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Streszczenie

Rutynowo pleocytoza PMR jest oznaczana metoda mikroskopowa. Skrécenie czasu TAT badania ogélnego ptynu mézgowo-rdzeniowego
wymaga zastosowania metod automatycznych. Celem pracy byto poréwnanie metody automatycznej z mikroskopowa w oznaczaniu
pleocytozy i rozdziatu krwinek biatych na populacje w ptynie mézgowo-rdzeniowym.

Materiat do badan stanowit ptyn mézgowo-rdzeniowy, pobrany od 89 pacjentéw. Badania wykonano metoda mikroskopowa z uzyciem
komory Fuchs-Rosenthala oraz automatyczng, fluorescencyjna cystometrig przeptywowa.

Nie wykazano znamiennych réznic w grupie A (Pleocytoza <5 kom/puL) i B (Pleocytoza 5-600 kom/uL) dla parametru WBC. W grupie
B wykazano znamienng réznice dla parametréw PMN-BF i MN-BF pomiedzy dwiema metodami (p<0,01). Dodatkowo wykazano, ze
w metodzie automatycznej wystepuje ujemne obcigzenie (bias) dla parametru PMN-BF oraz dodatnie dla parametru MN-BF.

Wyniki badan wykazaty, ze oznaczanie pleocytozy ptynu mézgowo-rdzeniowego metoda automatyczng i mikroskopowa jest porow-
nywalne. Zmiany jakosciowe w krwinkach biatych utrudniaja rozdziat komorek na populacje w metodzie automatycznej, co ogranicza
jej rutynowe zastosowanie.

Abstract

Evaluation of CSF pleocytosis is routinely determined by microscopic examination. To shorten TAT automated methods are used.

The aim of this study was to compare the automatic and microscopic methods in the evaluation of pleocytosis and the differentiation
of white blood cells in CSF.

Cerebrospinal fluid samples were collected from 89 patients. The examination was performed microscopically using the Fuchs-Rosenthal
chamber and flow cytometry.

There were no significant differences in group A (Pleocytosis <5 cells/ulL) and B (Pleocytosis 5-600 cells/pL) in the WBC parameter. In
group B, a statistical difference was found in PMN and MN parameters between these two methods (p <0.01). Negative bias for the PMN
parameter and positive for the MN parameter were found in group B.

The results showed that the determination of cerebrospinal fluid pleocytosis by an automatic and microscopic methods are comparable.
Qualitative changes in white blood cells limited these differentiation by flow cytometry method, so microscopic examination is mandatory.

Stowa kluczowe: PMR, Pleocytoza, TAT
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Wstep

Badanie ptynu mézgowo-rdzeniowego (PMR) jest rutynowym
badaniem zlecanym w patologiach osrodkowego uktadu nerwo-
wego, do ktérych najczesciej nalezy zapalenie opon mézgowo-
-rdzeniowych o etiologii bakteryjnej lub wirusowej. Oprécz za-
palenia opon mézgowo rdzeniowych badanie PMR wykonywane

jest takze w przypadku diagnostyki przerzutéw nowotworowych
do OUN, krwawien podpajeczynéwkowych oraz choréb neuro-
degeneracyjnych [1].

W diagnostyce zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych istotnym
parametrem jest pleocytoza, ktéra dodatkowo jest uzyteczna
w okresleniu stopnia ciezkosci choroby. Rozdziat populacji leuko-
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cytéw sugeruje potencjalny czynnik etiologiczny, co pozwala na
podjecie decyzji diagnostycznych i terapeutycznych. Dane litera-
turowe wskazujg, ze oznaczenie pleocytozy nie jest wystarczajace
do réznicowania zapaler opon mézgowo-rdzeniowych o etiologii
bakteryjnej od pozostatych [2]. Ztotym standardem diagnostycz-
nym w tej jednostce chorobowej s3 metody mikrobiologiczne,
ktore pozwalaja na potwierdzenie obecnosci czynnika etiologicz-
nego. Jednak czas od wydania zlecenia wykonania badania do
uzyskania wyniku przez lekarza (TAT; Time Around Time) dla badan
mikrobiologicznych wynosi az 72 godziny, a nie zawsze ze wzgledu
na stan kliniczny pacjenta mozliwe jest tak diugie oczekiwanie
na wynik badania mikrobiologicznego [3]. Dlatego oznaczanie
pleocytozy z mikroskopowa oceng preparatu jest czesto uzytecz-
nym elementem procesu diagnostycznego. Chociaz TAT dla oceny
pleocytozy z ocena mikroskopowa preparatu sa krétsze w po-
rownaniu do badania mikrobiologicznego, to jednak mozliwos¢
oznaczania liczby komoérek PMR, jak i ich réznicowania w oparciu
o automatyczne analizatory, znacznie skraca czas oczekiwania na
wynik. Oznaczenie liczby krwinek biatych w PMR (WBC-BF) z r6z-
nicowaniem na komérki wielojadrzaste (PMN-BF) i jednojadrzaste
(MN-BF) wskazuje na potencjalna przyczyne procesu zapalnego
oraz pozwala na szybkie wprowadzenie terapii z jednoczesnym
oczekiwaniem na wynik badania mikrobiologicznego [1].

