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Verdacht auf Meningeosis
Carcinomatosa - Liquordiagnostik
am Sysmex XT-4000i
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Ein Fallbeispiel aus der neurologischen Klinik des Johannes Wesling Klinikum in Minden
Autor: Fr. Barbara Schroder, Leitende MTA, Zentralllabor Fachbereich Hamatologie

Eine 71jahrige Patientin wird in der neurologischen Klinik des Klinikums Minden mit den Symptomen
von Dysarthrie (einer Stérung des Sprechens, verursacht durch erworbene Schadigung des Gehirns
und der peripheren Gesichtsnerven*), Ataxie (Stérungen der Bewegungskoordination*) sowie mit so
genannten GM-Anféllen (generalisierter Anfall mit Krampfen wie bei einer Epilepsie) aufgenommen.
Bei dieser Patientin wurde 6 Monate zuvor ein lymphogen metastasiertes Urothelkarzinom der Harn-
blase diagnostiziert. Das Labor bekam eine Liquorprobe mit der Fragestellung Meningeosis carcinoma-
tosa, eine Erkrankung, die sich ggf. aus dem vorangegangenen Tumor entwickeln kann. Zur Abklarung

wurde eine liquorzytologische Untersuchung erbeten.

Die Bestimmung des Liquorstatus im Klinikum Minden umfasst folgende Parameter
m Makroskopische Beurteilung der Probe

m Zellzahl (ggf. Differenzierung)

m Zytologie

m Gesamteiweiss

m Laktat und Glukose

m Proteindiagnostik nach Reiber

Im Allgemeinen wird fur die Bestimmung des Liquorstatus ein Rohrchen mit 5-7mL Liquor benétigt.
Zu beachten ist, dass die Zellzdhlung und die Anfertigung des zytologischen Praparates innerhalb einer
Stunde erfolgen sollten, denn degenerative Veranderungen erschweren die zytologische Beurteilung.
Daher wird nach dem Probeneingang das Material direkt an den Arbeitsplatz gebracht und sofort

bearbeitet.

Die Zytolyse wird durch eine Lagerung des Liquors bei 4°-12°C verlangsamt. Hohere Temperaturen
fordern die katabolen Mechanismen und somit die Zytolyse. Entscheidender Faktor hierfir ist der
pH Umschlag von 7.32 -7.36 auf 7.8 und hoher. Bei langeren Transporten empfiehlt es sich, gekihlte

Behélter zu verwenden.

*Quelle: www.wikipedia.de
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Die Messung der Zellzahl mit dem Sysmex XT-4000i

Die Bestimmung der Zellzahl in Korperflussigkeiten wie z. B. Liquor, Pleura oder Aszites erfolgt in
unserem Labor mit Hilfe des Sysmex XT-4000i im Body Fluid Modus. Die technische Validation wird
durch das SIS-Regelwerk fur Korperflussigkeiten (SIS = Sysmex-Informations-System) unterstutzt.
85l Liquor werden ohne weitere Probenvorbereitung manuell im Body Fluid Modus angesaugt und
gemessen. Dabei ist besonders wichtig, die Probe vor der Messung gut zu mischen, um eine gleich-

massige Zellverteilung in diesem Prdparat zu gewadhrleisten.

Measurement Parameters Research Parameters
WBC
Item Data Unit
Item | Data unit HF-BF#| ,0.012| |10A3/uL
WBC-BF| 0.004 10A3/uL HF-BF%|/ 300.0 /100wBC
TC-BF# 0.016| |10A3/uL
RBC It Data Unit
Item  Data Unit EO B:;;: 0. gog 9160A3/UL
RBC-BF 0| [10A9/L — —
Item Data Unit
‘WBC Differential RBC-BF | 0.3| |10A9/L
Item Data unit Flag(s)
MN# 0.004 10A3/uL
PMN# | 0.000| |10A3/uL
MN% 100.0 %
PMN% 0.0 %

Abb. 1a XT-4000i: Ergebnisdarstellung der Liquormessung im Body Fluid Modus

In der fluoreszens-durchflusszytometrischen Messung wird die
Anzahl der nukledren Zellen (WBC-BF) plus der hochfluoreszie-
renden Zellen (HF-BF) bestimmt. Die Gesamtzahl aller nukledren
Zellen kann als Parameter TC-BF reportiert werden. (TC-BF =
WBC-BF + HF-BF). Die Differenzierung der Zellen erfolgt in mono-
nukledre Zellen (MN= Monozyten und Lymphozyten) und poly-
morph-nukledre Zellen (PMN=Granulozyten). Erythrozyten

