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Nowoczesne metody przygotowywania osadow
plynu mozgowo-rdzeniowego

Modern methods of cerebrospinal fluid cytology sediments

ANDRZEJ POTEMKOWSKI!, REINHARD LEHMITZ?>

Z: 1. Xliniki Neurologii PAM w Szczecinie
2. Pracowni Plynu Mézgowo-Rdzeniowego Centrum Diagnostyki
i Leczenia Chordb Ukladu Nerwowego Uniwersytetu w Rostocku

STRESZCZENIE. Praca zawiera krotki opis
stosowanych obecnie metod zageszczania komorek
plynu mézgowo-rdzeniowego do badania cytolo-
gicznego. Autorzy oceniajq kaidgq metodg i przed-
stawiajq technike najnowszq, wypracowang w ostat-
nich latach w Rostocku i Szczecinie (red.).

SUMMARY. A4 brief description is presented of
currently used methods of the cerebrospinal fluid
cells densification for the purposes of cytological
examination. Each of these methods is evaluated
and the most recent technique developed in
Rostock and Szczecin is presented (ed.).
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Od 1891 roku, kiedy to Heirich Ireneus
Quincke w 38 numerze Berliner Klinische
Wochenschrift donidst o pierwszym naklu-
ciu ledzwiowym, rozpoczelo sie zmudne
opracowywanie metod badania poszczegdl-
nych skladnikéw plynu mézgowo-rdzenio-
wego oraz poznania ich zmian w zaleznoSci
od proceséw chorobowych. Mimo tego, ze
w ostatnich dwudziestu latach ilo$¢ wyko-
nywanych punkcji w diagnostyce neuro-
logicznej spadla o okolo 60%, to jednak
w pozostalych przypadkach badanie plynu
moézgowo-rdzeniowego ma nadal znaczenie
decydujace. Dlatego tez obserwujemy staly
rozw(j metod analizy biochemicznej oraz
doskonalenie metodyki oceny cytologicznej.

Przygotowanie preparatow cytologicz-
nych plynu mézgowo-rdzeniowego, potocz-
nie okre$lanych mianem osaddw, z poczat-
ku oparte bylo na wirowaniu. Mimo rézno-
rodnych prob, m.in. polegajacych na wiro-
waniu na niskich obrotach i w obniZzonych

temperaturach, warto$¢ morfologiczna tak
powstalych preparatdéw byla niska. Dlatego
Bannwarth w 1933r. i Demme w 1950t.
uznali, ze jakoSciowe badanie komérek ply-
nu moézgowo-rdzeniowego nie ma znaczenia
w diagnostyce klinicznej. Amnaliza cytolo-
giczna komorek zostala wiec ograniczona
do ich iloSciowego okreSlenia w komorze
Fuchsa-Rosenthala.

Postgp w diagnostyce plynu mozgowo-
-rdzeniowego rozpoczal sie whasciwie z chwila
wprowadzenia do praktyki laboratoryjnej
kamery opracowanej przez Sayka w 1954 r.,
w ktérej uzyskiwano komoérki o dobrze wi-
docznej strukturze. Juz pierwsze obserwacje
Sayka wykazaly, ze liczba komorek uznana za
prawidlowa, nie wyklucza obecnoSci wérod
nich komdrek patogennych, np. nowotworo-
wych. Od tego czasu wzrosto znaczenie jakos-
ciowej oceny cytologicznej ptynu mdzgowo-
-rdzeniowego jako metody diagnostycznej
i stosowanej do kontroli przebiegu choroby.
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Celem wszystkich wprowadzonych metod
i ich modyfikacji bylo:

— uzyskanie w osadzie mozliwie najwick-
szej liczby komorek przy jak najmniej-
szej ilosci plynu mozgowo-rdzeniowego
potrzebnej do badania,

— zmniejszenie uszkodzenia komorek
w trakcie przygotowywania osadu,

— unikniecie selektywnych strat komérek
i przez to uzyskanie osadu zblizonego do
warunkow in vivo dla danego przypadku,

— opracowanie szybkiej i niepracochton-
nej metodyki uzyskiwania osadu plynu
mozgowo-rdzeniowego,

— wprowadzenie jak najwiekszej liczby
barwien i metod cytochemicznych,

— wykorzystanie pozbawionego komorek
plynu mozgowo-rdzeniowego do dal-
szych badan.

l

]
!
|
r{- 4 5
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Najwazniejsze metody uzyskiwania osadu
plynu mézgowo-rdzeniowego w kolejnosci
ich pojawiania sig, byly nastepujace.