W ostatnim czasie, na swiecie, rola automatycznych analizatoréw
do oceny liczby komérek PMR wraz z ich rozdziatem, znaczaco
wzrosta. W Polsce, w wigkszos$ci medycznych laboratoriéw diagno-
stycznych, badanie to wykonuje sie metoda mikroskopowa z wy-
korzystaniem komory Fuchsa—Rosenthala i mikroskopu Swietlne-
go, ktéra pozostaje,ztotym standardem’”. Na swiecie oszacowano,
ze metoda mikroskopowa jest nie tylko czasochtonna, ale przede
wszystkim kosztochtonna, bo wymaga udziatu doswiadczonego
personelu [4]. Rosnaca liczba wykonywanych badan PMR, oraz
oczekiwania klinicystéw, aby wyniki otrzymywa¢ w jak najkrot-
szym czasie powoduja koniecznos¢ siegania po metody automa-
tyczne. Dlatego celem pracy byto:

« poréwnanie automatycznej, fluorescencyjnej cytometrii
przeptywowej z metodg mikroskopowa w oznaczaniu ple-
ocytozy ptynu moézgowo-rdzeniowego, z uwzglednieniem
jej wielkosci,

+ poréwnanie rozdziatu komorek ptynu mézgowo-rdzeniowe-
go na wielojadrzaste (PMN-BF) i jednojadrzaste (MN-BF), za
pomoca automatycznej fluorescencyjnej cytometrii przepty-
wowej i mikroskopowej w oparciu o charakterystyke metod,

+ poréwnanie czasu TAT, dla metody mikroskopowej i auto-
matycznej.

Materiat i Metody:

Materiat badany:

Materiat do badan stanowit ptyn mézgowo-rdzeniowy, pobra-
ny od 89 pacjentéw Oddziatu Klinicznego Neurologii Uniwersy-
teckiego Szpitala Klinicznego im. Norberta Barlickiego w todzi,
u ktoérych zlecono w trybie rutynowym wykonanie badania PMR.
Od wszystkich pacjentéw materiat zostat dostarczony do labora-
torium w ciggu 30 minut od pobrania. Na wykorzystanie wynikow
do publikacji uzyskano zgode Dyrekcji USK nr 1.
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Metody badawcze
Do oceny pleocytozy ptynu mézgowo-rdzeniowego wykorzysta-

no metode mikroskopowa (metoda referencyjna) oraz metode
automatyczng (fluorescencyjne cytometria przeptywowa).

Metoda mikroskopowa — procedura wykonania

Do oceny pleocytozy wykorzystano procedure firmowa producen-
ta zestawu odczynnikéw firmy AQUA-MED. Do 200 pl ptynu mé-
zgowo-rdzeniowego, dodano 20 pl odczynnika Samsona, w celu
uzyskania hemolizy krwinek czerwonych, a takze wybarwienia
jader komorkowych leukocytéow. Po 30 minutowej inkubacji
w temperaturze pokojowej nanoszono przygotowany PMR do
komory Fuchsa-Rosenthala. Nastepnie zliczano liczbe komérek
jadrzastych pod powiekszeniem 400-krotnym z catej powierzchni
siatki. Wynik wyliczano z wzoru:

Pleocytoza (uL)=ax11/3,2x 10

gdzie:
a - liczba komérek zliczona z catej powierzchni siatki

(256 kwadratéw = 16 mm?)