(RBC-BF) werden mittels Impedanzmessung in einem separaten

Messkanal gezdhlt. Das Ergebnis der Messung wird im Sysmex-

Abb. 1b DIFF Scattergramm Informations-System (SIS oder EPU) technisch validiert. Material-
Auffillig hier: Im Bereich hochfluoreszie- . . Lo .
render Zellen befindet sich ein grosser spezifische Regeln unterstiitzen dabei die Beurteilung der Probe

Anteil an Zellen. Die Anzahl dieser Zellen

wird als Parameter HF-BF# dargestellt. und geben ggf schon weitere Hinweise.
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ESIS Edt View Mode Action Window Help -|gj_x_]
3 oy, - oy R e e - 3 ) L%,
@0 %9 vy P EEFEH S48 D L
Clogs Menu Save Frint Frey HNext Validste  Option View Help AIDEE Historical  Diff Pad Retest
Accession No.[961 Sex | Coll. Source [Liguor 3
Sample No. Age | |
Patient ID Clinic [ Coll. DT [2011-02-16 13:36 E
Pat. Name Ward | RACK |
| Urgent |0fi' TUBE |

| Data Check I Execute

Data Check Status X

Cause of Retest flaggin

I WBC-BF | 4 o

Data Check Contents
I RBC-BF | 0.000 I
I MNZ | 4 I Body Fluid Cytospin
I M 100.0 I Rule Check 83.8Scattergramm beurteilen->ggf.Kammerzdhlung u. Cytospin?

§ 91.Tumorzellen?

I PMN# | 0 I 94 .Erythrophagen (alte Blutung)? -> Cytospin!
I PMN% I 0.0
I HF-EF# | 12 #
I HF-EBFX% | 300.0 #
I TC-BF# | 16 #
I EO-BF# | 0 #
I EO-BF% | 0.0 #
I/ RBC-BF_R 0.3 # Order Mark Validation Mark Status Mark

I :Initial Order M :Manual Validated I :Review

# :Additional Order A :Auto. Validated Z :Retested

% :Init + Add Order

Abb. 2 SIS Bildschirm: Hinweise zur Validation

Bei der Messung von Korperflissigkeiten sollten die Scattergramme immer mit beurteilt
werden, da hier schon viel Information, abhéngig von der Erfahrung des Betrachters, entnom-
men werden kann. Eine unterstiitzende Beurteilung der Probe leistet jedoch bereits das SIS
mit den angezeigten Regeln. Bei dieser Probe wurde u. a. die Regel 91 mit dem Verdacht auf
Tumorzellen angezeigt. Ausgeldst wurde diese Regel durch den hohen Anteil an hochfluores-
zierenden Zellen und der Berticksichtigung der Information des Probenmaterials Liquor.

Im Anschluss an die Zellzdhlung wird ein Zytospinprédparat zur zytologischen Beurteilung
hergestellt.

Herstellung des zytologischen Praparats
Fur die Zytologie werden ca. 4-7 mL Liquor bendtigt. Durch eine besondere Verarbeitungs-
technik, der Einengung des Liquors durch Zentrifugation, stehen z.B. bei s mL Liquor noch 4,8 mL
fur weiterfiihrende Untersuchungen zur Verfuigung.
m Objekttrager mit Namen, Anforderungsnummer, Datum oder mit dem
ID-Nummernaufkleber beschriften.
m Das Liquorrdhrchen nach der Zellzdhlung 20 Min. bei 1000 U/min bei 10°C
zentrifugieren (Hettichzentrifuge Rotina 35 R).



Xtra Schweiz | 2012 | Nr. 9 4/6
Verdacht auf Meningeosis Carcinomatosa — Liquordiagnostik am Sysmex XT-4000i

m Den zellfreien Uberstand mit einer Tropfpipette bis auf einen Rest von
ca. 0,2mL behutsam abheben.

m Der Uberstand wird fiir weitere Untersuchungen an die entsprechenden
Arbeitsplatze weitergeleitet (Klinische Chemie, Immunologie).

m Zum Zellsediment wird anschliessend, abhdngig von der Zellzahl, 0,2mL-12mL
kaltes Kulturmedium gegeben und bei niedriger Frequenz ca. 5 Sek. am mechanischen
Ruttler resuspendiert.

m 0,2mL der Zellsuspension wird in die vorbereiteten Einmal-Spezialkiivetten der
Zytozentrifuge pipettiert und bei 1000 U/min 10 Min. zentrifugiert (Shandon Cytospin®4).

m Die Zytospins missen nach dem Zentrifugieren direkt entnommen werden, da das
Fliesspapier des Zytofunnels die Flissigkeit komplett aufsaugt und die Qualitat des
Praparates beeintrdachtigt. Den Zytospin trocknen lassen.

m Die erstellten Zytospins werden nach dem Trocknen am Sysmex SP-1000i
nach Pappenheim angefarbt.

m Anschliessend erfolgt in unserem Hause die mikroskopische Untersuchung
am CellaVision®DM96.

