonywac
metoda tradycyjna, rozprowadzajac recznie zawie-
sing komérkowa na podstawowych szkietkach
mikroskopowych. Zalecanym standardem jest
wykonywanie ich za pomocg cytowiréwki. W tym
celu otrzymany po wirowaniu osad komérek, o zna-
nej liczbie calkowitej, nalezy zawiesi¢ w takiej ob-
jetoéci roztworu PBS (lub DPBS), aby liczba ko-
moérek mieScita sie w granicach 40-60 x 10°/ml.
Optymalnymi warunkami wirowania sg: objetosé
wirowanej zawiesiny — 100 ul, sita od$rodkowa
wirowania — 22 X g (10-51 X g), czas wirowania
— 6 min. Wieksze przyspieszenia moga powodo-
wa¢ uszkodzenia komérek, natomiast zbyt mate —
utrate limfocytéw [43]. W badaniach por6wnaw-
czych wykazano wyzszo$¢ techniki cytospinowe;j
nad manualna. Pozwala ona na uzyskiwanie repre-
zentatywnych ilosciowo i jakosciowo preparatéw,
ktére w poréwnaniu z preparatami wykonywany-
mi recznie charakteryzuja sie znaczaco wyzsza
powtarzalnosciag wynikéw, a ograniczone pole
osadzonych na szkietku mikroskopowym komé-
rek znacznie skraca czas oceny cytologiczne;j [4, 34].
Z kolei preparaty wykonane manualnie pozwalaja

na zachowanie wszystkich komoérek, co moze

mieé¢ znaczenie w diagnostyce onkologicznej.

Mozna uznaé, ze reczne wykonanie rozmazéw

jest dopuszczalne w laboratoriach niedysponu-

jacych cytowiréwka, pod warunkiem, ze jako$é
tych preparatéw pozwala na interpretacje zgodna
ze standardami.

Wskazane jest uzyskanie co najmniej 3 prepa-
ratéow do oceny rutynowej i co najmniej 2 w celu
zabezpieczenia do badan dodatkowych. Optymal-
nie nalezy wykona¢:

a) 2 preparaty wysuszone do barwienia hemato-
logicznego metoda May-Griinwalda/Giemsy
(MGG),

b) 2 preparaty utrwalone w alkoholu lub utrwa-
laczu alkoholowym (np. Cytofix),

¢) 2-4 preparaty wysuszone i natychmiast po
wysuszeniu umieszczone w temperaturze
-20°C.

Ad. a) Preparaty cytologiczne wysuszone na po-
wietrzu sg wybarwiane metodg MGG. Jest
to metoda barwienia z wyboru. W trakcie
wybarwiania nalezy przestrzega¢ wszyst-
kich zalecen producenta odczynnikéw od-
no$nie ich przygotowania, zachowania od-
powiedniego pH oraz czasu wybarwiania na
poszczegblnych etapach barwienia. Inne
metody barwienia, np. barwienie w kierun-
ku komoérek metachromatycznych za po-
moca blekitu toluidyny, umozliwiajg iden-
tyfikacje komérek tucznych oraz bazofiléw
[4, 29, 31, 34, 44].

Ad. b) Preparaty utrwalone w alkoholu sa wybar-
wiane hematoksyling—eozyna.

Ad. ¢) Zamrozone preparaty moga by¢ wykorzysta-
ne do przeprowadzenia barwien immuno-
cytochemicznych, w zaleznosci od wskazan
klinicznych. Czas przechowywania nie zo-
stal okreslony.

Modyfikacje metodologii opracowywania
indukowanej plwociny

Modyfikacje metody opracowania plwociny
zmierzajg z jednej strony do jej uproszczenia tak,
aby mogta by¢ powszechnie stosowana w prakty-
ce klinicznej [30, 33, 45-49]. Z drugiej strony,
w celu uzyskania materialéw o wyzszej jakosci
i ich aplikacji do takich technik, jak cytometria
przeplywowa, reakcja tancuchowa polimerazy
(PCR, polymerase chain reaction), hybrydyzacja
in situ lub immunocytochemia metodyka staje sie
bardziej ztozona [49-52]. Jako przyklady moga po-
stuzyé badania Ronchi i wsp. [50], ktérzy oczysz-
czali zawiesine komoérek plwociny z pozostatosci
§luzu, zanieczyszczen oraz resztek martwych ko-

www.pneumonologia.viamedica.pl 383



Pneumonologia i Alergologia Polska 2008, tom 76, nr 5, strony 378-395

morek. Dokonywali tego poprzez kilkukrotne fil-
trowanie zawiesiny komoérkowej, wirowanie
w gradiencie Percollu, plukanie w medium uzy-
wanym do hodowli komérkowych. Dzieki temu
otrzymywali preparaty cytospinowe, ktérych ja-
kos¢ umozliwila zastosowanie techniki immuno-
cytochemicznej oraz hybrydyzacji in situ. Pomi-
mo ze metoda powoduje obnizenie catkowitej
liczby komérek, nie wptywa jednak na ich sktad
odsetkowy w plwocinie. Z kolei Mamessier
iwsp. [52] opracowali szczegélowy protokot eks-
trakcji RNA z malych prébek zawierajacych za-
ledwie 100 tys. komérek izolowanych z plwoci-
ny indukowanej.