Metoda sedymentacyjna (tzw. ,,przyspieszonej
sedymentacji”) Sayka (1954)

W metodzie tej przyspieszenie sedymenta-
cji uzyskiwano przez umieszczanie miedzy
tubusem 1 szkietkiem podstawowym bibuly
filtracyjnej z otworem o $rednicy odpowia-
dajacej przekrojowi tubusa. Komoérki osa-
dzaly sie bezposrednio na szkietku podsta-
wowym. Szybko$§¢ odsaczania plynu mézgo-
wo-rdzeniowego do bibuly zalezala od sily
nacisku na tubus specjalnego ciezarka.
Trwajacej 20-30 minut sedymentacji pod-
dawano 1 ml plynu mézgowo-rdzeniowego.
Ta metoda przechodzac wiele modyfikacji,
przez wiele lat stosowana byla przez wigk-
szo$¢ pracowni plynu mdzgowo-rdzeniowe-
go w bylej NRD (rys. 1).

Podstawowa zaleta tej metody jest bardzo
dobry obraz komorki. Wada natomiast ,,se-
lektywne gubienie” zwlaszcza malych limfo-
cytéw, zalezne od konstrukeji kamery badz
dokladnosci ztozenia jej poszczegdlnych czes-

Rysunek 1. Warianty kamery Sayka.
(1) szklana rurka sedymentacyjna, (2) guomowy tubus,
(3) ptyn moézgowo-rdzeniowy, (4) bibuta filtracyjna,
(5) szkietko podstawowe.

ci, co powoduje, ze stosunek Limfocytow
i monocytéw w cytogramie wynosi 50.5%
i 47.7%, co daleko odbiega od warunkdéw in
vivo (odpowiednio 85% i 15%). Nie moze
zadowalac rowniez niski wskaznik wykrycia
komorek, tj. stosunek liczby komorek wi-
dzianych w kamerze Fuchsa-Rosenthala
i osadzie pltynu mozgowo-rdzeniowego, ktory
nie przekracza 10%. Wprowadzenie, po la-
tach stosowania metody, zasady wykonywa-
nia kilku osadow z jednego pltynu mozgowo-
-rdzeniowego nie zmniejszyto ryzyka utraty
istotnych w diagnostyce komorek.

Oparta na zasadzie przyspieszonej sedy-
mentacji kamere osadowa konstrukcji Kul-
czyckiego stosuje sie w pracowni mozgowo-
-rdzeniowej w Szczecinie. Kamera ta jest

- mniejsza, lzejsza od kamery Sayka, umozli-

wia pobieranie plynu moézgowo-rdzeniowego
bezposrednio z igly punkcyjnej [2]. Nacisk
tubusa na bibule filtracyjna reguluje sie spe-
cjalnie kalibrowana $ruba (fot. 1).
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Fotografia 1. Kamera sedymentacyjna prof. J. Kulczyckiego

Metoda filtracji blonowej (1956)
Wprowadzona przez Seala metoda filtra-
¢ji plynu moézgowo-rdzeniowego przez mi-
kroporowate blony ulegala najrozniejszym
modyfikacjom technicznym i materialo-
wym. Preparat powstawal na zasadzie osa-
dzania sie komorek na filtrze o réznej sze-
rokoéci poréw. Wigkszos¢ materiatéw fil-
tracyjnych z racji swego sktadu chemiczne-
go nie ograniczala mozliwosci zastosowania
réznych barwien. W bogatokomérkowych
i wysokobialkowych plynach moézgowo-
-rdzeniowych dochodzilo jednak do szyb-
kiego zablokowania poréw, co utrudnialto
uzyskanie miarodajnych wynikow. Kistler
zwiekszyl skuteczno$¢ metody poprzez
wprowadzenie w swoim aparacie mozliwo§-
¢i wyboru szerokoéci poréw oraz zmiany ci-
$nienia. Kolmel wykorzystal podcinienie
powstale w wyniku ssania wytwarzanego
przez bibule filtracyjna. Wada metody fil-
tracji blonowej i jej modyfikacji bylo, ze
stosowane podci$nienie, jak i nadci$nienie,

powodowaly zmiany struktury komorek.
Zaleta tej metody jest wyzszy niz w meto-
dzie Sayka wskaznik uzyskania komorek,
jednakze ich okolo trzykrotnie mniejsza
wielkos¢, wiekszy polimorfizm i kulisty
ksztalt stanowia istotne utrudnienia w oce-
nie cytologicznej.

