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5 Liquordiagnostik

B. Storch-Hagenlocher, H. Reiber, B. Wildemann, M. Otto

Technische Voraussetzung fiir die Etablierung der Liquor-
punktion, fiir Diagnostik und Therapie war die Entwicklung
der Hohlnadel und der Glasspritze in der Mitte des
19. Jahrhunderts durch A. Wood. Mit Heinrich I. Quincke
(1842-1922), der 1872 die ,transkutane Lumbalpunktion
zwischen dem 3. und 4. Lendenwirbelkorper” und ,Ergeb-
nisse {iber Zellanteil, Gesamteiweif3, Tuberkelbakterien
und Zuckergehalt* veroffentlichte, wurde die moderne
Liquordiagnostik begriindet und in die Routinediagnostik
eingefiihrt.

5.1 Liquorpunktion

B. Storch-Hagenlocher
Indikationen und Kontraindikationen

Zugangswege und Indikationen

Lumbalpunktion. Die hdufigste Methode der Liquorent-

nahme ist die Lumbalpunktion (LP). Meist handelt es sich

um eine diagnostische Malinahme zum Zweck der Liquor-
analyse. Die Entwicklung und Ausbreitung bildgebender

Verfahren hat in den letzten Dekaden dazu gefiihrt, dass

die Liquoruntersuchung seltener indiziert ist. Nach wie vor

besteht eine Indikation jedoch bei der Diagnostik bzw. dem

Nachweis von:

e Entziindungen des Nervensystems,

e Neoplasien des Nervensystems,

e unklaren Bewusstseinsstérungen,

e neurodegenerativen Erkrankungen,

e dlteren Blutungen.

Seltener besteht eine therapeutische Indikation zur:

e Reduktion des Liquorvolumens und damit des Liquor-
drucks, z.B. beim Pseudotumor cerebri oder Normal-
druckhydrozephalus,

e Applikation von Medikamenten, z.B. Chemotherapeuti-
ka, Lokalanasthetika, Antispastika, Antibiotika, Cortison
oder Kontrastmittel.

Subokzipitale bzw. zervikale Punktion. Weitere Punkti-
onsorte sind subokzipital iiber einen medialen zisternalen
Zugang am Unterrand des Okziput oder zervikolateral
zwischen HWK 1 und 2. Wegen der geringen Frequenz
postpunktioneller Beschwerden fanden diese Methoden
friiher eine gewisse Verbreitung. Das Risiko dieses Eingriffs
ist jedoch sehr hoch: Die Medulla oblongata kann verletzt
werden und die Punktion des zervikalen Venengeflechts

oder atypisch verlaufender Arterien kann zu einer erheb-
lichen Blutung fiihren. Daher ist eine Liquorpunktion an
diesen Stellen nur indiziert, wenn durch lumbale Punktion
kein Liquor gewonnen werden kann, z.B. bei lokalen
Entziindungen oder Tumoren, schwerer Osteochondrose
oder bei Zustand nach Wirbelsdulenoperationen. In jedem
Fall erfordert eine solche Punktion sehr gute anatomische
Kenntnisse, groRe Erfahrung und Sorgfalt.

Ventrikelpunktion. Die Ventrikelpunktion ist ein opera-
tiv-neurochirurgischer Eingriff. Die Indikation hierfiir ist
eine Druckentlastung, wenn eine basale Verklebung (z.B.
durch Subokzipitalblutung und eitrige Meningitis) zu
Liquorresorptions- und Zirkulationsstérungen und schlief8-
lich zum Verschlusshydrozephalus gefiihrt hat. In aller
Regel liegt die Ventrikeldrainage in diesen Fillen iiber
einige Tage, und Liquor kann mehrfach fiir Verlaufskon-
trollen gewonnen werden. Hierbei ist neben der hoch-
sterilen Handhabung auch zu beachten, dass sich regel-
madRig Zelldetritus im Schlauchsystem ablagert, sodass die
ersten 3-4ml Liquor verworfen werden und erst die
2. Portion der Liquoranalytik zugefiihrt werden sollte.

Ventrikelkatheter. Ein Ventrikelkatheter mit einem Re-
servoir (Rickham- oder Ommaya-Reservoir) erleichtert die
regelmaRige intrathekale Gabe von Medikamenten, meist
Chemotherapeutika. Hierbei kann und sollte vor der
jeweiligen Medikamentengabe Liquor durch die Punktion
des Reservoirs fiir die Analyse gewonnen werden. Die
Punktion gelingt gut mit einem Perfusionsbesteck mit
Fliigeln (Butterfly-Kaniile). Die Kaniile wird unter sterilen
Kautelen senkrecht in das Reservoir eingefithrt und
zundchst ca. 1 ml Liquor langsam mit einer 5-ml-Spritze
aspiriert. Diese erste Portion, die dem Katheterinhalt
entspricht, wird verworfen, der nachfolgende Liquor fiir
die Analysen asserviert. Ventrikelliquor ist allerdings nicht
reprdsentativ fiir das gesamte Liquorkompartiment. Daher
eignet sich die Untersuchung zum Ausschluss massiver
Reizreaktionen und Entziindungen, nicht aber zur aus-
schliefSlichen Therapiekontrolle bei Meningeosis carcino-
matosa.

Kontraindikationen

Absolute Kontraindikationen. Eine Kontraindikation fiir
eine Lumbalpunktion stellt eine intrakranielle Druckerhd-
hung mit drohender Herniation dar. Falls klinisch der
Verdacht auf einen erhohten Hirndruck besteht, muss vor
der Lumbalpunktion eine CCT durchgefiihrt werden.
Absolute Kontraindikationen stellen eine Mittellinienver-
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5.1 Liquorpunktion

lagerung unter der Falx cerebri und/oder eine axiale
Druckerh6hung mit Aufbrauch der suprachiasmalen und
perimesenzephalen Zisternen dar (Gower 1987). Ober-
flachliche oder tiefe Entziindungen im Punktionsbereich
verbieten ebenso eine Lumbalpunktion.

Relative Kontraindikationen. Gerinnungsstérungen sind
eine relative Kontraindikation. Thrombozytenzahlen
< 50000/l erhéhen das Blutungsrisiko. Thrombozyten-
zahlen < 20000/l erfordern die Substitution von Throm-
bozyten vor der Punktion. Unter einer Antikoagulation mit
Heparin muss die Heparinbehandlung 2 Stunden aus-
gesetzt werden und die partielle Thromboplastinzeit weit-
gehend normalisiert sein. Die Heparinbehandlung kann
etwa 2 Stunden nach der Punktion wieder beginnen. Ist ein
Patient wirksam oral antikoaguliert, muss der Quickwert
auf mindestens 50% angestiegen sein bzw. die INR
mindestens 1,5 betragen - in der Akutsituation ist die
Gabe von PPSB (Prothrombinkomplex) erforderlich.

Material und Methode

Material

Punktionskaniilen. Fiir die Liquorpunktion stehen 2
verschiedene Kaniilentypen mit unterschiedlicher Ldnge
und Durchmesser zur Verfiigung (Abb. 5.1):

e Quincke-Nadel: Die Quincke-Nadel ist an der Spitze
angeschragt und scharf geschliffen. Hierdurch ist die
perkutane Passage erleichtert, die Nadel kann leicht
vorgeschoben und durch ihre elastische Festigkeit sehr
gut gefiihrt werden. Bei Patienten, die aus anatomischen
Griinden schwierig zu punktieren sind, wird man dieser
Kaniile den Vorzug geben. Nachteilig ist, dass durch den
relativ groBen, schragen, scharf geschliffenen Spitzen-
durchmesser eine verhdltnismaf3ig groRe Duraverlet-
zung hervorgerufen wird, sodass aus dieser Punktions-
stelle nach Entfernung der Kaniile eine betrdchtliche

Abb.5.1a Lumbalpunktionsnadeln: Mitte Sprotte-Nadel mit Fiih-
rungstrokar (griin, 21 G X 31/2). Oben Quincke-Nadel (gelb, 20 G
X 31/2).

Menge Liquor austreten kann (s.u., Liquorpunktions-
syndrom).

e Sprotte-Kaniile: Eine weit verbreitete Alternative ist die
recht flexible, die Dura wenig traumatisierende Sprotte-
Kaniile mit konisch auslaufender Spitze und seitlicher
Offnung. Nachteilig ist jedoch, dass fiir das Durch-
dringen der Haut ein scharf geschliffener Trokar
notwendig ist, der zugleich als Fiihrungsschiene fiir
die eigentliche Punktionskaniile dient und dadurch eine
nachtrédgliche Korrektur der Nadellage erheblich er-
schwert.

Fallstricke bei Quincke-Nadeln

Das Punktionstrauma ldsst sich bei Verwendung einer
Quincke-Nadel verringern, indem man die Punktionsnadel
beim Einfiihren so dreht, dass die scharf geschliffene
Offnung nach einer Seite zeigt. Dann werden die lings
verlaufenden Durafasern in ihrem Verlauf mehr auseinander
gedrangt als durchtrennt und kénnen sich nach Entfernung
der Kaniile wieder rasch verschlieBen.

LiquorgefdBe. LiquorgefiRe sollten steril, sauber, unbe-
schichtet und glasklar sein, um die makroskopische Beur-
teilung nicht zu verfilschen. Giinstig fiir die Zentrifugation
ist ein konischer Boden, da sich dort das Zellpellet am
effektivsten sammelt und der Uberstand schonend abge-
kippt oder abpipettiert werden kann. Da die GefdRe hdufig
iiber ein Transportsystem zur Analyse geschickt werden, ist
ein absolut dichter Verschluss essenziell. Glasgefdlze
scheiden nicht nur wegen der Bruchgefahr aus, sondern
auch wegen der vermehrten Zelladhdsivitat des Materials.
In dieser Hinsicht inert ist Polystyrol, das sich auch als das
geeignetste Material fiir DNA- und RNA-Untersuchungen
bzw. fiir die Messung von Neurotransmittern und Zytoki-
nen erwiesen hat.

Abb. 5.1b Vergleich der scharf geschliffenen Spitze der Quincke-
Nadel (rechts) mit der konisch-runden Spitze und seitlichen
Offnung der Sprotte-Nadel (links).
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Liquordiagnostik

Durchfiihrung der Lumbalpunktion

Patientenaufklirung. Uber die Punktion des Liquorraums
muss der Patient ausfiihrlich aufgeklirt werden, aus
formaljuristischen Griinden aufRerhalb einer Notfallsitua-
tion spdtestens 24 Stunden vor einem Eingriff. Der Patient
sollte, wie bei allen invasiven Mafnahmen, sein Einver-
standnis schriftlich geben, auf den hierfiir verfiigbaren
Aufklarungsformularen (z.B. Perimed) oder formlos.

Lagerung. Die Punktion ist am sitzenden oder am liegen-
den Patienten mdglich. In jedem Fall ist es sinnvoll, die
Lagerung durch eine Hilfsperson zu unterstiitzen. Wesent-
lich ist eine entspannte Lage fiir den Patienten mit
moglichst maximaler Ventralflexion und Dehnung der LWS
(,Katzenbuckel*) sowie flektierten Beinen.

Im Sitzen ist es ratsam, dass der Patient die Beine auf
eine erhohte Unterlage, z.B. einen Stuhl, aufstellt, die
Knie zur Brust zieht, den Nacken beugt und mit seinen
Armen die Knie umfasst. Unterstiitzend kann ein Kissen
unter die Oberschenkel geschoben werden.

Im Liegen hdlt eine 2. Person den Patienten in gebeugter
Haltung an Oberkorper und gebeugten Beinen. Bei einer
Punktion am liegenden Patienten muss die Unterlage
hart sein, um eine ,artifizielle* Skoliose zu vermeiden.

Punktionsort. Die Lumbalpunktion wird zwischen dem 4.
und 5. oder dem 3. und 4.Lendenwirbeldornfortsatz
durchgefiihrt. Die Hohe zwischen LWK 4 und 5 ldsst sich
gut lokalisieren durch eine gedachte Linie zwischen beiden
Beckenkdmmen, die den Dornfortsatz des 4. LWK schnei-
det. Die Einstichstelle sollte somit unterhalb dieser
gedachten Linie und genau in der Mittellinie liegen.

Eine Punktion zwischen dem 2. und 3. Lendenwirbeldorn-
fortsatz muss vermieden werden, da der Konus medullaris
meist bis zum 2. Lendenwirbelkérper reicht und somit die
Gefahr einer Verletzung groR ist.

Technik der Lumbalpunktion

Nach Markierung der Einstichstelle muss diese umfassend
und sorgfdltig chirurgisch desinfiziert werden. Im Folgen-
den missen sterile Handschuhe getragen und steril gear-
beitet werden. Insbesondere bei dngstlichen und ver-
spannten Patienten kann eine Lokalandsthesie durchgefihrt
werden: Nach intradermaler Injektion wird das tiefere
Gewebe mit 1-2 ml 1- bis 2 %iger Lidocainldsung infiltriert.
2-3 Minuten spater spannt der Punktierende die Haut um
die Einstichstelle zwischen Daumen und Zeigefinger oder
Zeige- und Mittelfinger der linken Hand und sticht an der
Punktionsstelle in leicht kranialer Richtung ein. Zur siche-
reren Fithrung der Punktionsnadel ist es sinnvoll, sich leicht
abzustltzen. Die Eindringtiefe ist variabel, normalerweise
um 3,5-4,5 cm, bei sehr adip6sen oder muskuldren
Patienten auch deutlich mehr, bei Kindern selbstverstand-
lich weniger. Durchdringt die Nadel das Lig. flavum bzw. die
Dura, splrt man einen federnden Widerstand. Dann ent-

fernt man den Mandrin, halt ihn steril und ldsst Liquor in die
Untersuchungsrohrchen abtropfen. Falls kein Liquor tropft,
fiihrt man den Mandrin wieder ein und schiebt die Nadel
sehr langsam vor. Falls weiterhin kein Liquor flieRt, sollte die
Nadel bis fast zur Haut zuriickgezogen und die Richtung
korrigiert werden. Gegebenenfalls kann die Punktion einen
Wirbelkorper hoher wiederholt werden.

Tropft der Liquor nur zogerlich, kann die Nadel zundchst
vorsichtig gedreht werden. Um die Nadellage zu tber-
prifen, ldsst man die Bauchpresse ausfiihren; hierbei sollte
die Tropfgeschwindigkeit deutlich zunehmen. Bei guter
Nadellage wird zur Uberpriifung der freien Liquorpassage
der Queckenstedt-Versuch durchgefthrt. Hierbei werden
die Vv. jugulares vorsichtig komprimiert; auch dabei steigt
bei freier Liquorpassage die Tropfenzahl deutlich an.

Wird die Nadel zu weit vorgeschoben, kann es zu einer
Lasion des ventral gelegenen Venenplexus kommen und der
Liquor ist blutig. Tangiert die Nadel eine Nervenwurzel,
versplrt der Patient einen heftigen, ins Bein ausstrahlenden
Schmerz (,wie ein Stromschlag®). Dann muss die Nadel
sofort zuriickgezogen und die Richtung nach medial
korrigiert werden.

Nach der Liquorgewinnung wird der Mandrin (noch steril!)
wieder in die Punktionskantiile geschoben. Danach wird
diese entfernt, die Punktionsstelle mit einem sterilen Tupfer
komprimiert und anschlieBend mit einem sterilen Tupfer
abgedeckt.

Nachbehandlung. Sinnvoll ist, dass sich der Patient im
Anschluss an die Punktion 1-2 Stunden auf den Bauch legt,
um die Punktionsstelle zu komprimieren und das Nach-
sickern des Liquors aus der Einstichstelle zu minimieren.
Wenngleich kontrollierte Studien den giinstigen Effekt der
postpunktionellen Bettruhe im Hinblick auf eine Reduktion
postpunktioneller Kopfschmerzen nicht bestdtigen, hat
sich in der Praxis eine mehrstiindige Bettruhe und das
Vermeiden von korperlichen Anstrengungen fiir mindes-
tens 24 Stunden als sinnvoll erwiesen (Dieterich 1985,
Cook 1989).

Fallstricke bei der Lumbalpunktion

Bei der Liquorasservierung ist darauf zu achten, dass der
Rand des Liquorréhrchens und der Deckel nicht mit Hand-
schuhen bertihrt werden, da Puderpartikel storende Arte-
fakte auf dem zytologischen Prédparat bilden.

Blutiger Liquor. Sieht der Liquor fleischwasserfarben oder
blutig aus, ldsst man ihn in mindestens 3 Rohrchen
abtropfen und vergleicht die Intensitit der Blutbeimen-
gung. Nimmt diese ab, spricht dies fiir eine artifizielle
Blutbeimengung. Blutiger Liquor sollte dann umgehend
zentrifugiert (200-300 g) werden. Klarer Uberstand spricht
ebenfalls fiir eine artifiziell blutige Punktion.
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5.1 Liquorpunktion

Durchfiihrung der Liquorentnahme aus dem Ven-
trikelkatheter

Zur Gewinnung von Ventrikelliquor werden heute fast
ausschlieBlich geschlossene Drainagesysteme verwendet.
Bei der Liquorabnahme, meist {iber einen Dreiwegehahn,
miissen sterile Kautelen besonders sorgfiltig eingehalten
werden. Das Liquorvolumen zwischen Katheterspitze im
Ventrikel und dem Abnahmeort aufBerhalb des Ventrikels
betrdagt etwa 2 ml. Daher sollten ca. 2 ml Liquor abgezogen
und verworfen werden, um eine exakte Analyse des
Ventrikelliquors zu erhalten. Auch wenn das Katheter-
system abgeklemmt ist, muss mit Ablagerung von Zell-
detritus innerhalb des Systems gerechnet werden, und es
wird empfohlen, 5 ml abzuziehen und zu verwerfen.

Komplikationen der Lumbalpunktion

Transient konnen sich radikuldre Reizsyndrome und am
hdufigsten ein postpunktionelles Liquorunterdrucksyn-
drom manifestieren.

Postpunktionelles Liquorunterdrucksyndrom

Haufigkeit. Die Haufigkeit des postpunktionellen Syn-
droms wird in der Literatur sehr unterschiedlich angege-
ben, zwischen 5 und 60% bei diagnostischen Lumbal-
punktionen und Myelographien, zwischen 1 und 40% bei
Spinalandsthesie.

Atiologie. Es werden in der Literatur zahlreiche Faktoren
diskutiert, die das Auftreten eines postpunktionellen
Syndroms begiinstigen, darunter Alter, Geschlecht, Body
Mass Index (BMI), NadelgrofRe (Flatten 1987, Miiller 1994,
Hafer 1997), Nadeldurchmesser, Punktionsrichtung und
postpunktionelle Bettruhe:

e Alter, Geschlecht, BMI: Tendenziell haben Patienten
< 60 Jahre hdufiger postpunktionelle Beschwerden,
auch sind Frauen hdufiger betroffen als Mdnner. Ein
niedriger BMI scheint die Beschwerden zu begiinstigen
(Kuntz 1992).

e Punktionsloch: Entscheidend ist die Grofe des Punkti-
onsloches, die durch die NadelgréBe (Nadel > 22G nur
bei speziellen Indikationen verwenden!) und den
Nadelschliff bestimmt wird (Abb. 5.1b). Bei der Sprot-
te-Nadel traten in nur 6,7% postpunktionelle Kopf-
schmerzen auf, bei der Quincke-Nadel in 18,9% (Carson
u. Serpell 1996, n = 7580, jeweils 22G-Nadel).

e Bettruhe: Der postpunktionellen Bettruhe scheint keine
wesentliche Bedeutung zuzukommen. Allerdings wird
meist eine mindestens 4-stiindige Bettruhe mit einer
24-stiindigen verglichen, sodass eine mehrstiindige
iiberwiegende Bettruhe und das ein- bis zweitdgige
Vermeiden schwerer korperlicher Tatigkeit empfehlens-
wert erscheint.

Pathophysiologie. Der Unterdruck entsteht, wenn so viel
Liquor durch die Perforationsstelle verloren geht, dass er

durch die Neuproduktion nicht ausgeglichen werden kann.
Diese Leakage ist szintigraphisch und magnetresonanzto-
mographisch nachgewiesen. Folge des Unterdrucks ist die
Irritation schmerzsensibler intrakranieller Strukturen wie
GefdRe, Meningen, Tentorium und Falx in senkrechter
Korperhaltung. Zerebrale Gefdf3dilatation und reduzierter
venoser Abfluss scheinen zusdtzlich eine Rolle zu spielen
(Igbal 1995, Wang 1997).

Symptomatik. Das postpunktionelle Syndrom ist gekenn-
zeichnet durch Kopfschmerzen, hdufig begleitet von wei-
teren vegetativen Symptomen wie Ubelkeit, Hypotonie,
Tachykardie, Schwitzen und orthostatische Dysregulation.
Die Symptomatik tritt mit einer Latenz von mehreren
Stunden auf, in 80% innerhalb von 48 Stunden. Nur selten
dauern die Beschwerden ldnger als 5 Tage an. Im Liegen
bessern sich die Kopfschmerzen meist deutlich oder
klingen auch vollstdndig ab. Die Kopfschmerzen sind
nackenbetont (Schwarz 1999).

Seltenere Komplikationen

Schwerwiegende Komplikationen der Lumbalpunktion
treten bei Beachtung der Kontraindikationen aufRerordent-
lich selten auf.

Potenziell konnen zerebrale und spinale Herniationen,
intrakranielle und spinale Blutungen, Hirnnervenparesen
und eine Inokulationsmeningitis vorkommen.

Herniation. Durch den Einsatz der Bildgebung zum Aus-
schluss intrakranieller Drucksteigerung ist das Risiko einer
Herniation minimiert. Am relativ héchsten ist das Risiko
bei akuter bakterieller Meningitis:

e So wurde bei 19 von 445 Kindern (4,3 %) eine zerebrale
Herniation beobachtet (Rennik et al. 1993). Bei 5 dieser
Kinder (36%) war die CCT normal. Bei 12 kam es
innerhalb von 12 Stunden nach der Lumbalpunktion zu
dieser Komplikation.

e Bei Erwachsenen mit bakterieller Meningitis (Durand et
al. 1993) hatten 27 von 40 autopsierten Verstorbenen
eine temporale, 4 zusdtzlich eine zerebelldre Einklem-
mung. Bei 5 Patienten trat die Einklemmung innerhalb
von Minuten bis wenige Stunden nach der Lumbal-
punktion ein. Der Liquordruck wurde bei 4 Patienten
dokumentiert und betrug > 50 cm H,0-Sdule.

