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Diagnostika respiracnych ochoreni u koni sa
zaklada na jednej strane na anamnéze, klinickom
vysSetreni, endoskopickom naleze a funkénych
testoch pluc, na druhej strane su vsak dolezitymi
ZloZkami diagnostického procesu laboratorne
vySetrenia ako cytoldgia vzoriek z dychacich ciest
(TBS — tracheobronchialny sekrét, BAL —
bronchoalveolarna lavaz). Ako vzdy, vypovedna
hodnota laboratérnych vySetreni stoji a pada na
vybere sprdvneho materialu vzorky a jej
optimalnom spracovani.

VySetrenie TBS a/alebo BAL je indikované pri
klasickych priznakoch ochoreni dychacieho
systému, ako su kasel, patologické zvuky pri
dychani, vytok z nosa a dyspnoe. K indikaciam
vS8ak patri aj intolerancia zataze, pretoZze zvlast
u slabej az miernej astmy koni (predtym zvanej
Inflammatory Airway Disease (IAD) mézu byt
klinické priznaky pomerne nenapadné.
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Astma u koni — tipy a triky pre spolahliva cytologicku
diagnostiku
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Odber TBS a BAL je v literature velmi dobre
popisany, s praktickymi radami a tipmi (napr.
Schwarz & Kiihn). Ale predsa, kedy vysSetrovat
TBS a kedy je lepSie ziskat BAL? Aka je
vypovedna hodnota nalezov z réznych materialov
vzorky? Na bakteriologické vySetrenie sa
uprednostfiuje material z trachey, takZe pri
podozreni na bakteridlne ochorenia (napr. pri
horucke) je v kazdom pripade potrebny odber
TBS. Pri podozreni na bakteridlnu pneumoniu je
robenie BAL priam kontraindikované. Na
cytologické vySetrenie je vSak vyrazne vhodnejSia
vzorka BAL, pretoZe tieto nalezy na rozdiel od
nalezov z TBS dobre koreluju s patohistologiou.
Cytologicky obraz TBS nie je reprezentativny pre
nizSie dychacie cesty. Pri cytologickej diagnostike
difuznych ochoreni pluc je preto metédou volby
BAL. V idedlnom pripade odoberame oba typy
vzoriek. Spravne spracovanie vzoriek je pre
UspesSnu diagnostiku rovnako dolezité ako ich
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odborny odber. Nanestastie bunky v tekutinach
vyplachov velmi rychlo degeneruji. Preto je
potrebné, aj v pripade zasielania vzoriek do
laboratéria, spravit’ cytologické preparaty ihned

z Cerstvého materialu. Pokial sa natery robia az
v laboratériu, su bunky uz po niekolkych hodinach
transportu/skladovania nehodnotitefné a
vypovedna hodnota cytologickych nalezov
rapidne klesa.

Pokial je mozné ziskat TBS bez vyplachu,
robime odtlatkové preparaty rovno z hlienu.
Jedna kvapku materialu nanesieme na podlozné
sklicko, druhé podlozné sklicko bez pouzitia tlaku
polozime nan a rychlo potiahneme cez spodné
skliko, alebo obidve sklicka potiahneme smerom
od seba, aby sa material rozotrel ,ako maslo na
chlieb® (obr. 1). Pokial ziskame TBS vyplachom,
material najprv centrifugujeme pri nizkych
otaCkach (200-300 @), tekutinu odlejeme

a nakoniec kvapku sedimentovaného hlienu
rozotrieme ako je popisané vySSie.

Obr. 1: Rozterovy preparat

Zdroj: Laboklin

Tekutina BAL vzdy obsahuje malo buniek, takze
pre cytologické posudenie je potrebné zhotovit
preparat z koncentrovanej vzorky.
Najjednoduch8ou metddou je zhotovenie naterov
zo sedimentu. Jednu Cast vzorky centrifugujeme
podobne ako vyplachy trachey pri nizkej rychlosti
otdCania a vacsinu supernatantu odlejeme. Bunky
naspodku resuspendujeme v zvy3snej tekutine

a rozotrieme technikou krvného néateru. Mala
kvapka suspenzie sa umiestni na kraj podlozného
sklicka. Druhé sklicko sa pod uhlom 45° polozi
pred nu, civame s nim ku kvapke, az sa kvapka
rozpije po celom okraji sklicka. Nakoniec vzorku
rozotrieme plynulym a rovhomernym pohybom
sklicka dopredu. Preparaty najvyssej kvality na
hodnotenie tekutin chudobnych na bunky sa