3,2mm?3 - objetosc catej siatki; 16 mm? x 0,2 mm (gtebokos¢
komory)

11/10 =rozcienczenie ptynu mézgowo-rdzeniowego

poprzez dodanie 1 objetosci ptynu Samsona do 10
objetosci ptynu mézgowo rdzeniowego

Obliczenie rozcienczenia:
catkowita objetos¢ (200uL PMR + 20uL Ptynu Samsona) / objetos¢
PMR (200pL) = 1,1

Zasada wykonania preparatu PMR

W przypadku pleocytozy >5 komoérek/uL wykonywano preparat cy-
tologiczny. Preparat cytologiczny PMR przygotowywano przy uzyciu
cytowiréwki MPW 223c oraz wkfadki CYTO zgodnie z instrukcja pro-
ducenta MPW. INSTRUMENTS. Preparaty po wyjeciu z cytowirowki
i wysuszeniu, barwiono metoda MGG (Maya-Griinwalda-Giemsy)
bez dodatkowego utrwalania komérek Cytofixem. Przygotowane
preparaty ptynu mézgowo-rdzeniowego, oceniano przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego pod powiekszenie 1000-krotnym.

Zasada oznaczania pleocytozy metodg automatyczng

W metodzie automatycznej badanie PMR wykonywano przy uzy-
ciu analizatora hematologicznego Sysmex XN 1000, z dedykowang
aplikacja dla ptynéw z jam ciafa.

Zasada metody polega na wykorzystaniu fluorescencyjnej cytome-
trii przeptywowej do réznicowania komérek jadrzastych w PMR. Po
zastosowaniu odczynnika lizujacego erytrocyty oraz wytwarzajace-
go pory w btonie komérkowej leukocytéw barwnik fluorescencyjny
whnika do wnetrza komérek i barwi kwasy nukleinowe. Rozdziat ko-
moérek na populacje oparty jest o ocene intensywnosci fluorescen-
¢ji, ktdéra jest proporcjonalna do zawartosci kwaséw nukleinowych
oraz parametr rozproszenia bocznego swiatta laserowego (SSC),
ktory odzwierciedla ilos¢ ziarnistosci wewnatrzkomérkowych. Ko-
mérki rozdzielane sg na posiadajace jadro monomorficzne (MN-BF)
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jak monocyty i limfocyty oraz na komérki o jadrze polimorficznym
(PMN-BF) czyli neutrofile, bazofile i eozynofile.

Zasada obliczania czasu TAT (Time around Time)

Czas TAT obliczono na podstawie danych pochodzacych z wyni-
kéw badania ogélnego ptynéw mézgowo-rdzeniowych. TAT ob-
liczono jako réznice pomiedzy datg i godzing pobrania materiatu
do badan a data i godzing zatwierdzenia wyniku.

Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona za pomoca pro-
gramu Statistica 12.0 PL (Statsoft, USA) oraz wersji testowej pro-
gramu MedCalc wersja 18.5. Istotnos¢ réznic miedzy dwiema
metodami obliczano przy uzyciu testu kolejnosci par Wilcoxona.
Liniowa zalezno$¢ pomiedzy metoda mikroskopowa a automa-
tyczng, zostata przeprowadzona dzieki wykorzy-

poréwnania obu metod przedstawiono w tabeli Il. Nie wykazano
istotnych statystycznie réznic w grupie A (Pleocytoza<5 kom/
pL) dla parametru WBC-BF. W grupie B (Pleocytoza 5-600 kom/
pL) réwniez nie wykazano istotnych statystycznie réznic dla tego
parametru jednak w przypadku parametréw PMN-BF i MN-BF réz-
nice pomiedzy dwiema metodami byty znamienne statystycznie
p<0,01 (tabela Il). Metoda automatyczna charakteryzowata sie
znamiennie nizszg wartoscig parametru PMN-BF natomiast zna-
miennie wyzszg MN-BF w poréwnaniu do metody mikroskopowe;j.
W grupie A zaleznos¢ dla parametru mierzona jako wartosc
wspotczynnika korelacji r dla WBC-BF byta umiarkowana, r=0,582;
p<0,001 (tabela lll). Natomiast dla parametréw WBC-BF i PMN-BF,
w grupie B wartos¢ wspotczynnika korelacji r wykazata bardzo
silng zalezno$¢ pomiedzy referencyjng metoda mikroskopowa
a automatyczng, r=0,972; p<0,001 i r=0,912; p<0,001 oraz dos¢