W supernatancie z plwociny za pomocg me-
tod immunoenzymatycznych (EIA) i radioimmu-
noenzymatycznych (RIA) moga by¢ mierzone ste-
zenia r6znych biatek, takich jak cytokiny, rozpusz-
czone czasteczki adhezyjne, markery przesieku
naczyniowego (np. albumina, fibrynogen) oraz
markery aktywacji granulocytéw [3, 30, 51, 53-57].
Celem licznych prac metodologicznych bylo réw-
niez przystosowanie technik opracowania plwoci-
ny do uzyskania powtarzalnych wynikéw tych
oznaczen. Nadal jednak oznaczanie stezen sub-
stancji rozpuszczalnych ma raczej znaczenie po-
znawcze niz diagnostyczne.

Opisano rézne sposoby majace na celu umoz-
liwienie przesuniecia opracowania materiatu
w czasie. Na przyktad Kelly i wsp. [45] zastosowa-
li paraformaldehyd, ktéry dziata stabilizujaco na
blony komérkowe oraz szybko utrwala wigzania
krzyzowe w strukturze §luzu w plwocinie. Pozwa-
la to na bezpieczny transport probek nawet do od-
dalonych laboratoriéw. Komérki plwociny na dro-
dze trypsynizacji mozna nastepnie uwolni¢ i w ten
spos6b opéznié opracowanie plwociny nawet
o kilkadziesigt godzin. Z kolei Prince i wsp. [58]
opisali procedure zabezpieczania komorek plwo-
ciny za pomoca bydlecej surowicy ptodowej
(FBS, fetal bovine serum) poprawiajacej przezy-
walnosé komérek w warunkach in vitro. Z kolei
dodatek odczynnika DMSO (dimethyl sulfoxide)
pozwala na bezpieczne zamrozenie materiatu ko-
moérkowego do temperatury —80°C. Po rozmroze-
niu komérki nadal zachowuja swoje wtasciwo-
$ci, a przede wszystkim zywotno$é. Praktycznym
srodkiem stosowanym do zachowania plwociny
jest roztwor Saccomanno dostepny jako standar-
dowy odczynnik (polyethylene glycol solution,
Fluka). Jego zaleta jest zachowanie morfologii
komoérek. Roztwér znajduje zastosowanie jako
odczynnik zabezpieczajacy na czas transportu do
laboratorium.

Ocena cytologiczna

Przedmiotem badania cytologicznego plwoci-
ny indukowanej jest ocena jakoSciowa morfologii
komorek oraz ocena ilosciowa sktadu odsetkowe-
go komorek.

Typowymi sktadnikami komérkowymi plwoci-
ny indukowanej sa komorki nabtonka ptaskiego,
makrofagi, limfocyty oraz granulocyty obojetno-
chtonne i kwasochtonne. Dodatkowo mozna stwier-
dzi¢ obecnosé innych komérek: atypowych, nowo-
tworowych oraz licznych rodzajéw drobnoustrojéw,
za$ komoérki nienablonkowe moga mie¢ zmienione
formy (szczegdlnie dotyczy to makrofagéw). Prepa-
raty cytologiczne powinien ocenia¢ wykwalifikowa-
ny cytotechnik, a wynik weryfikowaé i podpisywacé
patomorfolog. Badanie plwociny indukowane;j jest
specjalistycznym badaniem cytologicznym i powin-
no by¢ wykonywane w pracowniach cytologii.

Niniejsze wytyczne dotycza oceny plwociny
indukowanej jako materiatu znajdujacego zastoso-
wanie w diagnostyce choréb pluc. Obecnie w wigk-
szo$ci pracowni wykonuje sie to badanie jedynie
w celach badawczych, dla ktérych material ten oka-
zal sie niezwykle cenny. Jednak nalezy pamietag,
ze jest to material pobrany od chorego i znalezienie
w trakcie badania naukowego jakichkolwiek niepra-
widlowosci powinno by¢ zweryfikowane, odnoto-
wane i przekazane klinicy$cie — osobie kierujacej
na badanie. Zaleca sie opracowanie wyniku i opi-
sanie w kazdym przypadku (propozycja wzoru wy-
niku w zataczeniu). Jak w kazdym przypadku ba-
dania cytologicznego, wynik wydaje sie jak najszyb-
ciej po dokonaniu jego oceny, w ciggu 1-2 dni.

Ocena preparatéow

Odpowiednio przygotowane, utrwalone i za-
barwione preparaty wymagaja standardowego ba-
dania, w powiekszeniach 100 i 200 xX. W czasie
wstepnej oceny nalezy ustalié, czy preparat jest
warto$ciowy. Do preparatow, ktére nie majg wia-
$ciwej jakosci, nalezy podej$é z duza ostroznoscia
i zaleca sie uznanie ich jako niediagnostycznych.
Unika sie w ten sposéb wielu pomytek zaréwno
w kierunku rozpoznan fatszywie dodatnich, jak
i uyjemnych. W czasie wstepnej oceny catego pre-
paratu nalezy okresli¢ dominujaca populacje ko-
morek oraz ewentualnie rozpoznaé obecnosé in-
nych elementéw niz podstawowe typy komoérek.

