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SEED Ptyny z jam ciata

Lighting the way
with diagnostics
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Ptyn mdozgowo-rdzeniowy: materiat o szczegdlnych wymaganiach

Ptyn mézgowo-rdzeniowy (PMR) jako materiat do badan wymaga
szczegblnej uwagi przez caty czas - poczawszy od przygotowania
do pobrania prébki, przez transport, az do wtasciwej diagnostyki
laboratoryjnej. Gdy ptyn mézgowo-rdzeniowy trafia do labora-
torium powinien byc¢ zbadany tak szybko, jak to tylko mozliwe,
a personel powinien postepowac ze szczegdélng ostroznoscia.
Punkcja ledZzwiowa nie jest przyjemna dla pacjenta i nie nalezy
go narazac na powtarzanie tego zabiegu. Ponadto wyniki maja
kluczowe znaczenie dla lekarzy w ustaleniu dalszego sposobu
leczenia.

Wskazania do badania ptynu mézgowo-
rdzeniowego

Analiza ptynu mézgowo-rdzeniowego jest waznym elementem
w diagnozowaniu lub wykluczeniu:

® standéw zapalnych obejmujacych osrodkowy uktad nerwowy (OUN)
m choréb autoimmunologicznych takich jak stwardnienie
rozsiane (MS)

wylewdéw podpajeczyndéwkowych

nowotwordéw z prawdopodobnym naciekaniem OUN
idiopatycznej epilepsji

urazéw

Pacjenci wykazujacy ostre objawy wymagaja natychmiastowej
opieki. Wyniki badar laboratoryjnych ptynu mézgowo-rdzeniowego
odgrywaja kluczowa role, stanowiac podstawe dla decyzji lekarzy.
Dlatego badanie ptynu w laboratorium powinno nastapic jak
najszybciej z zachowaniem najwyzszych standardéw jakosci.

Przygotowanie i transport

Ptyn mézgowo-rdzeniowy jest materiatem pobieranym w ograni-
czonej ilosci. Do badar laboratoryjnych potrzeba srednio 5-10 ml,

z czego okoto 4-5 ml do zliczania i réznicowania komérek, a takze

co najmniej 0,5 ml do badan biochemicznych (biatko catkowite,
albumina, mleczany oraz glukoza). Istniejg rézne schematy analizy
ptynu mézgowo-rdzeniowego, ktére mozna podzieli¢ na badania

w trybie nagtym, podstawowe oraz badania specjalne. Diagnoza

i pierwsze wyniki, takie jak liczba komérek lub wyniki badan bioche-
micznych, determinujg wybdr kolejnych parametréw wykraczajacych
poza zakres badan podstawowych.

Ptyn mézgowo-rdzeniowy powinien by¢ pobrany do co najmniej
dwdch sterylnych i szczelnych probdwek (zalecane sa probéwki
polipropylenowe, gdyz komérki wykazujg wéwczas mniejsza
sktonnos¢ do adhezji do $cian naczynia), bez dodatku $rodka
konserwujgcego. Takie probéwki powinny by¢ ponumerowane,
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oznaczone danymi pacjenta i danymi na temat doktadnego czasu
pobrania prébki. Zalecane jest przygotowanie instrukcji zawierajacej
szczeg6towy schemat postepowania. Takie rozwigzanie stosowane
jest w wielu osrodkach.

Ponizsze informacje dotyczg szczegétow diagnostyki ptynu
mozgowo-rdzeniowego w zakresie badan w trybie nagtym

i podstawowym, obejmujacych ocene wizualng, zliczanie i
réznicowanie komdrek oraz wybrane badania biochemiczne.

Ocena wizualna

Przed zliczeniem i réznicowaniem komérek w ptynie mézgowo-
-rdzeniowym, dokonuje sie oceny makroskopowej prébki oraz
testow paskowych, za pomoca ktérych mozna jakosciowo ocenic
obecno$¢ hemoglobiny i stezenie biatek. Jednakze jest to jedynie
ocena pétilosciowa, niemal zawsze wykonywana w celach orien-
tacyjnych, jako badanie przytézkowe (POCT).