staniu analizy regresji Passing-Bablok w programie
: . . L. Tabela I. Wyniki precyzji parametréw WBC-BF, PMN-BF i MN-BF w metodzie automatycznej (Sysmex
MedCalc. Graficznym potwierdzeniem liniowosci XN1000).
regresji a takze uwidocznieniem réznic miedzy Materiat kontrolny (n=20) Wartos$é nominalna Srednia SD CV%
stosowanymi w doswiadczeniu metodami byt wy- BE 1 WBC - BF 0,077 0,073 0,003 2,7
kres Bland—Altmana. Za poziom istotnosci przyjeto BF 1 PMN kom/pL 0,057 0,050 0,003 3,2
wartoé¢ p<0,05. BF 1 MN kom/pL 0,020 0023 0,02 6,9
BF 2WBC - BF 0,330 0,321 0,023 2,2

e BF 2 PMN kom/pL 0,242 0,233 0,009 3,5
Wyniki

o . ) BF 2 MN kom/pL 0,088 0081 0,011 4,5
Wyniki precyzji parametréw WBC-BF, PMN-BF

i MN-BF otrzymano na podstawie pomiaréw
dwoch poziomoéw mate-

riatéw kontrolnych (BF1 , ) - . ) ) ) I R
. Tabela Il. Poréwnanie wynikéw oznaczen liczby leukocytéw (WBC), liczby komérek wielojadrzastych (PMN) i jednojadrzastych (MN),
i BF2), tabela I. Uzyskane pomiedzy metoda mikroskopowa i metoda automatyczng (Sysmex XN1000).
wspotczynniki zmienno- . dolny -gérny minimum -
- . . Mediana . p
$ci prawie dla wszystkich kwartyl maksimum
o iz WBC (met. mikroskopowa 2 1-3 1-5

parametrow byty nizsze WBC < 5 kom/uL ( powa) NS
od 5%. Jedynie w przy- WBC (met. automatyczna) 2 1-3 1-6
padku parametru MN-BF WBC (met mikroskopowa) 165 49-242 6-563 NS
dla bi . WBC (met. automatyczna) 158 46-228 6-627

a pleerszego pOZIOm.u WBC 5 - 600 kom/uL PMN (met mikroskopowa) 44 5-105 1-389 <0.01
kontroli wspotczynnik H PMN (met. automatyczna) 27 7-69 1-398 p<0
zmiennosci przekroczyt MN (met mikroskopowa) 73 26-134 3-193 <0.01
5%. Jednak wszystkie MN (met. automatyczna) 91 36-162 4-229 p<t

wyniki miescity sie w gra-
nicach ustalonego przez
laboratorium wspétczyn-
nika zmiennosci (8%).

W badanych prébkach
dokonano analizy para-
metréw WBC-BF, PMN-
-BF i MN-BF w dwdch
podgrupach (A i B), dla
dwdch zakreséw pleocy-
tozy. Podgrupa A zawie-
rata probki z liczbg komo-
rek od 0 do 5 — wartosci
prawidtowe, podgrupa
B od 6 do 600 kom/pL -
wartosci patologiczne.
Wyniki jednoczasowego

Tabela Ill. Poréwnanie wynikéw oznaczen liczby leukocytéw (WBC), liczby komérek wielojadrzastych (PMN) i jednojadrzastych

(MN) pomiedzy metoda mikroskopowa i metoda automatyczng (Sysmex XN1000).

Wspot-
) Metoda
czynnik )
. Passing Bablok
korelacji r
Intercept 0 a (95%Cl) Slope 1 b (95%Cl)
WBC<5 WBC (met mikroskopowa) 0,582 0 1
kom/pL WBC (met. automatyczna) ' (-0,333-0) (1-1,333)
WBC (met mikroskopowa)
0,972 -0,313 (-9,864 - 4,035) 1,031 (0,972 -1,121)
WBC (met. automatyczna)
WBC5-600 PMN (met mikroskopowa) 0,780
0,912 0,219 (-2,446 - 1,783)
kom/uL PMN (met. automatyczna) (0,633 -0,878)
MN (met mikroskopowa) -2,486
0,880 1,229 (1,014 - 1,509)
MN (met. automatyczna) (-9,909 - 13,020)

Intercept 0 - punkt przeciecia a, stanowi systematyczng réznice miedzy dwiema metodami.
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B WBC 5 - 600 kom/uL. A1 i B1 - réwnania regresji wg Passing i Bablok; A2
i B2 — wykresy réznic wg Blanda i Altmana.
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Rycina. 2. Poréwnanie wynikéw oznaczen liczby komoérek wielojadrzastych
(PMN; A) i jednojadrzastych (MN; B) pomiedzy metoda mikroskopowa i metoda
automatyczng. A1iB1 - réwnania regresji wg Passing i Bablok; A2 i B2 — wykresy
réznic wg Blanda i Altmana.

silng zaleznos¢ dla parametru MN-BF, r=0,880; p<0,001 (tabela lll).
Analize wynikéw regresji Passing-Bablok dla poréwnania metody
automatycznej z metoda manualng przedstawiono w tabelilll i ryc
1, 2. Na podstawie analizy regresji Passing-Bablok wykazalismy,
ze metoda automatyczna jest poréwnywalna z metoda mikrosko-
powa zarowno w grupie A jak i B dla wszystkich porownywanych
parametrow.