Ocena ilosciowa wymaga doktadnej identyfi-
kacji komorek, co jest mozliwe w barwieniu he-
matologicznym MGG, w duzym powiekszeniu 1000 X
z zastosowaniem immersji. Pierwszym etapem oce-
ny iloSciowej jest policzenie odsetka komérek na-
btonka ptaskiego. Obecnos¢ ponizej 50% tych
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komorek oraz obecno$é co najmniej 200 komoérek
nienablonkowych pozwala uznaé¢ rozmaz jako
warto$ciowy do dalszej oceny [59]. Dane z piSmien-
nictwa sg bardzo rozbiezne, od 20% do 80% ko-
morek nabtonka plaskiego, co jest zdecydowanie
zbyt duza warto$cia.

Na kolejnym etapie dokonuje sie obliczenia
odsetka komérek nienabtonkowych: makrofagéw,
limfocytéw, granulocytéw obojetnochtonnych
i granulocytéw kwasochtonnych (tak tez nalezy
podaé¢ wynik: jako odsetek wszystkich komoérek
niebedacych komérkami nablonka ptaskiego).
Praktycznie nalezy wybra¢ kilka przypadkowych
pol i policzy¢ tacznie 300 komérek, aby obiektyw-
nie oceni¢ ich wzo6r odsetkowy. W trakcie analizy
ilosciowej najlepiej bra¢ pod uwage komoérki ,,pew-
ne”, takie, ktére mozna odpowiednio zakwalifiko-
wacé, niebudzace watpliwosci, o dobrze zachowa-
nej morfologii. Nie nalezy analizowa¢ pél niekwa-
lifikujacych sie do oceny (np. komérki w grupach,
zlepione, o zatartych granicach). Trudnosci inter-
pretacyjne opisano uprzednio [60].

Istotnym wskazaniem klinicznym do badania
plwociny indukowanej jest diagnostyka mikrobiolo-
giczna. W rutynowo barwionych preparatach mozna
stwierdzi¢ obecnoé¢ lub posrednie cechy obecnosci
drobnoustrojéw, takich jak grzyby, cechy zakazenia
niektérymi wirusami (HPV, CMV), posrednie cechy
obecnosci P. jiroveci. Dokladna diagnostyka mikrobio-
logiczna (zgodnie z zasadami wykonania posiewéw
ibarwien mikrobiologicznych) powinna by¢ wykona-
na na wyrazne zlecenie klinicysty. JeZeli drobnoustroje
zostang wykryte przypadkowo, nalezy wykona¢ do-
datkowe barwienia na utrwalonych preparatach za-
chowanych do dalszych badan lub zaleci¢ dalsza dia-
gnostyke, np. ponowne pobranie materiatu.

W czeéci ,,Opracowanie materiatu i przygoto-
wanie preparatéw” opisano metode przechowywa-
nia preparatéw, ktére moga stuzyé¢ do badan im-
munocytochemicznych. Wykonanie badania i in-
terpretacja wynikéw badan immunocytochemicz-
nych w przypadku plwociny indukowanej powin-
ny by¢ zgodne ze standardami wykonania tych
badan w diagnostyce patomorfologicznej.

Wynik badania

Wzér wyniku przedstawiono w Zaltgczniku 4.
W tabeli 1 podano wyniki badania plwociny indu-
kowanej u 0os6b zdrowych, palacych i niepalacych
[41, 61-64]. Widoczne sg pewne rozbieznoéci,
zwlaszcza szerokie zakresy odsetka komérek, co
wynika z charakteru i pochodzenia materiatu ze
znacznego obszaru drég oddechowych. Zdaniem
autoréw nie jest mozliwe ustalenie tak doktadnych
norm dla plwociny indukowanej, jak dla ptynu

z BAL, stad we wzorze wyniku podano jedynie za-
kres norm sktadu komérkowego dla oséb zdrowych
niepalacych. Nawet w warunkach zdrowia na sktad
plwociny indukowanej wplywa wiele czynnikéw
(patrz czesé ,,Czynniki wplywajace na sktad indu-
kowanej plwociny”). Szczegbélny wplyw na zmia-
ne sktadu komoérkowego wydzielin oskrzelowych
ma palenie papieroséw, dlatego w trakcie interpre-
tacji badania mikroskopowego nalezy zawsze brac
pod uwage dokladny wywiad dotyczacy tego na-
fogu.

Czynniki wptywajace
na sktad indukowanej plwociny

Premedykacja salbutamolem [1, 2, 35]:

— zmniejsza stezenie histaminy w nadsaczu uzy-
skanym z plwociny, ale nie wplywa na sktad
komoérkowy i cytokinowy materiatu.

Zastosowanie roznych stezen roztworow

chlorku sodu (wplyw osmolarnosci

roztworow):

— osmolarno$é roztworu NaCl nie wplywa na
liczbe i sktad odsetkowy komérek oraz steze-
nie substancji pozakomérkowych [1, 65, 66],

— hipertoniczne roztwory NaCl zwiekszaja
osmolarnos¢ i stezenie jonéw sodu w wyindu-
kowanej plwocinie.

Czas trwania indukcji plwociny:

— w plwocinie uzyskanej w poczatkowych eta-
pach (po pierwszym cyklu indukcji) obserwuje
sie wieksza liczbe neutrofiléw i eozynofilow
oraz uwalnianych przez nie mediatoréw (IL-8,
ECP), podczas gdy w konicowej fazie indukcji
(po cyklu 3.) stwierdza sie wiekszg liczbe lim-
focytéw i makrofagéw [1, 67]; sugeruje to, ze
wydzielina odkrztuszona po kilkunastu minu-
tach indukcji pochodzi z bardziej obwodo-
wych obszaréw drzewa oskrzelowego, a zatem
jest zblizona skladem do ptynu z BAL [67],

— za mniejsze stezenie IL-8 i ECP w prébkach
wydzieliny oskrzelowej odkrztuszonej w dal-
szych etapach indukcji plwociny moze odpo-
wiada¢ rozcieficzenie prébki plwociny zwig-
zane z inhalacja roztworéw chlorku sodu [67].

