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STRESZCZENIE

Praca dotyczy badania mikroskopowego technika kontrastu fazowego niebarwionego plynu moézgowo-
-rdzeniowego. Okre$lano liczbe obiektow wystepujacych w ptynie i ich pola powierzchni w trzech grupach
pacjentow: kontrolnej, z poszerzonym ukladem komorowym oraz z wodoglowiem wewngtrznym. Wyniki
przedstawiono w postaci rozktadow dyspersyjnych pdl powierzchni obiektow wystepujacych w analizowanych
grupach ptynu. Wyznaczono miary pozycyjne (pierwszy kwartyl, mediana, trzeci kwartyl,) szeregdw rosnacych
pol powierzchni obiektow, ktore wynosity w grupie: kontrolnej: 2,71 pm?, 5,48 um?, 12,16 um?; w poszerzonym
uktadem komorowym: 3,73 um?, 29,68 um?, 41,32 um? oraz w wodogtowiu wewnetrznym: 3,45 um?, 18,89 pm?,
40,92 um?. Szeregi poddano testowaniu statystycznemu na podobienstwo na poziomie istotnosci o. = 0,05. Badania
wykazaly, Ze istniejg podobienstwa, jak i réznice migdzy badanymi grupami ptynu. Réznice sg na tyle istotne
statystycznie, ze istniejg przestanki ku temu, aby analiza rozktadéw pol powierzchni obiektow w ptynie moézgowo-
-rdzeniowym stata si¢ w przysztosci metoda wspomagajaca réoznicowanie plynu.

Stowa kluczowe: ptyn moézgowo-rdzeniowy, dyspersja pél powierzchni obiektow, miary pozycyjne szeregow

ABSTRACT

This work describes microscopic examination with a phase contrast technique of unstained cerebrospinal fluid
CSF. The count of suspended objects and their specific surface areas were determined for the following patients
groups: the reference group, patients with ventricular hydrocephalic enlargement and with internal hydrocephalus.
The results are presented as dispersion distributions of the specific surface areas of the objects in the unstained
CSF of each group. The first quartile, median, the third quartile of ascending surface areas series are as follows:
reference group — 2.71 um?, 5.48 um?, 12.16 um?; ventricular hydrocephalic enlargement — 3.73 um?, 29.68 um?,
41.32 pm?; internal hydrocephalus — 3.45 um?, 18.89 um?, 40.92 um?. The series were subjected to statistical
testing of similarity at the significance level of o = 0.05. There similarities in CSF, as well as differences between
the examined groups, are observed. The differences are statistically significant enough to consider the analysis of
surface area distribution of objects in CSF as a future complementary diagnostic method for differentiation of CSF.

Keywords: cerebrospinal fluid, dispersion of object specific surface area, positional measures of series
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1. Wstep

Pierwsze wzmianki dotyczace ptynu znajdujacego si¢ w ludzkiej czaszce, otaczajgcego mozg, pochodza
z roku 3000 przed nasza erg z Egiptu [1]. Jednakze historycy medycyny przyjmuja, ze rokiem odkrycia
pltynu moézgowo-rdzeniowego jest rok 1764, kiedy to Domenico Cotugno (wtoski lekarz) podczas sekcji
zwlok zaobserwowal ptyn otaczajacy mozg i rdzen kregowy [2]. Nazwe dla zaobserwowanego przez
Cotugno ptynu wprowadzit w pierwszej potowie XIX wieku Francois Magendie, nadajac mu nazwe:
ptyn mozgowo-rdzeniowy. Badania ptynu w kolejnych latach XIX wieku pozwolity uzyskaé¢ informacje
na temat roli i powstawania ptynu mézgowo-rdzeniowego w organizmie cztowieka. Wiek XX przynosi
uzupeknienie i poszerzenie wiadomosci dotyczacych ptynu.

Obecnie przyjmuje si¢, ze pltyn wytwarzany jest przez sploty naczyniowkowe mozgu (p. rys. 1),
ktore wytwarzajg go z osocza krwi, oraz przez wysciotke uktadu komorowego [3, 4, 5].