14

Poréwnujac manualna metode mikroskopowa z metoda automa-
tyczna w stosunku do $rednich z obu metod, wykres Bland-Altma-
na wykazat, ze w grupie A gdzie liczba komorek jest prawidtowa
wystepuje nieistotne obcigzenie (bias) pomiedzy metodami (ryc.1).
W przypadku grupy B zaobserwowano ujemne obciazenia (bias)
dla parametréw WBC i PMN oraz dodatnie dla parametru MN dla
metody automatycznej (ryc. 1, 2).
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metody mikroskopowej.

W przypadku grupy badanej z pleocytozg >5 komérek, analiza
krzywej ROC wykazata, ze pole powierzchni pod krzywa wynosi
0,997 (AUQ). Czutos¢ diagnostyczna wyniosta 98% natomiast swo-
istos¢ diagnostyczna 91% dla metody automatycznej w odniesie-
niu do,ztotego standardu” tzn. metody mikroskopowej (ryc. 3).

Czas TAT dla badania ogdélnego PMR, z oceng rozdziatu komorek
wyniost 8 godzin dla metody mikroskopowej, byt znaczaco dtuzszy
od metody automatycznej (p<0,001). TAT dla badania PMR z au-
tomatycznym rozdziatem komoérek wynidst 1 godzine i 36 minut.

Dyskusja

W medycznych laboratoriach diagnostycznych, do oceny ple-
ocytozy PMR oraz réznicowania krwinek biatych na populacje,
rutynowo stosuje sie dwie metody: automatyczng i mikrosko-
powa. Metoda mikroskopowa, jako metoda referencyjna polega
na optycznej ocenie preparatu [5]. Rodzaj stosowanej metody
automatycznejjest zalezny od typu analizatora, jednak najczesciej
jest to fluorescencyjna cytometria przeptywowa [6]. W przypadku
innych materiatéw niz krew obwodowa, do ktérych nalezy ptyn
médzgowo-rdzeniowy zalecane jest stosowanie dedykowanej apli-
kacji. Nie wszystkie rodzaje analizatoréw hematologicznych posia-
daja taka funkcje. Praktyka rutynowa pokazuje jednak uzytecznosé¢
i konieczno$¢ wdrozenia metod automatycznych do diagnostyki
innych materiatéw biologicznych niz krew obwodowa.
Przeprowadzone badania wykazaty brak znaczacych réznic
w ocenie pleocytozy miedzy obiema zastosowanymi metodami,
mikroskopowg i automatyczna, zarébwno w grupie pacjentow
z pleocytoza w zakresie od 0 do 5 jak i powyzej 5 komorek. Po-
réwnywalnos¢ obu metod w ocenie pleocytozy ptynu mézgo-
wo-rdzeniowego, potwierdzita analiza regresji Passing Bablok
z wykresem Bland-Altmana. Analizy te sugerujg, ze obie metody
moga by¢ stosowane zamiennie. Umiarkowana wartos¢ korelacji
dla pleocytozy <5 komdrek moze by¢ zwigzana z mniejsza pre-
cyzja obu metod przy nizszej liczbie komorek. Do podobnych
wnioskow doszli Sandhaus L i wsp. w swoich badaniach [7].

Znamienne réznice pomiedzy metodami wykazalismy natomiast
poréwnujac rozdziat komoérek na populacje PMN i MN. Analiza
wykresu Bland Altmana wykazata, ze wystepuje ujemne obcia-
zenie (bias) dla parametru PMN i dodatnie dla parametru MN dla
metody automatycznej. Zaréwno analiza krzywej regresji Passing
Bablok jak i wykres Bland-Altmana wykazaty poréwnywalnos¢
parametrow PMN i MN w obu metodach. Trzeba jednak zaznaczy¢,
ze 95% przedziaty ufnosci dla systematycznej (punkt a) i propor-
cjonalnej réznicy (punkt b) miedzy dwiema metodami sa szero-
kie, co w przypadku wykazanych znamiennych réznic pomiedzy
metodami moze mie¢ znaczenie kliniczne.