Rodzaj nebulizatora uzytego

do indukcji plwociny:

— znaczenie rodzaju nebulizatora dla sktadu
wyindukowanej plwociny nie jest w pelni
ustalone; wiekszosé danych przemawia za
uzyskiwaniem poréwnywalnej w sktadzie wy-
dzieliny oskrzelowej przy uzyciu nebulizato-
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ra ultradzwiekowego o niskiej (do 1 ml/min)
i wysokiej wydajnoéci [1, 68], jednak w poje-
dynczych badaniach wykazano, ze plwocina
odkrztuszona w przebiegu indukcji za pomoca
nebulizatora o wysokiej wydajnoéci cechuje
sie znamiennie wiekszg Zzywotnos$cig komorek
i mniejszym stezeniem IL-8 i ECP, niezalez-
nie od czasu trwania procedury [67].

Czas miedzy kolejnymi indukcjami:

— ponowne wykonanie indukcji plwociny przed
uplywem 48 godz. moze by¢ przyczyna zwiek-
szonego odsetka neutrofiléw w prébkach wy-
dzieliny oskrzelowej [1, 69-71].

Zanieczyszczenie plwociny $lina [72]:

— domieszka §liny zmniejsza catkowita liczbe
komérek, nie ma jednak wptywu na skiad od-
setkowy komoérek,

— zanieczyszczenie plwociny §ling obniza steze-
nie ECP i IL-8, prébki plwociny zawierajace
> 20% komoérek plaskonabtonkowych (co od-
powiada 70% domieszki §liny) moga by¢ nie-
odpowiednie dla oznaczenia stezenia ECP.

Czas miedzy uzyskaniem materialu

a rozpoczeciem opracowania plwociny

w laboratorium [4, 23]:

— obecnoéé w plwocinie bakterii jamy ustnej
drég oddechowych oraz licznych enzymoéw
proteolitycznych przyczynia sie do szybkiej
utraty zywotnosci i lizy komoérek,

— po uplywie 2 godz. zmniejsza si¢ zywotnos¢
komoérek.

Zastosowanie DTT

— DTT, wplywajac na budowe drugo- i trzecio-
rzedowa biatek, moze doprowadzié¢ do zmian
ich wtasciwo$ci immunologicznych, czescio-
wo lub catkowicie uniemozliwiajac ich wy-
krywanie w badanych plynach ustrojowych.
Do wrazliwych na dzialanie DTT biatek
nalezg miedzy innymi: mieloperoksydaza
(MPO), peroksydaza eozynofilowa (EPO),
czynnik zahamowania migracji makrofagéow
(MIF), interleukina-5 (IL-5) (obserwuje sie
zmniejszenie stezenia pod wplywem DTT)
[3, 73]. Dithiothreitol nie wplywa na iloé¢ ECP,
EPX, IL-8 i tryptazy, moze zmniejsza¢ zywot-
no$¢ komorek [32].

— aby uniknaé¢ wpltywu DTT, mozna stosowaé
pewne modyfikacje, takie jak:
* dodanie do roztworu DTT albuminy suro-

wicy bydlecej (BSA), ktérej ochronne dzia-
lanie na biatka stabilizowalo komérki

i znaczaco poprawilo wykrywalnos¢ takich
cytokin, jak: IL-6, IL-8, MIF oraz MPO [51],

* oznaczanie stezen w cze$ci materialu
opracowanego bez DTT, np. MPO, «;-an-
tytrypsyny (ATT), leukotrienu-B4 (LTB4)
[74],

* dodanie do prébki plwociny mieszaniny
inhibitor6w enzyméw proteolitycznych
w znacznym stopniu poprawia wykrywal-
nosé IL-5 [75-77],

e uzycie ultradZzwiekéw do homogenizacji
plwociny, co daje zadowalajace wyniki
w oznaczaniu MPO i EPO [54].

— DTT ma wplyw na antygeny powierzchniowe
komérek zapalnych izolowanych z plwociny
indukowanej [55, 78]. Wykazano, ze wysokie
stezenia i czas ekspozycji na DTT mogg nie-
korzystnie wplywaé na ekspresje powierzch-
niowego antygenu EG2 dla ECP wystepujace-
go na blonach komérkowych granulocytach
kwasochtonnych, natomiast nie maja wptywu
w odniesieniu do antygenéw dla IL-8, TNF-«
oraz czynnika stymulujgcego powstawanie ko-
lonii granulocytéw i monocytéw (GM-CSF) [34].
Van Overveld i wsp. stwierdzili szkodliwosé
oddziatywania DTT na funkcje granulocytéw
obojetnochtonnych [79].

Zastosowanie PBS
Zmniejsza stezenie ECP w préobce plwociny.

Filtrowanie homogenatu plwociny

Powoduje niewielkie obnizenie catkowitej
liczby komorek, jednak nie ma to wptywu na skiad
odsetkowy komoérek plwociny; filtrowanie wplywa
na poprawe jakosci preparatéw cytologicznych [32].
Nieznany jest wplyw filtrowania homogenatu
plwociny przez filtry o innych rozmiarach oczek
na catkowita liczbe oraz sklad odsetkowy komo-
rek zapalnych.