Spinale Raumforderungen. Bei extramedulldr gelegenen
spinalen Raumforderungen kann es bei der Lumbalpunk-
tion durch die Druckentlastung distal der Raumforderung
zu einer Zunahme des Drucks auf das Riickenmark oder
Schddigung der Cauda equina kommen.

Blutungen. Auch ohne Gerinnungsstérungen konnen in
sehr seltenen Fdllen subdurale Himatome und Hygrome
entstehen. Hierbei reifSen - durch den Liquorunterdruck -
durale Venen ein. Ein dhnlicher Mechanismus wird bei
postpunktionellen subarachnoidalen Blutungen aus einem
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akzidentellen basalen Aneurysma angenommen. Spinale
subdurale und epidurale Himatome sowie meningeale
Reizsymptome konnen sich bei traumatischen GefaBpunk-
tionen aus Blutungen aus den meist lateral gelegenen
vendsen und arteriellen GefdRen entwickeln.

Inokulationsmeningitis. Eine bakterielle Inokulations-
meningitis durch die Lumbalpunktion ist bei akribischer
Einhaltung der Sterilitdt, sorgfdltiger Desinfektion und
Vermeidung von Tropfcheninfektion extrem selten (0,2 %).

Hirnnervenparesen. Mit dhnlicher Hdufigkeit sind Hirn-
nervenparesen geschildert, am hdufigsten Abduzenspare-
sen, aber auch Affektionen der Hirnnerven III, IV, V, VII und
VIIL Diese treten als Folge des Liquorunterdrucks mit einer
Latenz von 4-14 Tagen auf und bilden sich innerhalb von
4-6 Wochen in aller Regel zuriick.

Sensible Reizerscheinungen. Bei Beriihrung einer Ner-
venwurzel mit der Punktionsnadel klingen die sensiblen
Reizerscheinungen nach kurzer Zeit wieder ab. Hdufiger
klagen allerdings die Patienten fiir einige Tage nach der
Punktion iiber unspezifische Riickenschmerzen.
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5.2 Liquordruckmessung

B. Storch-Hagenlocher

Der Liquordruck kann spinal (nach lumbaler Punktion des
Liquorraums) oder intrakraniell (z. B. iber einen Ventrikel-
katheter nach neurochirurgischem Eingriff) gemessen
werden.

Indikationen

Lumbalpunktion

Die Messung des Liquordffnungsdrucks wdre bei jeder

Lumbalpunktion sinnvoll, wird aber aus pragmatischen

Griinden meist nicht routinemafig durchgefiihrt. Damit

bleiben als ,spezielle* Indikationen:

e Verdacht auf intrakranielle Drucksteigerung bei norma-
ler Bildgebung (z.B. bei Pseudotumor cerebri) —
Bestdtigung der Diagnose,

e Hydrozephalus in der Bildgebung ohne Anhalt fiir eine
Aqudduktstenose — Nachweis des ,Normaldruck“-
Hydrozephalus.

Intrakranielle Messung

Die Indikation fiir eine kontinuierliche intrakranielle

Druckmessung liegt in:

e der prophylaktischen Erkennung kritischer Situationen,

e der Entscheidungsfindung fiir Operationen (Drainage,
Shunt, Himatomentleerung, Dekompression) und

e der Therapieevaluation.

Daher wird diese MaBnahme hdufig bei Subarachnoidal-
blutungen, Schddel-Hirn-Traumata, raumfordernden In-

farkten, intrazerebralen Blutungen und schweren Menin-
gitiden eingesetzt.

Methoden

Technik der lumbalen Liquordruckmessung

Nach Punktion des Liquorraums wird der Mandrin aus der
Punktionskaniile entfernt und sofort ein steriles Steigrohr
(oder ein luftgefiillter Infusionsschlauch) mit geschlosse-
nem Drei-Wege-Hahn angeschlossen. Den Infusions-
schlauch befestigt man an einem ZVD-System (oder an
einem senkrecht stehenden Lineal). Der Nullpunkt wird in
Hohe der Punktionsstelle auf die Mitte der Wirbelsaule
eingestellt. Dann gibt man die Passage frei und wartet so
lange, bis die Liquorsdule ihren Maximalwert erreicht.
Wird auf beide Jugularvenen fiir ca. 10 Sekunden Druck
ausgelibt (Queckenstedt-Versuch), steigert dies den Li-
quordruck um 3-10 mmHg. Nach Beendigung der Kom-
pression sinkt der Druck rasch wieder auf die Ausgangs-
werte zuriick. Der klinische Wert dieses Manovers liegt in
der Uberpriifung einer freien spinalen Liquorpassage: Ist
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diese behindert, bleibt der Druckanstieg aus. Haufig ist
dann auch der Ausgangsdruckwert sehr niedrig.

Nach Beendigung der Messung wird das System (iber den
Drei-Wege-Hahn wieder geschlossen, die Nadel entfernt
und der Liquor des Schlauchinhalts fiir die Analytik asser-
viert.

Ergebnisse

Lumbale Liquordruckmessung

Die lumbal gemessenen Druckwerte entsprechen beim
exakt horizontal liegenden Patienten und freier spinaler
Liquorpassage dem intrakraniellen Druck (ICP).

Die Messungen variieren leicht in Abhdngigkeit des Herz-
schlags und der Atmung. Die Normwerte beim Erwachse-
nen liegen zwischen 60 und 200 mm H,0-Sdule, das
entspricht 5-15 mmHg (1 mmHg = 13,62 mm H,0). Liegen
die Werte <5 mmHg, ist von einem Liquorunterdruck-
syndrom auszugehen. Werte > 15 mmHg sprechen fiir eine
intrakranielle Drucksteigerung. Diese Werte beziehen sich
auf die Messung bei exakter horizontaler Lagerung des
Patienten. Normwerte fiir Messungen im Sitzen kdnnen
nicht angegeben werden, da diese aufgrund der Korper-
groBen bedingten Variabilitit der Wassersdule zwischen
Cisterna magna und Punktionsstelle individuell unter-
schiedlich sind (Oschmann 2003).

Fallstricke bei der lumbalen Liquordruckmessung

Falsch hohe Werte

Falsch hohe Werte werden bei sehr angespannten Patienten
gemessen. Daher sollte der Untersucher bei Messwerten

> 15 mmHg zundchst tberpriifen, ob der Patient entspannt
ist und ggf. kurze Zeit warten, ob der Liquordruck bei
Entspannung sinkt. Auch bei ausgepragter Adipositas kann
der Liquordruck leicht erhdht sein (bis 20 mmHg). Schreien
(= 20 mmHg) und Husten (30-110 mmHg) lasst den
Liquordruck erheblich ansteigen. Bei mit positivem endex-
spiratorischem Druck (PEEP) beatmeten Patienten rechnet
man mit einem Druckanstieg um 1-2 mmHg pro 50 mm
H,O des PEEP.

Falsch niedrige Werte

Falsch niedrige Werte erhdlt man bei Teilverlegung der
Nadelspitze. Es empfiehlt sich daher, bei pathologisch
niedrigen Werten die Nadel vorsichtig zu drehen und die
Positionierung tber die Bauchpresse zu tberpriifen. Li-
quorunterdruck kann auch bei forcierter Hyperventilation
tber einen erniedrigten pCO, auftreten.

Liquordruckmessung tiber einen Ventrikelkatheter

Die Bestimmung des intrakraniellen Drucks i{iber einen
Ventrikelkatheter, direkt im Hirngewebe platzierte oder
epidurale Sonden setzt einen operativen neurochirurgi-
schen Eingriff voraus und bedarf auch in der Beurteilung
der Werte groRer Erfahrung. Die Messung muss stets auf
ein definiertes Bezugssystem bezogen sein. Meist ist die
Referenz das Foramen Monroi.

Fallstricke bei der intrakraniellen Liquordruck-
messung

Da der hydrostatische Druck in ruhenden Fliissigkeiten
abhdngig ist von der Hohe der Flissigkeitssaule, gibt es
relevante Differenzen des ICP innerhalb des ZNS. In
Riickenlage liegt die Anterior-posterior-Differenz im Gehirn
bei 13 mmHg, in Seitenlage bei 10 mmHg. Wesentlich ist
daher eine exakte Justierung des Messsystems und Anpas-
sung an die Lagerung des Patienten. Es gibt dariiber hinaus
zahlreiche Fehlerquellen fiir Messungenauigkeiten wie Feh-
ler des Druckwandlers, Probleme der Ankopplung des
Druckwandlers, Messungenauigkeiten durch zu lange oder
zu kurze Schlduche, additiver Liquoraustritt oder motori-
sche Unruhe des Patienten (Aschoff 1999).

Komplikationen bei Ventrikelkathetern

Haufigere Komplikationen des Ventrikelkatheters sind
Infektionen (6-7%), daneben operationsbedingte Blutun-
gen (1%) und Katheterfehlplatzierung in Stammganglien
oder Mittelhirn. Insbesondere bei Ventrikelkathetern, die
iiber mehrere Tage liegen, ist eine regelmaRige Liquor-
untersuchung sinnvoll, um friihzeitig Infektionen zu
erkennen und das Kathetersystem zu wechseln.
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5.3 Zelldiagnostik

B. Storch-Hagenlocher

5.3.1 Indikationen

Konventionelle Zytologie. Die qualitative Liquorzelldif-

ferenzierung erméglicht es, morphologische Aquivalente

verschiedener Erkrankungen aufzuzeigen. Hauptindikatio-

nen sind:

e akute, subakute und chronische Entziindungen des ZNS,

e Tumoren des ZNS und der Meningen und

e der Nachweis resorptiver Reaktionen bei Blutungen und
Reizreaktionen.
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Um die Moglichkeiten der Liquordiagnostik auszuschop-
fen, sollte bei jeder Liquorpunktion auch eine Zelldifferen-
zierung durchgefiihrt werden.

Die hdufig umgesetzte Praxis, nur ab einer Zellzahl von

mehr als 20 Zellen/l eine Zelldifferenzierung vorzuneh-

men, kann zu Fehldiagnosen fiihren:

e Bei meningealer Tumorinfiltration kann die Zellzahl
normal sein.

e Eine dltere, nicht sehr ausgepriagte Subarachnoidal-
blutung verursacht zwar immer eine phagozytire
Reaktion, die Zellzahl ist aber hdufiger nicht erhoht.

Immunzytologie. Immunzytochemische Methoden sind

eine sinnvolle Erginzung der konventionellen zytologi-

schen Liquordiagnostik. Thre wesentliche diagnostische

Indikation liegt im Nachweis von malignen Zellen, ins-

besondere wenn:

e die Zellen morphologisch nicht ausreichend charakteri-
siert werden kdnnen,

e die differenzialdiagnostische Abgrenzung entziindlicher
Transformation der Lymphozyten von maligner Trans-
formation schwierig ist,

e der Tumorzellanteil sehr gering ist.

Auch der Nachweis von intrazelluldiren Immunglobulinen
ist ein sensitiver Entziindungsparameter und Gegenstand
diagnostischer und wissenschaftlicher Fragestellungen.

5.3.2 Prdanalytik

Konventionelle Zytologie. Liquorréhrchen miissen steril,
gut verschliebar, durchsichtig-farblos, am besten aus
Polystyrol und unbeschichtet sein. Giinstig fiir die weitere
Verarbeitung sind konisch zulaufende Réhrchen.

Die Zellanalytik muss innerhalb von 1-2 Stunden erfolgen,
da selbst bei 4 °C der Zellverlust nach 2 Stunden unkalku-
lierbar ist.

Fiir Proteinuntersuchungen kann Liquor ohne Zellen 1-
3 Wochen bei 4°C asserviert werden. Auf den Anforde-
rungsformularen sollten Entnahmeort und Uhrzeit fest-
gehalten sein.

Immunzytologie. Die immunzytologische Liquordiagnos-
tik setzt eine besonders rasche und sorgfaltige Anfertigung
des Zellprdparates voraus. Zu achten ist auf eine schonende
Sedimentation, hohe Zellausbeute und rasche Verarbei-
tung. Niedrige Umdrehungszahlen von 200-300 g bei der
Vorzentrifugation und 750 Umdrehungen/min bei der
Zytozentrifugation gewdhrleisten einen meist guten Zell-
erhalt und Integritit der Oberflichenstrukturen. Haufig
werden beschichtete Mehrfeld-Adhdsions-Objekttrager be-
vorzugt, die die Zellhaftung steigern und erlauben, durch

schonende Zentrifugation gewonnene Zell-Aliquots direkt
den Objekttrdager aufzutragen. Das Sediment muss inner-
halb von 1-2 Stunden angefertigt und luftgetrocknet
werden, die Farbung erfolgt am besten direkt im Anschluss.
Dies ist oft aus logistischen Griinden nicht méglich. Es hat
sich jedoch gezeigt, dass sowohl Einfrieren der Sedimente
als auch Aufbewahren in Konservierungsmedien die Ober-
flichenstrukturen zerstoren konnen und eine optimale
Farbung verhindern.

5.3.3 Verfahren

Zellzéhlung

Die Zellzahl wird am nativen Liquor ermittelt. Der Liquor
sollte hierzu frisch sein und vorsichtig durchmischt
werden. Die Zellzdhlung erfolgt {iberwiegend mikrosko-
pisch, meist in der Fuchs-Rosenthal-Kammer, seltener in
der Neubauer-Zihlkammer. Zunehmend werden hdamato-
logische automatisierte Analysegerdte fiir die Liquorzell-
zdhlung adaptiert und in der Routinediagnostik einge-
setzt.

Kammerzdhlung

Aufbau der Kammer. Die Fuchs-Rosenthal-Kammer un-
terscheidet sich von den {iblichen Kammern zur Blut-
zellenzdahlung durch einen groReren Flacheninhalt
(16 mm?) und gréRere Kammertiefe (0,2 mm) und hat
somit einen gréfleren Rauminhalt von 3,2 wl (Rauminhalt
der Neubauer-Zdahlkammer 1 ). Die Fldche ist aufgeteilt
in 4 X 4 GrofRquadrate zu je 16 Kleinstquadraten, besteht
also aus 256 Kleinstquadraten.

Praktisches Vorgehen bei der Kammerzahlung

® frischen Liquor vorsichtig durchmischen,

® Liquor mit einer Farbel6sung (z.B. 5,0 Eisessig + 0,2
Methylviolett + 1,0 Alkohol abs. + Aqua dest. ad 100)
mischen, um die Kerne der Leukozyten zu farben und die
Erythrozyten zu lysieren,

® Liquor in der Leukozytenpipette oder in einem kleinen

Rohrchen mit der Farbel6sung in einem Verhaltnis 10 : 1

(die Liquorverdiinnung entspricht somit 9 von 10)

verdiinnen,

verdiinnten Liquor noch einmal griindlich mischen,

einen Tropfen in die Zahlkammer fillen,

wenige Minuten warten, damit die Zellen sedimentieren,

Zellzahl (ZZ) unter dem Mikroskop auszdhlen.

Zellzahlbestimmung. Bei niedriger Zellzahl werden alle
Quadrate ausgezdhlt. Finden sich in einem Grof3quadrat
mehr als ca. 20 Zellen, geniigt es, nur 4 GroRBquadrate
auszuzdhlen und die Gesamtzellzahl durch entsprechende
Multiplikation der gezdhlten Zellzahl zu ermitteln. Bei der
iiblichen Liquorverdiinnung und dem Kammerinhalt von
3,2 pl ergibt sich folgende Berechnung:
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ZZx10 ZZx10
3,2x9 ~ 28,8

= etwa ? | ulLiquor

Beurteilung der Zellzahl

® Normwert: = 4 Zellen[pl,

@ pathologisch: =5 Zellen[l.

Bei Blutkontamination muss die Gesamtzellzahl korrigiert
werden; hierbei muss pro 1000 Erythrozyten 1 Zelle abge-
zogen werden.

Automatisierte Zellzdhlung

Fir die automatisierte Zellzdhlung stehen verschiedene
zytometrische Systeme zur Verfiigung (Advia 120 [Beyer]),
CellDyn 4000 [Abott], UF-100 Urine Flow Cytometer
[Sysmex]).

Untersuchung. Fiir die Untersuchung werden 100-300 .l
Liquor benoétigt und entsprechend der Anleitung mit einer
Farbe-Fixier-Losung vermischt. Die Messung kann nach
4 Minuten erfolgen und ist fiir die Zeitdauer von 4 Stunden
stabil. Um eine Ubertragung von Zellen vorher bearbeiteter
zellreicher Proben oder aus Blutproben auszuschlief3en,
sind vor der Messung der Liquorprobe 3 Leermessungen
notwendig.

Ergebnisse. Vergleichende Untersuchungen ergaben un-
terschiedlich gut iibereinstimmende Ergebnisse mit der
manuellen Zdhlung (Strik et al., 2006) in Abhdngigkeit von
Zellzahl und etwaiger Blutkontamination. UF-100 und
CellDyn 4000 konnen Bakterien oder Pilze gut von Zellen
differenzieren, sodass nicht falschlicherweise eine zu hohe
Zellzahl ermittelt wird (Ziebig 2000, Hoffmann 2002).

Problematisch sind Proben mit ausgepragtem Zelldebris
oder blutige Proben, die eine hohere Verdiinnung erfor-
dern als 1:10, um weniger als 1500 Erythrozyten/pl zu
erhalten.

Advia 120 ermoglicht auch eine Zelldifferenzierung. Ver-
gleichende Untersuchungen mit der mikroskopischen Zell-
differenzierung zeigen eine gute Ubereinstimmung hin-
sichtlich neutrophilen Granulozyten (van Acker 2001, Aune
2004, Mahieu 2004). Bei Monozyten und eosinophilen
Granulozyten war die Ubereinstimmung weniger gut. Bei
der automatisierten Erfassung von Lymphozyten sind die
Angaben iiber die Zuverldssigkeit vollkommen kontrar
(Strik et al., 2006). Uber eine Differenzierung von trans-
formierten Lymphozyten, Plasmazellen, Makrophagen oder
Tumorzellen liegen keine Untersuchungen vor.

Gegenwadrtig ersetzt mit den vorliegenden Methoden die
automatisierte Zelldifferenzierung in keiner Weise die
konventionelle mikroskopische liquorzytologische Diffe-
renzierung.

Zellanreicherung

Da Liquor zellarm ist, ist die Differenzierung durch einen
Ausstrich analog dem Blutausstrich nicht méglich. Die
Zellen miissen immer angereichert werden.

Sedimentierkammerverfahren und Zytozentrifuga-
tion

Anforderungen. Ein Verfahren zur Zellanreicherung sollte
die Zellzusammensetzung nicht verandern, darf sie bei der
Aufarbeitung nicht denaturieren oder ihre urspriingliche
Morphologie verdndern. Das Verfahren muss einfach, rasch
und gut reproduzierbar durchfiihrbar sein. Die benétigte
Liquormenge muss gering sein.

Methoden. Im Allgemeinen kommen 2 Methoden zum

Einsatz:

e Sedimentierkammerverfahren: Die Sedimentierkam-
mer nach Sayk, die verschiedene Modifikationen erfah-
ren hat, basiert auf einer forcierten natiirlichen Sedi-
mentation der Zellen. Der Liquor, je nach Zellzahl 1-
5ml, wird in einen Zylinder gefiillt, der auf einem
Objekttrdger steht. Durch eine Feder wird der Zylinder
angepresst, und Fliissigkeit wird von einem Filterpapier,
das den Zylinder umgibt, abgesaugt. Innerhalb von 20-
30 Minuten sedimentieren die Zellen und stehen fiir die
Weiterverarbeitung zur Verfiigung.

e Zytozentrifugation: Mit einer Zytozentrifuge lassen sich
die Praparate innerhalb von 10 min herstellen. In einen
Zylinder werden mindestens 200 .l Liquor gefiillt, der
Liquor wird, wie in der Sayk-Kammer, durch ein Flie3-
papier abgesaugt und steht fiir weitere Diagnostik nicht
zur Verfiigung. Die Umdrehungszahl der Zentrifuge
sollte bei 800/min liegen.

Jede Methode hat Vor- und Nachteile (Tab.5.1). Andere
Verfahren, die Membranfiltermethode nach Kistler und
Bischoff, und der Einsatz von farbbeschichteten Objekt-
tragern (Testsimplets) haben sich nicht durchgesetzt, da
die Morphologie der Zellen verdndert wird oder die
Prdparate nicht haltbar sind.

Objekttrager. Die Objekttriger fiir die Zellsedimente
werden in 3% HCl-Alkohol aufbewahrt und vor dem
Gebrauch griindlich mit Leitungswasser abgespiilt und
getrocknet.

Vorzentrifugation

Eine verbreitete Moglichkeit, die Zellausbeute zu verbes-
sern und die Zellmorphologie zu erhalten, ist die
Vorzentrifugation.

Prinzip. Liquor wird in einem konischen Polystyrolrohr-
chen bei ca. 2200 Umdrehungen/min fiir 8-10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wird abpipettiert und steht
fiir die weitere Diagnostik an zellfreiem Liquor zur
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Tabelle 5.1 Vor- und Nachteile der Zellanreicherungsverfahren
Verfahren Vorteile Nachteile
Sedimentierkammer guter morphologischer Zellerhalt, Zellen sind fir e relativ groRer Liquorbedarf
die Zytodiagnostik optimal zu beurteilen e Zellverlust durch das Absaugen mit dem
Filterpapier
e zellfreier Liquoranteil kann nicht fiir weitere
Untersuchungen verwendet werden
Zytozentrifugation e praktikablere Anwendung Morphologie der Zellen wird verandert:
e Standardisierbarkeit der Zentrifugation e elliptisch auseinander gezogenes Zytoplasma,
e gute Zellausbeute ausgefranste Rander
L]

benétigtes Liquorvolumen ist klein

e bei Lymphozyten vergroRerter Zytoplasma-
saum, deutlicher hervortretende Nucleoli
(Lymphozyten sehen insgesamt transformier-
ter aus)

Verfligung. Das Pellet wird in mindestens 200 ul, bei
erhohter Zellzahl entsprechend mehr, eines eiweif8haltigen
Mediums (z.B. 9 ml Medium 199 + 1 ml hitzeinaktiviertes
fotales Kilberserum) aufgenommen, gut vermischt und in
die Zytozentrifugenkammer pipettiert.

Vor- und Nachteile. Vorteile dieser Methode sind eine
sehr gute Zellausbeute, die Moglichkeit, mehrere Sedimen-
te anzufertigen, die Tatsache, dass der gesamte Uberstand
fiir die weitere Proteindiagnostik zur Verfiigung steht und
der zytoprotektive Effekt des Mediums. Nachteilig wirkt
sich diese Methode aus bei leichter bis maRiger Blut-
kontamination; hier kann das Zellbild durch Erythrozyten
iiberlagert werden, sodass die Beurteilung erschwert wird.
Zudem ist strikt auf Sterilitit zu achten, da es bei
bakterieller Kontamination des Mediums zu sehr raschem
Bakterienwachstum kommt.