Ocena ilosciowa komorek

Przyjmujac, ze ptyn mézgowo-rdzeniowy dociera do laboratorium
niezwtocznie po pobraniu i w odpowiednich warunkach transportu
(tj. w kontrolowanej temperaturze), komérki w ptynie powinny
zostac policzone bez zadnych opéznien. Dopuszczalny czas od
pobrania do analizy wynosi 2 godziny. Mimo to niektére komérki
(zwtaszcza neutrofile) moga ulec lizie w ciggu pierwszej godziny
od pobrania, co moze zanizy¢ wynik zliczania. Zmniejszona
zywotno$¢ komérek w ptynie mézgowo-rdzeniowym, szczegdlnie
granulocytdw, jest charakterystyczna m.in. dla znaczaco niskiego
stezenia biatek. Okres przezycia granulocytéw in vitro moze réwniez
skrécic ekspozycja na $wiatto lub kontakt prébki z powietrzem [1].
W kontakcie z powietrzem ptyn mézgowo-rdzeniowy uwalnia
czasteczki dwutlenku wegla. W przypadkach gdy zawartos¢ biatek
i komorek w ptynie jest niska, ptyn moze utraci¢ swoje wtasciwosci
buforowe utrzymujace pH na odpowiednim poziomie. W ten
sposéb pH moze sie zmienic z 7,32-7,63 do bardziej zasadowego
pH 7,8 w ciagu kilku sekund, co prowadzi do dalszych uszkodzer
komdrek i ich lizy [2].

Gdy nie jest dostepna zautomatyzowana metoda liczenia komérek,
zlicza sie je za pomoca specjalnych komér. W praktyce laborato-
ryjnej powszechnie wykorzystuje sie komore Fuchs-Rosenthala,
do ktérej potrzebna jest wieksza objetos¢ ptynu, niz do komory
Neubauera, co jest korzystne w przypadku ptynéw o niskiej cytozie.
Komora powinna by¢ umyta i wysuszona oraz nie powinna
zawierac pytkéw. Szkietko nakrywkowe powinno by¢ umieszczone
w taki sposob aby widoczne byty pierscienie Newtona. Tylko
woéwczas przestrzen pomiedzy szkietkiem nakrywkowym a dnem

komory bedzie wynosi¢ 0,2 pm. Po ostroznym wymieszaniu
ptynu mézgowo-rdzeniowego w plastikowej probéwce, jest on
umieszczany w komorze za pomocg pipety. Sity kapilarne zapew-
niaja odpowiednie rozprowadzenie ptynu w komorze. Nalezy sie
upewni¢, ze w komorze znajduje sie odpowiednia ilo$¢ ptynu i
nie dostaty sie tam pecherzyki powietrza, oraz ze ptyn nie rozlewa
sie poza krawedzie komory.

Ptyn mézgowo-rdzeniowy moze by¢ umieszczony w komorze bez
uprzedniego barwienia. Po krétkim okresie sedymentacji (zalecana
jest wilgotna komora, zapobiegajaca wysychaniu komérek) mozna
rozpoczac zliczanie komérek. W trakcie takiego zliczania krwinki
biate (WBC) i czerwone (RBC) sg liczone bez dodatkowego rézni-
cowania populacji krwinek biatych. Réznicowanie pomiedzy krwin-
kami biatymi i czerwonymi czasami réwniez moze byc¢ utrudnione,
zwtaszcza gdy naturalne zabarwienie RBC jest stabo widoczne, a
komérki nie przedstawiajg typowego obrazu, np. gdy komérki sa
napeczniate lub obkurczone lub ulegajg poczatkowym procesom
autolizy.

Alternatywnym rozwigzaniem jest wybarwienie PMR i analiza
mikroskopowa po dodaniu lodowatego kwasu octowego (stosunek
1:9), ktéry powoduje lize RBC, dzieki czemu zliczenie WBC jest
bardziej precyzyjne. W niektérych przypadkach lodowaty kwas
octowy nie powoduje lizy RBC lub dotyczy ona tylko czesci komérek,
co stanowi dodatkowa trudnos$¢ w prawidtowym zliczeniu WBC.
Réznicowanie miedzy WBC i RBC bywa szczegdlnie trudne, gdy
kwas octowy powoduje pecznienie i blakniecie RBC.

Dodanie roztworéw barwigcych, takich jak 0,2% fiolet krystaliczny
lub btekit metylenowy moze utatwic zliczenie WBC, jednak odnoto-
wano nieliczne przypadki, w ktérych RBC réwniez zaabsorbowaty
barwnik, zwtaszcza gdy doszto w nich do zainicjowania proceséw
litycznych. Te trudno$ci moga wptywac na korekcje WBC, zalezng
od ilosci RBC (odjecie 1 WBC/pl na 1000 RBC/pl).