Inni badacze uzyskali odmienne od naszych wyniki. Fleming i wsp.
wykazali dodatnie obcigzenie dla parametrow WBC a zwtaszcza
PMN podczas poréwnania wynikéw metody automatycznej (Sy-
smex XN-1000) z metoda mikroskopowa [8]. Kolejne badanie
wykonane na analizatorze Sysmex XN 1000 ale oceniajace aplika-
cje naukowa (hsA, Research Mode) przez Fleming i wsp. potwier-
dzito wczesniejsze wyniki zwigzane z dodatnim obcigzeniem dla
parametréw WBC i PMN oraz wykazato ujemne obciazenie dla
populacji MO (monocytéw) [5].

Uzyskane wyniki badan potwierdzaja, ze ze wzgledu na poréw-
nywalnos$¢ obu metod w ocenie pleocytozy, istnieje mozliwos¢
zastosowania metody automatycznej, jako réwnowaznej z me-
toda mikroskopowa do oceny tego parametru. Jednoczesnie
otrzymane wyniki badan sugeruja bardzo wazne pytanie, czy
w zwigzku z wykazaniem btedéw systematycznych w rozdziale
komorek na populacje mozna w petni implementowac metode
automatyczna. Na réznice w rozdziale komorek pomiedzy metoda
mikroskopowa i automatyczna wptywa wiele czynnikéw. W meto-
dzie mikroskopowej komorki réznicuje sie w oparciu o sume ich
cech takich jak: wielko$¢, wybarwienie cytoplazmy, wybarwienie
jadra komérkowego oraz obecnos¢ ziarnistosci. Ze wzgledu na
rodzaj materiatu, jakim jest ptyn mézgowo-rdzeniowy moze do-
chodzi¢ do powstania skrzepu lub hemolizy komoérek w prébce,
co skutkuje zmiang morfologii komoérek, np. powstajg komorki
obkurczone. Utrudnia to znacznie ich réznicowanie pomiedzy lim-
focytami a monocytami oraz monocytami i neutrofilami. Analiza
komorek zalezy, wiec od umiejetnosci diagnosty laboratoryjnego
dokonujacego oceny mikroskopowej. W metodzie cytometrii prze-
ptywowej stosowanej w analizatorach automatycznych po lizie
erytrocytow, ptytek krwi oraz wybarwieniu kwaséw nukleinowych
w krwinkach biatych ich réznicowanie opiera sie o wielkos¢ i ziarni-
sto$¢ komorek oraz zawartos¢ kwaséw nukleinowych. Dzieki temu
mozliwy jest podziat na komérki monomorficzne i polimorficzne.
Komorki patologiczne, czesto mtodsze i wigksze niz prawidtowe
leukocyty ulegaja takze wybarwieniu, ale ze wzgledu na wieksza
zawartos¢ kwaséw nukleinowych, prezentuja wyzsza fluorescen-
cje. Wydawatoby sie, wiec, ze podstawowy rozdziat krwinek bia-
tych na analizatorze hematologicznym powinien mie¢ przewage
nad metoda optyczna, tak jak ma to miejsce w przypadku oceny
ilosciowej krwinek biatych we krwi obwodowej.

W przeprowadzonych przez nas badaniach, w metodzie automa-
tycznej, réznicowanie krwinek biatych analizowane byto w oparciu
o algorytmy bramkowania wprowadzone przez producenta testu.
W 5 przypadkach na 89 pacjentéw stwierdzono réznice w parame-
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trach PMN-BF i MN-BF, bez zachowania kierunku zmian w poszcze-
golnych populacjach. Réznice w ocenianych parametrach mogty
wynikna¢ ze zmian jakosciowych w komoérkach np. obecnosci
zmian wodniczkowych w neutrofilach, czy atypowych limfocytow
z ziarnisto$ciami, co utrudnia kwalifikowanie komérek do odpo-
wiednich przedziatéw w metodzie automatycznej. Potwierdzaja
to wyniki naszych analiz gdzie u 5 pacjentéw: w dwéch ptynach
obecne byly zmiany wodniczkowe w neutrofilach, w dwéch lim-
focyty atypowe z ziarnistosciami natomiast w jednym makrofagi
i monocyty z ziarnami hemosyderyny i hematoidyny.