Das Medium muss im Kiihlschrank aufbewahrt werden und
jeden Tag frisch angesetzt werden.

Farbemethoden

Alle angewendeten Firbemethoden der Hamatologie las-
sen sich auf Liquorsedimente {ibertragen. Lufttrocknen
fixiert die Zellen ausreichend, eine zusatzliche Fixierung ist
nicht notwendig und verdndert die Zytomorphologie.
Lediglich fiir eine Gramfarbung muss das Sediment (ohne
Medium!) auch flammenfixiert werden.

May-Griinwald-Giemsa-Farbung. Die Standardfirbung
ist die May-Griinwald-Giemsa-Farbung. Hierbei farbt sich
der Kern in verschiedenen Violetttonen, das Zytoplasma in
verschiedenen Blauténen, wodurch eine gute Differenzie-
rung der einzelnen Strukturen ermdglicht wird (Kélmel
1978).

Vorgehen bei der May-Griinwald-Giemsa-Farbung

® Praparat lufttrocknen,

® Objekttrager 3 Minuten mit May-Griinwald-Lésung
(Eosin + Methylenblau) bedecken,

® Farblosung abgieRen, mit Leitungswasser nachspilen,

® Objekttrager 15-20 Minuten mit frisch angesetzter,
filtrierter Giemsa-Losung (Standardlésung 1: 10 mit
Leitungswasser verdiinnen) bedecken,

® Farblésung abkippen und mit Leitungswasser nachspii-
len,

® Prdparat lufttrocknen.

Spezialfarbungen. Die Berliner-Blau-Reaktion weist ei-
senhaltiges Material nach. Sudanschwarz oder Sudanrot
farben Fettpartikel an. Mit Perjodsdure (PAS-Reaktion)
werden Mukopolysaccharide und Glykogene dargestellt.
PAS-positive Reaktionen finden sich in Lymphoblasten,
Karzinomzellen oder in Makrophagen bei Morbus Whipple.

Immunzytochemie

Prinzip. Antigene Strukturen an der Zelloberfliche oder
im Zytoplasma werden durch spezifische Antikorper
markiert. Die antikorpermarkierten Zellen kénnen durch
Kopplung an einen Fluoreszenzfarbstoff visualisiert oder
durch Kopplung an alkalische Phosphatase oder Peroxidase
angefarbt werden (Abb. 5.2). Damit ist eine exakte Typi-
sierung moglich. Da meist nur wenige Zellen zur Verfiigung
stehen, kommen {iberwiegend mikroskopische Verfahren
zum Einsatz (die durchflusszytometrische Zelltypisierung
erfordert mindestens 10000 Zellen und steht {iberdies nur
an groferen Zentren zur Verfiigung).

Vorgehen. Um unspezifische Bindungen zu verhindern,
miissen Liquorproteine mit einem Phosphatpuffer aus-
gewaschen werden, danach wird das Praparat mit Gluta-
raldehyd oder Methanol fixiert und anschliefSend mit dem
spezifischen monoklonalen Zielantikorper inkubiert. Die
optimalen Konzentrationen der Antikorper variieren und
miissen fiir jeden einzelnen Antikdrper austitriert werden.
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Abb. 5.2 Immunzytochemische Farbung von B-Lymphoblasten
mit einem CD19-Antikérper und APAAP-Nachweisreaktion (Alka-
lische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Reaktion).

Auswahl der Antikorper. Die Auswahl der Antikérper
richtet sich nach der Zytomorphologie, den bekannten
Vorbefunden, z.B. dem bekannten Primdrtumor, und der
aktuellen Fragestellung. Dementsprechend muss ein Anti-
korper-Panel zusammengestellt werden (Tab. 5.2). Werden
fluoreszenzmarkierte Antikorper verwendet, konnen die
Antigene bestimmten zelluldren Strukturen und Doppel-
farbungen gut zugeordnet werden. Allerdings sind die
Prdparate dann nicht haltbar, sodass sie sofort beurteilt
werden miissen und eine erneute Beurteilung ausgeschlos-
sen ist. Bei Farbung mit alkalischer Phosphatase oder
Immunperoxidase ermoglicht die lange Haltbarkeit der
Prdparate eine gute Zuordnung der antigenen Strukturen
zu den einzelnen Zelltypen.

5.3.4 Befunde

Visuelle Beurteilung

Normaler Liquor ist farblos und wasserklar.

Farbverdanderung. Bei Erythrozytenbeimengung (ab ca.
1000/p1) ist Liquor triib-rosa gefdrbt, ab einer Beimengung
von ca. 1000 Leukozyten/l opal-triib bis weifSlich gelb. Bei
einer eitrigen Meningitis kann der Liquor durch Zellzahl-
erhohung, Bakterien und starke Proteinerhéhung eitrig-
triib sein. Auch bei isolierter EiweiBerh6hung kann der
Liquor weif3lich triib sein.

Fibrinbeimengung. Es konnen sich zarte, oder bei
eitriger Meningitis auch grobere, Fibringerinnsel, z. T. mit
Zellen absetzen. Bei einer tuberkuldsen Meningitis kann es
zu einer starken Fibrinvermehrung kommen und es
kénnen sich grobe Fibringerinnsel (,Spinnwebgerinnsel*)
bilden, in denen haufiger Tuberkelbakterien nachgewiesen
werden kénnen.

Xanthochromie. Xanthochromie, eine diffuse Gelb- bis
Gelbbraunfdrbung, entsteht durch Beimengung von Blut-
farbstoffderivaten einer mehrere Tage zuriickliegenden
Blutung. Die Xanthochromie beruht auf der Anwesenheit
von Bilirubin und findet sich auch bei schwerer Hyper-
bilirubindmie.

Tabelle 5.2 Haufig eingesetzte Antikorper in der Immunzytochemie

Antikérper

Indikation

CD34, CD1, CD2, CD3, CDh4, CD5, CD7, CD8, CD10, CD19,
CD20, CD22, IgM, Kappa, Lambda, TdT

CD13, CD14, CD33, CD34, CD64, CD117, Myeloperoxidase
(MPO), Lysozym

Zytokeratin, karzinoembryonales Antigen (CEA), epitheliales
Membranantigen (EMA)

neuronenspezifische Enolase (NSE)

Vimentin

Vimentin, GFAP*, Neurofilament, NSE, Protein S-100, Zyto-
keratine

* GFAP = Glial Fibrillary Acidic Protein

Lymphome und lymphatische Leukdamien

myeloische Leukdmien

Karzinome

neuroendokrine Tumoren (z. B. kleinzelliges Bronchialkarzi-
nom)

mesenchymale Tumoren wie Melanome, Sarkome und
Lymphome, bei Melanomen zusatzlich auch HMB und
Protein S-100

primdre Hirntumoren
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Abb. 5.3 Normale Lymphozyten im Liquor.

Differenzierung artifizielles Blut vs. Blutung

Blutiger Liquor sollte rasch, méglichst unmittelbar nach der
Abnahme, schonend zentrifugiert werden (200-300 g). Bei
artifizieller Blutbeimengung ist der Uberstand farblos und
klar, bei einer dlteren Blutung xanthochrom. Steht der
Liquor nach Abnahme langer als 60-90 Minuten - oder auch
bei Zentrifugation mit héherer Drehzahl -, kommt es zur
Erythrozytenlyse und Blutfarbstoffderivate im Uberstand
tduschen eine dltere Blutung vor.

Infolge ausgeprdagter Hyperbilirubinamie kann der Liquor
in den ersten Lebenswochen xanthochrom sein, ebenso bei
sehr hohem Proteingehalt.

Normaler Liquor

Lymphozyten und Monozyten

Im normalen lumbalen Liquor finden sich zwei Zelltypen,
Lymphozyten und Monozyten in einem Verhdltnis von
etwa 7: 3. Wird mehr als 4-5 ml Liquor entnommen und
gelangen spdtere Portionen zur Zelldifferenzierung, steigt
der Monozytenanteil. Gelegentlich sind einzelne Granulo-
zyten enthalten und hdufig wenige frische artifiziell durch
die Punktion in den Liquor gelangte Erythrozyten.

Lymphozyten. Die Lymphozyten stammen z.T. aus dem
Blut, in das sie wieder zuriickwandern kdnnen, z.T. sind sie
sessil im arachnoidalen Gewebe und zirkulieren im Liquor.
Es handelt sich ganz iiberwiegend um T-Lymphozyten, B-
Zellen machen nur 1-2% aus. Die im normalen Liquor
vorkommenden Lymphozyten sind klein, isomorph und
haben einen runden kompakten oder leicht ovalen Kern
und ein schmales blassblaues Zytoplasma (Abb. 5.3). Auch
im normalen Liquor kénnen leichtere lymphozytdre Trans-
formationen vorkommen mit VergréfSerung des Kerns und

v Manozyt

Lyrphazyt
L

Abb. 5.4 Lymphozyt und Monozyt im Liquor.

Zytoplasmasaums und einer zunehmenden Basophilie des
Zytoplasmas.

Monozyten. Monozyten sind entweder aus dem Blut
eingewandert oder stammen von Zellen der Leptomeninx
oder der Mikroglia. Sie sind Teil des monozytdren Phago-
zytosesystems und etwas grofer als Lymphozyten
(Abb. 5.4). Sie haben einen exzentrischen nieren- oder
hufeisenférmigen Kern und ein breiteres, bldulich violettes,
hdufiger mit Vakuolen durchsetztes Zytoplasma. Mono-
zyten sind in vitro labiler und degenerieren schneller.

Bei normalen Neugeborenen ist die Zellzahl bis zur 4-
6. Lebenswoche haufig erhoht, bis 10 Zellen/pl, bei sehr
jungen Friihgeborenen auch bis 40 Zellen/jl. Zellzahlen
tiber 40/l nach der 6. Lebenswoche sind pathologisch.
Der Granulozytenanteil kann bis zu 50% betragen. Auch
der Monozytenanteil ist hdufig erhéht mit z. T. erheblichen
Aktivierungszeichen. Ebenso kann die Erythrozytenzahl
deutlich erhoht sein durch geburtsmechanische Manéver
oder Schwierigkeiten bei der Punktion. Bei reifen Neu-
geborenen gelten Erythrozytenzahlen bis 1000/pl, bei
sehr jungen Frithgeborenen bis 20000/l noch als normal
(Hobusch 2003).

Andere Zellen

Durch die Punktion gelangen gelegentlich Knorpelzellen in
den Liquor. Diese haben ein kraftig azidophiles, wolkiges
Zytoplasma und einen dunkelblauen bis schwarzen Kern
(Abb. 5.5). Der normale Liquor kann epitheliale Zellen
enthalten, noch hdufiger werden sie nach mehrfachen
Punktionen beobachtet. Sie entstammen dem Plexus
choroideus oder dem Ependym und kommen meist als
Zellverbande vor. Die Zellen sind grof3 mit zart-basophilem
oder azidophilem Zytoplasma, die Kerne meist randstdn-
dig, rundlich-pyknotisch und isomorph.

Insbesondere bei dlteren Patienten und Sduglingen
kommt es bei der Lumbalpunktion gelegentlich zu Verlet-
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Abb. 5.5 Knorpelzellen im Liquor.

zungen des Knochenmarks. Im zytologischen Prdparat

finden sich dann, einzeln oder in Verbdnden, alle Stufen

der Myelo- und Erythropoese und auch Plasmazellen:

e Proerythroblasten haben ein stark basophiles Zytoplas-
ma und einen grof3en, runden Zellkern mit Nucleoli.

e Normoblasten weisen einen kleinen, grobscholligen,
dunklen Kern auf.

e Die grofSten Zellen sind die Myeloblasten und Promye-
lozyten, die ebenfalls mehrere prominente Nucleoli
haben, die mit der weiteren Reifung nicht mehr nach-
weisbar werden.

Phagozyten entwickeln sich aus dem mononukledren
Phagozytosesystem und dienen der Entfernung milieu-
fremder Partikel (Zellen, Bakterien, Viren, Pilze, Pigmente,
Lipide, intrathekal verabreichte Substanzen). Die Phagozy-
tosefdhigkeit dieser Zellen ist auBerordentlich hoch, das
phagozytierte Material wird im Zytoplasma deponiert und
imponiert oft als optisch leere Vakuole (Abb. 5.6), wie in
der Siegelringzelle (Abb.5.7), oder als zahlreiche fein-
tropfige Vakuolen wie im Lipophagen.

Abb. 5.6 Speicherzellen unter intrathekaler Chemotherapie.

1

=

is
Abb. 5.7 Siegelringzelle bei Mammakarzinom.

Blutiger Liquor

Eine Blutung in den Subarachnoidalraum I6st eine heftige
leptomeningeale Reaktion aus mit einer breiten Pleozytose
aller Zellen der hdmatologischen Reihe bei einem tran-
sienten Uberwiegen der Granulozyten. Nach 4-6 Stunden
wird das mononukledr-phagozytdre System aktiviert und
die Erythrozyten werden phagozytiert (Erythrophagen).
Nach 3-4Tagen werden die Blutfarbstoffderivate weiter
abgebaut und in den Zellen entsteht das blauschwarze
Hdmosiderin (Himosiderophagen, Abb. 5.8). Nach 3-4 Wo-
chen entstehen leuchtend gelbe Hamatoidinkristalle, die
intra- oder extrazelluldr liegen kénnen (Abb. 5.9).

Fallstricke Erythrophagen in der Zelldifferenzie-
rung

Auch ex vivo kdnnen Monozyten noch durch punktions-
bedingte Erythrozyten, die nach etwa 2 Stunden lysieren,
aktiviert werden und eine Erythrozytenphagozytose ini-
tiieren. Der Nachweis von ein oder zwei Erythrophagen in
der Zelldifferenzierung ist daher nicht beweisend fiir eine
krankheitsbedingte Blutung in den Subarachnoidalraum.

i
-+ o &

Abb. 5.8 Eythrohdmosiderophage bei Z.n. Subarachnoidalblu-
tung.

Lt
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Abb. 5.11 Bakterielle Meningitis in der ausklingenden Exsudati- ~ Abb. 5.12 Virale Meningitis mit mononukledrer Pleozytose, lym-
onsphase mit einzelnen mononuklearen Zellen. phozytdrer Transformation und vereinzelten Granulozyten.
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Abb. 5.13 Neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten ~ Abb. 5.14 Transformierte Lymphozyten bei Neuroborreliose.
bei einer Kryptokokkenmeningitis.

il el 1y i

aus: Wildemann u.a., Neurologische Labordiagnostik (ISBN 3131365919) © 2006 Georg Thieme Verlag KG



5.3 Zelldiagnostik

Entziindungen

Granulozyten

Granulozyten kommen im normalen Liquor nicht vor. Sie
treten auf, wenn die Permeabilitit der Gefdfwdnde im
Subarachnoidalraum zunimmt und Toxine eine chemotak-
tische Wirkung ausiiben. Die Migrationsgeschwindigkeit
der Granulozyten ist dann jedoch sehr hoch, innerhalb
weniger Stunden kann der Liquor mit mehreren tausend
Granulozyten iiberschwemmt werden. Der Stoffwechsel
der Granulozyten basiert auf anaerober Glykolyse, dem-
zufolge kommt es nach der Granulozyteninvasion zum
Lactatanstieg.

Neutrophile Granulozyten. Die Kerne der neutrophilen

Granulozyten sind meist mehrfach segmentiert, jugend-

liche stabkernige Granulozyten sind eher selten (Abb. 5.10).

Die Halbwertszeit dieser Zellen betrdgt in vivo und in vitro

nur wenige Stunden, daher ist es wichtig, sofort nach der

Liquorentnahme die Zellzahl zu bestimmen und ein Zell-

sediment anzufertigen. Sie konnen nach jedem akuten

Reiz, z.B. nach einem epileptischen Anfall, ischdmischen

Schlaganfall, nach einer Blutung und bei Entziindungen in

den Liquorraum einwandern. Sie sind daher zundchst ein

relativ unspezifisches Entziindungszeichen. Quantitdt und

Dauer des Granulozytennachweises im Liquor lassen Riick-

schliisse auf die Genese zu:

e Neutrophile Granulozyten sind die eigentlichen Zellen
der akuten Bakterienabwehr und konnen bei bakteriel-
ler Infektion innerhalb weniger Stunden mehrere
10000 Zellen/wl betragen. Bei einer bakteriellen Ent-
ziindung sind sie auch bei erfolgreicher Behandlung
noch mehrere Tage nachweisbar, sinken jedoch um den
20. Krankheitstag unter 5% (Abb. 5.11).

e Bei viralen Meningitiden iiberwiegen in den ersten
3 Krankheitstagen die Granulozyten, aber selten mehr
als 700/l und werden nach dem 10. Krankheitstag
vollstdndig von einem mononukledren Zellbild abgeldst
(Abb. 5.12).

e Bei tuberkuléser Meningitis und bei Listerienmeningi-
tiden findet man auch nach 30-40 Behandlungstagen
noch Granulozyten.

Eosinophile Granulozyten. Die eosinophilen Granulozy-
ten im Liquor unterscheiden sich morphologisch nicht von
denen im Blut. Ihre Kerne haben hdufig die charakteristische
Brillenform, konnen aber auch 3 Segmente haben. Typisch
sind die eosinophilen Granula des Zytoplasmas, die sehr
resistent sind und auch noch nach Auflésung der Zellen im
Liquorsediment isoliert nachgewiesen werden kénnen.
Eosinophile Granulozyten treten in geringer Zahl wahrend
der Heilungsphase jeder entziindlichen Reaktion auf
(Abb. 5.13), sie spielen eine wichtige Rolle bei allergisch-
hyperergischen Reaktionen und werden haufig beobachtet
als Fremdkorperreaktion nach Shunt-Operationen. Wenn
eosinophile Granulozyten tiber Wochen und Monate im

Liquor persistieren, liegt haufiger eine Zoonose des ZNS vor
(Zystizerkose, Echinokokkose, andere Wurmparasitose).
Auch bei malignen Tumoren, insbesondere malignen Lym-
phomen, wird eine eosinophile Gewebereaktion beobachtet,
die sich auch im Liquor nachweisen ldsst. Die pathogeneti-
sche Rolle dieser Eosinophilie ist unklar, die prognostische
Relevanz wird sehr kontrovers diskutiert (von Wasielewski
2000, Axdorph 2001, Dorta 2002).

Basophile Granulozyten. Basophile Granulozyten glei-
chen in der GréBe den neutrophilen und eosinophilen, ihr
Zytoplasma ist aber vollbepackt mit basophilen Granula.
Uber die Funktion dieser Zellen ist relativ wenig bekannt,
sie treten im Laufe einer Entziindung auf und interagieren
mit anderen Entziindungszellen.

Transformierte Lymphozyten und Plasmazellen

Lymphozytdre Reizformen und Plasmazellen sind charak-
terisiert durch eine GroRenzunahme der Zelle, einschlief3-
lich des Zellkerns, ein zundchst blassblaues Zytoplasma
und eine mit der Reifung zunehmende Basophilie
(Abb. 5.14). Die Kerne kénnen etwas polymorpher gestaltet
sein, liegen exzentrischer, hdufig umgeben von einer
perinukledren Aufhellung. Plasmazellen entwickeln sich
wahrscheinlich aus kleinen Lymphozyten des B-Zell-Sys-
tems, die vom Blut in den Liquor eingewandert sind. Die
reife Plasmazelle weist einen eher runden, exzentrischen
Kern auf, der ein grobes Chromatingeriist hat, gelegentlich
eine typische Radspeicherstruktur und eine perinukledre
Aufhellung (Abb. 5.15). Hdufiger sieht man auch doppel-
kernige Plasmazellen (Abb. 5.16).

Auch im normalen Liquor kénnen in geringer Zahl
transformierte Lymphozyten und vereinzelt Plasmazellen
vorkommen. Dariiber hinaus stellen sie eine monomorphe
zelluldre Reaktion auf eine Vielzahl unterschiedlicher Reize
dar. Sie konnen im Laufe jeder akuten, subakuten oder
chronischen Entziindung, erregerbedingt oder autoimmu-
ner Genese, auftreten, aber auch als unspezifische Reaktion
auf Blutungen, intrathekale Behandlungen, nach Operatio-
nen am ZNS oder als Begleitreaktionen bei Tumorzellin-
filtration.

Nach der akuten exsudativen Phase einer bakteriellen
Meningitis iberwiegt meist in der Proliferations- und
Reparationsphase ein mononukledres Zellbild mit aus-
geprdgten lymphozytdren Transformationen, bei viralen
Meningitiden findet sich dies bereits in den ersten Tagen.
Bei einer Neuroborreliose imponieren ausgepragte lym-
phozytére Transformationen und Plasmazellen (Abb. 5.17),
ebenso bei Epstein-Barr-Virus-Infektionen, die eine aus-
geprdgte B-Zell-Aktivierung induzieren.

Tumorzellen

Fiir die Tumorzelldiagnose im Liquor gelten die allgemein
festgelegten Malignitdtskriterien. Haufig finden sich Zei-
chen einer erhohten Zellteilungsrate (Abb. 5.18), das Fehlen
von Mitosen schlie3t jedoch die Diagnose von Tumorzellen
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Abb. 5.15 Plasmazellen in der Proliferationsphase einer bakteriel-
len Meningitis.

Abb. 5.17 Typische Mitose und transformierte Lymphozyten bei Abb.5.19  Leptomeningeale Aussaat mit polymorphen Tumor-
Neuroborreliose. zellen bei Mammakarzinom.

Abb. 5.18a u. b Mitosen bei Meningitis und malignem Melanom. b Atypische Mitose bei meningealer Aussaat eines malignen
a Typische Mitose bei Meningitis. Melanoms.
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nicht aus. Die malignen Zellen liegen einzeln oder im
Zellverband, die ZellgroRRe kann enorm variieren. Die Kern-
Plasma-Relation ist zugunsten des Kerns verschoben. Die
Zellkerne sind hdufig sehr polymorph mit vermehrten
prominenten Nucleoli und inhomogen aufgelockerter
Chromatinstruktur (Abb. 5.19). Kern und Zytoplasma far-
ben sich intensiv blau an. Die Zytoplasmardnder sind oft
pseudopodienartig ausgefranst. Eine Organzuordnung der
Tumorzellen ist anhand der Punktionszytologie meist nicht
moglich. Zytoplasmatische Einschliisse finden sich haufi-
ger bei Tumoren epithelialer Herkunft, Zellen mesoderma-
len Ursprungs haben ein eher homogen gefiarbtes Zyto-
plasma. Doch diese Kriterien sind zu vage, um allein darauf
eine diagnostische Aussage zu griinden.