W celu policzenia krwinek biatych i czerwonych, komérki sg zliczane
w co najmniej pieciu grupowych (duzych) kwadratach komory
Fuchs-Rosenthala. Jesli jest mniej niz 20 komdrek w kwadracie
grupowym, komorki powinny by¢ zliczone w catej komorze (3,2 pl),
w celu polepszenia jakosci badania [3]. Nalezy jednak pamietac,
ze zliczone komérki, przeliczone na pl w pewnym stopniu moga
sie roznic od rzeczywistej cytozy ptynu mézgowo-rdzeniowego,
nawet gdy zostata policzona cata komora. Oznacza to, ze nawet
przy zatozeniu ze probka zostata przygotowana w optymalny
sposaéb, a zliczenie WBC przebiegto bez trudnosci, policzenie

4 komérek we wszystkich 5 kwadratach grupowych (odpowiednik
1 pl) moze sie réznic¢ o 50 % od rzeczywistego stezenia WBC

w PMR (ryc. 1).
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W przypadku zliczania i réznicowania komdrek ptynie mézgowo-rdzeniowym w komorze Fuchs-Rosenthala mozna zastosowac

rozktad Poissona. Odchylenie standardowe (SD) i wspétczynnik zmiennosci (CV) sa definiowane jako:

Odchylenie standardowe $redniej ze zliczer x:
Odchylenie standardowe catkowitej liczby komérek n:
Wspdtczynnik zmiennosci Sredniej ze zliczen x:
Wspotczynnik zmiennosci catkowitej liczby komérek n:

s(x) = Vx
s(n) =Vn
CV(x) =1/Vx
CV(n)=1/Vn

Jesliw 5 duzych kwadratach w komorze Fuchs-Rosenthala znaleziono tacznie 4 komérki,

to wspétczynnik zmiennosci wyniesie CV(4) = 1/V4. Oznacza to, ze wynik moze sie rézni¢ od wartosci rzeczywistej o 50 %.

Jest tak przy zatozeniu jednolitego i optymalnego rozktadu krwinek biatych w komorze, co nie zawsze ma miejsce w

rzeczywistosci. Kazda dodatkowa objetosc lub kazde dodatko

Dla wskaznika zmiennosci: 1%

minimalna ilo$¢ zliczonych komérek musi wynosic: 100 000

we zliczenie prowadzi do zwiekszenia wiarygodnosci wyniku.

2,5% 5% 10% 20%

1600 400 100 25

Ryc. 1Statystyczna doktadnos¢ zliczania cytozy, w zaleznosci od liczby policzonych komdrek

Morfologia komérek

Kolejnym waznym etapem badania ptynu mézgowo-rdzeniowego
po ustaleniu cytozy, jest réznicowanie komérek wystepujacych
w ptynie oraz mikroskopowe wykrycie obecnosci bakterii i grzybdw,
ktére przeprowadzane jest zazwyczaj na pracowni mikrobiolo-
gicznej i stanowi nieodtaczng cze$¢ podstawowego programu
badar ptynu mézgowo-rdzeniowego. W przygotowaniu preparatu
mikroskopowego wazne jest, aby w polu widzenia widoczne byty
wszystkie populacje komdérek obecne w ptynie mézgowo-rdze-
niowym, z zachowaniem rzeczywistych proporcji. Oznacza to, ze
wyglad komérek nie moze ulec znaczagcym zmianom, a komérki
muszg byc¢ zebrane na mozliwie matej powierzchni i tworzy¢
pojedyncza warstwe. Nie powinny na siebie nachodzic, co moze sie
zdarzy¢ w przypadku duzej liczby RBC. Spetnienie tych wymagan
nie zawsze jest tatwe.

Dwie podstawowe metody wykorzystywane w celu przygotowy-
wania preparatéw do mikroskopowego réznicowania komérek to
komora SAYK lub cytowiréwka.

Metoda SAYK

Karta z filtrem do cytopreparatu jest umieszczana na czystym
szkietku. Na nig zaktada sie odpowiednio wywazong komore, ktéra
napetnia sie ptynem mdézgowo-rdzeniowym. Po okoto 20-30
minutach ptyn wsiaka w filtr, a komérki pozostaja na dnie komory.
Oznacza to, iz supernatant nie moze by¢ wykorzystany do dalszej
analizy biochemicznej. Zwykle komora napetniana jest okoto 200 pl
ptynu mézgowo-rdzeniowego.