Dym papierosowy

Szczegblny wplyw na zmiane sktadu komor-
kowego wydzielin oskrzelowych ma palenie papie-
roséw. W przypadku plwociny indukowanej obser-
wuje sie zwiekszenie catkowitej liczby komoérek
oraz zwiekszenie odsetka i liczby granulocytéw
obojetnochtonnych [41, 62, 63, 80, 81]. Zmiany
w morfologii makrofagéw polegaja na obecnosci
pyléw w ich cytoplazmie oraz naptywie mtodych
form o fenotypie monocytéw [63, 82]. Obserwowa-
no takze zwiekszenie odsetka granulocytéw kwa-
sochtonnych u czynnych palaczy, szczegdlnie je-
§li wystepowaly objawy obturacji oskrzeli [83].
W dotychczasowych badaniach wykazano, ze u cho-
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rych na POChP zmiany zwigzane z paleniem pa-
pieros6w maja charakter przetrwaty [83-85]. Nie
wyjaéniono dotychczas, czy u zdrowych oséb
zmiany cofaja sie po zaprzestaniu palenia.

Czynniki demograficzne

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

388

Stwierdzono, ze wraz z wiekiem wzrasta od-
setek granulocytéw obojetnochlonnych
w plwocinie u 0séb zdrowych [61].

Skutecznosé indukcji plwociny u dzieci wy-
kazywana jest przez réznych autoréw w sze-
rokich granicach: od 60 do 100% [8, 30, 86].
Skutecznoé¢ indukcji plwociny zmienia sie
w zaleznosci od wieku badanych dzieci. Ade-
kwatng prébke plwociny uzyskano u 67% ba-
danych 5-latkéw, u 75% — 6-latkéw, u 86%
— 7-10-latkéw i u 100% dzieci powyzej 10. rz.
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Zatacznik 1

Sprzet potrzebny do przeprowadzenia indukcji plwociny:

— nebulizator ultradZwiekowy o wydajnosci 1 ml/min,*

— roztwory 3%, 4% i 5% chlorku sodu (NACI),

— pulsoksymetr,

— spirometr spelniajgcy wymogi ATS/ERS,

— aparat do mierzenia ci$nienia tetniczego,

— jatowe pojemniki na plwocine,

— leki i aparatura umozliwiajace monitorowanie czynnosci pracy serca w przypadku wystgpienia dzia-
tan niepozadanych.

Materialy i sprzet potrzebne do opracowania wyindukowanej plwociny:

— cytowiréwka z wyposazeniem,

— wiréwka stolowa,

— waga analityczna,

— mikroskop $wietlny,

— wytrzasarka (vortex),

— kotyska laboratoryjna,

— komora hematologiczna (Neubauera lub Biirkera),

— szkietka mikroskopowe podstawowe i nakrywkowe,

— zestaw do wybarwiania preparatéw cytologicznych (barwiacz — 4 sztuki, cylinder o pojemnosci 100 ml),
— plytka Petriego,

— kleszczyki tepe,

— pipety automatyczne o regulowanej pojemno$ci na maksymalna pojemno$é 5 ml, 1 ml, 200 ul, 50 ul,
— pipety pasteurowskie,

— sterylne, zamykane naczynie o pojemnosci ok. 30 ml,

— gaza nylonowa o §rednicy oczek 48-52 um lub inne filtry o podobnych rozmiarach,

— probéwki wiréwkowe,

— probéwki typu eppendorf.

Odczynniki niezbedne do opracowania plwociny indukowanej:

— Dulbecco PBS (DPBS),

— dithiothreitol (DTT),**

— barwniki hematologiczne do liczenia komérek w komorze hematologiczne;j,
— Trypan Blue,

— odczynnik May-Griinwalda,

— odczynnik Giemsy,

— woda destylowana.

*Do wykonywania indukcji plwociny rekomenduje si¢ nebulizatory ultradzwigkowe o wydajnosci 1 ml/min. Nebulizatory charakteryzujace sie wydajno$cia generacji aerozolu
wigksza niz 1 ml/min sa przez chorych gorzej tolerowane [67, 68]. Dopuszcza sig stosowanie w indukcji plwociny nebulizatoréw pneumatycznych, jednak ich skuteczno$é
w indukcji plwociny jest oceniana jako mniejsza [35]

**DTT jest to odczynnik sulfhydrylowy, ktéry w kontakcie z plwocing powoduje pekanie wigzan dwusiarczkowych krzyzowo faczacych ze sobg wiékna glikoprotein, ktére
utrzymujg plwocing w jej zelowej formie. Nastepstwem takiej reakcji jest zmniejszenie lepkosci i uptynnienie plwociny i tatwiejsze doprowadzenie uwolnionych komérek
i rozpuszczonych biatek do postaci jednorodnej mieszaniny. Pierwszymi badaczami, ktérzy w 1978 r. wprowadzili ten sposéb homogenizacii plwociny byli Wooten i Dulfano [46].
Plwocing prébowano homogenizowa¢ réwniez za pomocg innych odczynnikéw, takich jak pankreatyna, trypsyna, acetyl cysteina czy tez za pomocg ultradzwigkdéw. Zastoso-
wanie DTT okazato sig jednak najkorzystniejsze. Badanie indukowanej plwociny dzigki uzyciu DTT zyskato na znaczeniu jako metoda ilosciowa. Dobrze zhomogenizowana
plwocina pozwala na doktadne i powtarzalne wyliczanie catkowitej liczby komérek. W preparatach cytologicznych, dzigki regularnej dyspersji, komérki s lepiej widoczne, a ich
rozréznianie bardziej wiarygodne. Dotyczy to szczegdlnie granulocytéw kwasochtonnych, ktére majg tendencje do tworzenia skupisk [34, 39, 46]
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Zatacznik 2

