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Inleiding 
1.1 Doel 
Dit protocol beschrijft een methode voor isolatie en analyse (morfologisch en flowcytometrisch immunofenotyperings 
onderzoek) van cellen uit de Broncho-Aveolaire Lavage (BAL) vloeistof. Onderzoek van BAL vloeistof kan een bijdrage 
leveren aan de differentiatie van de verschillende ziektebeelden binnen de groep van interstitiële longziekten.  
 
Voor de diagnostiek wordt de BAL vloeistof onderzocht op celaantal en leukocyten celdifferentiatie. Voor een goede 
interpretatie van de resultaten is het van belang dat bij onderzoek naar leukocyten in BAL gelijktijdig bloed onderzocht 
wordt. 
 
1.2 Principe 
BAL-vloeistof wordt verkregen door de bronchoalveolaire ruimte meerdere malen te laveren met fysiologische 
zoutoplossing. De cellen die daarmee worden opgezogen bevinden zich in een eiwitarm medium en kunnen lyseren en/of 
adhereren aan de wand van de opvangfles. Adherentie aan de wand van de buis kan, onder andere, worden tegengegaan 
door het materiaal direct - op ijs - naar het lab te vervoeren. 
 
Isolatie van cellen uit de BAL-vloeistof vindt plaats voor morfologische differentiatie en flowcytometrisch 
immunofenotyperings onderzoek. Karakterisering van de verschillende leukocyten is gebaseerd op morfologie en 
cytologische kleuringen en analyse van de lymfocyten subpopulatie is gebaseerd op het aantonen van specifieke eiwitten of 
glycoproteïnen (antigenen/markers) die op de celmembraan tot expressie worden gebracht of intracellulair voorkomen. 
Voor de morfologische differentiatie worden cytospinpreparaten gemaakt van de celsuspensies. Deze worden na een May 
Grünwald Giemsa (MGG) kleuring, beoordeeld. Voor de detectie van leukocyten antigenen/markers wordt gebruikt 
gemaakt van direct geconjugeerde monoklonale antistoffen. Door gebruik te maken van antistoffen met verschillende 
fluorochromen is gelijktijdige detectie van meerdere subpopulaties in een suspensie of van meerdere antigenen op een cel 
mogelijk. 

 
 
Pre-analyse 
Voor een juiste interpretatie dienen de volgende items bij de aanvraag te worden vermeld: 
− Vraagstelling 
− Medicatiegebruik 
− Volume in/uit (voor rendement) 
− Klinische gegevens 
− Roker of niet (gestopt sinds) 
 
2.1 Afname van de BAL-vloeistof 
− De bronchoalveolaire lavage wordt verricht na premedicatie volgens lokaal protocol. 
− Er wordt gelaveerd met minimaal 100 ml (vaak 2-4 x 50ml) steriele fysiologische zoutoplossing of PBS. 
− De eerste fractie dient apart te worden gehouden aangezien deze niet representatief is voor de diepere  
   luchtwegen. 
− Voor morfologisch en flowcytometrisch imuunofenotyperings onderzoek dienen de 2e en volgende fracties gepoold     
   worden. Zet de BAL-vloeistof direct na afname op ijs en verwerk deze binnen max. 4 uur na afname. 
− Immunofenotyperings onderzoek van lymfocyten subpopulaties in BAL-vloeistof gaat gepaard met dezelfde typering in    
   perifeer bloed.  
 
2.2 Afname van het bloed 
− Er wordt vóór het toedienen van de premedicatie, dus vóór de lavage 1 buis (4-7ml) Li-heparine bloed afgenomen (K3-  
   EDTA kan ook). 
− Het bloed dient binnen 24 uur na afname bewerkt te worden. 



Analyse 
3.1 Bewerking BAL 
− Houd de BAL en de PBS/BSA (minimaal 0.1% BSA) steeds op smeltend ijs (0°C). 
− Bepaal het volume van de BAL-vloeistof (ml), bereken en boordeel het rendement: 
 

• 60 %: goed rendement 
• 30% en < 60%: matig rendement  
• < 30%: slecht rendement 

 
   en noteer het aspect: 
 

• Kleur (kleurloos/ rood/ wit/ bruin) 

• Homogeniciteit (helder/ troebel/ vlokkerig) 

• Slijm (weinig/ veel slijm) 
 