Jednakze jesli analizie poddawany jest ptyn o niskiej liczbie
komorek, personel medyczny moze napotykac problemy takie jak
duza utrata komérek (az do 90 %), a co za tym idzie trudnosci
w znalezieniu wystarczajgcej ilosci komérek do oceny mikrosko-
powej lub problemy przy badaniu ptynéw o niskiej komérkowosci.
Wydaje sie, ze do badania ptynu ubogokomaérkowego mozna uzyc
wiekszg objetos¢ ptynu, jednak moze to byc trudne, poniewaz jesli
komora SAYK zostanie napetniona wiekszg iloscig ptynu, zachodzi
ryzyko, iz filtr nie bedzie w stanie go zaabsorbowac w catosci.

W ten sposéb nie uzyska sie dobrego preparatu mikroskopowego.
Innym rozwigzaniem jest odwirowanie ptynu przed umieszczeniem
go w komorze. Nalezy sie jednak liczy¢ ze zmianami morfologicz-
nymi komdrek spowodowanymi wirowaniem, szczegdlnie gdy
materiat zawiera niewielkg liczbe komérek. Dla poprawienia jakosci
wygladu komdrek do ptynu przed wirowaniem mozna dodac
albumine, aby zapobiec procesom szybkiej autolizy.

Zageszczanie ubogokomdrkowego ptynu mézgowo-rdzeniowego
ma na celu niedopuszczenie do pominiecia komdrek nowotworo-
wych, co ma ogromne znaczenie w przypadku choréb, takich jak:
ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) oraz ostra biataczka szpikowa
(AML). W celu uzyskania preparatu o lepszej jakosci do wstepnego
wirowania nalezy uzy¢ co najmniej 5 ml ptynu, po uprzednim dodaniu
srodka konserwujacego.

W przypadku ptynu mézgowo-rdzeniowego o wysokiej cytozie,
do komory SAYK nalezy dodac¢ mniejsza objetos¢ ptynu.
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Zaleta tej metody jest, ze gdy komorki nie ulegaja procesom
autolizy, w preparacie po wybarwieniu uzyskuje sie komorki
o niemal niezmienionej morfologii.

Cytowirowanie

W tej metodzie wykorzystuje sie dotaczone do wiréwki specjalne
przyrzady o réznych srednicach (wybdr odpowiedniej srednicy
jest uzalezniony od komdrkowosci ptynu mézgowo-rdzeniowego
i zalecen producenta wiréwki). Przyrzady te umieszcza sie na
czystym szkietku, na ktérym znajduje sie specjalny filtr. Ptyn
mozgowo-rdzeniowy dodaje sie do komory za pomoca pipety.
Objetos¢ dodawanego ptynu zalezy od komory, jej Srednicy,
pojemnosci oraz komérkowosci ptynu, dzieki czemu na preparacie
znajduje sie warstwa o wystarczajacej liczbie komérek. Przy
wiréwkach czesto znajduja sie zalecenia producenta dotyczace
objetosci ptynu i rodzaju komory jaka nalezy uzyc¢.

Pomimo Ze utrata komdrek w cytowiréwce nie jest az tak duza, jak
w przypadku komory SAYK, nie zawsze udaje sie uzyskac preparat,
ktéry umozliwia poprawna analize morfologiczng komérek.
Nawet jesli zostanie zastosowana zalecana sita od$rodkowa, w prepa-
racie mozemy uzyskac¢ komérki wieksze lub zdeformowane na skutek
wirowania. Na przyktad jadro limfocytéw moze by¢ silniej zary-
sowane, co utrudnia réznicowanie prawidtowych limfocytéw od
komérek ztosliwych. Poniewaz odnalezienie komérek w cytoprepa-
racie moze by¢ utrudnione przez wiele czynnikdw, takich jak utrata
komdrek w trakcie sedymentacji, niewtasciwe rozmieszczenie

w preparacie, zmiany morfologiczne lub réznice w objetosci uzytego
ptynu, wynik réznicowania komdrek podaje sie jedynie jako wartosci
procentowe.

Zliczanie komorek w ptynie mézgowo-rdzeniowym i ich réznico-
wanie jest uzupetniane o wyniki badan biochemicznych.

Ryc. 2 Przyktad preparatu, w ktérym komdrki nie zostaty dobrze utrwalone

Ryc. 3 Przyktad preparatu z dobrze zachowanymi komérkami

Badania biochemiczne (mokra chemia)

Mleczany i glukoza

U zdrowych oséb kwas mlekowy obecny w ptynie mézgowo-
rdzeniowym pochodzi z tkanki mézgowej oraz osocza. Wartosci
referencyjne tego parametru zaleza od wieku.