Schemat wykonywania indukcji plwociny

Spirometria

lll. Premedykacja
Salbutamol MDI przez tube 200-400 ug lub salbutamol 2,5 mg w nebulizacji

;

Spirometria 15 min po inhalacji, warto$¢ wyj$ciowa FEV,

|

Inhalacja 3% NaCl, 7 min,
odkrztuszenie wydzieliny

!

Spirometria
v A
A FEV, < 10% 10% > A FEV, >20%
wartosci wyjsciowej wartosci wyjsciowej
Inhalacja 4% NaCl, Inhalacja 3% NaCl,
7 min, odkrztuszenie 7 min, odkrztuszenie
v v
Spirometria A FEV= 20% wartosei wyjsciowe] (e NG T

Przerwij indukcje plwociny

v v v v

A FEV, < 10% wartosci 10% > A FEV, > 20% wartosSci A FEV, < 10% wartosci 10% > A FEV, > 20% wartosci
wyjsciowej wyjsciowej wyjsciowej wyjsciowej
Inhalacja 5% NaCl, Inhalacja 4% NaCl, Inhalacja 4% NaCl, Inhalacja 3% NaCl,
7 min, odkrztuszenie 7 min, odkrztuszenie 7 min, odkrztuszenie 7 min, odkrztuszenie

I skrécony opis indukcji plwociny:

poinformowanie chorego o zasadach i celu badania, a nastepnie podpisanie przez niego §wiadomej zgody
na to badanie;

dokladna toaleta jamy ustnej oraz oczyszczenie nosa przed badaniem;

spirometria (tzw. wstepna);

premedykacja 200-400 ug salbutamolu MDI (przez tube) lub 2,5 mg sabutamolu w nebulizacji;
spirometria 15 min po premedykacji (tzw. wyjsciowa);

ciaggly pomiar saturacji krwi w czasie indukcji plwociny za pomoca pulsoksymetru;

pierwszy cykl indukcji plwociny przy uzyciu nebulizatora ultradzwiekowego i 3% roztworu NaCl przez
7 min, koficzacy sie zacheceniem pacjenta do kaszlu i odkrztuszenia wydzieliny oskrzelowej do jalowego
pojemnika;

kontrolna spirometria, ocena kliniczna i decyzja o kontynuacji indukcji plwociny;

kontynuacja indukcji plwociny (cykl 2. i 3.) w tych samych warunkach, z tym samym stezeniem roztworu
chlorku sodu (3%);

zabezpieczenie odkrztuszonej plwociny w sterylnych pojemnikach.
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PROTOKOL PROWADZENIA INDUKCJI PLWOCINY STALYM STEZENIEM CHLORKU SODU (3% NaCl)

Imie i nazwisko chorego.........cccevviiiiiiiiniiiii e s WIEK v,
Przed rozpoczeciem indukcji plwociny:

HR.....oooeeeenn, /min, czesto$¢ oddechoéw ............ /min

(przy optymalnej tlenoterapii, jesli jest wskazana)

Wstepna spirometria (przed bronchodylatatorem):

FEV, oo, [1], FEV,9%mnal .....ccccovveviiiiiiienieeinnne
FVC..ovoiiiiiien, [1], FVC%nal ......cocvvvviiiiiiiiiieen,
FEV,/FVC ..........

Spirometria (tzw. wyj$ciowa, po premedykacji) (salbutamol 200-400 ug MDI
przez tube lub salbutamol 2,5 mg w nebulizacji)

HR.oovoeeveinnn /min, czesto$¢ oddechoéw ............. /min
SatOy.eveevvevinnnnnn.

(przy optymalnej tlenoterapii, jesli jest wskazana)
FEV, oo, [1], FEV,9%mnal ......cccooveeeevvieeeeirneeeenns

Po 1. cyklu indukcji plwociny:

HR oo, /min, czesto$¢ oddechoéw ........... /min
SatO, ...ccvvvvvvnnnnn.

(przy optymalnej tlenoterapii, jesli jest wskazana)
FEV, oo, (1], AFEV, ovvoeeeeeeeeeeeeee e seeesse

Decyzja o kontynuacji indukcji plwociny .......cccocceeveenvieniinicnnnenn

Po 2. cyklu indukcji plwociny:

HR oo /min, czesto$¢ oddechéw ............ /min
SatO,.eeievvvennnnnnn.

(przy optymalnej tlenoterapii, jesli jest wskazana)

120 0A VA (1], AFEV, oo eereseeessenens

Decyzja o kontynuacji indukcji plwociny .....ccccocceevvvveniiiiiniiieninnnnns

Po 3. cyklu indukcji plwociny:

HR oo, /min, czesto$¢ oddechoéw .......... /min
SatO,uniiiniiinniinnnnn.