Rys. 1. Fragment splotu naczyniéwkowego
1 — nabtonek; 2 — ptyn mozgowo-rdzeniowy; 3 — drobne naczynia krwionosne (rysunek zmodyfikowany na podstawie [6])

Dobowa produkcja ptynu wynosi okoto 500-600 ml [7, 8, 9]. Jednakze jednorazowo w przestrze-
niach ciata moze znajdowac si¢ okoto 100-200 ml. Istnieje wigc nadprodukcja ptynu, ktéora wymusza
jego krazenie[10, 11]. Przeptywa on z komér bocznych do trzeciej, dalej przez wodociagg mozgu do
czwartej komory, z ktorej przez dwa boczne otwory (Luschki) i srodkowy (Magendiego) wyplywa na
zewnatrz mozgowia i opltywa rdzen krggowy, kierujac si¢ do przestrzeni podpajeczynéwkowej mozgu,
gdzie przedostaje si¢ do krwioobiegu.

Ze wzgledu na przemieszczanie si¢ ptynu mozgowo-rdzeniowego w organizmie pelni on trzy
funkcje: ochronna, transportowa i wydalniczg [5, 12]. Jezeli jedna z tych funkcji zostanie zachwiana,
moze to prowadzi¢ do rdéznorakich schorzen. Przebieg procesow zwigzanych z krgzeniem oraz
wchtanianiem ptynu mézgowo-rdzeniowego zalezy od wiasciwosci ptynu. Sktad ptynu ma wplyw na
jego wilasciwosci. Dlatego w trakcie standardowych badan plynu okresla si¢ wartosci podstawowych
parametrow, takich jak: barwa/metnos¢, stezenie chlorkow, stezenie biatka catkowitego i immuno-
globulin, stezenie glukozy oraz liczba komoérek wystgpujacych w ptynie.

Biatka, komorki i elementy ich rozpadu zawieszone w plynie tworzg o$rodek dyspersyjny, w ktérym
na faze rozproszong (ztozona z wymienionych elementéw) mozna scharakteryzowac poprzez okreslenie
parametréw geometrycznych obiektow. Jednym z parametréw charakteryzujacych obiekty pod
wzgledem ksztaltu jest pole powierzchni obiektu.

2. Cel pracy

Celem pracy bylo wyznaczenie wartosci parametréw charakteryzujacych szeregi pdl powierzchni
obiektow wystepujacych w plynie mézgowo-rdzeniowym, w grupie kontrolnej i ptynie pochodzacym
od pacjentdw z rozpoznanym poszerzonym uktadem komorowym lub wodoglowiem wewnetrznym.

W pracy podjeto probe oceny roznic migdzy analizowanymi grupami, uwzgledniajagc parametry
rozktadow pol powierzchni obiektoéw w nich wystepujacych.

Acta Bio-Optica et Informatica Medica Inzynieria Biomedyczna, vol. 21, nr 4, 2015 186



Inzynieria biomedyczna / Biomedical Engineering

3. Material i metodyka badan

Materiat badawczy stanowity probki ptynu mézgowo-rdzeniowego pochodzace od pacjentow Oddziatu
Neurochirurgii Samodzielnego Publicznego Wojewodzkiego Szpitala Zespolonego w Szczecinie. Ptyn
pobierany byt od pacjentéw w ramach standardowych procedur diagnostycznych.

Uzyskany ptyn podzielono na dwie grupy. Grupe kontrolng (K) stanowili pacjenci, u ktérych
stwierdzono wade wrodzona (torbiel szyszynki), niepowodujaca zaburzen krazenia ptynu. Grupe badana
stanowili pacjenci z zaburzeniami krgzenia ptynu mézgowo-rdzeniowego. W grupie badanej ze wzgledu
na rozpoznanie kliniczne wyodrebniono dwie podgrupy: P-K — pacjenci z poszerzonym uktadem
komorowym oraz W — pacjenci z wodoglowiem wewngtrznym. W tabeli 1 przedstawiono liczebnosci
grup oraz przedzialy wiekowe pacjentdw w tych grupach, a na rysunku 2 pokazano procentowy udziat
plci w poszczegdlnych grupach.

