Fallbeispiele zur »Body-Fluid«-Analyse am XE-5000

Um Patienten ziigig und wirksam behandeln zu kénnen, werden schnelle und gleichzeitig zuverldssige

Ergebnisse aus dem Labor gebraucht — und das moglichst zu jeder Tageszeit. Ganz besonders trifft

dies auf Proben bestimmter Korperfliissigkeiten wie Liquor, aber auch z. B. Peritonealfliissigkeiten

(bei Aszites oder CAPD), Pleurapunktat und Synovialfliissigkeit, zu. Diesen Anspruch kann im Prinzip

nur ein automatisiertes Analyseverfahren erfiillen.
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Abb. 1: Optische Einheit des xe-5000. Das Fluoreszenz-Durchflusszytometer ist ausge-
sprochen gut fiir die Analyse von Kérperfliissigkeiten geeignet. Jede Zelle, die RNA oder

DNA enthdlt, wird mittels eines Polymethinfarbstoffs angefirbt, was in einem Fluoreszenz-

licht-Signal resultiert, das dem Nukleinsduregehalt proportional ist.

Auf Basis der etablierten Tech-
nologie der Fluoreszenz-Durch-
flusszytometrie bietet SYSMEX
XE-5000 einen sogenannten
»Body-Fluid-Modus«, mit dem
Zell-Zahlergebnisse fiir ver-
schiedene Korperfliissigkeiten
schnell und zuverldssig bei
einfacher Probenhandhabung
erzielt werden. Etwa 1 Minute
nach dem Ansaugen der Probe
sind im speziellen Body-Fluid-
Modus die Zdhlungen der Leu-
kozyten und Erythrozyten,
sowie die Differenzierung der
Leukozyten in mononukledre
und polymorphkernige Zellen

verflighar.

Speziell in Liquor-Proben ist selbst eine duBerst geringe Anzahl nachweisbarer Zellen bedeutsam,

denn schon niedrigste Leukozytenkonzentrationen kénnen auf eine Infektion hinweisen. Erweiterte

Zdhlvolumina sorgen in diesem sehr niedrigen Konzentrationsbereich von ca. 5 Zellen pro pL fiir die

benétigte niedrige Imprazision und damit Verldsslichkeit der Ergebnisse. Uber das Fluoreszenzsignal
wird verhindert, dass potenziell stérende Substanzen wie Mikroluftblasen oder andere nicht-zelluldre
Partikel mitgezahlt werden. Dadurch kann eine sehr niedrige Hintergrundzahlrate von o bis 1 Leukozyt

pro UL am XE-5000 erreicht werden.
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Abb. 2: Diff-Scattergramm im Body-Fluid-Modus. Auf der Ordinate ist die Intensitdt des
Seitenfluoreszenzlichts (SFL) und auf der Abszisse das Seitwadrtsstreulicht-Signal (SSC)
aufgetragen. Jeder Punkt im Scattergramm reprdsentiert eine gezdhlte Zelle. Mononukle-
dre Zellen, polymorphkernige Zellen und die »Ghost«-Population werden durch flexible
Diskriminatoren basierend auf der adaptiven Cluster-Analyse (ACAS) bei jeder Probe indi-
viduell und sicher voneinander getrennt.

Storungen der Leukozyten-Zahlung oder -Differenzierung durch
Erythrozyten werden dadurch ausgeschlossen, dass lediglich

Nukleinsduren enthaltende Zellen von sYsSMex’ einzigartigem

Fluoreszenzfarbstoff angefarbt werden. Infolgedessen kénnen
selbst einzelne Leukozyten im DIFF-Scattergramm des XE-5000
Body-Fluid-Modus’ leicht erkannt werden. AuBerdem werden sogenannte »hoch-fluoreszente Body-
Fluid«-Zellen (HF-BF) mit Hilfe eines besonderen Algorithmus’ von der Leukozyten-Zdhlung und -Diffe-
renzierung ausgeschlossen, da diese z. B. Makrophagen, Mesothelzellen oder maligne Zellen darstellen
kdnnen. lhr Zahlergebnis wird als Forschungsparameter getrennt ausgewiesen und kann bei erh6hter
Anzahl zusatzlich gekennzeichnet werden.
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Abb. 3a-c: Makrophagen, Mesothelzellen und Tumorzellen

Ausgewdhlte Fallbeispiele
Die ersten beiden Fille beleuchten die Detektion maligner Zellen in Liquor (1) und in Pleurafliissigkeit
(2) mit Hilfe des xe-5000 Body-Fluid-Modus’. Sehr hdufig wird Liquor untersucht, um eine Infektion zu

bestdtigen oder zu widerlegen. Deshalb zeigt der dritte Fall exemplarisch eine bakterielle Meningitis.
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Fallbeispiel 1: Zerebrospinalfliissigkeit, Tumorzellen

Diagnostic Parameters Flag
ALEE DIEIEE Uil i€ |WBC Abn Scattergram
WBC-BF| 0.012 10A3 /uL
M2 75.0 % WEBC Differential
PMNZE 25.0 %
MM# 0.009 1043 /uL
PMIN# 0.003 1043 /uL
RBC-BF ] 10A3 /uL

Research Parameters
Item Data Unit
HF-BF#| 0.033 1043 fuL
HF-BF%| 275.0 SLO0WEC
TC-BF#|  0.045 10A3 fuL

Abb. 4: In der »Zusatzinfo«-Ansicht des Body-Fluid-Modus’ liefert xe-5000 umfassende Informationen zu den Probenergebnissen.