(przy optymalnej tlenoterapii, jesli jest wskazana)
FEV, oo (], AFEV it

AFEV, — réznica migdzy warto$cig wyjsciowa FEV, (czyli po salbutamolu) i FEV, po zakoriczeniu kazdego cyklu indukcji plwociny

IT skrécony opis indukcji plwociny:

— poinformowanie chorego o zasadach i celu badania, a nastepnie podpisanie przez niego §wiadomej zgody
na to badanie;

— doktadna toaleta jamy ustnej oraz oczyszczenie nosa przed badaniem;

— spirometria (tzw. wstepna);

— premedykacja 200-400 g salbutamolu MDI (przez tube) lub 2,5 mg salbutamolu w nebulizacji;

— spirometria 15 min po premedykacji (tzw. wyjéciowa);

— ciagly pomiar saturacji krwi w czasie indukcji plwociny za pomoca pulsoksymetru;

— pierwszy cykl indukcji plwociny przy uzyciu nebulizatora ultradzwiekowego i 3% roztworu NaCl przez 7 min,
konczacy sie zacheceniem pacjenta do kaszlu i odkrztuszenia wydzieliny oskrzelowej do jalowego pojemnika;

— kontrolna spirometria, ocena kliniczna i decyzja o kontynuacji indukcji plwociny;

— kontynuacja indukcji plwociny (cykl 2. i 3.) w tych samych warunkach, ze wzrastajagcym stezeniem roz-
tworu NaCl do 4% w cyklu 2. i 5% w cyklu 3., jesli ew. spadek FEV, < 10% warto$ci wyjSciowej FEV,; przy
ewentualnym spadku FEV, o 10-20% warto$ci wyjsciowej FEV, nalezy kontynuowa¢ indukcje poprzednim
stezeniem roztworu chlorku sodu;

— zabezpieczenie odkrztuszonej plwociny w sterylnych pojemnikach.
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PROTOKOL PROWADZENIA INDUKCJI PLWOCINY WZRASTAJACYM STEZENIEM

CHLORKU SODU (3%, 4%, 5% NaCl)

Imie i nazwisko chorego........cccccveviiiiiiiiiiiiiiiiiee, , WIBK v

Przed rozpoczeciem indukcji plwociny:
HR..oooveeeeeeeen, /min, czesto$¢ oddechoéw ............ /min

(przy optymalnej tlenoterapii, jesli jest wskazana)

Wstepna spirometria (przed bronchodylatatorem):

20 oA VR [1], FEV,9%0al c.oooveeveeeerereereerrerene.
FVC oo, [1], FVC%NAl veoverveeee e,
FEV/FVC oo eseees s s s ees s eenesenon

Spirometria (tzw. wyjéciowa, po premedykacji) (salbutamol 200-400 ug MDI przez tube

lub salbutamol 2,5 mg w nebulizacji)

HR.oooveeeee /min, czesto$¢ oddechow ............ /min
ST { O PO
(przy optymalnej tlenoterapii, jesli jest wskazana)
FEV, oo, [1], FEV,9%nal c.oooveoeveeeeeereeeesresereone.
Po 1. cyklu indukcji plwociny:
HR.......oeeern. /min, czesto$¢ oddechow ............ /min
SatO, v,
(przy optymalnej tlenoterapii, jesli jest wskazana)
FEV, o (I, AFEV oot
Decyzja o kontynuacji indukcji plwociny i stezeniu NaCl...........ccccoovniiiiiiennnnnnn.

Po 2. cyklu indukcji plwociny:

HR.ooovveeeee /min, czesto$¢ oddechow ............ /min
SatO, v,
(przy optymalnej tlenoterapii, jesli jest wskazana)
FEV, o (I, AFEV oot
Decyzja o kontynuacji indukcji plwociny i stezeniu NaCl...........ccccccviiiiiiieieeennenn.

Po 3. cyklu indukcji plwociny:

HR..oooveeeeeeeenn, /min, czesto$¢ oddechoéw ............ /min
SatO, ovvvviiiiiinnnn

(przy optymalnej tlenoterapii, jesli jest wskazana)
FEV, oo, (1], AFEV, oo

AFEV, — réznica migdzy warto$cig wyjsciowa FEV, (czyli po salbutamolu) i FEV, po zakoriczeniu kazdego cyklu indukcji plwociny
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Zatacznik 3

Obrébka plwociny indukowanej na podstawie zalecen European Respiratory Society
(Europejskiego Towarzystwa Oddechowego) (druga wersja uproszczona)

Poszczegdlne etapy

Materiat nieselekcjonowany

Materiat selekcjonowany

Postepowanie wstepne

Homogenizacja

Rozcienczenie

Filtrowanie

Wyliczenie catkowitej
liczby komérek

Zywotno$é komérek
nienabtonkowych

Wirowanie

Supernatant

Przygotowanie komérek
do cytospinu

Wirowanie cytospinu
Barwienie preparatéw

Ocena preparatéw
w mikroskopie $wietlnym

Materiat przetozy¢ do zwazonej,
polistyrenowej probdéwki; zmierzy¢ objeto$é

Doda¢ 0,1% roztwér DTT w PBS
o0 objetosci réwnej objetosci plwociny;
homogenizowac¢ przez aspiracje pipeta ok. 10 razy
i wytrzgsac¢ na wytrzasarce wirowej;
miesza¢ przez 15 min na kotysce laboratoryjnej
w temp. 22°C