− Filtreer de BAL-vloeistof om slijm te verwijderen. Gebruik hiervoor een zacht filter (poriegrootte 70-100 μm). 
− Bepaal met een celteller het aantal leukocyten en rode bloedcellen (dit laatste om a.d.h.v. de leuko/ery ratio een maat  
   voor de bloedbijmenging in de BAL weer te kunnen geven). 
− Centrifugeer 10 min 490 ±100 x g (4°C). 
− Zuig supernatant af en beoordeel het aspect van het celpellet (kleur). 
− Lyseer eventueel aanwezige erytrocyten volgens een lokaal gangbare methode (NH4CL of een commerciële  
   lyseervloeistof). 
− Pool de celpellets in één buis. 
− Was de cellen 2x met PBS/minimaal 0.1% BSA. 
− Centrifugeer 5 min, 491xg (4°C).  
− Zuig de wasvloeistof na de laatste wasstap secuur af. 
− Neem het celpellet op in een bekend volume PBS/minimaal 0.1% BSA, (b.v. 1-4 ml). 
− Breng voor het maken van cytocentrifuge preparaten de celsuspensie op een concentratie van 0.5-1x106/ml. 
 

3.2 Morfologische analyse (Cytocentrifuge preparaten) 
3.2.1 Bereiding cytospincentrifuge preparaten 
− Maak 5-6 cytospin preparaten van een suspensie met een concentratie van 0.5-1 x 106

/ml in PBS/BSA 0.1-0.5%. 
− Voorzie objectglaasjes van naam, datum en materiaalcode. 
− Plaats de glaasjes in de cytospincentrifuge (matrand boven, beschreven kant naar de opening van het cupje). 
− Plaats cytospin-filtreerpapier tussen objectglaasje en cupje. 
− Draai de glaasjes voor met 50 μl PBS/ 0.1-0.5% BSA. 
− Pipetteer in de cupjes 50 μl celsuspensie (celconcentratie 0.5x106). 
− Centrifugeer 3 min. 1100 rpm. 
− Haal de cytospinpreparaten direct na het centrifugeren uit het apparaat. 
− Laat de preparaten aan de lucht drogen. 
− Beoordeel de kwaliteit van de gemaakte preparaten m.b.v. de lichtmicroscoop. 
 

3.2.2 Beoordeling cytocentrifuge preparaten 
De glaasje worden gekleurd m.b.v. een MayGrünwald Giemsa kleuring waarna er minimaal 300 cellen worden geteld. 
Hieruit wordt het % neutrofiele granulocyten, eosinofiele granulocyten, mestcellen, plasmacellen, lymfocyten en 
macrofagen bepaald.  
 

Beoordeel in ieder geval de volgende aspecten: 
− fagocytose 
− afwijkingen in het algemeen 
− specifieke afwijkingen zoals aanwezigheid van: 
 

• epitheel (plaveisel- en/of trilhaarepitheel) 

• (veel) bacteriën 

• asbestlichaampjes 

• schuimmacrofagen 

• rozetvorming van lymfocyten rondom macrofagen 

• insluitsels aanwezig in cellen 

• beoordeling hemosiderine in macrofagen na ijzerkleuring  



3.3 Immunofenotyperingsonderzoek 
3.3.1 Minimaal inzet panel immunofenotyperingsonderzoek 
− Voor immunofenotypering van de leukocyten in de BAL-vloeistof, worden 0.5 x106 cellen (100 μl van een suspensie met  
   een concentratie van ca. 5x106/ml) met monoklonale antistoffen geïncubeerd volgens het geldende  
   immunofenotyperings protocol voor lymfocytensubset analyse in de BAL. 
− Een minimaal protocol ziet er als volgt uit:  
   CD45 als pan-leukocyten merker. 
   CD3, CD4 en CD8 ter bepaling van T-cellen en CD4/CD8 ratio binnen de T-cellen. 
   CD19, CD56,  ter bepaling B-cellen en NK-cellen respectievelijk. 
   CD103 ter bepaling van de CD103CD4/CD4 ratio. Een ratio < 0.2 verhoogt de sensitiviteit voor sarcoïdose. 
 

− Eventueel aan te vullen met:  
   SmIgKappa/SmIgLambda indien B-lymfocyten >5% van de leukocyten.  
   HLA-DR op CD3+ T cellen  ter bepaling van geactiveerde T-cellen. 
   Een combinatie van CD11c, CD16, CD45,CD13.33 ter bepaling van (eosinofiele) granulocyten. 
   CD1a bij vraagstelling histiocytose. 
 

3.3.2 Meten van de celsuspensies op de flowcytometer 
− Na de kleuring met monoklonale antistoffen worden de celsuspensies op de flowcytometer gemeten. Gebruik hierbij de  
   voor de instellingen zoals gedefinieerd voor de betreffende flowcytometer. 
− Voor een betrouwbare analyse van de lymfocyten(sub)populaties in de BAL-vloeistof dienen tenminste 2000 events  
   binnen een lymfocytengate (gesteld op zijwaartse lichtverstrooiing SSC en CD45 expressie) gemeten te worden. 
 