Das Flag »WBC Abn Scattergram« zeigt eine erhohte Konzentration sogenannter »hochfluoreszenter
Body-Fluid«-Zellen (HF-BF) an. In dieser Probe belief sich der Anteil von HF-BF auf 275 pro 100 WBC.
Diese Zellen sind nahe dem bzw. am oberen Rand des Scattergramms sichtbar (dunkelblaue Punkte,

siehe markierter Bereich).

Die HF-BF-Zellen sind kein Bestandteil der WBC-Zahl. Trotzdem ist es wichtig, solche Proben, die
diese Art von Zellen enthalten, anschlieBend mikroskopisch auf Abnormalitdten zu untersuchen.
Dementsprechend wurde von dieser Liquorprobe ein Zytospin-Praparat angefertigt. Die mikrosko-
pische Untersuchung lief} grofRe, atypische Zellen erkennen. Der Patient litt an einer Metastasierung

eines Adenokarzinoms (Bronchuskarzinom).

Abb. 5a+b: Grofle, atypische Zellen im mikroskopischen Bild dieser Liquorprobe

.
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Fallbeispiel 2: Pleurafliissigkeit, Tumorzellen

Diagnostic Farameters Flag
Lrtem Data Ut I WBC Abn Scattergram
WBC-BF| 1.732 10A3 /UL
MIZE 90.0 % “WBC Differential
PMNZE 10.0 4
MM# 1.558 10A3/uL
PMIN# 0.174 10A3/uL
RBC-BF 2 1043 /uL

Research Parameters

Item Data Unit
HF-BF#| 0.430 1043 FuL
HF -BF % 4.8 FLO0WBC
TC-BF#| 2.162 1043 /UL

Abb. 6: »Zusatzinfo«-Ansicht des xe-5000 im Body-Fluid-Modus mit den Analysenergebnissen der untersuchten Pleurafliissigkeit

Das anwenderselektive Flag »WBC Abn Scattergram« signalisiert in dieser Pleurafliissigkeit-Probe die
Anwesenheit von Makrophagen, Mesothelzellen oder malignen Zellen. Der Anteil HF-BF betrdgt 24,8
pro 100 WBC, und eine relativ hohe Konzentration dieser Zellen ist auch am oberen Rand des Scatter-

gramms klar erkennbar (dunkelblaue Population, siehe markierter Bereich).

- Aufgrund dieses hohen Anteils
@. an hochfluoreszenten Body-

-;.4 é ' q ﬁ Fluid-Zellen wurde ein Zytospin-

Praparat erstellt. Die mikrosko-
. P ; pische Untersuchung ergab
‘}‘ 0 grof3e, atypische Zellen (Abb.7).

g
- ‘ Die Kerne sind vergrofBert,
’&r ' hyperchrom und zum Teil bi-
’ oder multinukledr. Das Kern/
' Plasma-Verhdltnis ist verschoben
; und das Zytoplasma enthalt

Abb. 7: Im Praparat der Pleurafliissigkeit sind unter dem Mikroskop grofSe, atypische Vakuolen. Dieses Bild entspricht

Zellen zu erkennen. dem eines Adenokarzinoms.
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Fallbeispiel 3: Zerebrospinalfliissigkeit, bakterielle Infektion

Main | Graph |WBC/NRBC | RBC/PLT' Cumulative | 0-Flags | Seryice | HPC Research (W) | Resea 4 | »

Diagnostic Parameters WEC Differential
Item Data Unit
WEBC-BF| 3.0098 1043 /uL
M 12.9 %
M # 0.401 1043 /uL
PMMZE 87.1 %
PMM# 2.697 1043 /uL
REC-BF 1 1043 fuL
Flag

Abb. 8: »Body Fluid«-Ansicht des xe-5000: alle Messergebnisse werden iibersichtlich nummerisch und grafisch angezeigt.

Mit einer Konzentration von 3.098 Leukozyten pro pL zog diese Liquor-Probe sofort die Aufmerksam-

keit des xe-5000-Anwenders auf sich. Weil die RBC-Konzentration niedrig war, konnte das hohe WBC-
Zahlergebnis nicht von einer traumatischen Punktion herriihren. Das WBC-Diff-Kreisdiagramm zeigt eine
hohe Konzentration polymorphkerniger Zellen (PMN) an. Daher wurde eine bakterielle Infektion vermutet
und ein Zytospin-Prdparat angefertigt. Die mikroskopische Untersuchung zeigte, dass Bakterien sowohl
im Liquor als auch intrazelluldr in den Leukozyten vorhanden waren. Weiterhin enthielt die Probe WBC-

Aggregate. Bei diesem Patienten wurde eine bakterielle Meningitis diagnostiziert.
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Abb. 9: Unter dem Mikroskop sind Bakterien innerhalb der polymorphkernigen Leuko-
zyten zu erkennen.
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