Tabela 1. Charakterystyka grupy

Gruna Liczebno$é¢ Przedziat wiekowy Mediana
P grupy (lata) (lata)

Kontrolna: K 6 11-61 57
Poszerzony uktad komorowy: P-K 9 34-81 56
Wodoglowie wewngetrzne: W 17 31-79 59
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Rys. 2. Rozktad badanych grup ze wzglgdu na ple¢

Badaniom poddano 32 prébki niebarwionego ptynu mozgowo-rdzeniowego, wykorzystujac do tego
,Zintegrowany system analizy obrazu” sktadajacy si¢ z mikroskopu optycznego Nikon Eclipse E600,
kamery cyfrowej oraz komputera. W mikroskopie zastosowano technike kontrastu fazowego, ktora
umozliwia obserwacj¢ obiektow biologicznych w niebarwionym osrodku [13]. Dla kazdej probki ptynu
md&zgowo-rdzeniowego wykonano dwadziescia zdjg¢ o wymiarach 100x100 um. Otrzymane obrazy
analizowano pod katem liczby obiektow wystepujacych w plynie oraz ich pol powierzchni.

4. Wyniki pomiardow i dyskusja

Otrzymane wyniki pomiarow pol powierzchni obiektow, wystepujacych w poszczegdlnych grupach
ptynu mézgowo-rdzeniowego, uporzadkowano w rozdzielcze szeregi rosngce o szerokosSci przedziatow
7 um?. Najmniejszg warto§¢ powierzchni obiektu zaobserwowano w grupie W (wodoglowie
wewnetrzne) i wynosita ona 0,78 um?, natomiast najwiekszy obiekt wystapit w grupie P-K (poszerzony
uktad komorowy) i posiadal powierzchni¢ 361,09 um?. Najczesciej wystepujaca warto$cig powierzchni
w szeregu K (kontrola) i w P-K byla warto$¢ 1,04 um?, a w przypadku szeregu W — powierzchnia ta
miata warto$¢ 1,82 um?. Dla kazdego z szeregdbw wyznaczono miary pozyCyjne: pierwszy kwartyl (Q1),
mediang i trzeci kwartyl (Q3) (p. tab. 2).
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Tabela 2. Miary pozycyjne szeregéw rosnacych pol powierzchni obiektéw w analizowanych grupach

Miary pozycyjne szeregéw

Grupa kontrolna

Grupa badana
(poszerzony uktad komorowy)

Grupa badana
(wodoglowie wewngtrzne)

Pierwszy kwartyl — Q1 2,71 um? 3,73 um? 3,45 um?
Mediana 5,48 um? 29,68 um? 18,89 um?
Trzeci kwartyl — Q3 12,16 um? 41,32 um? 40,92 um?

Miary pozycyjne szeregébw z grup: poszerzony uklad komorowy oraz wodoglowie wewnetrzne
roéznig sie¢ od miar szeregu grupy kontrolnej, jednak juz migdzy samymi szeregami badanych grup
roéznice sg znacznie mniejsze. Istotna réznica wystepuje w przypadku mediany, gdzie rdznica miedzy
warto$cig pola w ptynie pochodzacym od pacjentéw z poszerzonym uktadem komorowym a ptynem
pochodzacym od pacjentow z wodoglowiem wewnetrznym wynosi 10,79 um?.