3.3.3 Beoordeling immunofenotypering 
− Analyseer de relatieve omvang van de subpopulaties in BAL en bloed binnen de lymfocytenpopulatie. 
− Gebuik de FSC /SSC en CD45/SSC dot plots voor de identificatie van de lymfocytenpopulaties. Maak hierbij gebruik van de  
   volgende eigenschappen: sterke CD45 expressie, lage SSC, lage FSC. 
− Analyseer de lymfocytensubpopulatie binnen een gate die op bovengenoemde eigenschappen is vastgesteld. 
 

3.4 Bewerking bloed 
− Analoog aan de analyse van de BAL-vloeistof wordt bloed geanalyseerd ter vergelijking van de T-cel CD4/CD8 ratio.  
− Het immunofenotyperings onderzoek wordt ingezet op vol onbewerkt bloed waarna lysis van de erytrocyten plaatsvindt  
   met NH4CL of een commerciële lyseervloeistof. 
− Voor het immunofenotyperings onderzoek naar samenstelling en relatieve omvang van lymfocytensubpopulaties kan  
   gebruik gemaakt worden van de volgende MoAb combinaties: 
   Minimaal in te zetten panel: 
   CD3, CD4, CD8 ter bepaling van T-cellen en CD4/CD8 ratio binnen de T-cellen. 
 

− Eventueel aan te vullen met: 
   CD19 ter bepaling van B-lymfocyten en CD56 ter bepaling van NK-lymfocyten. 
 

Post-analyse 
Bij voorkeur integrale rapportage van microcopische analyse en immunofenotyperings onderzoek van BAL én bloed.   
De rapportage naar de kliniek dient altijd de volgende items te bevatten:  
− Celaantal (referentiewaarden) 
− Bloedbijmenging 
− Rendement 
− Celverdeling: lymfocytair, granulocytair (neutrofiel, eosinofiel), monocytair  
− Lymfocytensubsets (T, B, NK) 
− T-celsubsets en vergelijking CD4/CD8 ratio in het bloed 
− CD103 expressie op de CD4 cellen van de BAL 
− Resultaten microscopie: 
 

• epitheel (plaveisel- en/of trilhaarepitheel) 

• (veel) bacteriën 

• asbestlichaampjes  

• insluitsels aanwezig in cellen 

• beoordeling hemosiderine in macrofagen na ijzerkleuring   
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Addendum BAL consensusprotocol 

 

Celdifferentiatie 

Voor de interpretatie/duiding van de BAL celdifferentiatie resultaten wordt verwezen naar onderstaande 

richtlijn van de ATS (American Thoracic Society) uit 2012.  

 

‘American Thoracic Society Documents An Official American Thoracic Society Clinical Practice 

Guideline: The Clinical Utility of Bronchoalveolar Lavage Cellular Analysis in Interstitial Lung Disease’ (+ online 

supplement).  

 

Onderstaande tabel  is overgenomen uit ATS richtlijn. 

 
 

 

 

In de Clinical Practice Guideline blijven enkele aspecten onderbelicht onder andere: immuun modulerende 

medicatie en flowcytometrie (CD103 en NK-cellen). Literatuur onderzoek geeft hieronder samengevat de laatste 

inzichten.  

 

Patiënt specifieke factoren 

Zoals benoemd in het protocol heeft roken invloed op het aantal cellen in de lavage en de samenstelling 

hiervan. Wanneer de patiënt immunosuppressieve / immuno-modulerende medicatie gebruikt moet het effect 

daarvan op de samenstelling van de BAL overwogen worden bij de interpretatie van de resultaten. Omdat de 



effecten verschillend kunnen zijn bij verschillende ziektebeelden is niet generiek weer te geven wat verwacht 

kan worden bij welk middel.  

 

 

Flowcytometrie 

CD103 

Sinds de publicatie van de door de BAL werkgroep geïnitieerde evaluatie van CD103 als marker voor pulmonale 

sarcoïdose in 2008, zijn door andere onderzoeksgroepen vergelijkbare analyses gedaan en gepubliceerd (zie 

voetnoot). Hieruit blijkt een gemengd beeld, enkele bevestigen de waarde van deze marker terwijl in andere 

publicaties geen onderscheidend vermogen wordt gevonden voor CD103.  

 

NK cellen 

Bij analyse van lymfocyten subsets in de BAL wordt met regelmaat ook een verhoging van het percentage NK 

cellen gevonden. Dit is niet specifiek voor een bepaald ziektebeeld. In de literatuur zijn verhoogde aantallen NK 

cellen in BAL beschreven bij hypersensitivity pneumonie, COP, eosinofiele pneumonie, IPF en sarcoïdose. 
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