vyrabaju cytocentrifugaciou. Pre urcité centrifugy
existuju na tento ucel Specialne diely, ich ndkup
sa vS8ak oplati len pri CastejSom vyuziti. Pomocou
jednoduchych prostriedkov si vSak mézeme sami
vyrobit ,sedimentaénd komorku® (obr. 2).
Dvojmililitrovu striekacku pritlaCime pomocou
silnych Stipcov na podloZznom skliCku na filtraCny
papier, ktory ma presne pod otvorom striekaCky
dieru rovnakej velkosti. Cez kénus striekacku
naplnime materialom. Filtrany papier nasava
pomaly tekutinu a bunky sa koncentruju v oblasti
diery na podloznom skli€ku. Aby sme zabranili in
vitro rozmnoZeniu baktérii, umiestnime komérku
pocas sedimentacie do chladniCky.

Obr. 2: Sedimentacna komérka, vyrobena z podlozného
sklicka, filtraného papiera s vystrihnutou dierou, striekacky

a dvoch silnych stipcov Zdroj: Laboklin

Pre zachovanie buniek je dolezité preparaty €o
najrychlejsie vysusit. Najma v pripade viskdézneho
materialu je mozné proces susSenia urychlit
umiestnenim preparatov do inkubatora alebo na
teply povrch. Mozné je aj opatrné fénovanie
vlaznym vzduchom. Do laboratéria sa zasielaju
suché nenafarbené podlozné sklicka zabalené

v prepravnych boxoch. Pridame reprezentativne
vzorky v poriadne uzavretych skumavkéach bez
Cinidiel. Tekuty material je potrebné poslat do
laboratoria €o najskér a schladeny (pripadne aj

s chladiacou vloZkou). Preparaty je mozné
zafarbit’ komer&ne dostupnymi farbivami typu
Romanowsky. Aspon jeden preparat sa vSak farbi
roztokom, ktory farbi Specialne granuly
mastocytov, napriklad toluidinova modra. Vo
vzorkach z dychacich ciest su tieto granuly velmi
lahko prehliadnutelné, hoci su diagnosticky velmi
délezité (obr. 4).

Fyziologicky obraz buniek TBS a BAL odraza
anatomicku Strukturu prislusnych cCasti
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dychacieho systému. U zdravych zvierat su
cytologické preparaty chudobné na bunky,

s malym poc¢tom tkanivovych buniek (ciliarny
epitel a poharikové bunky, obr. 3) a malym
po¢tom zapalovych buniek (hlavne makrofagy a
lymfocyty, menej neutrofilov, eozinofilov a Zirnych
buniek, obr. 4). Prehlad bunkového zloZzenia TBS
a BAL u asymptomatickych koni je uvedeny

v tabulke 1.

i
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Obr. 3: Vlavo —riasinkovy epitel, vpravo — poharikova bunka,
rychlofarbenie Romanowsky Zdroj: Laboklin
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Obr.4: Zapalové bunky; hore zlava doprava: neutrofil,
lymfocyt, eozinofil, mastocyt (rychlofarbenie Romanowsky);
dolu: inaktivovany makrofag, viacjadrovy makrofag,
erytrofagocyt6za, mastocyt (toluidinova modra)

Zdroj: Laboklin

V literatire nengjdeme takmer Ziadne referencné
hodnoty pre bunkové zloZzenie TBS. Casto
citované tvrdenie, Zze > 20 % neutrofilov

naznacuje zapalovy proces, by sa malo tiez
posudzovat’ kriticky.

Studie ukazali, e za urgitych podmienok mézu
mat aj klinicky zdravé kone vyrazne zvySeny
podiel neutrofilnych granulocytov v TBS. Medzi
diskutované pri€iny patri o. i. kfimenie sena vo
forme okruhlych balikov, pobyt vonku v chladnom
poCasi a intenzivny tréning. Bunkové zloZenie
BAL je ovela menej zavislé od faktorov
prostredia, a preto je vhodnejSie na diagnostiku
diseminovanych ochoreni, najma dolnych
dychacich ciest. Samozrejme, najlepSiu
vypovednu hodnotu ziskame pri si¢asnom
posudeni nalezov BAL a TBS.