Besonderheiten beim Ventrikelliquor

VentrikelliquorundlumbalerLiquorunterscheidensichinder
Proteinzusammensetzung, weniger in der Zellpopulation.

Irritation durch den Katheter. Bei liegendem Ventrikel-
katheter finden sich im Liquor nicht selten eosinophile
Granulozyten infolge von Reiz- und Abrdumreaktionen
oder intrathekaler Behandlung. Auch Gewebefetzen und
Riesenzellen werden hdufiger beobachtet, insbesondere
wenn der Ventrikelkatheter nicht frei durchgdngig ist oder
der Ventrikelwand anliegt. Reizinduzierte granulozytdre
Pleozytosen nach operativen Eingriffen oder durch Mate-
rialunvertrdglichkeiten sind hdufig im ventrikuldren Liquor
sehr viel ausgeprdgter als lumbal und kénnen 300-
400 Zellen/p.l betragen (Kluge 2003).

Meningitis. Bei erregerbedingter Meningitis ist die Pleo-
zytose im Ventrikelliquor jedoch meist deutlich geringer
ausgeprdgt, da der Turnover des Ventrikelliquors sehr viel
hoher ist. Die granulozytdre Phase persistiert im Vent-
rikelliquor allerdings meist langer.

Meningeosis carcinomatosa. Bei einer Meningeosis blas-
tomatosa oder carcinomatosa ist der Ventrikelliquor nicht
reprasentativ fiir den Gesamtliquorbefund. Tumorzellen
finden sich im lumbalen Liquor deutlich zahlreicher als
ventrikuldr; daher ist eine Therapiekontrolle ausschlieBlich
aus einem Ventrikelreservoir nicht aussagekraftig.
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5.4 Proteine
H. Reiber

5.4.1 Gesamtprotein (Totalprotein)

Bedeutung

Die Quantifizierung des Gesamtproteins im Liquor hat vor
allem 2 Aufgaben:

e schnelle notfallmafige Information tiber die Schranken-

funktion,

e orientierende Aussage fiir die weiterfithrende Analytik.
In Deutschland und in den meisten europdischen Lindern
hat das Gesamtprotein, auf3er fiir die Notfallanalytik, keine
differenzialdiagnostische Bedeutung, weil der Liquor/Se-
rum-Albuminkonzentrationsquotient eine Blut-Liquor-
Schrankenfunktionsstérung wesentlich besser, d.h. sensi-
tiver und spezifischer, darstellt.

Nachweisverfahren

Maogliche Verfahren. Wahrend es fiir die Gesamtprotein-
analytik im Serum eine Referenzmethode, die Biuret-
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Reaktion, gibt, ist dies fiir Liquor nicht der Fall, da die
meisten fiir das Serum adaptierten Verfahren fiir Liquor
nicht empfindlich genug sind. Neben den Farbstoffbin-
dungsreaktionen sind aktuell turbidimetrische und nephe-
lometrische Methoden in Gebrauch. Die frither im Rahmen
der Notfallanalytik gdngige Pandy-Reaktion ist als semi-
quantitative Methode in Europa zunehmend durch eine
quantitative Gesamtproteinanalytik ersetzt worden. In
Entwicklungslindern ist diese einfache Phenol-Reaktion
jedoch nach wie vor gebrauchlich.

Analysen-Methoden. Als beste Bestimmung der Protein-
masse im Liquor und anderen Fliissigkeiten ist die
kinetische Auswertung der maximalen Streulichtintensitdt
in 40% TCA-Losung (Trichloressigsdure) zu bezeichnen
(Reiber 19804, Reiber 1983). Dieses Verfahren ist aufgrund
seiner Storunanfdlligkeit und Unabhdngigkeit von Mole-
kiilform und Aminosdurezusammensetzung als Referenz-
methode im Liquor empfehlenswert.

Eine nephelometrische Zweipunktmessung in 20% TCA
ist wesentlich storanfdlliger als die kinetische Messung
(Reiber 1983). Turbidimetrische Verfahren mit niedriger
TCA-Konzentration oder Sulfosalicylsdure sind als End-
punktmethode nicht sehr gut, da die Triibung instabil und
flockig sein kann. Das Verfahren mit Benzethoniumchlorid
in alkalischer Losung gibt eine stabilere und homogenere
Triibung (Luxton et al. 1989). Farbbindungsreaktionen mit
Coomassieblau und Pyrogallol-Molybdatrot zeigen gegen-
iiber verschiedenen Proteinen unterschiedliche Sensitivi-
tdten (verschiedener Gehalt an aromatischen Aminosau-
ren).

Die Farbstoffbindungsreaktionen hdngen deshalb vom
Anteil an aromatischen Aminosduren ab, wédhrend andere
Féllungsreaktionen (z.B. turbidimetrische Bestimmung)
von der Molekiilform (Globulin vs. Albumin) abhangen.

Referenzbereich

Die in der Tab. 21.2 angegebenen Liquorreferenzwerte fiir
Proteine sind als OrientierungsgroRe fiir die Laboranalytik,
aber nicht als Basis fiir die klinische Bewertung der
Liquordaten gedacht. Der Zusammenhang zwischen Ge-
samtprotein und Qaj, im Liquor ist in Tab. 21.3 gezeigt.

Fallstricke Gesamtprotein im Liquor

Die Obergrenze der normalen Liquorkonzentration mit ca.
400-500 mg/l hangt stark von der Serumkonzentration und
der intrathekalen Synthese ab (Kap. 21.2). Der Grenzwert
fur den Referenzbereich von Gesamteiweil3 im Liquor ist
also stark von den Blutwerten abhangig. Dies ist die
wesentliche Ursache fiir die Notwendigkeit, den Liquor/
Serum-Albuminquotienten zur sensitiven und spezifischen
Charakterisierung einer Blut-Liquor-Schrankenfunktionssto-
rung zu verwenden (Kap. 5.4.2).

5.4.2 Liquor/Serum-Albuminquotient

Bedeutung

Albumin, das ausschlieRlich auRerhalb des Gehirns (in der
Leber) synthetisiert wird, ist ein idealer Parameter, um alle
Einflisse und Einschrankungen fiir die Passage eines Proteins
vom Blut in den lumbalen Liquor zu charakterisieren,
einschlieRlich der individuellen Liquorflussgeschwindigkeit.

Albuminquotient als MaR fiir die Blut-Liquor-Schran-
kenfunktion. Der Liquor/Serum-Albuminquotient, also
der Quotient aus Albumin im Liquor, Alb(CSF), zu Albumin
im Serum, Alb(Ser), ist das generell akzeptierte quantita-
tive MaR fiir die Blut-Liquor-Schrankenfunktion (Anders-
son et al. 1994, Reiber et al. 2003).

Qaib = Alb(CSF)/Alb(Ser)

Relevanz der Liquor/Serum-Quotientenbildung. Durch
die Bildung eines Liquor/Serum-Konzentrationsquotienten
wird der modulierende Einfluss der individuellen Blut-
konzentration eines Proteins auf seine Liquorkonzentration
eliminiert. Mathematisch heillt das, man erhalt eine
normalisierte Liquorkonzentration, also einen dimensions-
losen Quotienten mit Werten zwischen ,,0“ und ,, 1%

Albuminquotient als Referenz fiir die Serumproteine im
Liquor. Indem nun die Liquor/Serum-Konzentrationsquo-
tienten anderer Serumproteine (Qgc, Qiga, Qigm) auf den
Albuminquotienten als Parameter der Schrankenfunktion
bezogen werden (Abb. 1.2) (Reiber 1994), ergibt sich eine
ausgezeichnete Moglichkeit, unabhdngig von der individu-
ellen Schrankenfunktion (Liquorflussgeschwindigkeit), den
Anteil einer aus dem Hirn stammenden (intrathekalen)
Proteinfraktion neben einer blutabhdngigen Proteinfrakti-
on im Liquor zu bestimmen (Abb. 2.3).

Albumin-Nachweisverfahren

Albumin im Liquor (zusammen mit Serum) ist mit den
Prazipitationsverfahren Immundiffusion und Elektroim-
munodiffusion (Abb. 4.2) zu bestimmen. Auch turbidime-
trische immunchemische Verfahren sind empfindlich ge-
nug. Das hdufigste Verfahren ist die immunchemische
Nephelometrie mit Zweipunkt- oder kinetischer Analytik
(Kap. 4.1.2).

Referenzbereich

Die altersabhdngigen Referenzbereiche fiir den Liquor/
Serum-Albuminquotienten sind in Kap. 21.2 dargestellt, mit
einer Formel fiir Erwachsene und tabellarisch fiir Sduglinge
(Tab. 21.4). Die Dynamik des Albuminquotienten im Sdug-
lingsalter ist auch in Abb. 1.2 dargestellt. Kap. 21.2 gibt die
Umrechnungsfaktoren fiir den Referenzbereich des Albu-
minquotienten im Ventrikel- und Zisternalliquor an.
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Da die Albuminkonzentration im Liquor auch vom
(meist nicht vermittelten) Abnahmevolumen bei der
Punktion abhdngt (rostrokaudaler Konzentrationsgra-
dient), ist die Referenzbereichsgrenze grof3ziigig zu inter-
pretieren (+ 10% fiir Volumina =6 + 5 ml).

5.4.3 Immunglobuline

Der Nachweis der intrathekalen Synthese von Immun-
globulinen und spezifischen Antikoérpern ist seit iiber
100 Jahren die eigentliche Herausforderung an die Ent-
wicklungen in der Liquordiagnostik gewesen.

Nomenklatur Immunglobuline, Antikérper,
Isotypen

® Als Immunglobuline werden alle Molekiile bezeichnet,
die entweder zellgebunden (Rezeptoren auf B-Lympho-
zyten) oder als [6sliche Antikorper Antigene binden.

® Als Antikorper werden meist die 16slichen Immunglo-
buline bezeichnet, die von der Plasmazelle in die
Korperflissigkeit sezerniert werden.

® Die durch die schweren Ketten unterschiedenen Im-
munglobulinklassen (IgG, A, M, D, E) werden als
Isotypen bezeichnet.

Immunglobulinklassen (Isotypen). Ein monomeres Im-
munglobulin (Ig) besteht aus je 2 schweren und 2 leichten
Ketten. Die Leichtketten sind entweder vom Kappa- oder
Lambda-Typ (die sich in der Aminosduresequenz ihrer
konstanten Domdnen unterscheiden, was aber ohne funk-
tionale Konsequenzen ist). Die Strukturunterschiede der
schweren Ketten bewirken Unterschiede in GrofRe, Ladung,
Aminosdaurezusammensetzung und Kohlenhydratgehalt der
verschiedenen Isotypen. Man unterscheidet 5 Klassen und
teilweise Subklassen (Roitt et al. 1987, Davey 1991). IgA
kommt monomer und dimer (in Sekreten) vor. IgG, IgD und
IgE sind stets monomer. IgM ist ein Pentamer. Durch die
Schwerkettenunterschiede sind die unterschiedlichen Iso-
typen (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE) auch durch Labormethoden
nachweisbar.

Isotypen-Switch. Im Ramen einer Infektion wird im Serum
der Wechsel von einer primdren IgM-Klassen-Reaktion zu
einer ldnger anhaltenden IgG-Klassen-Reaktion beobachtet.
Dieser ,Isotypen-Switch* wird dagegen im Gehirn (und
Liquor) nichtin dieser Form beobachtet und stellt damit eine
grundlegende Voraussetzung der krankheitstypischen Be-
fundmuster in der Liquoranalytik dar (Kap. 19, Abb. 5.21).

Immunglobulin-Analytik

In der Liquoranalytik sind folgende Nachweise einer intra-
thekalen Immunreaktion relevant:

e Immunglobulinklassen: Gesamt-IgG, -IgA, -IgM,

e oligoklonales IgG (qualitative IEF),

e spezifische Antikérper (Antikérperindex, Al).

Diese Analyten mit unterschiedlicher Sensitivitit und
Spezifitdit haben eine unterschiedliche klinische Relevanz.
Die relative Sensitivitdt ist bei akuten bzw. chronischen
Erkrankungen verschieden (Felgenhauer u. Reiber 1992).

Quantitative Analysenmethoden fiir
Immunglobuline

Die Immunglobuline IgG, IgA, IgM werden routinemalf3ig
parallel in Liquor- und (entsprechend verdiinnter) Se-
rumprobe bestimmt (im selben analytischen Lauf). Durch
Bezug auf eine gemeinsame Standardkurve werden die
durch 2 verschiedene Standardisierungen bedingten grof3e-
ren Fehler eliminiert, und durch die anschlieSende Quo-
tientenbildung wird auch die moégliche Abweichung in der
Richtigkeit des absoluten Wertes in Liquor und Serum
ausgeschlossen (Reiber et al. 2003 a, Reiber et al. 2003 b).

Maogliche Verfahren. Die in Europa am hdufigsten ver-
wendeten Verfahren zur Bestimmung der Immunglobuline
in Liquor und Serum sind die nephelometrisch immun-
chemischen Detektionsverfahren auf Nephelometer-
automaten (Kap. 4.1.2). Weniger verbreitet sind die turbi-
dimetrisch immunchemischen Verfahren. Die frither weiter
verbreiteten Verfahren der Immundiffusion und der Elekt-
roimmundiffusion (Rocket-Elektrophorese, Abb. 4.2) haben
zwar in Europa an Bedeutung verloren, sind aber vor allem
in Entwicklungsliandern nach wie vor als technisch gut
machbare und kostengiinstige Verfahren zur IgG-Analyse
weit verbreitet. Fiir IgA und IgM im Liquor sind diese
Prazipitationsverfahren aber nicht empfindlich genug.

Als einzige Verfahren, die IgA und IgM im Liquor
empfindlich genug messen, sind der ELISA und die
partikelverstirkte immunchemische Nephelometrie zu
nennen (Kap. 4.1.2, Abb. 4.6). Der IgA- und IgM-ELISA ist
die empfindlichste und kostengiinstigste Analysenmetho-
de, ist aber weniger prdzise fiir die Routineanalytik als die
nephelometrische Analytik.

Analytik am Nephelometerautomaten. Unter den ak-
tuell gingigen Analysenverfahren fiir Albumin und die
Immunglobuline sind 2 Nephelometerautomatensysteme
auf dem Markt:

e Die Gerdte der Firma Dade-Behring arbeiten mit Vor-
wadrtsstreuung und einer Zweipunktauswertung des
nephelometrischen Signals (Abb. 4.5). On-Line-Auswer-
teverfahren erlauben eine gesamtproteingesteuerte
Abarbeitung der Analytik als Grundlage einer kosten-
glinstigen Analytik, bei der moglichst wenige Wieder-
holungen der Analytik in verschiedenen Konzentrations-
bereichen nétig sind. Mit der neueren Softwaregenera-
tion (PROTIS 2) wird eine einfache wissensbasierte
Interpretation und Plausibilitdtskontrolle automatisch
mit dem Befundausdruck vorgenommen.

e Die Nephelometerautomaten der Firma Beckman Coul-
ter messen das Streulicht unter 70° zum ausfallenden
Licht (Abb.4.4) und werten das Streulichtsignal als
Rate-Nephelometrie (Kap.4.1.2 und Abb. 4.5) aus und
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machen eine Antigenexzesskontrolle. Die Messdaten

werden mit einer wissensbasierten Interpretationssoft-

ware beurteilt, interpretiert und auf Unplausibilitdten

der Daten kontrolliert (www.wormek.de).
Referenzwerte fiir die Immunglobulinkonzentrationen in
Liquor sind in Kap.21.2 orientierend angegeben. Die
klinisch relevante Auswertung erfolgt aber mit den hyper-
bolischen Referenzbereichen der Liquor/Serum-Quotienten
numerisch oder im Quotientendiagramm.

Nachweis einer intrathekalen
Immunglobulinsynthese — Uberblick

Lineare und nichtlineare Auswertungen. In der Vergan-
genheit sind verschiedene lineare Auswerteverfahren de-
finiert worden (Abb. 5.20):

e In den USA definierte Tourtellotte die nach ihm
benannte Formel (Tourtellotte 1970).

e Delpech und Lichtblau (Delpech u. Lichtblau 1972)
hatten urspriinglich unphysiologischerweise Liquor-IgG
auf Liquoralbumin bezogen ausgewertet (wenn dieser
Quotient auf den entsprechenden Serumquotienten
bezogen wird, ist das numerisch dasselbe wie der IgG-
Index [s.u.], graphisch und physiologisch aber nicht
sinnvoll).

e Das fiir IgG und Albumin von Ganrot und Laurell
(Ganrot u. Laurell 1974) eingefiihrte Liquor/Serum-
Quotientendiagramm hat sich als fruchtbare Basis
erwiesen, um eine intrathekal synthetisierte Fraktion
neben dem Referenzwert der aus dem Blut stammenden
Proteine im Liquor darzustellen.

e Link und Tibbling definierten den linearen IgG-Index
(Link u. Tibbling 1977), der sich seit fast 30 Jahren halt,

vor allem, weil er numerisch einfach auszuwerten ist:
IgG-IndeX = ngG/QAlb-

e Nach verschiedensten Versuchen, der im Schranken-
storungsbereich veranderten Relation zwischen IgG und
Albumin (Ganrot-Norlin 1978) Rechnung zu tragen (z.B.
Reiber 1980b), wurden Funktionen, die den gesamten
Bereich der Schrankenfunktion und -dysfunktion mit
einer einheitlichen Funktion beschreiben, erst 1986
(sigmoide Form von Reiber 1986) oder 1987 (als
Phantasiekurve von Laurell in Thompson 1987), publi-
ziert.

e Die empirisch (Reiber u. Felgenhauer 1987) und theo-
retisch (Reiber 1994 a u. b) begriindeten Hyperbelfunk-
tionen (Abb. 5.20) setzten einen Schlusspunkt unter die
Spekulationen {iber die richtige Diskriminierungsfunk-
tion zwischen den aus dem Blut und den aus dem Hirn
stammenden Proteinfraktionen im Liquor.

Die Diskrepanzen zwischen den linearen Auswertungen
und der Hyperbelfunktion (Abb. 5.20) sind friiher vor allem
deswegen nicht deutlich geworden, weil die meisten
Vergleiche verschiedener Auswerteverfahren (Ohmann et
al. 1992) sich an den Daten von Multiple-Sklerose-
Patienten orientierten. Diese haben aber meist nur norma-
le bis leicht erhdhte Albuminquotienten, d.h. keine wirk-
lich schwere Schrankenstérung. Gerade im Bereich der
leichten bis schweren Schrankenstorungen zeigt sich
jedoch der groRe Unterschied der verschiedenen Auswerte-
verfahren mit bis zu 90% falsch positiven Interpretationen
(Legende in Abb. 5.20).
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Abb. 5.20 Vergleich verschiedener Auswerteverfahren fiir
den Referenzbereich der aus dem Blut stammenden IgG
Fraktion im Liquor (Reiber u. Peter 2001). R = Reibers hyper-
bolische Diskriminierungslinie, Qi (IgGjr = 0); | = Links 1gG-
Index: grafische Darstellung der tiblichen Diskriminierungslinie
fur 1 =0,7; T = Tourtellottes IgG-Synthese-Rate: Mit der der
Formel zugrunde gelegten tdglichen Liquorproduktionsrate
(500 ml) wird die Formel mathematisch vereinfacht (Reiber u.
Peter 2001). Die Datenpunkte reprasentieren einen Teilbereich
zwischen Qap = 20 und 30 X 107 als reprisentativen
Ausschnitt aus der klinischen Studie mit 4300 Patienten ohne
intrathekale IgG-Synthese (Reiber 1994). Ein reprasentativer
Patient (groRer Punkt) mit einer Spinalkanalstenose ohne
entziindlichen Prozess (normale Zellzahl, kein oligoklonales
1gG) gdbe, als Beispiel, ein falsch positives Ergebnis, d. h. eine
intrathekale 1gG-Synthese, wenn bezogen auf die IgG-Syn-
theserate (T) oder den IgG-Index (1) ausgewertet wiirde. Dies
steht im Gegensatz zu einer richtigen Interpretation mit Bezug
auf die hyperbolische Diskriminierungslinie (R) und den
»Goldstandard*“ oligoklonales IgG (wenn kein oligoklonales IgG
nachweisbar ist, ist die intrathekale Fraktion < 0,5% des
Gesamt-IgGs im Liquor). Die statistische Auswertung der Daten
(Reiber u. Peter 2001) mit Albuminquotienten von Qay, = 60
oder 120 X 1073 zeigt, dass 11/14 oder 16/17 der Fille falsch
positiv waren mit der IgG-Syntheserate und 6/14 oder 8/17 der
Félle mit dem IgG-Index (1).
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5.4.4 Quotientendiagramme
(Reiber-Diagramm)

80% 60 40 20
100% 103 /

3 QF

Funktion der Diagramme

Hyperbolische Diskriminierungsfunktionen. Die Liquor/
Serum-Quotientendiagramme fiir IgG, IgA und IgM in
doppelt logarithmischer Darstellung mit hyperbolischen
Diskriminierungslinien (Abb. 5.21), auch als Reiber-Dia-
gramme im nationalen wie auch internationalen Rahmen
bezeichnet (Dorta-Contreras et al. 2002), erlauben eine
Diskriminierung zwischen den aus Blut und Hirn stam-
menden Fraktionen der Immunglobuline im Liquor.