Dodanie DPBS w objetosci réwnej
objetosci wyjsciowej plwociny
+ objetosci dodanego roztworu DTT
(czyli ok. 2 x wigksza objeto$¢ od wyjSciowej)

Przefiltrowac¢ przez filtr nylonowy do zwazonej
probéwki wiréwkowej; cato$é zwazy¢

Metoda manualna za pomocg hemocytometru;
wynik: x 10° na ml catego
odkrztuszonego materiatu

Metoda manualna za pomoca biekitu trypanu
w hemocytometrze; wynik w procentach

300-400 x g, 10 min

Delikatnie odciggna¢ supernatant i zamrozi¢
w temp. od —20°C do -70°C
40-60 x 10°komorek/cytospin;
wykonaé 2 cytospiny
6 min, 22 x g
2 preparaty — metoda May-Griinwalda/Giemsy,
1-2 preparaty hematoksylina—eozyna

Policzy¢ min. 300 kolejnych nienabtonkowych komérek
w kazdym z dwdch preparatdw; poszczegdlne rodzaje
komérek wyrazi¢ jako % komérek nienabfonkowych

Materiat przetozy¢ na ptytke
Petriego; oddzieli¢ od $liny 100-500 mg
plwociny; przetozyé do zwazonej polistyrenowej
probdwki; cato$¢ zwazy¢

Dodac¢ 0,1% roztwor DTT w PBS o objetosci

rownej 4-krotnej wadze plwociny; homogenizowac

przez aspiracje za pomocg pipety ok. 10 razy;
miesza¢ przez 15 min na kotysce laboratoryjnej
w temp. 22°C

Dodanie DPBS w objetosci réwnej objetosci

wyjsciowej plwociny + objetosci dodanego roztworu DTT

(czyli ok. 2 x wigksza objeto$¢ od wyjsciowej)

Przefiltrowac¢ przez filtr nylonowy do zwazone;j
probowki wiréwkowej; cato$é zwazy¢
Metoda manualna za pomocg hemocytometru;
wynik: x 10°nag
wyselekcjonowanej plwociny

Metoda manualna za pomoca biekitu trypanu
w hemocytometrze; wynik w procentach

300-400 x g, 10 min

Delikatnie odciggna¢ supernatant i zamrozi¢
w temp. od —20°C do -70°C
40-60 x 10°komdrek/cytospin;
wykonaé 2 cytospiny
6 min, 22 x g
2 preparaty — metoda May-Griinwalda/Giemsy
1-2 preparaty hematoksylina—eozyna

Policzy¢ min. 300 kolejnych nienabtonkowych
komérek w kazdym z dwdch preparatdw;
poszczegdlne rodzaje komoérek wyrazi¢ jako
% komdrek nienabtonkowych
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Zatacznik 4

SKIEROWANIE NA BADANIE PLWOCINY INDUKOWANE]

Nazwa O81odKa.....ccooeevvvvieeiiiiiiiiiiieeeiiiiinnnn. Data...coocvvveeveennnnnnnn.

Skierowanie na badanie plwociny indukowanej

NazZWisSKO...cevvvveeiiiiiiiceiii e 50031 T PP PR PRRURTR
DAta UTOAZEIIIA cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s s s s s s e s s e e e e e eeeeeeeeaaaaaaes

LeKATZ KIBTUJACY «ouveeeiiieiiie ettt ettt e bt e e st e e aae s
Rozpoznanie KHNICZNE .......cccueiiiiiiiiiiiiiii e
Palacz: tak........ (liczba paczko/lat).............. nie .............. EX tereereeeiee e
Badanie diagnostyczne..........cccuveveevniiniierennnnnnnnen. NAUKOWE ..eovvveiiiiiiiiieiienie e
Co badanie ma WJasnic ......c.cecveriiirieniiiie ittt s s
Czy jednoczeénie wykonywane jest badanie bakteriologiczne/czy jest podejrzenie
PIOCESU SWOISTEEO .evevirinieiieiieiiitistest ettt ettt sttt ettt sttt ettt b e b esnenea

Podpis lekarza

WYNIK BADANIA CYTOLOGICZNEGO PLWOCINY INDUKOWANE]

Nazwa Pracowni Data........ooovvvviiiiinnnn,
Wynik badania plwociny indukowane;j

JA NSl oo F= o - R

Liczba Komorek ........cooovvvvveviviiiiiiiiceeceie e x 10°%/g [ml]
ZYWOtNOSE KOMOTEK (96) w.vevvrvereevieeerreeeseeieseeiesesessesessesssesesesenes
Komorki nabtonka plaskiego ......cccceevveviiiieniiniiniiiiiin e, %
MAKTOTAGE «.vvevveeiieeiieriie ettt %
LAMEOCTLY cvveeeveeieeieesiee sttt %
Granulocyty obojetnochtonne ..........ccocovveviiiniininiiniiinn, %
Granulocyty kwasochlonne ......c...coceveeniiniiiiiiiininne %
508 o L O O OO TP OO P PP PR OPPPPRRPPPN

TWWIHIOSEK e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaas

Norma

Makrofagi: 40—-60%

Limfocyty: < 4%

Granulocyty obojetnochtonne: 30-50%
Granulocyty kwasochtonne: < 3%

*Tu: bakterie, inne drobnoustroje, komérki dysplastyczne, nowotworowe
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