Dlatego wydaje sie, ze zeby w petni wdrozy¢ metode automa-
tyczna do rutynowej diagnostyki niezbedne jest wprowadzenie
mozliwosci zastosowania elastycznych algorytméw bramkowania,
ktére uwzglednia, zmiennos¢ biologiczna i ocene indywidualna
uzyskanych wynikéw. Drugim waznym elementem, niezbednym,
aby w petni zastosowac automatyczne analizatory w rutynowe;j
diagnostyce jest zastosowanie systemu Flag (na wzér badania
krwi obwodowej), ktéry umozliwi zakwalifikowanie prébki PMR
do oceny metoda mikroskopowa.

Zaréwno metoda mikroskopowa jak i automatyczna maja swoje
zalety i ograniczenia. Wykonanie preparatu PMR wraz z jego oceng
przy zastosowaniu metody mikroskopowej i oznaczenie pozosta-
tych parametréw wchodzacych w sktad badania ogélnego PMR
moze trwac¢ nawet kilka godzin. Dlatego metoda automatycz-
na, w znacznie krétszym czasie, pozwala na wykonanie badania
ogdlnego wraz z oznaczeniem pleocytozy ptynu mézgowo-rdze-
niowego i rozdziatem komdérkowym. Wyniki badan pokazaty, ze
mediana TAT dla tej metody wyniosta 1 godzine i 36 minut. Jest
to kluczowe dla pacjentéw, poniewaz znaczne skrécenie czasu
TAT umozliwia szybsze wdrozenie odpowiedniego postepowania
terapeutycznego lub diagnostycznego.

Objetos¢ PMR do analizy, jest waznym aspektem w kontekscie
wiarygodnosci wyniku. Do wykonania pleocytozy PMR meto-
da automatyczna zuzywa sie, wieksza objetos¢ PMR (88 L),
w stosunku do metody mikroskopowe;j (3,2 pL) a jednoczesnie
znacznie mniejsza niz przy wykonaniu badania na aplikacji he-
matologicznej (130 — 150 pL). Dzieki temu otrzymany wynik jest
bardziej wiarygodny, niz przy oznaczaniu pleocytozy ptynu mé-
zgowo-rdzeniowego metoda mikroskopowa gdzie badana jest
probka o duzo mniejszej objetosci. Jednoczesnie objetosc probki
uzyta do badania na aplikacji dla ptynéw jest znaczaca mniejsza
w poréwnaniu do aplikacji hematologicznej, co jest szczegdlnie
istotne podczas badania PMR, poniewaz jest to probka trudna
do pozyskania [8].

Metoda automatyczna jest duzo wydajniejsza, poniewaz moz-
na oznaczy¢ znacznie wiekszg liczbe pleocytoz w poréwnaniu
do metody mikroskopowej. Metoda ta cechuje sie duzo lepsza
powtarzalnoscia.

Jednak ograniczeniem metody automatycznej jest wielkos¢ ana-
lizowanej komoérki. Najwieksza komorka, jaka analizator moze
rozpoznac i sklasyfikowac jest komorka blastyczna. W ptynie moé-
zgowo-rdzeniowym, mogg znalez¢ sie rowniez komérki nowo-
tworowe w tym np. komorki przerzutowe, najczesciej raka piersi
i ptuc [9]. Wykonanie pleocytozy metoda automatyczng ptynu
médzgowo-rdzeniowego w tym przypadku, nie da nam zadnych
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informacji o ich obecnosci. Wykrycie i identyfikacja tych komoérek
jest mozliwa, dzieki zastosowaniu metody mikroskopowej, po
wykonaniu preparatu cytologicznego w cytowiréwce. Po wybar-
wieniu komarek, pod mikroskopem, doswiadczony diagnosta
moze wykry¢ komorki nowotworowe i inne typy komorek, kté-
rych analizator nie jest w stanie zréznicowac prawidtowo [10].
Otrzymane wyniki oceny mikroskopowej w takich przypadkach
sg jednym z kluczowych badan, ktére pozwalajg lekarzowi na
podjecie decyzji o dalszym sposobie postepowania z pacjentem.
Metoda mikroskopowa w poréwnaniu do automatycznej, wydaje
sie by¢ lepsza metoda do oceny komoérek w ptynach metnych.
Pobrany ptyn mézgowo-rdzeniowy, zwtaszcza przy infekcjach
bakteryjnych wywotujacych ropne zapalenie jest bardzo metny
[11]. Analizatory w takich przypadkach moga dostarczy¢ fatszywie
ujemnych wynikéw, ze wzgledu na stosowana metode oceny
komorek. W analizatorach wykorzystuje sie fluorescencyjna cy-
tometrie przeptywowa, ktdéra polega na przejsciu wiagzki $wiatta
przez ptyn mézgowo-rdzeniowy i wzbudzeniu fluorochroméw,
ktore wysytaja sygnat analizowany na odpowiednich detektorach.
Wysoka metnos¢, utrudnia przejscie wigzki swiatta i odbieranie
sygnatu przez detektory, dlatego otrzymany wynik moze by¢ fat-
szywie obnizony. W metodzie mikroskopowej duza metnos¢ ptynu
médzgowo-rdzeniowego, nie jest az takim duzym utrudnieniem
w ocenie pleocytozy.