Die Diagramme sind beziiglich der Detektion einer
intrathekalen IgG-, IgA- und IgM-Synthese fiir lumbalen,
zisternalen oder Ventrikelliquor von Patienten jeden
Lebensalters geeignet. Was sich allerdings unterscheidet,
ist der jeweilige altersbezogene Referenzbereich fiir den
Albuminquotienten (Kap. 21.2).
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Abb. 5.21 Liquor/Serum-Quotientendiagramme fiir IgG, IgA, IgM r
mit hyperbolischen Diskriminierungsfunktionen nach Reiber (Rei- 50 <IgA
ber 1994 a). Die Referenzbereiche der aus dem Blut stammenden -
1gG-, IgA-, IgM-Fraktionen im Liquor (Bereich 1 und 2) schlieRen

zwischen oberer (Qim) und unterer hyperbolischer Diskriminie- ~20
rungslinie 99% (= 3s) der Werte von 4300 untersuchten Patienten I
ein. Die oberen hyperbolischen Kurven (dicke Linien) des Referenz- =10

bereichs reprdsentieren die Diskriminierungslinien (Qyim, Lim von

Limes) zwischen den aus dem Gehirn und den aus dem Blut -5
stammenden Immunglobulinfraktionen im Liquor. Werte oberhalb

von Qum werden als intrathekale Fraktionen (IF) in Prozent der L5
Gesamtliquorkonzentration dargestellt (IgGy, IgAr oder IgMg). L

Diese intrathekalen Fraktionen konnen direkt aus dem Diagramm /
anhand der dargestellten Prozentlinien (20%, 40%, 60%, 80% b
intrathekale Synthese) abgelesen werden mit Bezug auf Qi als
0% Synthese. Die Grenze des Referenzbereichs fiir den Albumin-
quotienten, Qap, zwischen normaler und erhdhter Liquorprotein-
konzentration (Stérung der Blut-Liquor-Schrankenfunktion) ist
altersabhingig (vertikale Linie, Qa, = 8 X 107> fiir einen 60 Jahre
alten Patienten, Berechnungsfunktion s. Kap. 21.2. Die Diagramme
beschreiben 5 Bereiche: 1) Normalbereich. 2) Reine Stérung der 3
Blut-Liquor-Schrankenfunktion (d.h. verlangsamte Liquorfluss- £100x10
geschwindigkeit). 3) Intrathekale 1gG-Synthese mit einer Schran- 3_50 QIgM

.\ Ig-Synthese }

Loul—

80% 60 40 20

kenfunktionsstérung. 4) Intrathekale IgG-Synthese ohne Verande-
rung der Liquorflussgeschwindigkeit. 5) Werte unterhalb der

unteren hyperbolischen Linie zeigen einen methodischen Fehler L20
an.Die Charakterisierung der hyperbolischen Funktionen schliet 3
bereits die analytische Ungenauigkeit fiir die Quotienten von 10

Albumin, 1gG, IgA und IgM mit einem Variationskoeffizienten
zwischen 3% und 8% ein. Bei evtl. groBeren Variationen zwischen
verschiedenen Laboratorien kann eine intrathekale Ig-Synthese
evtl. erst als gesichert gelten, wenn Ig;r > 10% ist. Die Anordnung
der einzelnen Diagramme Ubereinander erlaubt den Bezug auf den
allen Diagrammen gemeinsamen Albuminquotienten und erleich-
tert so die Mustererkennung.Die Daten im Diagramm stammen :‘1
von einem Patienten mit einer Fazialisldhmung mit einer intra- C
thekalen IgM-Fraktion von IgMr = 40% und oligoklonalem 1gG (bei _”-52
1gG¢ = 0). Diese Basisinformation fiihrte zur weiteren Analyse des A
borrelienspezifischen Antikérperindex (IgG-Al = 4,3, IgM-Al = 3,2).
Damit werden Borrelien als die Ursache der Erkrankung identifi-
ziert.

Alb
10 2|0x10’35|0 100
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Tabelle 5.3 Parameter der Hyperbelfunktionen (Abb. 2.4)
fir 1gG, IgA, IgM in den Quotientendiagrammen nach Reiber
(Reiber 1994 a) (Abb. 5.21 und Abb. 2.3)

IgX a/b b x 10° cx 10°

IgG Lim 0,93 6 1,7
Mean 0,65 8 1,4
Low 0,33 2,0 0,3

IgA Lim 0,77 23 3,1
Mean 0,47 27 2,1
Low 0,17 74 1,3

IgM Lim 0,67 120 7,1
Mean 0,33 306 5,7
Low 0,04 442 0,82

Fiir die Interpretation der intrathekalen IgG-Synthese bei
sehr niedrigen Albuminquotienten (Qaip < 0,6 X 1073, bei
denen im Normalfall (Ventrikelliquor oder lumbaler Liquor
von Kindern) Q,qc-Werte groRer Qap gefunden werden, ist
die Hyperbelfunktion besonders wichtig. Im Gegensatz
dazu kann der lineare IgG-Index den in der Hyperbelfunk-
tion empirisch und theoretisch begriindeten Veranderun-
gen der Verhiltnisse von Qg : Qap in diesem Bereich
nicht gerecht werden.

Bedeutung. Wenngleich qualitative Verfahren wie der
Nachweis von oligoklonalem IgG empfindlicher sind als
diese statistisch begriindeten quantitativen Methoden,
kann auf quantitative Verfahren nicht verzichtet werden.
Insbesondere fiir den sensitiven Nachweis einer intra-
thekalen, spezifischen Antikorpersynthese der IgG-Klasse
bedarf es einer physiologisch korrekten Bezugsgrenze des
Referenzbereichs (Qyim). Auch die Darstellung von Befund-
mustern, die die relativen Mengen intrathekal gebildeten
Immunglobulins der verschiedenen Ig-Klassen nutzt, ist
ohne quantitative Methoden nicht méglich (Reiber u. Peter
2001).

Konstruktion der Quotientendiagramme. Die hyperboli-
schen Kurven der Obergrenze (Qun), des Mittelwertes
(Qmean) und der Untergrenze (Qyow) (Abb. 2.3) sind mit den
in Tab. 5.3 angegebenen Werten fiir a/b, b, ¢ charakteri-
siert worden (Reiber 1994 a).

Numerische Auswertung der Liquorproteindaten

Berechnung von Q ;. Die allgemeine hyperbolische
Funktion (Abb.2.4) hat die folgenden Gleichungen zur
Beschreibung der oberen Diskriminierungslinie Quim, (Ig)
fiir den Referenzbereich im Liquor/Serum-Quotientendia-
gramm (Tab. 5.3):

Quim (19G) = 0,93 \/ Qa2 + 6 X 10°°-1,7 x 1073
Quim (1gA) = 0,77 \/Qap2 +23 X 10°°-3,1 x 1073
Quim (IgM) = 0,67 \/Qap>+120 X 10°°-7,1 X 1073

Werte fiir Q. Qiga, Qigm Oberhalb dieser hyperboli-
schen Diskriminierungslinien zeigen eine intrathekale
Synthese an (99% Grenze; + 3s-Bereich).

Rechenbeispiel fiir Qim(1gG) mit dem Wert
Qap=5 x 1073

Quim errechnet sich:

® Quim (IgG) = 0,93 V/(5.0 X 103)2+6 X 107'°-1,7 X 1073
® Quim (IgG)=[0,93 V(5)> +6 - 1,7] X 1073

® Qum (IgG) =10,93 31 -1,7] x 1073

® Qum (IgG) = 3,48 x 1073

Quantifizierung der intrathekalen Synthese
1g,0c — erhohte Liquorkonzentration

Das Ausmalfd einer lokal synthetisierten Immunglobulin-
menge, die in den Liquor abgegeben wird, kann als
Konzentrationsverdnderung im Liquor (Igi.) in mg/l
entsprechend der folgenden Gleichung berechnet wer-
den:

IgLoc = [ng - QLim (Ig)] X IgSerum (mgll)

Die intrathekal synthetisierten Immunglobuline im
Liquor, die primdr aus dem Hirnparenchym stammen,
kénnen beziiglich der Dynamik wie ein gliales oder
neuronales Protein behandelt werden (Abb.3.2). Das
bedeutet, dass der Ig;,.-Wert sich nicht mit dem Liquor-
fluss Qapp dndert. Am Beispiel eines Patienten mit Neuro-
borreliose (Tab.5.4, Abb.5.22, Tumani et al. 1995) ist
dargestellt, wie mit der Verbesserung der Schranken-
storung auch die intrathekale IgM-Synthese abnimmt. Die
intrathekale Fraktion (IF) bleibt dabei konstant, weil beide
IgM-Fraktionen (s.u.) - die Blut- (IgMserym) und die
Hirnfraktion (IgMioc) - abnehmen (IF = IgMoc/IgMcsk =
konstant).

Fir die Darstellung eines zeitlichen Verlaufs der intra-
thekalen Synthese des einzelnen Immunglobulins ist 1g;oc
das beste MaR, z.B. Abb. 19.5.

Igir — intrathekale Ig-Fraktion

Soll bei einem Patienten ermittelt werden, wie stark die
verschiedenen Ig-Klassen intrathekal synthetisiert werden
(Dominanz, Muster), ist es vorteilhaft, Ig;o. als relative
intrathekale Fraktion Ig;r darzustellen, wobei Ig; . auf die
Gesamt-Ig-Konzentration im Liquor (Igjr = Ig0c/Igcsk) be-
zogen wird und umgeformt mit Qg = Igcsp/Igserum folgende
Gleichung ergibt:
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Blutkonzentration

£100x 107

f—50 QIgG

80% 60 40 20

Tabelle 5.4 Zeitliche Anderung der intrathekalen IgM-Frak-
tion (IgMj¢) und der Liquorkonzentration des lokal syntheti-
sierten IgMs (IgM ) bei einem Patienten mit Neuroborrelio-
se (Daten vom selben Patienten wie in Abb. 5.22). IgM,, fallt
mit Heilung ab, wédhrend IgM;¢ konstant bleibt.

20

2. 3. 4. 5.

Punktion  Punktion  Punktion  Punktion
Qap X 10 80 68 32 20
IgM_oc (mg/l) 85 77 29,2 14,2
IgMr (%) 60 62 61 59

L2 5 10

QAIb

20 1073 50 100

100% 1073

?50 QIgM

10

5
i M B | L
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20x107 50 100
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IgM

\

0 10

20

Wochen nach Zeckenbiss

Igir = [1 = Quim (19)/Qig] X 100 (%)

Die intrathekale Fraktion Igy (%) ist direkt von den
Prozentlinien der  Quotientendiagramme  ablesbar
(Abb. 5.21). Die Prozentlinie der Quotientendiagramme in
Abb. 5.21, z.B. fiir 20%, wird nach der Formel fiir gy mit
(1 - Quim/Qigc) = 0,2 oder Qg6 = 1,25 X Quim berechnet.

Dominanz einer intrathekal synthetisierten 1g-Klas-
se. Mit dem relativen Wert der intrathekalen Synthese
(Igir) wird den grundsdtzlich unterschiedlichen Mengen
der IgG-, IgA- und IgM-Synthese im Blut und ZNS (Igser
und Ig;,. in Tab.5.5) Rechnung getragen. Damit wird
erst ein Vergleich im Sinne eines Ig-Reaktionsmusters
mit relativer Dominanz moglich. Die im Verlauf einer
Neuroborreliose (Abb. 5.22) gezeigte Konstanz der IgGig-
und IgM;e-Werte bei abnehmendem Qa, geht jedoch
mit der Abnahme von IgG,. und IgMi,. einher
(Tab. 5.4).

Die Serumfraktion im Liquor (Igsg) wird bei kleinerem
Qaib auch kleiner und damit auch das Gesamt-Igcsr (Igcsk =
Igsk + Ig10c). Damit muss, wenn Ige = Ig oc/Igcsk konstant ist,
das Ig; . ebenfalls kleiner geworden sein. Sollte z. B. bei der
Datenkombination fiir IgG in Tab. 5.5 mit Qaj, = 40 X 107>

Abb. 5.22  Zeitverlauf der Liquorproteindaten eines Patienten mit
Neuroborreliose (Tumani et al. 1995). Der Patient wurde 3 (m), 4,
6, 10, 16 und 83 Wochen nach Zeckenbiss punktiert. Die Zellzahlen
waren 132/l; 100/ Wul; 39/pul; 90/ l; 15/pwl; 3/l entsprechend
den Punktionsdaten: Borrelien-Al (IgM) = 31, Borrelien-Al (IgG) =
42 zum Zeitpunkt der ersten diagnostischen Punktion (m). Die
intrathekale Fraktion von IgM (IgM) ist konstant zwischen der 4.
und 16. Woche nach dem Zeckenbiss (Punktion 2-5). Die von
Anfang an dominante IgM-Klassen-Reaktion im Gehirn bei dieser
Erkrankung bleibt also (iber ldngere Zeitrdume groRer als die IgG-
Klassen-Reaktion. Es gibt also keinen eindeutigen Isotypen-Switch
im Gehirn, wie dies fir die Blutwerte desselben Patienten im
unteren Diagramm gezeigt wird. Die relativen Serumkonzentratio-
nen von IgM und IgG hédngen sehr stark von der Zeit nach der
Infektion ab mit einem Isotypen-Switch zwischen der 2. und
4. Woche. Diese Proteindynamik im Blut wird durch die Aus-
wertung als Liquor/Serum-Quotienten fiir die Beurteilung der
Dynamik der intrathekalen Synthese nicht relevant (ein ansteigen-
der Blut-lgM-Wert fiihrt zu einem ansteigenden Liquor-lgM-Wert,
aber der Quotient bleibt konstant).
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Tabelle 5.5 Intrathekale Immunglobulinklassenreaktion. Die
intrathekale Fraktion (lg;r) als relativer Wert (in %) im
Vergleich zum intrathekalen Beitrag zur absoluten Liquor-
konzentration Igoc (mg/l).

Alb IgG IgA IgM
CSF mg/l 1440 819 113 171
Serum g/l 36 12,6 2,7 1,8
Q x 10° 40 65 42 92
Quim X 10° - 35,6 27,9 20,7
1910c mg/l - 370,4 38,1 133,7
Igi % - 45 34 78

im Verlauf Qay, = 20 X 1073 werden, so wiirde im Falle einer
anhaltend konstanten intrathekalen IgG-Synthesemenge
(IgGroc = 370,4mgfl) IgGr = 63,4% werden. Dagegen
miisste bei konstantem IgGr= 45% das IgGoc = 175 mg/l
sein.

Die Dominanz unter intrathekalen Fraktionen wird z. B. mit
IgMir > IgGr > IgAr als dominante intrathekale IgM-
Synthese bei einer 3-Klassen-Reaktion bezeichnet. Die
klinische Relevanz dieser Muster ist in Tab. 19.2 und den
Reiber-Diagrammen sichtbar.

Statistische Auswertung von Gruppen. Beim einzelnen
Patienten wird Ig;. auf Qi bezogen, also auf die Ober-
grenze des Referenzbereichs der aus dem Blut stammen-
den Ig, d.h. Igioc= 0 fiir Qig= Quim (Reiber 1994a). Die
Qmean-Kurve (Mittelwert des Referenzbereichs, Abb.2.3)
kann fiir statistische Zwecke zum Vergleich von Mittel-
werten in Kollektiven oder bei der Berechnung der spezi-
fischen Antikorperfraktion (Fs) (Jacobi et al. 2005, Quentin
u. Reiber 2004) sinnvoller sein, d.h. Ig;,c (mean)= 0 fiir

ng = Qmean-

5.4.5 Oligoklonales IgG

Der sensitive Nachweis oligoklonaler Banden ist bei

Methoden (Kap. 4.2) beschrieben und die Interpretationen,

nach internationalem Konsens fiinf Fille, in den Abb. 4.13,

414 u. 415 demonstriert.

Jede Immunreaktion ist wie beschrieben polyspezifisch,
aber auch oligoklonal. Der Begriff ,oligoklonales IgG*“
stammt aus einer Zeit, als diese Zusammenhdnge noch
nicht klar waren (Ref. in Andersson et al. 1994). Die
unterschiedliche Spezifitit der einzelnen Banden ist mit
Western Blot belegt (Sindic et al. 1994). Fiir den Nachweis
von oligoklonalem IgG gilt:

e Als internationaler Konsens (Andersson et al. 1994) wird
der Nachweis von oligoklonalem IgG mit isoelektrischer
Fokussierung und nachfolgender Immundetektion emp-
fohlen (Abb. 4.13 u. 4.14).

e Voraussetzung fiir die Vergleichbarkeit von Liquor und
Serum ist der Auftrag von gleichen IgG-Mengen in
beiden Proben.

e Widhrend bei der Blotdarstellung (Abb.4.13 u. 4.14)
bereits 2 Banden im Liquor ausreichend sind, um Typ 2
zu identifizieren, konnen je nach Homogenitdt des
Ampholinmusters bei der Silberfarbung (Abb 4.15) 3-
4 Banden als notwendig betrachtet werden, um Typ 2 zu
identifizieren. Eine isolierte Einzelbande im Liquor war
nur in 16% der beobachteten Fdlle im Immunoblot mit
einer entziindlichen ZNS-Reaktion gekoppelt (n=
100 Félle untersucht).

e Bereits ein Anteil von 0,5% des intrathekalen IgGs am
Gesamt-IgG im Liquor ist durch isoelektrische Fokus-
sierung als oligoklonales IgG nachweisbar.

Seine hohe Empfindlichkeit macht den qualitativen Nach-
weis von oligoklonalem IgG zur wichtigsten Erganzungs-
methode der quantitativen IgG-Analytik: Die Berechnung
einer intrathekalen IgG-Fraktion, IF, bezieht sich auf die
Obergrenze des statistisch definierten Referenzbereichs
aus den Daten eines groRBen Kollektivs (Abb. 2.3). Damit
kann eine aus dem ZNS stammende IgG-Fraktion evtl. bis
zu 200% der aus dem Blut stammenden Fraktion (z.B. bei
Qrow gelegen in Abb.2.3) betragen, um statistisch sig-
nifikant tiber die Obergrenze (Qim,) des Referenzbereichs
zu kommen. Dagegen werden bei der IEF die Profile des
Liquor-IgG und des Serum-IgG des einzelnen Patienten
verglichen und so geringfiigige Beitrige aus dem ZNS
(0,5%) als unterschiedliche Muster identifizierbar. Da-
durch wird z.B. bei der MS zwar nur in 75% der Fille eine
intrathekale IgG-Fraktion gefunden (IgG;r > 0%), aber in
98% der Fille ist sie als oligoklonales IgG nachweisbar. Eine
quantitative Methode (IgG-Index oder IgG¢) kann also fiir
die Diagnose der MS den Nachweis oligoklonalen IgGs
nicht ersetzen.

Verfahren, die eine normale Elektrophorese (d.h. keine
isoelektrische Fokussierung) fiir die Auftrennung der
Immunglobulinfraktion beniitzen, sind definitionsgemaR
nicht geeignet, ,oligoklonales 1gG“ darzustellen. Sie sind
insbesondere methodisch zu unempfindlich.

5.4.6 Antikorperindex

Der Nachweis von intrathekal gebildeten Antikérpern wird

am empfindlichsten mit dem korrigierten Antikorperindex

(Reiber u. Lange 1991) durchgefiihrt. Fiir die Auswertung

der spezifischen Antikdrperquotienten miissen grundsatz-

lich 2 Falle unterschieden werden (Abb. 5.23):

e Der Gesamt-IgG-Quotient liegt im Normalbereich, d.h.
es ist keine lokale IgG-Synthese erkennbar (IgG;r = 0%)
(Abb. 5.23a).

e Es liegt eine intensive Antikérpersynthese vor, und der
resultierende IgG-Quotient liegt oberhalb der Diskrimi-
nierungslinie im Quotientenschema. In diesem Fall ist

aus: Wildemann u.a., Neurologische Labordiagnostik (ISBN 3131365919) © 2006 Georg Thieme Verlag KG



5.4 Proteine

Abb.5.23a u. b Interpretationsbasis fiir intra-

thekale Antikorper im Liquor.

a Die Liquor/Serum-Daten des Patienten mit
einer Zoster-Ganglionitis waren Qup = 6,0 X
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1073, Qigc =1,7 X 1073, und der spezifische
Quotient Quzy = 3,3 X 107>. Der entspre-
chende Antikorperindex ist dann VZV-Al =
1,9. In diesem Fall mit Qiqq < Quim wurde die
Gleichung Al = Qqpe,/Qigc gewahlt.

b Die Daten des MS-Patienten waren
Qaib=15,0 X 107, Qigg = 11,6 X 1073,
Qiim = 3.5 X 107, Quiasern = 22,4 X 107,
Qroteln = 8,2 X 1073, Quzv = 5,9 X 1072 und
Qusv = 2,8 X 107>, Die entsprechenden
Antikérperindexwerte waren: Masern-Al =
6,4; Roteln-Al = 2,3; VZV-Al = 1,8 und HSV-
Al = 0,8. Mit einer polyspezifischen 1gG-
Synthese (Qigg > Quim) Wird die Gleichung

80% 60 40 2!

QAIb

o= QIgG o= Qspec

Al = Qqpe,/Quim gewahlt. Im Allgemeinen ist
ein Wert von Qe oberhalb der 30 %-Linie im
Diagramm (Qspe; = 1,5 X Quim) représentativ
fur einen pathologischen Al-Wert (= 1,5).

Qges > Quim oder IgGyr = 0%, wenn Quim der fiir den
jeweiligen Albuminquotienten des Patienten zu berech-
nende Grenzwert auf der Diskriminierungslinie ist
(Abb. 5.23 D).

Abb.5.23 zeigt 2 Beispiele: Eine Zoster-Ganglionitis
(Abb. 5.23a) mit Q¢ < Quim (keine Korrektur nétig) und
eine MS (Abb. 5.23b) mit einer stark ausgeprigten poly-
spezifischen Immunreaktion (Qigc > Quim, Korrektur auf
Qrim Notwendig).

e Bei Berechnung eines VZV-AI (Abb. 5.23b) bei MS mit
intensiver intrathekaler IgG-Synthese wiirde das Ergeb-
nis auf Qi bezogen so aussehen:VZV-Al = Qgpe,/Qigc =
5,9 x 1073/11,6 x 1073 = 0,51.Dieser Wert fiihrt zu einer
falschen Interpretation (keine Synthese).

e Wird fiir Qi > Quim aber nach Al = Qspe,/Quim berech-
net, erhilt man VZV-Al = 5,9 x 1073/3,5 x 10> = 1,8, d. h.
eine intrathekale Zoster-Antikorpersynthese.

Diese Korrektur der Al-Berechnung durch Bezug auf Qyim
statt auf Qg fiihrt zu einer héheren Sensitivitdt, d.h.,
ohne Korrektur waren 40% der MRZ-Al-Nachweise bei MS
falsch negativ (Quentin u. Reiber 2004).

Zusammenfassend ergeben sich folgende 2 Formeln fiir die
Al-Berechnung:

Al = QspezIQges
Al = QspezIQLim

(QLim > Qges)
(QLim < Qges)

Qqes = empirisch gefundener Immunglobulinquotient fiir
IgG, IgA oder IgM. Qspe, = spezifischer Antikorper CSF/
Serum-Quotient. Quiy, wird berechnet wie oben gezeigt.

Referenzbereiche des Antikorperindex, Al

® methodisch bedingte Standardabweichung (x = s):
Al=1,0 = 0,16

® Normalwerte: (x = 2 s; klinisch evaluiert): Al = 0,7-1,3

® Pathologische Werte: (klinisch evaluiert): Al = 1,5.