Stezenie kwasu mlekowego w ptynie mézgowo-rdzeniowym wzrasta
w przypadku choréb neurologicznych. Jesli wzrostowi poziomu
kwasu mlekowego towarzyszy spadek glukozy (z uwzglednieniem
poziomu glukozy w surowicy, ktéry réwniez powinien by¢ oznaczony),
mozna podejrzewac zakazenie bakteryjne lub grzybicze OUN.
Wiekszos¢ mikroorganizmdéw (oprécz wiruséw) przy niedoborze
tlenu, ktéry jest niezbedny do prawidtowych proceséw oddychania
komérkowego, zaczyna korzystac z procesu glikolizy. Glikoliza
moze zachodzi¢ w Srodowisku tlenowym jak i bez obecnosci tlenu.
Gtéwne etapy rozpadu glukozy do pirogronianu w procesie glikolizy
w warunkach tlenowych i beztlenowych to:

m aktywacja glukozy przez glukozo-6-fosforan do fruktozo-1,6-
bifosforanu, a nastepnie podziat 6 weglowego zwigzku na dwie
fosfotriozy

m dehydratacja do aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GADP)
i fosfodihydroksyacetonu (DHAP)

m przeksztatcenie aldehydu 3-fosfoglicerynowego do pirogronianu
(kwasu pirogronowego).
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W warunkach beztlenowych, jakie panujg w ptynie mézgowo-
rdzeniowym, powstaty pirogronian jest redukowany do kwasu
mlekowego przez dehydrogenaze mleczanowa. Ostatecznym
produktem glikolizy w warunkach beztlenowych jest prawoskretna
s6l kwasu mlekowego [4].

Fermentacja kwasu mlekowego:
Cs Hi2 O¢ —> 2 CH;CH,OCOO" + energia

Nie tylko mikroorganizmy powodujg wzrost mleczanéw i zmniejszenie
stezenia glukozy w ptynie mézgowo-rdzeniowym. Krwinki czerwone
i granulocyty réwniez uzupetniajg swoje zapotrzebowanie ener-
getyczne poprzez beztlenowg glikolize. Dlatego nalezy potozy¢
wysoki nacisk na szybkos¢ wykonania analizy, by zapewni¢ jak
najwyzszg jakosc. Jesli nie jest to mozliwe, nalezy rozwazy¢ mozli-
wos¢ dodania do ptynu inhibitoréw glikolizy.

CHO
0 0 0 0
H OH
OH H
H OH —> 2 0 —> 2HO H
H OH
CH,OH CH, CH,

Ryc. 4 Glikoliza w warunkach beztlenowych

Albumina i biatko catkowite

Oznaczenie biatka catkowitego pozwala na wstepng ocene dziatania
bariery krew-mézg. Wzrost biatka catkowitego w ptynie mézgowo-
rdzeniowym jest nieswoistym wskaznikiem choréb OUN. Dodatkowe
oznaczenie albuminy, ktéra jest wytwarzana wytacznie przez
watrobe, dostarcza wiecej informacji na temat potencjalnych
choréb przebiegajacych z dysfunkcja bariery krew-mézg. Diagnostyka
oparta na tych parametrach jest utrudniona w przypadkach, gdy
krew dostata sie do ptynu w trakcie pobrania. RBC i/lub hemo-
globina zawyzaja poziom biatka, a przy obecnosci erytrocytéw
powyzej 3000/pl wynik nalezy uzna¢ za niewiarygodny [5].

Podsumowanie

Biorac pod uwage potencjalne problemy wymienione powyze;j,
ktore wystepuja dos¢ powszechnie, staje sie jasne, ze procesy
fizjologiczne zachodzgce w ptynie mézgowo-rdzeniowym
oraz inne trudnosci diagnostyczne, moga doprowadzi¢ do
wtérnych zmian w liczbie komérek, ich morfologii oraz zmian
w parametrach biochemicznych. Dodatkowo réznice w wynikach
moga powstac réwniez pézniej — poczawszy od problemdéw
w zliczaniu komérek lub na skutek zmian zachodzacych

w komérkach w czasie przylegania (jak opisano w podst-
awowych metodach np. cytowirowaniu) lub moga by¢ spow-
odowane zmianami podczas barwienia. Biorgc pod uwage
wszystkie te aspekty, zaleznos$¢ jakosci wyniku od proceséw
przedanalitycznych, szybkosci postepowania i metody oznaczeri
jest jednym z powoddw, dla ktérych automatyzacja i standary-
zacja analizy ptynu mézgowo-rdzeniowego jest pozadana,
nawet po uwzglednieniu wszystkich dostepnych zalecen.
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