Obr. 5: Podlhovasta hyfa huby s dvojitou stenoua 4 pelové
zrnd, rychlofarbenie Romanowsky Zdroj: Laboklin

Pri ochoreniach dychacich ciest sa meni
mnozstvo buniek a tiez pomery jednotlivych typov
buniek. Cytologické vySetrenie navySe hfada
dalSie zlozky, ako su vdychnuté hubové Struktary
(obr. 5), Casti rastlin a pel (obr. 5) alebo infekéné
agens, ako su baktérie. Curschmannove 3piraly
(obr. 6) su odliatky malych dychacich ciest

s hlienom a naznac€uju slaby mukociliarny klirens.

Riasinkové epitelie hojne ojedinele
Makrofagy 49,6 +/-8,2% 50-70%
Lymfocyty 9,3+/-5,8% 30-50%
Neutrofily 9,3+/-4,9% <5%
Eozinofily 0,2 +/-0,6 % <0,1%
Mastocyty 0% <2%

Tab. 1: Fyziologicky obsah buniek v TBS a BAL
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Typ buniek v BAL

Mierna/stredna astma koni (AID)

Tazka astma koni (RAO)

Neutrofily 5-20% >25%
Eozinofily >0,1% <0,1%
Mastocyty >2% <2%

Tab. 2: Obsah buniek v BAL pri astme u koni

o A T e R SIS 4
Obr. 6: Curschmannove $piraly, rychlofarbenie Romanowsky
Zdroj: Laboklin

Stanovenie poCtu buniek v BAL je obzvIast
uzitoéné pri rozliSovani sterilnych zapalov, ako
je mierna az stredne zavazna astma koni
(predtym: IAD) a tazka astma koni (predtym:
rekurentna obstrukcia dychacich ciest (RAQ))
(tabulka 2). Obe formy astmy vedu k zvySenému
percentu neutrofilov v materiéli vzorky. Pri miernej
az stredne tazkej astme koni je toto zvySenie len
mierne vyrazné (5 — 20 % neutrofilov) a mozno
najst’ aj viac mastocytov (> 2 %) a eozinofilov

(> 0,1 %).

Tazka astma koni je sprevadzana vyznamnym
zvySenim poctu neutrofilnych granulocytov

(> 25 %) a v mnohych pripadoch takmer vyluéne
nachadzame neutrofily.

Septické zapaly zvy&ajne spdsobuju velmi
vysoky poc€et buniek s rovnako vysokym podielom
neutrofilnych granulocytov. Preto sa bunkovy
obraz pri absencii dékazu fagocytovanych baktérii
moze zdat rovnaky ako pri vysokom stupni
steriiného zapalu. Cytologické nélezy je preto
délezité interpretovat vzdy v kombinacii

s anamnézou a klinickym obrazom. Pri klinickom
podozreni na bakteridlne ochorenie je potrebné
vzdy robit bakteriologické vySetrenie z TBS.
Makrofagy, ktoré maju fagocytované erytrocyty
(obr. 4) alebo obsahuji produkty ich rozpadu
(hemosiderin alebo hematidin), naznacuju
pritomnost krvacania v pfucach. Lahké krvacanie
mozno pozorovat v priebehu réznych ochoreni

a mdze byt spésobené napr. tazkymi zachvatmi
kasla. Vyrazné primesi krvi vSak mézu

podla Cian et al. 2015

naznaCovat pritomnost zat'azou vyvolaného
pPucneho krvacania (EIPH). Samozrejme treba
odlisit krvacanie od primesi krvi stvisiacej

s odberom. To zabezpe€ime vySetrovanim
preparatov zhotovenych z Cerstvo ziskanej
vzorky. Ak su aj tu zndmky degradacie
erytrocytov, dochadza ku krvéacaniu.

Pri niektorych zriedkavych placnych ochoreniach,
ako napr. konskej multinodularnej plucnej fibroze
(EMPF), je pre diagn6zu nevyhnutné
patohistologické vySetrenie plucneho tkaniva,
kedZe cytologicky nalez BAL nie je Specificky.

Z BAL vSak pomocou PCR mézeme testovat
EHV-5, ktory je asociovany s EMPF.

Cytolégia TBS a BAL je nielen cennym
prispevkom k diagnostike respiratnych ochoreni,
ale poskytuje aj informacie o zavaznosti
ochorenia a moznych terapeutickych pristupoch.
Vyber vhodného materidlu vzorky a priprava
dobre hodnotitelnych cytologickych preparatov su
klucové pre nalezy s vysokou vypovednou
hodnotou.

Dr. med. vet. Maria Christian
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