Werte von Al <0,5 sind eigentlich nur bei Probenver-
wechslung (Liquor und Serum gehdéren nicht zusammen)
moglich oder bei schwerwiegenden Analysenfehlern.

Verbesserung der Interpretationssicherheit. Zusatzlich
zum Qugc-bezogenen Referenzbereich kann als Referenz auf
einen (oder mehrere) andere ,normale“ Al-Werte Bezug
genommen werden. Dies ist bei grenzwertigen Daten oft

hilfreich (s. folgende Beispiele in Tab. 5.6):

e Im Fall I ist der Roteln-Al= 1,4 als pathologisch zu
bezeichnen.

e Im Fall I ist der Roteln-Al = 1,5 als grenzwertig/normal
zu bezeichnen.

e Fall Il ist ein eindeutiger Hinweis auf einen schwerwie-
genden methodischen Fehler oder auf eine Probenver-
wechslung (Liquor und Serum gehéren nicht zusam-
men) zuriickzufiihren.

Tabelle 5.6 Bewertung des Antikorperindex

Beispiel Fall | Fall Il Fall 1l
Masern-Al 0,8 1,2 0,2
Roteln-Al 1,4 1,5 1,1
VZV-Al 0,8 1,2 2,1
HSV-AI 0,7 1,1 0,7
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Analytik bei kleinen Probenvolumina. Sollte zu wenig
Liquor oder z.B. Kammerwasser vorhanden sein, um eine
IgG- und Albuminanalytik durchzufiithren, kann es aus-
reichend sein, die Werte von Qspe, flir verschiedene
Antikorperspezies zu vergleichen. Ist ein Qspe, um 50%
hoher als ein oder besser mehrere andere, so liegt dafiir
eine intrathekale Synthese vor.

5.4.7 Relative Sensitivitdten der Immun-
detektionsmethoden

Al vs. Western Blot bei Viren. Wie {iberzeugend gezeigt
wurde (Felgenhauer u. Reiber 1992), ist der Antikorper-
index bei der Herpes-Enzephalitis und der Zoster-Menin-
gitis empfindlicher als der Western Blot.

Al vs. Western Blot bei Bakterien (Borrelien). Beim
Nachweis einer Neuroborreliose (Abb.5.22) ist im Laufe
der Jahre eine intensive Diskussion verschiedenster Schu-
len entstanden. Dadurch, dass sehr unterschiedliche Bor-
relienspezies zu dieser Erkrankung fithren, und von Patient
zu Patient die nachzuweisenden Antikérper gegen unter-
schiedliche Antigene gerichtet sind, wird es sehr wichtig,
mit welchen Antigenen der ELISA beschichtet ist. Fehlt das
passende Antigen, ist eine intrathekale Synthese nicht
nachweisbar.

Sind unspezifische Antigene (p41 - Flagellin) beim
Borreliennachweis primdr in der Beschichtung enthalten,
erhoht dies die Sensitivitdt, kann aber wiederum zu
Fehlinterpretationen (z.B. Kreuzreaktionen mit Trepone-
menantikorpern) fihren.

In diesem Fall kann der Blot (Abb. 4.12) als Kontrolle zeigen,
ob evtl. im Liquor Banden vorhanden sind, die im Serum
nicht vorhanden sind und die moglicherweise im ELISA nicht
erfasst wurden. Die Gefahr einer Kreuzreaktivitdt zwischen
Borrelien und Treponema pallidum ist nicht so kritisch zu
sehen wie dies z.T. dargestellt wird, sofern eine komplette
Liquoranalytik primdr gemacht wird. Bei einem positiven
Borrelien-Al kénnte schlieBlich immer noch ein Trepone-
men-Al bestimmt werden, sofern diese Unterscheidung
nicht bereits durch die Anamnese, das klinische Bild und
die Liquor-Basisdiagnostik moglich waren.

Wenn der Borrelien ELISA eine hinreichende Antigen-
beschichtung hat (Borrelienextrakt und VLSE), kann auf
den Westernblot verzichtet werden. Der ELISA hat eine
hohere Sensitivitat!

Al vs. oligoklonales 1gG bei akuten und chronischen
Virusinfekten. Im Vergleich zum oligoklonalen IgG ist der
Antikorperindex bei der Zoster-Meningitis empfindlicher
(Felgenhauer u. Reiber 1992). Dies gilt auch bei der
zosterbedingten Fazialisparese, bei der nur in 50% oligo-
klonales IgG nachzuweisen ist, wahrend der Antikorper-

index immer erhoht ist. Es kann als generelle Regel gelten,

dass:

e bei chronisch entziindlichen Prozessen der Nachweis
von oligoklonalem IgG hdufiger gelingt (98% der Fdlle
mit MS) als der Nachweis von spezifischen Antikérpern
(MRZ-Reaktion in 90% bei MS), wahrend

e bei akut entziindlichen Prozessen der Nachweis einer
intrathekalen Antikérpersynthese gegen das ursdchliche
Antigen empfindlicher ist als der Nachweis von oligo-
klonalem IgG.

Dies hat auch damit zu tun, dass die Intensitdt der
intrathekalen IgG-Synthese bei einer Reaktion gegen das
ursdchliche Antigen bis zu 60fach hoher ist als bei einer
polyspezifischen Mitreaktion (Quentin u. Reiber 2004).
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5.5 Lactat, Glucose

H. Reiber

5.5.1 Lactat

Allgemeines

Geschichte

Der Abfall des Liquorzuckers (Glucose) bei bakterieller und
tuberkuldser Meningitis ist bereits seit 1893 (Lichtheim)
beschrieben. Nishimura (Nishimura 1924) hat gezeigt, dass
der bei purulenten Meningitiden beobachtete Abfall des pH-
Wertes auf den erhohten Lactatwert (Lactatazidose) zuriick-
zufiihren ist. Das inverse Verhalten von Glucose und Lactat
wurde 1925 (Kilian 1925) erkannt, und bereits seit 1928
(Garcia et al. 1928) ist deutlich geworden, dass der Lactat-
wert im Liquor ein besserer Parameter fiir die Beurteilung
der Infektionsprogredienz darstellt als die Verdnderung der
Glucosekonzentration im Liquor. Trotzdem ist heute welt-
weit die Glucosebestimmung dominierend, und nur lang-
sam findet ein Wechsel zur Lactatanalytik statt.

Lactatformen

L-Lactat. L-Lactat ist das Endprodukt des anaeroben
Glucosemetabolismus und wird sauerstoffabhdngig durch
Oxidation im Zitronensdurezyklus oder durch Glukoneo-
genese im Cori-Zyklus weiterverwertet. Lactat ist das
Bindeglied zwischen aerobem und anaerobem Stoffwech-
sel. Die differenzialdiagnostische Bewertung von Hyper-
laktatimie mit und ohne Ubergang in die Lactatazidose
sind ein wichtiger Bestandteil der inneren Medizin und der
Notfallmedizin (Thomas 2005).

In der Liquordiagnostik spielt die Analytik von L-Lactat eine
wichtige Rolle zur Diskriminierung zwischen bakteriellen
und viralen Meningitiden. Fir die Prognose einer Reihe von
Hirnschddigungen nach Schddel-Hirn-Trauma oder Sub-
arachnoidalblutung kann L-Lactat bei serieller Analyse als
prognostischer Parameter bei mittelgradigen Erh6hungen
des Lactatwertes im Liquor verwendet werden.

D-Lactat. D-Lactat wird zwar generell auch von Sdugetie-
ren gebildet, hat aber nur einen Anteil am Gesamtlactat
von weniger als 1%. Dagegen sind bei Bakterien dominante
D-Lactat-Bildungen bekannt, die jedoch je nach Spezies
schwdcher oder stdarker neben der L-Lactat-Bildung aus-
geprdgt sein kdnnen. Diagnostisch ist die D-Lactat-Analytik
nicht etabliert.
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Tabelle 5.7 Liquorlactat bei Entziindungen und Tumor-
erkrankungen (diagnostische Punktion) (nach Felgenhauer u.
Beuche 1999)

Erkrankung MW[mmol/l]  Streubereich
(5-95%
Perzentile)
Pneumokokkenmeningitis 14,2 3,5-19,5
Meningokokkenmeningitis 13,8 6,0-22,1
Listerienmeningitis 7.1 2,9-11,1
tuberkulése Meningitis 6,4 3,8-26,7
Metastasen 5,5 3,5-12,5
Lymphome, Leukdamien 4,9 1,5-19,5
Neurosarkoidose 4,0 1,5-6,0
Guillain-Barré-Syndrom 2,7 2,2-3,3
Glioblastom 23 1,9-5,7
Neuroborreliose 2,5 1,4-3,6
Herpes-simplex-Enzephalitis 2,3 1,3-3,4
Virusmeningitis 2,2 1,5-3,2
Zoster-Ganglionitis 2,0 1,4-3,0
multiple Sklerose 1,7 1,4-2,5

MW = Mittelwerte der jeweiligen Krankheitsgruppe

Physiologie und Pathophysiologie

Physiologischer Stoffwechsel. L-Lactat wird im gesun-
den Gehirn primdr von Astrozyten produziert, in denen
Lactat ein natiirlicher Metabolit ist (Walz u. Mukerji 1988).
Lactat wird von Neuronen aerob verstoffwechselt.

Pathophysiologischer Stoffwechsel. Schddigende Pro-
zesse verschiedener Genese — insbesondere traumatische,
ischdmische und entziindliche Noxen - fiihren generell zu
einer parenchymatdsen Aktivitdtssteigerung nicht nur in
den Neuronen, sondern auch in den Astrozyten mit
konsekutiver Lactatfreisetzung. Bei Patienten mit Schd-
del-Hirn-Trauma scheint die Lactatbildung eine durch die
Glutamatfreisetzung vermittelte physiologische Antwort
der Astrozyten zu sein. Die Fahigkeit der Neurone, das von
den Astrozyten freigestellte Lactat aerob zu verbrauchen,
wird bei gesteigerter parenchymatdser Aktivitdt unter
pathologischen Bedingungen tiberschritten — mehr noch -
auch die Neuronen gehen zur Energiegewinnung mittels
Glykolyse {iber.

Bei schweren bakteriellen Meningitiden ist die Erh6hung
des Lactats im Liquor vorwiegend auf die 0.g. Mechanismen
zuriickzufiihren und nur geringfiigig darauf, dass Bakterien
D- und L-Lactat und Granulozyten L-Lactat im Liquor bilden
(Wellmer et al. 2001, Prange 2004). Zwar haben die in
Tab. 5.7 gezeigten Erkrankungen die hochsten mittleren
Granulozytenzahlen, wenn auch die mittleren Lactatwerte

hoch sind (Felgenhauer u. Beuche 1999), dennoch ware es
ein Fehlschluss, daraus einen direkten Zusammenhang zu
konstruieren. Es kommen sowohl hohe Zellzahlen (12700/
1) (Pseudomonas) mit niedrigem Lactat (10 mmol/1) als
auch niedrige Zellzahlen (1194/l) (Pneumokokken) mit
hohem Lactat (29 mmol/l) vor. 17 Zellen/w.I mit 3,4 mmol/l
Lactat in einem weiteren Fall von Pneumokokkenmeningitis
bestdtigt dies (Prange 2004).

Die erhohten Lactatwerte im Liquor sind primar auf die
posttraumatische und postinfektiése Neuroexzitation zu-
riickzufiihren, die durch Glutamat vermittelt wird (Walz u.
Mukerji 1988, Prange 2004).

Indikation

Die L-Lactat-Bestimmung ist etabliert, um bakterielle von
abakteriellen Meningitiden zu unterscheiden. Mittelgradi-
ge Lactaterhohungen konnen bei vielen entziindlichen,
vaskuldren, metabolischen und neoplastischen Erkrankun-
gen des Gehirns und der Meningen beobachtet werden,
sind aber differenzialdiagnostisch weniger relevant (Tho-
mas 2005). Sie dienen hier bei serieller Analytik eher der
Prognose des klinischen Verlaufs.

Bestimmung

Prdanalytik

Wahrend die L-Lactat-Messungen im Blutplasma Réhrchen
mit Natriumfluoridzusatz benotigen, ist dies fiir das L-
Lactat im Liquor nicht erforderlich. Ohne Natriumfluorid-
zusatz, selbst bei hohen Leukozyten- oder Erythrozyten-
zahlen ist L-Lactat im Liquor bei 4 °C 24 Stunden stabil, in
zellarmen Liquorproben wesentlich ldnger.

Methoden

Verfahren fiir L-Lactat. Wdhrend eine amperometrische
Methode seltener eingesetzt wird (Thomas 2005), sind
enzymatische Methoden, und dabei insbesondere die
beiden folgenden, iibliche Methoden (Noll 1984):

e Durch Lactatdehydrogenase (LDH, EC1.1.1.27) wird
Lactat in Gegenwart von NAD im optischen Test zu
Pyruvat umgesetzt, Messgrof3e ist NADH,. Das Gleich-
gewicht der Reaktion liegt weit auf der Seite des Lactats.
Damit das Lactat quantitativ umgesetzt wird, muss das
Pyruvat durch die Transaminierungsreaktion mit
Alaninaminotransferase (ALT, EC2.6.1.2) aus dem Gleich-
gewicht entfernt werden.

L-Lactat + NAD* _ LDH = Pyruvat + NADH + H*

Pyruvat + L-Glutamat _ ALT  L-Alanin +

a-Ketoglutarat

e Lactat wird mit Lactatoxidase in Pyruvat und Wasser-
stoffperoxid umgesetzt. H,0, reagiert mit POD,
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p-Aminoantipyrin und Phenol zu einem Farbstoff, der
photometrisch gemessen werden kann.

Die enzymatischen Tests sind als Monotest praktikabel (VK
6%, Nachweisgrenze = 0,2 mmol/l). Die interne Qualitdts-
kontrolle muss mit Sollwerten kduflicher Kontrollseren
durchgefiihrt werden, da keine Referenzmethode fiir L-
Lactat vorliegt.

Verfahren fiir D-Lactat. D-Lactat im Liquor kann photo-
metrisch-vollenzymatisch mittels D-Lactatdehydrogenase
(EC1.1.1.28) oder sonst wie die L-Lactat-Bestimmung ana-
lysiert werden.

Beurteilung

L-Lactat

Einfluss des Serumwerts. L-Lactat im normalen Liquor
stammt aus dem Hirnparenchym und aus dem Serum.
Dabei gilt, dass sich die Lactatkonzentration im Blut unter
normalen Bedingungen dndern kann, ohne dass sich das
auf die Liquorkonzentration auswirkt, weil der Lactattrans-
porter zwischen Blut und Gehirn gesdttigt ist. Damit ist die
gleichzeitige Kenntnis der Serumkonzentration nicht er-
forderlich, wenn die Lactatkonzentration im Liquor beur-
teilt werden soll (Posner u. Plum 1967).

Referenzbereich. Die Referenzbereiche fiir L-Lactat im
Liquor sind altersabhdngig (Tab. 5.8, Kleine et al. 1979,
Kleine 2003).

Als obere Normgrenzen fiir den Ventrikelliquor werden
etwa 2,2-2,4 mmol/l angegeben (Kalff u. Kluge 2003).

Klinische Relevanz. Legt man einen Cut-off von

3,5 mmol/l zugrunde, dann gilt fiir den lumbalen Liquor:

e Bei der akuten bakteriellen Meningitis (unbehandelt)
einschlief8lich der tuberkulésen Meningitis sind Werte
= 3,5 mmol/l in > 90% (Tab. 5.7) zu finden (Kleine et al.
1979, Luft u. Gtz 1983).

e Auch bei bakteriellen Meningitiden, die mit Antibiotika
anbehandelt sind, haben noch 50-80% der Liquor-
proben erhdhte Werte. Die Lactatkonzentration norma-
lisiert sich innerhalb von 10 Tagen nach effektiver
antibiotischer Therapie.

e Bei der tuberkulésen Meningitis und Pilzmeningitis
werden Lactatkonzentrationen gemessen, deren Werte
im unteren Bereich des Kollektivs mit bakterieller
Meningitis liegen. Trotz effektiver Therapie bei tuber-
kuléser Meningitis kann die Normalisierung des Lactats

Tabelle 5.8 Altersabhdngige Referenzbereiche fir L-Lactat
im Liquor (Umrechnung: mg/dl x 0,11 = mmol/l)

0-15 Jahre 1,1-1,8 mmol/l (9,9-16,2 mg/dl)
16-50 Jahre 1,5-2,1 mmol/l (13,5-18,9 mg/dl)
> 51 Jahre 1,7-2,6 mmol/l (15,3-23,4 mg/dl)

hier mehrere Wochen dauern (Felgenhauer u. Beuche
1999).

e Virale Meningitiden {iberschreiten den Cut-off nur in
<0,1%.

e Intrazerebrale Blutungen (Erythrozytenzahlen = 1000/
wl) kénnen oberhalb des Cut-offs liegen.

e Primdre und sekunddre Tumoren, Durchblutungssto-
rungen, akute zerebrale Anfille (Status epilepticus oder
akute Intoxikation des ZNS) sind im Wesentlichen im
Bereich < 3,5 mmol/I zu finden (Tab. 5.7).

Bei der bakteriellen Meningitis, bezogen auf einen Cut-off
von 4,5 mmol/l, ergibt sich eine diagnostische Sensitivitat
von 100% bei einer diagnostischen Spezifitit von 93% und
einem positiv pradiktiven Wert von 48%. In Kombination
mit der Liquorzellzahl (> 800/wl) steigt die Spezifitdt auf
99% und der positive pradiktive Wert auf 88%. Die
diagnostische Sensitivitdt nimmt jedoch auf 71 % ab (Kleine
et al. 1979).

Im Vergleich zur Glucoseanalytik, bei der die Liquor- und

Serumkonzentration bestimmt werden miissen (fiir den

Quotienten Liquor/Serum), ist die Lactatanalytik vorzuzie-

hen, da hier

@ nur eine, ndmlich die Bestimmung im Liquor
notwendig ist,

® der Nachweis eines pathologischen Wertes friiher
als fur die Glucose zu finden ist, und

® auch bei anbehandelten Patienten noch langer ein
pathologischer Wert nachweisbar bleibt.

Ausmafl und Bewegung des ventrikuldren Liquorlactat-
spiegels (L-Lactat) gehdren zu den wesentlichen Markern
fir den Umfang und die Prognose einer generalisierten
oder lokalisierten zerebralen Ischdmie und Hypoxie.
Lactatbestimmungen aus ventrikuldren Drainagen eignen
sich als Verlaufskontrollen wdhrend den ersten 6-8 Tagen,
um prognostische Trends zu erkennen:

e [nitial erhdhte Ausgangsspiegel (> 2,5 mmol/wl) nach
einem Trauma konnen sich innerhalb weniger Tage
normalisieren auf Werte > 2 mmol/l als Zeichen einer
guten Prognose, oder bei konstant bleibenden Werten
oder gar weiterem Anstieg als Zeichen einer schlechten
Prognose.

e BeiSubarachnoidalblutungen haben Patienten mit einem
ventrikuldren Liquor von 2,4 = 0,8 mmol/l eine sehr gute
Prognose im Gegensatz zu Patienten mit ventrikuldren
Werten von 4,0 + 2,1 mmol/l, die eine schlechte Prog-
nose haben (Glasgow-Outcome-Scale 3-5).

D-Lactat

D-Lactat-Werte = 0,2 mmol/l sowohl im Blut als auch im
Liquor zeigen eine bakterielle Infektion an, auch wenn der
L-Lactat-Gehalt im Liquor < 3,5 mmol/l ist.

D-Lactat wird von einigen Bakterienstimmen in Kultur
dominant stdrker als L-Lactat gebildet (z.B. E. coli, N. me-
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ningitidis), wird aber dennoch unter physiologischen, In-

vivo-Bedingungen der entsprechenden Meningitiden im

Tierversuch nicht entsprechend wiedergefunden. Auch hier

dominiert die L-Lactat-Produktion (Wellmer et al. 2001,

Prange 2004). Bei Menschen war kein Zusammenhang

zwischen D-Lactat-Produktion und Schwere der Meningitis

nachzuweisen:

e Die D-Lactat-Werte waren konstant niedrig oder unter
der Nachweisgrenze der Methoden.

e Ein maximaler Wert der D-Lactat-Konzentration von
0,6 mmol/l machte dennoch nur 11% des Gesamtlactats
im Liquor dieses Patienten aus (Enterobacter-spp.-
Infektion [Prange 2004]).

e Der D-Lactat-Anteil bei E.-coli-Meningitiden war im
Mittel ein Achtzigstel der L-Lactat-Konzentration.

5.5.2 Glucose

Allgemeines
Bedeutung

Der Abfall der Glucosekonzentration im Liquor bei bakte-
rieller und tuberkuldser Meningitis ist bereits 1893 (Licht-
heim 1893) beschrieben worden und ist immer noch
weltweit die hdufigst verwendete Methode, um bakterielle
und virale Meningitiden voneinander abzugrenzen.

Physiologie und Pathophysiologie

Kinetische Studien haben fiir den Transport von Glucose
aus dem Blut in das ZNS sdttigbare und stereospezifische
Carriermechanismen nachgewiesen. Die bereits bei Lactat
dargestellten metabolischen Bedingungen im Hirnparen-
chym sind sicher auch fiir die unter pathologischen
Bedingungen beobachtete Abnahme der Liquorglucose-
konzentration zu beriicksichtigen. Daneben wird auch ein
gestorter Glucosetransport durch die Blut-Hirn-Schranke
diskutiert (Kornelisse et al. 1995).

Bestimmung

Prdanalytik

Liquor in Rohrchen ohne oder mit Natriumfluoridzusatz
und gleichzeitig gewonnenes Natriumfluoridblut abneh-
men. Ohne Natriumfluoridzusatz ist Glucose in Liquor-
proben mit hoher Leukozyten- oder Erythrozytenzahl bei
Raumtemperatur mindestens 5 Stunden stabil, bei 4 °C
24 Stunden, in zellarmen Liquorproben ldnger.

Methode

Glucose wird quantitativ photometrisch mit der Hexoki-
nase/Glucose-6-Phosphat/Dehydrogenase-Methode (Refe-
renzmethode) im Hamolysat von Liquor und Blut bestimmt
(Zitat in Vormbrock 1984).