Metoda Simona i Schroera (1963)

W metodzie tej doprowadzano do po-
wstawania skrzepu w plynie mdzgowo-rdze-
niowym przez dodawanie do niego roztwo-
ru fibrynogenu. Powstaly skrzep tworzyl
sie¢ o waskich, gestych oczkach, w ktorych
teoretycznie powinny zatrzymywac  sie
wszystkie komodrki. Nastepnie skrzep pod-
dawany zostal Sciskaniu pomiedzy dwoma
szkietkami podstawowymi. W ten sposob
plyn moézgowo-rdzeniowy, pozbawiony ko-
morek, zostawal wyci$niety ze skrzepu. Jed-
no ze szkietek suszono, a nastepnie preparat
barwiono. Widoczna siatka fibrynogenu nie
utrudniala oceny mikroskopowej.
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Metoda sedymentacyjna Sérnasa (1967)

Gladko oszlifowany koniec szklanej rurki
o przekroju wewnetrznym 10 mm zanurzano
w plynnej wazelinie i ustawiano na szkietku
podstawowym. W tak powstalej komorze po
stezeniu wazeliny umieszczano okolo 0,7 mm
plynu mézgowo-rdzeniowego. Po godzinnej
sedymentacji wigksza cze§¢ plynu usuwano
pipeta, a reszte odsaczano, uzywajac bibuly
filtracyjnej. Wazeling suszono, nastgpnie usu-
wano, a preparat barwiono.

Zaréwno metoda. Simona i Schroera jak
i Sérnasa stosowane byty krotko w niewielu
laboratoriach.

Kamera sorpcyjro-sedymentacyjna
Sayka i Lehmitza (1979)

W metodzie tej (rys. 2), stosowanej szero-
ko w latach osiemdzesiatych, korzystano
z jednorazowego tubusa, wykonanego z cera-
micznego tworzywa (Kawenit IN KER 63),
kt6ry mocowano Srodkiem klejacym bezpo-
$rednio na szkietku podstawowym. Po wstep-
nym nasaczeniu wewnetrznej Sciany tubusa
0.9% roztworem NaCl, 1 ml plynu moézgo-
wo-rdzeniowego poddawano sedymentacji
przez okolo 60 minut [7]. W czasie, kiedy
plyn wnikat do Scianek tubusa, komorki osa-
dzaly sie na szkietku podstawowym. Autorzy
tej metody opracowali rowniez modyfikacje

umozliwiajaca odzyskiwanie plynu mozgo-
wo-rdzeniowego do innych badan [4].

Wirowanie :

Wzrost znaczenia technik wirowania datuje
sig od 1984 roku, kiedy to pojawily sie wirow-
ki przystosowane do analiz cytologicznych
firmy Schandon i Hettich. Sa one obecnie
najczesciej stosowane w praktyce. W przeci-
wienstwie do starszych metod, obecne wyko-
rzystuja juz podczas wirowania bezposrednie
osadzanie komoérek na szkieltku podstawo-
wym lub nakrywkowym, ktére po zakoncze-
niu barwienia zaktadane jest na szkietkn pod-
stawowym. W wirdwce Schandon Cytospin 2
i w powszechnie stosowanej w Niemczech
wirdwee Hetticha reguluje sie wszystkie para-
metry wirowania. Wiekszo$¢ metod opiera sie
na dwuetapowym wirowaniu. W pierwszej
fazie odbywa sie wirowanie plynu mézgowo-
-rdzeniowego, a w drugiej, po wprowadze-
niu uzyskanych komérek do wzbogaconego
biatkowo roztworu plynu mézgowo-rdzenio-
wego, nastepuje ponowne wirowanie. Wolny
od komoérek plyn z pierwszego wirowania
mozna wykorzysta¢ do innych analiz. W pra-
cowniach plynu mébzgowo-rdzeniowego,
w ktérych pracuja autorzy, korzysta sie z wi-
rowki Hettich Universal 1200, przeprowadza-
jac wirowanie dwuetapowo (rys. 3).