W celu doktadniejszej analizy ptynu mézgowo-rdzeniowego, rozktady pol powierzchni obiektow
wystepujacych w poszczegdlnych grupach przedstawiono na rysunku 3.
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Rys. 3. Poréwnanie rozktadow pol powierzchni obiektow wystepujacych w ptynie moézgowo-rdzeniowym w grupach:
kontrolnej (K), poszerzony uktad komorowy (P-K) i wodogtowie wewnetrzne (W)

Analizujac dane przedstawione na rysunku 3, mozemy zauwazy¢ zardwno pewne podobienstwa jak
i roznice w przebiegu rozktadow pdl powierzchni obiektow wystepujacych w omawianych grupach
ptynu mézgowo-rdzeniowego. Rozktady odbiegaja ksztalttem od rozktadu normalnego. Potwierdzajg to
warto$ci statystyki W wyznaczonej na poziomie istotnosci o= 0,05 w trakcie badania zgodno$ci
rozktadow z rozkladem normalnym (test Shapiro-Wilka) [14]. W kazdym z przypadkow wartos¢
wspotczynnika W byta mniejsza od wartosci tablicowej, co pozwolito odrzuci¢ hipotezg, Ze rozktady sa
rozktadami normalnymi.

Maksymalne wartosci w kazdym rozktadzie przypadaja na dwa przedziaty. Pierwsze maksimum
w przypadku grup: kontrolnej oraz z poszerzonym uktadem komorowym i wodoglowiem wewngtrznym
przypada na przedzial wartosci od 1 do 8 um?, a drugie maksimum dla grupy kontrolnej i wodoglowie
wewnetrzne znajduje si¢ w przedziale od 30 do 36 um? Natomiast w grupie z poszerzonym uktadem
komorowym w przedziale 37 do 43 um? Tego typu rozklady $wiadcza o duzym zrdznicowaniu
obiektow wewnatrz struktury. W oparciu o pierwszy i trzeci kwartyl rozkladow wyznaczono
wspotczynnik zmiennoéci struktury, ktory odpowiednio wynosi: dla ptynu kontrolnego — 0,63, dla ptynu
W grupie z poszerzonym uktadem komorowym — 0,83 i dla ptynu grupy z wodogtowiem wewngtrznym
— 0,84. W przypadku plynu pochodzgcego od pacjentow z rozpoznanym poszerzonym ukladem
komorowym 1 wodoglowiem wewnetrznym warto$¢ wspotczynnika zmienno$ci struktury obiektow
rézni si¢ 0 0,01. Swiadczy to o tym ze, zroéznicowanie obiektow wewnatrz grupy w obu przypadkach
jest praktycznie takie same, wystepuja male i duze obiekty. Jednak wspotczynnik zmiennosci struktury

Acta Bio-Optica et Informatica Medica Inzynieria Biomedyczna, vol. 21, nr 4, 2015 188



Inzynieria biomedyczna / Biomedical Engineering

nie informuje nas o roznicach dotyczacych liczebnosci obiektow w poszczegdlnych przedziatach.

Jezeli rozpatrzymy przedziaty, w ktorych wystepuja maksymalne wartosci liczebnos$ci obiektoéw, to
dla pierwszego maksimum w ptynie moézgowo-rdzeniowym pochodzacym od pacjentow z rozpoznanym
wodoglowiem wewnetrznym (W) liczebno$¢ obiektow byta wieksza niz w przypadku plynu
pochodzacego od pacjentdw z rozpoznanym poszerzonym uktadem komorowym (P-K). Natomiast
w przypadku drugiego maksimum liczebno$¢ obiektow w ptynie P-K byla wyzsza niz w ptynie W.
Ze wzgledu na te r6znicg wyznaczono wzgledny wskaznik podobienstwa struktur.