Tabelle 5.9 Referenzbereich der Glucosekonzentration in
Liquor und Blut. Die Referenzbereiche sind verschieden fir
Kapillar-, venoses oder Vollblut und variieren mit dem Alter
(Zunahme 0,1 mmol/l/Lebensdekade);

Umrechnung: mmol/l X 0,0555 = mg/dl (Thomas 2005)

Liquor[mmol/l*]  Serum[mmol/l*]  Liquor/Serum-Quotient

3,4 (2,7-4,2) 4,5 (3,3-5,5) 0,74 (0,61-0,89)

* Median mit 5% und 95% Perzentilen

Beurteilung

Einfluss des Serumwerts. Da sich, im Gegensatz zu
Lactat, der Glucosespiegel im Blut unmittelbar auf den
Glucosespiegel im Liquor auswirkt, ist es notwendig,
Liquor- und Serumglucose gemeinsam zu bestimmen.

Von den sehr seltenen Fallen einer Stérung des Glucose-
metabolismus abgesehen (Analytik im Kindesalter), ist die
Bestimmung von Lactat der Glucoseanalytik iiberlegen
(Kap. 5.5.1).

Referenzwerte. In der Regel sollte der Liquorspiegel etwa
70% des Blutspiegels betragen (Referenzwerte in Tab. 5.9).

Klinische Relevanz. Werte fiir den Liquor/Blut-Quotienten
< 0,5 weisen auf bakterielle, tuberkuldse oder pilzbedingte
Erkrankungen des ZNS hin.
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5.6 Erregerdiagnostik

B. Wildemann, H. K. Geiss, P. Schnitzler

5.6.1 Allgemeines

Erreger

Die wichtigsten Erreger von Infektionen des Nervensys-
tems sind Bakterien, Mykobakterien und Viren sowie bei
Personen mit gestorter zellulirer Immunabwehr (Organ-
transplantation, HIV-Infektion und AIDS) auch Pilze und
Parasiten. Der rasche und sichere Nachweis infektioser
Pathogene im Liquor ist Voraussetzung fiir eine moglichst
unverziigliche und gezielte antimikrobielle Therapie. Eine
maximale diagnostische Sensitivitit wird bei den meisten
erregerbedingten Erkrankungen nur durch kombinierte
Nachweisverfahren erreicht.

Bestimmung

Prdanalytik

Lumbalpunktion. Bei der Lumbalpunktion ist auf Sterili-
tdt zu achten, um Kontaminationen zu vermeiden, die zu
falsch positiven Befunden fiihren.

Transport. Unabdingbare Voraussetzung fiir eine zuver-
lassige und erfolgreiche direkte Erregerdiagnostik ist die
unverziigliche Weiterleitung der Liquorprobe an das
zustdndige Liquorlabor bzw. mikrobiologische Labor. Der
Transport erfolgt in sterilen Kunststoffréhrchen mit steri-
lem Schraubverschluss und bei Raumtemperatur. Die
Liquorproben fiir eine PAS-Farbung miissen innerhalb von
30 Minuten nach Entnahme in einem Speziallabor ver-
arbeitet werden.
Fiir die mikrobiologische Diagnostik sind folgende
Liquorvolumina erforderlich:
e bakteriologisch-mykologische Diagnostik: 5 ml,
e Tuberkulosediagnostik: 10-15 ml,
e Virusdiagnostik: mindestens 2 ml (bei Virusisolierung
pro Virusart 1 ml).

Lagerung. Ist eine umgehende Weiterleitung nicht mog-
lich, erfolgt die Lagerung von Proben:

e fiir die bakteriologische/mykologische Diagnostik licht-
geschiitzt bei Raumtemperatur,

e fiir serologische und virologische Untersuchungen bei
Kiihlschranktemperatur,

e fiir den molekularen Nachweis erregerspezifischer
Genomabschnitte bei Kiihlschranktemperatur.

Falls der Zeitraum zwischen Probenentnahme und Ver-
arbeitung im Labor 2 Stunden deutlich {iberschreitet, sollte
zusdtzlich zum nativen Liquor eine Liquorportion (2 ml) in
eine Blutkulturflasche eingebracht werden.

Methoden

Die Erregerdiagnostik im Liquor umfasst direkte und

indirekte Nachweisverfahren:

e direkte Identifizierung von Erregern im Liquor:

- mikroskopischer Erregernachweis,

- Nachweis erregerspezifischer Antigene,

- kulturelle Erregeranzucht,

- molekulare Identifizierung von Erregern durch Ver-
fahren, die auf der selektiven Amplifikation erreger-
spezifischer Genomabschnitte durch Nucleinsdure-
amplifikationstechniken (NAT) basieren,

e indirekter Nachweis durch serologische Bestimmung der
erregerspezifischen humoralen Immunantwort; mafR-
geblicher diagnostischer Parameter ist hierbei der Nach-
weis einer intrathekalen erregerspezifischen Antikorper-
antwort durch Berechnung des Antikérperindex (Al).

Die infektiologische Wertigkeit der Erregerdiagnostik im
Liquor ist hoch und der positive Nachweis eines Pathogens
belegt in der Regel eine floride Infektion des Nerven-
systems.

5.6.2 Mikroskopischer Erregernachweis

Prinzip

Morphologischer Erregernachweis. Nach der geeigneten
Differenzialfarbung eines Zytoausstrichs ermoglicht die
Mikroskopie den morphologischen Erregernachweis und
damit die sofortige Diagnosesicherung der zugrunde
liegenden Infektion.

Farbungen. Die wichtigsten Differenzialfarbungen sind:

e die Gramfarbung fiir Bakterien,

e die Firbungen nach Ziehl-Neelsen, modifiziert nach
Ziehl-Neelsen (Kinyoun) oder Auramin fiir Mykobakte-
rien sowie

e die Tuschefdrbung fiir Pilze (Tab. 5.10) und

e selten die Firbung nach PAS.

Indikation. Dieses Verfahren ist geeignet fiir die Labor-
diagose von bakteriellen Infektionen und Mykosen des
Nervensystems, es spielt jedoch keine Rolle fiir die
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Tabelle 5.10 Differenzialfarbungen fiir den mikroskopischen Erregernachweis

Fdrbung Gramfdrbung Modifizierte Ziehl-Neelsen- Tuschefédrbung
Fdarbung (Kinyoun)
Nachweis Bakterien und Pilze Mykobakterien Kryptokokken
Material Zytoausstrich Zytoausstrich nativer Liquor
Prinzip Farbung, Entfarbung, Gegenfarbung Farbung, Entfarbung, Gegenfar- Farbung
bung
Vorgehen ® Gentianaviolett oder Kristallviolett fiir ® konzentriertes Carbolfuchsin, ® 200 wl Liquor + 100-200 vl
1 min, dann Farbstoff abkippen 3-mal erhitzen bis jeweils Tusche
e mit Lugolscher Losung abspiilen, dann Dampfe auftreten e direkte Mikroskopie in der
iberschichten mit Lugol, 2-3 min einwir- e Abspiilen mit Wasser (Stoppen Fuchs-Rosenthal-Zahlkam-
ken lassen und anschlieRend Lugol abkip- der Farbung) mer
pen e Entfarben mit HCI(3 %)-Alko-
e Entfirben mit Aceton-Athylalkohol (1 : 4), hol-Gemisch
bis alle Farbwolken abgespiilt sind e Gegenfarben mit Methylen-
e Stoppen des Entfarbungsvorgangs mit blau, 1-5 min
Wasser e Abspiilen mit Wasser
e Gegenfarben mit verdiinntem Carbolfuch-
sin, 1 min
e Abspiilen mit Wasser
Tabelle 5.11 Einteilung der Bakterien nach der Gramfarbung (s. a. Tab. 5.12)

Grampositive Bakterien

Gramnegative Bakterien

Pneumokokken (Streptococcus pneumoniae)
Staphylokokken

Streptokokken

Listerien (Listeria monocytogenes)

e Meningokokken (Neisseria meningitidis)

e Haemophilus influenzae

e Enterobakterien (E. coli, Klebsiellen, Enterobacter, Proteus
mirabilis)

® Pseudomonas aeruginosa

Diagnostik viraler und parasitdrer Erkrankungen. Eine
positive Anfiarbung von Liquormakrophagen in der PAS
(Period-Sdure-Schiff)-Farbung ist diagnostisch fiir glyko-
genhaltige Abbauprodukte von Tropheryma whippelii, dem
Erreger des Morbus Whipple.

Mikroskopischer Nachweis von Bakterien

Grampositive und -negative Erreger. Die Gramfarbung
besteht aus Farbung, Entfarbung und Gegenfiarbung. Bei
Bakterien mit einer Zellwand aus mehreren Peptidogly-
kanschichten kann Alkohol Gentianaviolett im Entfar-
bungsschritt nicht auslésen und die Bakterien behalten
ihre blauschwarze oder dunkelviolette Farbung (gram-
positiv). Bakterien mit diinner Zellwand entfirben sich
dagegen durch Alkohol und nehmen dann die rétliche
Farbe der Gegenfarbung mit Safranin an (gramnegativ). Die
Erreger bakterieller Meningitiden werden im Gramprdpa-
rat identifiziert (Tab. 5.11).

Mykobakterien. Mykobakterien sind ausgesprochen lipo-
phil und lassen sich mit den iiblichen Farbstoffen nicht
ausreichend anfirben. Haben sie jedoch einen Farbstoff
aufgenommen, entfdarben sie sich auch nicht nach Sdureex-
position. Die Mykobakterien stellen sich als diinnes, rétlich
gefdrbtes Stabchenbakterium dar.

Sensitivitat. Die Bakterioskopie hat bei unbehandelten
Patienten mit bakterieller Meningitis eine Sensitivitdt von
65-85%. Bei antibiotisch vorbehandelten Patienten gelingt
der Nachweis von Bakterien deutlich seltener. Die Ziehl-
Neelsen-Farbung eignet sich zur Detektion von Mykobak-
terien (rot), die sich wegen ihrer lipidreichen Zellwand
nicht nach Gram anfdrben lassen. Die Empfindlichkeit der
Mikroskopie fiir den Nachweis von Mycobacterium tuber-
culosis liegt aufgrund der geringen Keimdichte lediglich
bei 10-15%.

Mikroskopischer Nachweis von Pilzen

Kryptokokken. Kryptokokken als hdufigster opportunisti-
scher Meningitiserreger bei Patienten mit zelluldrer Im-
munschwadche sind bekapselte Hefen (Tab. 5.12) und lassen

Abb. 5.24a-h  Mikroskopischer Nachweis der wichtigsten Erreger »

im Liquor.

Pneumokokken in Gramférbung.
Meningokokken in Gramfarbung.
Staphylokokken in Gramfarbung.

Streptokokken in Gramfarbung.

Haemophilus influenzae in Gramfarbung.
Enterobakterien in Gramfarbung.

Listerien in Gramfarbung.

Mycobacterium tuberculosis in Kinyoun-Farbung.

ouQu ™o an oo
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Abb. 5.24i-j Mikroskopischer Nachweis der wichtigsten Erreger

im Liquor.

i Tropheryma whippeli in PAS-Farbung.

j Kryptokokken in Tuschefdrbung.

Tabelle 5.12 Mikroskopischer Nachweis der wichtigsten Erreger im Liquor

Charakteristika

Erreger Farbung Morphologie

Pneumokokken Gram grampositive, tiberwiegend extrazellulare
Diplokokken (Abb. 5.24 a)

Meningokokken Gram gramnegative, tiberwiegend intrazelluldre
Diplokokken (Abb. 5.24b)

Staphylokokken Gram grampositive, extrazelluldre Bakterienhau-
fen (Abb. 5.24c¢)

Streptokokken Gram grampositive, extrazelluldre Bakterienket-
ten (Abb. 5.24d)

Haemophilus Gram gramnegative, (iberwiegend extrazelluldre

influenzae kleine Stabchen (Abb. 5.24e)

Enterobakterien Gram gramnegative, extrazelluldre, plumpe

oder Pseudomonas Stabchen (Abb. 5.24f)

aeruginosa

Listerien Gram grampositive Stabchen (Kokkoide)
(Abb. 5.24 g)

Mycobacterium Kinyoun feine rote saurefeste Stabchen

tuberculosis (Abb. 5.24 h)

Kryptokokken Tusche Hefe mit umgebender Kapsel (Abb. 5.24j)

(Cryptococcus

neoformans)

hdufigster Meningitiserreger bei Erwach-
senen > 50 Jahren

hdufigster Meningitiserreger bei Kindern
und Jugendlichen

meist nosokomialer Meningitiserreger

vor Verfligbarkeit einer Vakzine haufigster
Meningitiserreger im Kindesalter

Meningitiserreger bei konsumierenden Er-
krankungen oder nosokomialer Infektion

Meningitiserreger bei konsumierenden Er-
krankungen oder Immunsuppression

Meningitiserreger bei zelluldrer Immun-
schwéche (HIV-1-Infektion/AIDS, Organ-
transplantation)

sich mit einer Sensitivitdit von 80-90% durch Negativdar-
stellung der Schleimkapsel im Tuscheprdparat identifizie-
ren (Abb. 5.24j).

Candida. Candida albicans erzeugt selten im Rahmen
einer systemischen Candidose eine Meningitis bei immun-
supprimierten Personen und stellt sich nach Gramfdrbung
eines Liquorzytoausstrichs als grampositive Hefezellen und
Hyphen dar.

5.6.3 Antigenschnelltests

Prinzip

Antikorperbeschichtete Latexpartikel. Das Prinzip die-
ser Schnelltests beruht auf dem Nachweis erregerspezi-
fischer Antigene mithilfe von antikoérperbeschichteten
Latexpartikeln. Bei Anwesenheit von Pathogenen im Liquor
kommt es bei Kontakt mit den Latexpartikeln zu einer
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Agglutinationsreaktion. Zum Nachweis von Bakterien- und
Pilzantigenen muss das Probenmaterial entweder ther-
misch (Wasserbad) oder durch Zugabe spezieller Lyse-
oder Extraktionsreagenzien aufgeschlossen werden.

Indikation. Der direkte Nachweis von Pathogenen mit
Antigenschnelltests erganzt die Diagnostik von bakteriel-
len Infektionen und Mykosen des Nervensystems (s.a.
Kasten Fallstricke). Der Vorteil des Antigennachweises im
Nativmaterial liegt in der schnellen Durchfiihrung und
dem sofortigen Ergebnis.

Eine Infektionsdiagnose auf der alleinigen Grundlage
dieses Testverfahrens ohne Beriicksichtigung des mikro-
skopischen Liquorprdparates und der Kultur ist in keiner
Weise zu vertreten.

Nachweis von Bakterien mit
Antigenschnelltests

Antigenschnelltests fiir den Direktnachweis von Bakterien
sind verfiigbar fiir Neisseria meningitidis (Serogruppen A,
B, C, Y, W135), Streptococcus pneumoniae, B-Streptokok-
ken, Haemophilus influenzae und E. coli.

Fallstricke Antigenschnelltests bei bakteriellen
Meningitiden

Hinsichtlich der diagnostischen Sensitivitdt dieser Methode
ist zu beachten, dass eine positive Agglutinationsreaktion
nur bei hoher Keimzahl im Liquor zu erwarten ist.
Antigenschnelltests sind daher keinesfalls empfindlicher als
der Nachweis von Bakterien im Gramprdparat und in erster
Linie als Bestatigungsreaktion bei positivem mikroskopi-
schem Erregernachweis sinnvoll. Trotz positiver Erregerde-
tektion in der Mikroskopie kann das Ergebnis negativ
ausfallen. Eine niedrige Testsensitivitdt liegt insbesondere
fur die Identifizierung von Neisseria meningitidis vor. Die
routinemdRige Durchfiihrung von Antigennachweisen bei
mikroskopisch unauffdlligem Befund ist daher nicht kos-
teneffektiv und sinnvoll. Ebenso ist die Verwendung von
Urin zur Meningitisdiagnostik ein Kunstfehler, da es hier zu
falsch positiven Ergebnissen kommen kann.
Die Indikationen fiir den Einsatz von Antigenschnelltests
zum Nachweis klassischer bakterieller Erreger sind:
® Bestdtigung einer mikroskopischen Verdachtsdiagnose,
® vermutete bakterielle Meningitis, deutlich erhohte Zell-
zahl (ab > 50/l) und negativer mikroskopischer Be-
fund,
® Patienten mit Antibiotikavorbehandlung.

Nachweis von Pilzen mit Antigenschnelltests

Fiir den Nachweis von kryptokokkenspezifischen Kapsel-
polysacchariden ist ein Latexagglutinationstest verfiigbar.
Die Antigendetektion in Liquor und Serum gelingt bei
Kryptokokkenmeningitis in Liquor und Serum fast immer,
und die Sensitivitit des Tests kommt dem kulturellen

Erregernachweis sehr nahe. Auch Aspergillus fumigatus
ldsst sich durch einen Latexagglutinationstest nachweisen.
Eine Aspergilleninfektion des Nervensystems ist selten und
kommt als Komplikation einer disseminierten septischen
Aspergillose nur bei schwer immunsupprimierten Per-
sonen Vor.

5.6.4 Kulturelle Erregeranzucht

Prinzip

Vor- und Nachteile. Die kulturelle Erregeranzucht aus

dem Liquor als mikrobiologisches Standardverfahren bietet

die Moglichkeit, viable Keime

e zu isolieren,

e exakt zu phdanotypisieren und

e hinsichtlich ihrer Suszeptibilitit gegeniiber Pharmaka
zu testen.

Nachteil ist der relativ hohe Zeitaufwand.

Indikation. Die kulturelle Erregerisolierung aus dem Li-

quor

e hat bei bakteriellen Infektionen einen hohen Stellen-
wert,

e ist fiir den Nachweis seltener Mykosen und Parasitosen
bei immunsupprimierten Personen geeignet,

e hat bei viralen Erkrankungen insgesamt nur noch eine
untergeordnete Bedeutung.

Kulturelle Anzucht von Bakterien

Vorgehen beim kulturellen Nachweis von
Mikroorganismen

® nativen Liquor fiir 10 Minuten bei 3000 G zentrifugieren

® mindestens je 20-50 [l des Sediments mit einer sterilen
Pipette auf Fest- und Fliissigmedien aufbringen

® bei Verdacht auf bakterielle Meningitis mindestens je
eine Blutagar- und Kochblutagar-Platte sowie ein R6hr-
chen mit Hirn-Herz-(BHI-) oder Thioglycolat-Boullion
beimpfen

® Festndhrmedien tiber mindestens 72 h bei 35-37 °C und
erhohter CO,-Spannung bebriiten und dabei mindestens
einmal tdaglich auf Wachstum kontrollieren

® Bebriitungsdauer bis zu 14 Tagen verlangern bei mikro-
skopisch positiv beurteiltem Originalmaterial, da z.B.
Aktinomyzeten oder Brucellen deutlich langsamer
wachsen

® Keimdifferenzierung nach Standardverfahren

® bei Vorliegen von Reinkulturen immer Empfindlichkeit
testen

Blutkulturen. Zusdtzlich zur kulturellen Erregeranzucht
aus dem Liquor sollten unbedingt zeitgleich und vor
Beginn einer Antibiotikatherapie 2-3 Blutkulturen, ggf.
auch mehrere Sets in zeitlichem Abstand abgenommen

aus: Wildemann u.a., Neurologische Labordiagnostik (ISBN 3131365919) © 2006 Georg Thieme Verlag KG



64

5 Liquordiagnostik

werden. Blutkulturen werden bei Raumtemperatur gela-
gert, befiillt und versandt. Die Isolation von Erregern
bakterieller Meningitiden gelingt aus dem Blut in bis zu
50% der Fille.

Kulturelle Anzucht von Mykobakterien

Zum kulturellen Nachweis von Mykobakterien werden
groflere Liquormengen (mindestens 5 ml) bendtigt und
auf wenigstens 2 Fest- und ein Fliissigmedium verimpft.
Ein positives kulturelles Ergebnis fiir den Mycobacterium-
tuberculosis-Komplex ist frithestens nach 14 Tagen zu
erwarten, kann aber auch bis zu 6-8 Wochen dauern. Die
Differenzierung erfolgt mit speziellen biochemischen Tests
bzw. zunehmend mit weniger zeitintensiven molekular-
biologischen Verfahren (Gensonden, Sequenzierung). Glei-
ches gilt fiir die Empfindlichkeitstestung, die angesichts
der Zunahme resistenter Isolate von ganz besonderer
Bedeutung ist.

Kulturelle Anzucht von Pilzen und Parasiten

Pilze. Fiir die Pilzdiagnostik werden zusdtzlich 2 Platten
eines Selektivhdhrmediums (z.B. Sabouraud-Agar) ange-
legt und bei 22 °C bzw. 37 °C {iber mindestens eine Woche
bebriitet. Bei Verdacht auf dimorphe Pilze (Cryptococcus
neoformans) kann die Bebriitungszeit bis auf 4 Wochen
ausgedehnt werden. Die Differenzierung von Pilzen erfolgt
anhand morphologischer Charakterisierung und bioche-
mischer Tests.

Parasiten. Der Nachweis von Parasiten durch kulturelle
Verfahren ist auBerordentlich schwierig und bleibt weni-
gen Speziallabors vorbehalten, weshalb die Diagnostik von
zerebralen Parasitosen sich im Normalfall auf serologische
und ggf. molekularbiologische Methoden beschrankt.

Kulturelle Anzucht von Viren

Standardverfahren

Indikation und Bedeutung. Die kulturelle Anzucht von
Viren aus dem Liquor gelingt nicht in allen Féllen und hat
seit Verfiigbarkeit des molekularen Erregernachweises mit
PCR nur noch einen geringen Stellenwert. Eine Virus-
isolierung ist sinnvoll, sofern fiir die vermutete virale
Infektion des Nervensystems spezifische Virostatika vor-
handen und eine antivirale Suszeptibilitdtstestung ange-
zeigt sind.

Prinzip. Die Virusisolierung erfolgt durch Anziichten des
Erregers in einer empfdnglichen Zellkultur. Die Virusver-
mehrung in der Zellkultur fiihrt zu morphologischen
Verdnderungen der Zellen, die als zytopathischer Effekt
(CPE) bezeichnet werden. Der Aspekt des CPE ermdglicht in
vielen Fidllen eine erste diagnostische Zuordnung des
gefundenen Virus. Das fiir die Beurteilung eines charakte-
ristischen CPE bendtigte Zeitintervall betrdgt z.B. fiir

Herpes-simplex-Virus (HSV) 1-2 Tage und fiir Cytomega-
lievirus (CMV) 1-3 Wochen. Falls erforderlich, wird das
Virus durch antikérpervermittelte Detektion virusspezi-
fischer Antigene weiter differenziert:

e mit Immunfluoreszenz oder Immunperoxidasefirbung,
e durch ELISA,

e {iber die Immunelektronenmikroskopie.

Alternative Methoden sind die In-situ- oder Filterhybri-
disierung unter Verwendung markierter DNA- oder RNA-
Sonden, die zum Virusgenom komplementdr sind.