Duzym problemem metody automatycznej przy infekcjach bak-
teryjnych, jest brak mozliwosci oceny obecnosci bakterii oraz
komorek zernych i ich przetadowania bakteriami. Jest to bardzo
wazne w ocenie stopnia infekcji w obrebie osrodkowego uktadu
nerwowego. Po wykonaniu preparatu PMR w metodzie mikro-
skopowej, mozemy zobaczy¢ i oceni¢ aktywowane komorki zerne
oraz bakterie. Ten sam problem wystepuje w przypadku infekcji
grzybiczych czy tez pasozytniczych [12].

Podczas stosowania lekdw przez pacjenta w procesie leczenia,
moze dojs¢ do rozpadu komorek i powstania licznych cieni komor-
kowych. Przy zastosowaniu metody automatycznej analizator nie
jest w stanie policzy¢ uszkodzonych komérek, wytworzone skupi-
ska komdrkowe czy liczne cienie komorkowe, co moze dac fatszy-
wie zanizony wynik plecytozy, podczas gdy komorek jest znacznie
wiecej. Zastosowanie metody mikroskopowej w tym przypadku,
jest wskazane ze wzgledu na mozliwos¢ oceny zaawansowania
rozpadu komorek, obecnosci skupisk komérkowych a takze cieni
komoérkowych. Dzieki temu wydany wynik, ma wieksza warto$¢
kliniczna i obarczony jest znacznie mniejszym btedem [13].
Opisane wyzej zalety i wady obu metod stosowanych do oce-
ny ptynu mézgowo-rdzeniowego i analiza uzyskanych wynikéw
potwierdzaja, ze metoda automatyczna w najblizszym czasie
nie bedzie mogta definitywnie zastgpi¢ metody mikroskopowej.
Oczywiscie metoda automatyczna ma bardzo duzo praktycznych
zalet, dzieki ktérym otrzymanie wyniku oceny ilosciowej komorek
w ptynie mézgowo-rdzeniowym jest znacznie szybsze i dokfad-
niejsze. Jednak w niektdrych przypadkach klinicznych, to metoda
mikroskopowa, mimo ze zmudna i czasochfonna, jest kluczowym
badaniem decyzyjnym w rozpoznaniu patologii osrodkowego
ukfadu nerwowego. Dlatego znaczenie metody mikroskopowej
w ocenie ptynu mézgowo-rdzeniowego jest bardzo duze.
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Nalezy zaznaczy¢, ze liczba diagnostow laboratoryjnych, ktérzy
specjalizuja sie w analizie ptynu mézgowo-rdzeniowego jest
bardzo mata. Czesto na dyzurach nie ma kadry, ktéra sprawnie
i w jak najkrdtszym czasie dostarczy kompletny wynik badania
ptynu mézgowo-rdzeniowego klinicyscie. Dlatego wprowadzenie
metody automatycznej, ktéra jest rownocenna w ocenie pleocy-
tozy z metoda mikroskopowa, a zarazem charakteryzuje sie duzo
krétszym czasem oznaczenia, jest duzym utatwieniem w pracy
diagnosty i korzyscig dla lekarza.

Whioski
. Oznaczanie pleocytozy ptynu mézgowo-rdzeniowego meto-

—_

da automatyczng i mikroskopowa jest poréwnywalne i obie
metody charakteryzuja sie wysoka czutosicia oraz swoistoscia
diagnostyczna.

2. Metoda automatyczna i mikroskopowa nie sa w petni poréw-
nywalne w ocenie rozktadu krwinek biatych na wielojadrzaste
(PMN-BF) i jednojadrzaste (MN-BF), w przypadkach ich zmian
jakosciowych.

3. Petna implementacja metody automatycznej do rutynowej
praktyki laboratoryjnej bedzie mogta nastapi¢ przy zastoso-
waniu systemu ,flag’, ktéry wskaze ptyn wymagajacy wyko-
nania preparatu cytologicznego w cytowiréwce i oceny pod
mikroskopem.
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