Rysunek 2. Warianty kamery sorpcyjno-sedymentacyjnej.
)1 (9) — kamery roznych wymiaréw, (2) i (10) — réine grubosci Scianek kamery, (3) i (11) — réznej
wysokoéci stup ptynu mézgowo-rdzeniowego, (4) 1 (7) — szkietka podstawowe, (5) powierzchnia
styczna kamery i szkielka podstawowego, (6) i (8) — érodek klejacy.
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Rysunek 3. Poszczegllne etapy przygotowywania osadu w metodzie wirowania (Hettich Universal)

W pierwszej fazie w specjalnej kamerze osa-
dzonej na szkielku podstawowym wiruje sig
przez 3 minuty z predkoscia 1500 obr./min.
200 g1 ptynu moézgowo-rdzeniowego z dodat-
kiem 50 gl roztworu albuminy ludzkiej. Pa-
mietac nalezy, ze wielko§¢ powierzchni prze-
kroju kamery uzalezniona jest od wstepnej
oceny liczby komorek w kamerze Fuchsa-
-Rosenthala: do 20 000 komorek/l — 30 mm?,
powyzej 20 000 komorek/l — 60 mm?2 Po wiro-
waniu nadmiar ptynu w iloci 200 pl usuwa sie
z kamery pipeta Hamiltona. Tak powstaly
»mokry osad” poddawany jest wirowaniu
w drugiej kamerze z bibula filtracyjna przez
jedna minute z predkoscia 3000 obr./min.,
a uzyskany osad jest barwiony. Do przygoto-
wania osadow uzywa sie szkielek podstawo-
wych, pokrytych polikationem (PDDA).
Z wczedniejszych obserwacji wiadomo, ze
przygotowane szkietka poprzez wysoka adhe-
rencje lepiej ,,wychwytuja’” komoérki. W in-
nych o$rodkach do nawarstwiania szkielek
stosuje si¢ poli-1-lizyne [6].

Metodyka ta jest obecnie wprowadzona
do szeregu krajowych laboratoriow plyno-
wych, przede wszystkim ze wzgledu na wysoki
wskaznik uzyskania komorek, wynoszacy dla
granulocytow 48.1%, dla komoérek plazma-
tycznych 1 mitoz blisko 100%, a dla erytro-
i hemosyderynofagéw okolo 65% (tabl. 1, 2).
Kolejnymi zaletami sa wysokiej jakosci ko-
moérki oraz zblizony do warunkdéw in vivo
stosunek limfocytow i monocytéw wynoszacy
84.4% i 14.8% (tabl. 3). Wszystkie te cechy
sa szczegllnie istotne w przypadku plynow
moézgowo-rdzeniowych ubogokomorkowych,
a wysoki wskaznik wykrycia komoérek plaz-
matycznych wyrdznia wirowanie jako metode
opracowania osadéw w diagnostyce przewlek-
tych chorob zapalnych o.u.n. [3, 5].

Tablica 1. Wskaznik wykrycia komérek liczony

dla lenkocytéw
Wiréwka | Kamera
Lekocyty (IN=30) 48.1% 9.4%
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Tablica 2. Wskazniki wykrycia komoérek

Wiréwka | Kamera
Komoérki plazmatyczne 100% 30%
Erytro- i hemo-
syderynofagi 65% 100%
Mitozy 100% 18%

Tablica 3. Stosunek limfocytéw do monocytow
w wiréwee i kamerze Sayka

Limfocyty

Monocyty
Wirowka 844 14.8
Kamera 50.5 417

Na podkreslenie zashiguje dostepnosé
wiréwki polskiej konstrukcji, warszawskiej
firmy MPW. Zestaw do przygotowania osa-
dow (Cytoset) jest, ze wzgledu na swoja in-
nowacyjna konstrukcje pozwalajaca rowno-
czesnie opracowywal osad i odzyskiwaé
pozbawiony komorek plyn, szczegolnie inte-
resujacym rozwiazaniem technicznym. Ba-
danie przeprowadzone w Pracowni Plynu
Moézgowo-Rdzeniowego Kliniki Neurologii
w Szczecinie wykazaly, ze wskazniki uzyska-
nia komorek sa wysokie i zblizone do uzy-
skiwanych na sprzecie produkcji zachodniej.

Brak w dalszym ciggu metody spelniajacej
wszystkie okre§lone na wstepie cechy, a zwla-
szcza zatrzymanie w osadzie wszystkich ko-
morek, inspiruje do dalszych poszunkiwan.
Swoja prostota i oryginalnodcia zwraca uwa-
ge konstrukcja Hastki —,,Liquorette”, wyko-
rzystujaca pole magnetyczne [1]. Dalej nie

ustaje w poszukiwaniach profesor Johannes
Sayk, ktéry w ostatnich latach, juz po przej$-
ciu na emeryture, opracowatl i opatentowal
kilka kolejnych rozwiazan [§]. Nie jest wy-
kluczone, ze po ponad 30 latach od opraco-
wania swojej stynnej kamery, to wlasnie jego
rozwiazanie stanie si¢ w najblizszej przyszlos-
ci technika przygotowania osadéw plynu
moézgowo-rdzeniowego.
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