Tabela 3. Wartosci wzglednego wskaznika podobienstwa struktur rozktadow pol powierzchni
obiektéw zawieszonych w prawidtowym, niebarwionym ptynie mdzgowo-rdzeniowym

Poréwnywane grupy ptynu mézgowo-rdzeniowego Wzgledny wskaznik podobienstwa struktur
Plyn kontrolny
0,39
Plyn: poszerzony uktad komorowy
Plyn kontrolny
. 0,52
Ptyn: wodoglowie wewngtrzne
Ptyn: poszerzony uktad komorowy 066

Plyn: wodoglowie wewngtrzne

W oparciu o dane zawarte w tabeli 3 mozemy stwierdzi¢, ze zardwno struktura ptynu mézgowo-
-rdzeniowego pacjentow z poszerzonym uktadem komorowym (P-K), jak i wodoglowiem wewnetrznym
(W) rozni sig od struktury ptynu kontrolnego. Struktura ptynu P-K rézni si¢ bardziej od struktury ptynu
kontrolnego niz struktura ptynu W. Istnieje rdwniez znaczna roznica mig¢dzy strukturami ptynow
pochodzacymi od pacjentéw z grup P-K i W. Wzgledny wskaznik podobienstwa ich struktur wynosi
0,66. Wartos¢ wskaznika $wiadczy o tym, ze struktury nie sg takie same. Ale czy rdéznice istniejace
miedzy nimi sg na tyle istotne, ze miary pozycyjne analizowanych szeregow pol powierzchni obiektow
mogag postuzy¢ jako wskazniki roznicujace badane ptyny?

Postawiono w zwigzku z tym dwie hipotezy (hipotez¢ Ho — rozktady pol powierzchni obiektow
wystepujacych w ptynie mézgowo-rdzeniowym w obu grupach sg takie same oraz hipotezg alternatywna
H1 —rozktady pol powierzchni obiektow wystepujacych w ptynie moézgowo-rdzeniowym w obu grupach
sa rozne), ktore zweryfikowano testem statystycznym Smirnowa-Kotmogorowa [15]. Na poziomie
istotnosci a = 0,05 dla badanych szeregéw wyznaczono statystyczny parametr A, ktory okazat si¢ by¢
wigkszy od wartosci tablicowej, co w efekcie pozwolito odrzuci¢ hipoteze Ho na rzecz hipotezy H.
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Rys. 4. Przebiegi dystrybuant pol powierzchni obiektow wystgpujacych w ptynie méozgowo-rdzeniowym
w grupach: kontrolnej (K), poszerzony uktad komorowy (P-K) i wodogtowie wewnetrzne (W)
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Roéznice miedzy rozktadami po6l powierzchni obiektow wystepujacych w kontrolnym ptynie
moézgowo-rdzeniowym a rozktadami w badanych ptynach (P-K — poszerzony uktad komorowy
i W — wodoglowie wewngtrzne) potwierdzaja przebiegi dystrybuant pol powierzchni obiektow
w poszczegblnych grupach. Szczegolnie widoczna jest réznica w liczbie obiektow wystepujacych
w zakresie pél powierzchni od 1 do 15 um? W wymienionym zakresie najwickszy wzgledny przyrost
liczby obiektow zaobserwowano w przypadku ptynu kontrolnego, ktory wynosit 0,8. Dla pozostatych
ptynow byt mniejszy i wynosit 0,34 dla ptynu z grupy P-K i 0,47 dla ptynu z grupy W. W kolejnych
przedziatach nast¢puje wolniejszy przyrost liczby obiektow w ptynie gupry W niz w ptynie grupy P-K
(p. rys. 4).

5. Whnioski

* Przebiegi rozkladow pdl powierzchni obiektow w trzech analizowanych grupach plynu
mbzgowo-rdzeniowego maja ksztatt dwumodalny.

* Przebiegi rozktadow posiadajg maksima o réznych wartosciach.

» Analizowane ptyny posiadajg rézne struktury obiektow.

 Istnieje roznica, istotna statystycznie, w ksztalcie przebiegow rozktadow pol powierzchni
obiektéw miedzy ptynem pochodzacym od pacjentéw z poszerzonym uktadem komorowym
a plynem od pacjentow z wodogtowiem wewngtrznym.

 Istniejg podstawy, by analiza rozktadéow pol powierzchni obiektow w ptynie mozgowo-
-rdzeniowym mogta w przysztosci zosta¢ metodg wspomagajacg réznicowanie ptynu.
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