Die Wahrscheinlichkeit, im Liquor Tumorzellen zu finden, hangt von der Art des Tumors ab.

Sie betragt flr primdre Hirntumore etwa 15%, flir Metastasen 30 -40 % und fiir Meningeosen 80 %.

Die Tumorzelldiagnostik richtet sich im Allgemeinen nach folgenden giiltigen Malignitatskriterien
m abnorme Grosse und Polymorphie der Zellen und der Kerne

m Verschiebung der Kern-Plasma-Relation zugunsten des Kernes

m Kernhyperchromasie, inhomogene aufgelockerte Chromatinstruktur

m deutliche Nukleolen von verschiedener Grésse und Form

m erhdhte Mitoserate und pathologische mehrpolige Mitosen

m Kernpolymorphie und Kernabsprengungen, Riesenzellen und Kernpolymorphie

Die mikroskopische Beurteilung, Speicherung und Archivierung der Probe erfolgt in unserem
Hause am CellaVision®DM96 mit einer speziellen Body Fluid Software, die uns eine 100 %ige
Wiederfindung garantiert. Das Praparat wird dabei vollstandig gescannt und steht fiir die
Beurteilung komplett zur Verfligung. Besondere Bereiche im Praparat konnen leicht markiert
und somit zu jeder Zeit immer schnell wieder gefunden werden. Es erfolgt eine automatische
Vordifferenzierung in segmentkernige Neutrophile, Eosinophile, Lymphozyten, Makrophagen
und andere. Weitere Zelltypen kdnnen manuell zugeordnet werden.
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Abb 3 Ubersichtsscan des Zytospins am CellaVision®DM96 Abb 4 Tumorzellen, die sich in dieser Probe in der Vergrosserung
mit erkennbaren kleinen Zellnestern sehr gut erkennen lassen

Liquorstatus - Endbefund

Klinische Angaben GM-Anfall bei V.a. Meningeosis carcinomatosa, bekanntes
Urothelkarzinom. Nachweis von Tumorzellen?

Punkt. Arzt Dr. XX

Punktionsdatum XX.XX.2010

Entnahmeort LP

Uhrzeit 10:00

vor Zentrifugation schwach gelb

nach Zentrifugation schwach gelb Referenzbereiche
Zellzahl 16/uL <4

Ery. im Liquor 300/pL <100

Glukose im Liquor 28 mg/dL <75

Lactat im Liquor 5.17 mmolL/L 1.1-2.1

Gesamt - Protein im Liquor 596.1 mg/L 150 - 500

Liquorzytologie (MGG-Fbg.)

Praparatebewertung zellreich, qualitativ gut
Lymphozyten 2%
Tumorzellen 98 %

In den vorliegenden Préparaten massiver Nachweis von Tumorzellen mit Verdacht
auf das bekannte Urothelkarzinom.

Differenzialdiagnose Meningeosis carcinomatosa
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Beurteilung der Proteindiagnostik nach Reiber
Geringgradige Stérung des Funktionszustands der Blut-Liquor-
Schranke. Kein Hinweis auf eine lokale Immunglobulin-Syn-
these oder eine oligoklonale Immunreaktion im ZNS. Kein
Anhalt auf eine Borreliose oder Neuroborreliose.

Abb 5 Zytospinprdparat: Gruppe
von Tumorzellen

Niitzliche und hilfreiche Literatur, die wir im Labor verwenden

Deutsche Gesellschaft fiir Liquordiagnostik und Klinische Neurochemie: Ausgewdhlte Methoden

der Liquordiagnostik und klinischen Neurochemie (2. Auflage, 2004)

Kluge H., Wieczorek V., Linke E., Zimmermann K., Witte O.W.: Atlas der praktischen Liquorzytologie. Thieme Verlag Stuttgart (2005)
Worofka B., Lassmann |., Bauer K., Kristoferitsch W.: Praktische Liquorzelldiagnostik. Springer Verlag (1997)
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