Modifizierte kulturelle Anzucht

Shell-Vial-Culture-Methode. Durch diese Methode kann
die fiir den Virusnachweis in Zellkultur erforderliche
Zeitspanne deutlich verkiirzt werden, beispielsweise fiir
den Nachweis von CMV von mehreren Wochen auf 2-5 Tage.
Die Methode impliziert die Zentrifugation der Liquorprobe
auf einen an ein Deckpldttchen adhdrenten einschichtigen
Zellrasen (Monolayer). Nach einer kurzen Inkubation von 1-
2 Tagen werden mittels Immunfluoreszenz virusspezifische
Proteine nachgewiesen, die friith im viralen Infektionszyklus
synthetisiert werden. Die Technik kann fiir die beschleunig-
te Isolierung von HSV, Varizella-Zoster-Virus (VZV), CMV
und Enteroviren angewendet werden.

Genetisch manipulierte Zelllinien. Alternativ konnen fiir
die Zellkultur genetisch manipulierte Zelllinien verwendet
werden. Hierbei werden in die Indikatorzelllinien Gene
transfiziert, die die Integration viraler Rezeptoren in die
Zellmembran vermitteln oder die Expression von Promoto-
ren, die mit virusspezifischen Proteinen reagieren. Die
Anwesenheit des Virus in der Zellkultur wird kolorimetrich
angezeigt nach Aktivierung des Promotors und Reaktion
mit einem Reporterenzym (z.B. B-Galactosidase).

5.6.5 Nachweis erregerspezifischer
Genomabschnitte mit Nucleinsdure-
amplifikationstechniken

Prinzip

Die Entwicklung von Nucleinsdaureamplifikationstechniken
(NAT) mit Einfithrung der Polymerasekettenreaktion (PCR)
(Saiki 1988) hat die Diagnostik infektioser Erkrankungen
des Nervensystems entscheidend optimiert. NAT weisen
die Erreger direkt nach, indem sie mikrobielle Nucleinsdu-
resequenzen bestimmen. Sie haben gegeniiber konventio-
nellen direkten Methoden (Mikroskopie, Antigenschnell-
test, kulturelle Anzucht) oder indirekten Verfahren
(Serologie) verschiedene Vorteile:
e Sie sind extrem sensitiv und mit einem geringen
Zeitaufwand durchfiihrbar.
e Sie ermoglichen den Erregernachweis bereits im Ini-
tialstadium einer Infektion und sehr viel frither als
serologische oder kulturelle Verfahren.
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Polymerasekettenreaktion (PCR)

Der direkte Erregernachweis durch PCR-basierte Techniken
ist Goldstandard der Diagnostik fiir zahlreiche Virus-
infektionen des Nervensystems und ergdnzt die Labor-
diagnose von bakteriellen Erkrankungen und Parasitosen.

Fiir den Erregernachweis im Liquor konnen verschiedene
Varianten der PCR eingesetzt werden. Die PCR kann zur
qualitativen und quantitativen Detektion von DNA sowie
auch fiir den Nachweis von RNA verwendet werden.

DNA-PCR

Indikation. Nachweis von DNA-Viren (HSV-1, HSV-2, VZV,
Epstein-Barr-Virus (EBV), CMV, JC-Virus (JCV), provirale
HIV-1 DNA), Mykobakterien, Borrelien, Toxoplasma gondii.

Verfahren. Die PCR entspricht einem automatisierten
LVerstarker“system, mit dessen Hilfe ein bestimmter
DNA-Abschnitt vervielfdltigt werden kann (Abb. 5.25). Zur
Identifizierung der Zielsequenz wdhrend der Reaktion
werden 2 Oligonukleotid-Primer synthetisch hergestellt,
die als exakt komplementdre Nukleotidfolgen die Umge-
bung der Zielsequenz auf je einem der beiden DNA-Strange
erkennen.

nativer Liquor oder
zelluldres Ausgangsmaterial
DNA-Extraktion

doppelstrangige DNA
Denaturierung

O einzelstrangige DNA
Hybridisieren der
Oligonukleotid-Primer

Ommmm—————» DNA-Synthese durch
DNA-Polymerase

zweifache Amplifikation

bis 10°fache Amplifikation

Abb. 5.25 Schema der Polymerasekettenreaktion (PCR).

Fiir die PCR-Analyse wird DNA aus Liquorzellen oder
Gesamtliquor isoliert. Die als Doppelhelix vorliegende DNA
wird zundchst bei hohen Temperaturen in Einzelstrdnge
denaturiert. Anschliefend hybridisieren bei niedrigeren
Temperaturen die beiden Oligonukleotid-Primer an je
einen der DNA-Einzelstrange der Ziel-DNA. Nach Zugabe
einer hitzestabilen DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) fin-
det unter Verwendung der Oligonukleotid-Primer als
Startsequenz und des jeweiligen DNA-Einzelstrangs als
Matrize die Neusynthese des Komplementarstranges statt.
Durch vielfache Wiederholung von DNA-Denaturierung,
Primer-Hybridisierung und DNA-Synthese wird das von
den Primern flankierte DNA-Fragment exponentiell ver-
mehrt. Die PCR-Reaktion wird in einem automatischen
Thermocycler iiber ca. 30 Zyklen durchgefiihrt. Auf diese
Weise werden innerhalb weniger Stunden ca. 10° Kopien
der Zielsequenz generiert. Die Linge des Amplifikats ist
durch den Abstand der beiden Oligonukleotid-Primer exakt
definiert und kann durch einfache Anfdarbung mit Ethidi-
umbromid auf einem Agarosegel sichtbar gemacht und
hinsichtlich seiner Gréf3e genau analysiert werden.

Nested-PCR. Spezifitit und Sensitivitit der Methode
kénnen durch eine Nested-PCR, die eine zweite Amplifika-
tionsrunde mit einem internen Primerpaar impliziert,
erheblich erhéht werden. Dieses Verfahren kann die
Detektion einzelner Kopien der Zielsequenz und damit
eines einzelnen Erregermolekiils ermoglichen.
Voraussetzung fiir eine korrekte Interpretation von PCR-
Befunden ist das Mitfithren addquater Positiv- und Nega-
tivkontrollen. Die Spezifitit des amplifizierten Materials
kann entweder mit der Hybridisierung des PCR-Produkts
an eine DNA-Sonde, die fiir die gesuchte mikrobielle
Nucleinsduresequenz spezifisch ist, oder mit der Nukleo-
tidsequenzanalyse der Amplifikate bestdtigt werden.

Fallstricke bei der Bewertung von PCR-Befunden

Weil die PCR extrem empfindlich ist, ist sie auch sehr
kontaminationsanféllig. Kontaminierende Amplifikate sind
Zielsequenzen fiir weitere Primeranlagerungen und resul-
tierende falsch positive Ergebnisse. Das Kontaminations-
risiko ist bei Anwendung einer Nested-PCR angesichts der
notwendigen Uberfiihrung von PCR-Produkten aus der
ersten Amplifikationsreaktion besonders hoch. Die strikte
rdaumliche Trennung der Probenvorbereitung von Amplifi-
kation und Detektion ist daher zwingende Voraussetzung
fur die korrekte Durchfiihrung der PCR.

RNA-PCR (Reverse-Transkriptase-PCR, RT-PCR)

Indikation. Nachweis von RNA-Viren (Enteroviren, HIV-1,
HIV-2), Bakterien bei antibiotisch vorbehandelten Patien-
ten, Tropheryma whippeli.

Verfahren. Die PCR ldsst sich relativ einfach fiir die
Detektion von RNA modifizieren. Fiir die PCR-Analyse wird
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aus Zellen oder Gewebeproben die Gesamt-RNA extrahiert.
AnschlieBend werden die isolierten RNA-Molekiile enzy-
matisch durch eine RNA-abhdngige DNA-Polymerase (Re-
verse-Transkriptase, RT) in eine ,,copy“-DNA (cDNA) kon-
vertiert. Die cDNA-Kopien werden als Ausgangsmaterial in
eine Standard-PCR eingesetzt. Unter Verwendung geeig-
neter Oligonukleotid-Primer kénnen spezifische Sequen-
zen amplifiziert werden, die die urspriingliche Ziel-RNA
reflektieren.

Multiplex-PCR

Potenzielle Indikation. Nachweis viraler Erreger, Diffe-
renzierung zerebraler Rundherde bei AIDS-Patienten (EBV-
assoziiertes primdres ZNS-Lymphom vs. zerebrale Toxo-
plasmose) (Roberts et al. 1997, Casas et al. 1999).

Verfahren. Kostenintensive Multiplex-PCR-Analysen wer-
den fiir den Virusnachweis oft kommerziell angeboten und
ermoglichen in einer singuldren Amplifikationsreaktion die
Detektion mehrerer Pathogene.

Quantitative Real-Time-DNA/RNA-PCR

Indikation. Fiir den Nachweis und die Quantifizierung
nahezu aller Pathogene geeignet.

Verfahren. Moderne PCR-Detektionssysteme arbeiten mit
optischen Systemen, die Fluoreszenzfarbstoffe anregen und
fluoreszierende Emissionen nachweisen und bereits wdh-
rend der automatischen Vervielfaltigung der Zielsequenz die
Spezifitat der entstehenden PCR-Produkte bestdtigen sowie
simultan eine quantitative Auswertung ermoglichen (z.B.
Light Cycler, Roche; GeneAMP 5700 Sequence Detection
System, Applied Biosystems). Die kombinierte Amplifikati-
ons- und Signaldetektion ist zeitsparend (Amplifikations-
reaktion in 30-60 min) und reduziert aufgrund des ge-
schlossenen Systems die Kontaminationsgefahr drastisch.

Andere Nucleinsdureamplifikationstechniken

Verschiedene Methoden, die entweder die Amplifikation
der Zielsequenz bewirken oder die Amplifikation eines
Signals, das eine an die Zielsequenz hybridisierte Sonde
nachweist, konnen fiir die quantitative Analyse der
Erregermenge im Liquor eingesetzt werden.

NASBA

Potenzielle Indikation. Quantitative Bestimmung der
HIV-1-Kopienzahl im Liquor mit kommerziell erhiltlichen
NASBA-(Organon Teknika-)Testkits.

Verfahren. Die NASBA (,nucleic acid sequence based
amplification“) ist eine Methode zur primergelenkten
enzymatischen, aber isothermen Amplifikation von Zielse-
quenzen (vor allem RNA). Vorteil dieser Technik ist die
leichte Unterscheidung von Ziel-RNA vs. Ziel-DNA, wo-

durch direkt Messenger-RNA ohne aufwendige DNA-Ent-
fernung vervielfdltigt werden kann. Im ersten Schritt
erfolgt die Synthese eines zu der RNA-Zielsequenz kom-
plementdren cDNA-Molekiils. Am Primer fiir diesen Schritt
ist eine RNA-Promotersequenz angehdngt. Nach Verdau der
Ziel-RNA durch RNAse H wird mittels Reverser-Transkrip-
tase (auch Polymeraseaktivitdt) eine Doppelstrang-DNA
mit der cDNA als Matrize hergestellt. Aus der am DNA-
Doppelstrang anhdngigen RNA-Promotersequenz erfolgt
mittels RNA-Polymerase die Neusynthese von Antisense-
RNA-Kopien. Aus der Antisense-RNA werden wiederholt
cDNA-Kopien hergestellt, die zu DNA-Doppelstrangen
umgewandelt werden.

Branched-DNA-(bDNA-)Technologie

Potenzielle Indikation. Quantitative Bestimmung der
HIV-1-Kopienzahl im Liquor mit kommerziell erhdltlichen
bDNA-(Chiron Diagnostics-)Testkits.

Verfahren. Methode, die die Amplifikation eines Nach-
weissignals und nicht der Zielsequenz erwirkt. Die Zielse-
quenz wird an eine immobilisierte Fangsonde und simul-
tan an eine Detektionssonde hybridisiert. In weiteren
Hybridisierungsschritten werden multiple, synthetisch
verzweigte und chemisch markierte Oligonukleotid-Son-
den als sog. Amplifizier-DNA an die Detektionssonde
gebunden. Die Quantifizierung erfolgt kolorimetrisch nach
Zugabe eines Substrats.

Genomnachweis

Nachweis viraler Genome

Bedeutung. Die PCR hat eine herausragende Bedeutung
fiir die Diagnostik viraler Infektionen des Nervensystems
(Tab. 5.13). Der qualitative Nachweis viraler Nucleinsduren
im Liquor zeigt bei nahezu allen Erregern eine floride
Infektion an. Die Wahrscheinlichkeit einer definitiven
Virusinfektion des Zentralnervensystems ist bei Nachweis
viraler DNA oder RNA im Liquor 88-mal gréf3er als bei einer
negativen Liquor-PCR (Jeffrey et al. 1997).

HSV, VZV, Enteroviren. Die PCR ist die diagnostische
Methode der Wahl fiir die frithe Diagnose der Herpes-
simplex-Virus-Enzephalitis. Auch Infektionen durch HSV-2
(Mollaret-Meningitis), VZV und Enteroviren werden durch
PCR-Diagnostik zuverldssig erfasst (Darnell 1993, Weber et.
al. 1996).

Opportunistische Infektionen. Eine hohe diagnostische
Aussagekraft und wichtige Implikationen fiir das diagnos-
tische Vorgehen hat die PCR auch bei opportunistischen
Infektionen, die im Zusammenhang mit erworbener Im-
munschwadche (AIDS, Organtransplantation) auftreten. Bei-
spiele sind Neuromanifestationen, die durch Reaktivierung
von Cytomegalievirus (CMV) verursacht werden, die pro-
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Tabelle 5.13 Nachweis viraler Nucleinsauren im Liquor: Sensitivitdat und Spezifitat

Virus Manifestation Sensitivitdt Spezifitdt
Immunkompetente Personen

HSV-1 (DNA) HSV-1-Enzephalitis =95% 100%
HSV-2 (DNA) Mollaret-Meningitis (Erwachsene) ca. 85% 90-100%
VZV (DNA) Meningitis, Myeloradikulitis, Myelitis 76- =95% fast 100%
Enterovirus (RNA) aseptische Meningitis 90% fast 100%
Immunschwiche (AIDS, Organtransplantation)

CMV (DNA)* Enzephalitis, Polyneuroradikulomyelitis 80-90% 90-95%
JGVirus (DNA) progressive multifokale Leukoenzephalopathie 75-90% 90-100%
EBV (DNA) AlDS-assoziiertes primares Non-Hodgkin-Lymphom 80- >90% 80-95%

* bei sehr sensitiven PCR-Protokollen (Nachweisgrenze < 10 Kopien) quantitative Ermittlung der Viruslast empfehlenswert zur

Differenzierung latente vs. floride Infektion

gressive multifokale Leukoenzephalopathie (PML), die
durch Papovaviren vom JC-Typ ausgelost wird sowie EBV-
assoziierte primdr zerebrale Lymphome (de Luca et al.
1995, Weber et al. 1996).

Nachweis bakterieller und parasitdrer Genome

Bedeutung. Bei bakteriellen Infektionen des ZNS ist die
PCR eine wertvolle diagnostische Zusatzuntersuchung,
jedoch im Vergleich zu Viruserkrankungen insgesamt
weniger sensitiv und/oder nicht universell fiir die Routine-
diagnostik etabliert (Tab. 5.14).

Mykobakterien. Der Nachweis mykobakterieller DNA-
Sequenzen ergdnzt mit einer in Abhdngigkeit vom ver-
wendeten Protokoll stark variablen Sensitivitdt die Liquor-
diagnostik der tuberkulésen Meningitis.

Neuroborreliose, Neurosyphilis. Der Stellenwert der PCR
fiir die Diagnose der Neuroborreliose und der Neurosyphi-
lis ist gering bzw. unklar und die molekulare Erregerde-
tektion weit weniger sensitiv als der serologische Nachweis
der Infektion durch Berechnung des Al (Kap. 5.4.6).

Bakterielle Meningitiden. Bei bakteriellen Meningitiden
kann die PCR-Diagnostik bei negativem Erregernachweis
mit konventionellen Verfahren auch bei antibiotisch vor-
behandelten Patienten mit hoher Sensitivitit und Spezifi-
tat mikrobielle DNA im Liquor erfassen (Saravolatz et al.
2003). Die Vervielfdltigung speziesiibergreifender riboso-
maler RNA-Gene (16 S rRNA) und nachfolgend die Sequen-
zierung der Amplifikate oder die Reamplifikation spezies-
spezifischer Regionen des Genabschnitts ermoglicht die
Identifizierung der wichtigsten Meningitiserreger. Die
Diagnostik ist nur in Speziallabors verfiigbar.

Tabelle 5.14 Nachweis bakterieller (parasitdrer) Nucleinsduren im Liquor: Sensitivitat und Spezifitat

Bakterium Manifestation Sensitivitdt Spezifitdt
Immunkompetente Personen

Mycobacterium tubercu- tuberkuldse Meningitis 50-90% 97%
losis

Borrelia burgdorferi Neuroborreliose <50-85% >95%
Tropheryma whippeli Morbus Whipple 70-80% gering*
Meningokokken, Pneumo- bakterielle Meningitis 87-94% 100%
kokken, Staphylokokken,

Haemophilus influenzae,

Listerien, E. coli

Immunschwiche (AIDS)

Toxoplasma gondii zerebrale Toxoplasmose 50% 100%

* Nachweis auch bei neurologisch unauffdlligen Patienten
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Tropheryma whippeli. Auch Tropheryma whippeli kann
durch eine PCR mit Spezifitdt fiir die 16S oder 23S rRNA des
Erregers im Liquor zuverldssig erfasst werden (von Herbay,
www.whipplesdisease.net).

Toxoplasmose. Die Aussagekraft der PCR fiir die Diagnose
der zerebralen Toxoplasmose ist gering.

5.6.6 Antikorpernachweis

Bedeutung

Antikorpernachweise kénnen sowohl quantitativ, meist
mit dem Antikérperindex (Al) oder qualitativ mit Western
Blots durchgefiihrt werden. Das Prinzip und die Berech-
nung des Al sind in Kap. 5.4.6 erldutert. Der Nachweis im
Western Blot ist fiir die Neuroborreliose in Kap.4.1.2
dargestellt. Die relative Wertigkeit dieser Methoden ist in
Kap. 5.4.7 diskutiert. Grundsdtzlich ist der Al dem Blot
iberlegen.

Antikorperindex (Al). Ein erhohter Al, d.h der indirekte
Nachweis einer Infektion des Nervensystems {iber die
erregerspezifische intrathekale Immunantwort, hat als
hochsensitiver und hochspezifischer Laborparameter bei
vielen erregerbedingten Erkrankungen einen der PCR-
Diagnostik vergleichbaren oder iiberlegenen Stellenwert.
Nachteilig fiir die Sofortdiagnose akuter Infektionen ist die
zeitliche Latenz von bis zu mehreren Wochen, die bis zur
erfolgreichen Detektion der humoralen Immunantwort in
Serum und Liquor vergeht.

Neuroborreliose, Neurosyphilis. Die Berechnung des Al
ist Goldstandard fiir die Diagnose der Neuroborreliose und
Neurosyphilis. Die Detektion einer erregerspezifischen
intrathekalen Antikorperproduktion gelingt bei Neurobor-
reliose innerhalb von 6 Wochen nach Symptombeginn bei
hoher Spezifitdt mit einer Sensitivitat von 100%. Der Al hat
eine vergleichbare Sensitivitit fiir die Diagnose der
Neurosyphilis (Tab. 5.15).

Meningitiden, Mykosen. Der Al spielt als Laborparameter
keine Rolle fiir die Routinediagnostik von bakteriellen
Meningitiden, tuberkuléser Meningitis und Mykosen des
Nervensystems.

Viren

Ein positiver Al ist diagnostisch beweisend fiir Infektionen
des Nervensystems durch Herpesviren (HSV-1, VZV) und
Polyomaviren (JCV) (Reiber u. Lange 1991, Weber et al.
1997). Bei perakut verlaufenden Infektionen wie der HSV-
1-Enzephalitis ist die erregerspezifische intrathekale Anti-
korperproduktion frithestens nach 1-2 Wochen fassbar.
Dagegen ist ein positiver Al bei den mehr subakut
verlaufenden VZV-Infektionen und der chronischen PML
(JCV) hdufig bereits in der ersten zu diagnostischen
Zwecken entnommenen Liquorprobe  nachweisbar
(Tab. 5.15). Die relative Sensitivitdt dieser Methoden ist in
Kap. 5.4.7 zu finden.
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5.7 Demenzmarker/
Destruktionsmarker

M. Otto
Tau-Protein

Physiologie

Isoformen. Tau-Proteine sind niedermolekulare, mikrotu-
bulusassoziierte Proteine, die im ZNS vorwiegend in den
Axonen zu finden sind. Humanes Tau-Protein wird durch
ein auf dem Chromosom 17 liegenden Gen kodiert. EIf von
insgesamt 16 Exons werden alternativ gespliced und
generieren somit verschiedene Tau-Isoformen. Im huma-
nen Hirn werden allerdings nur 6 Isoformen mit einer
Linge zwischen 352 und 441 Aminosduren gefunden.

Funktion. Hauptaufgabe der Tau-Proteine ist es, die
Stabilisierung und die Polymerisation der Mikrotubuli zu
unterstiitzen. Diese Bindung an Mikrotubuli wird durch
Phosphorylierung der Isoformen, insbesondere nahe der
mikrotubulibindenden Region beeinflusst. Bis zu 30 der 79
moglichen Phosphorylierungsstellen der Aminosduren Se-
rin und Threonin sind beschrieben worden (Buee et al.
2000).

Pathophysiologie

Die Uberlegung, Tau-Protein im Liquor zu bestimmen, ging
darauf zuriick, dass die intrazelluldr gelegenen neurofibril-
laren Biindel (NFT) im Hirn von Patienten mit Alzheimer-
Demenz vorwiegend aus sog. ,paired helical filaments*
(PHF) bestehen, die ihrerseits aus hyperphosphorylierten
Tau-Isoformen zusammengesetzt sind. Der Grad und die
Lokalisation der Phosphorylierung scheint bei den ver-
schiedenen Erkrankungen (z.B. Alzheimer-Demenz und
Tauopathien) unterschiedlich zu sein. Relativ wenig ist
iiber die Regulation der Phosphorylierung bekannt. Hierbei
wird auch diskutiert, ob 14-3-3-Proteine eine Rolle spielen,
da sie u.a. auch in NFTs gefunden wurden (Layfield et al.
1996, Hashiguchi et al. 2000).

Interpretation

Alzheimer-Demenz. Erhohte Werte von Gesamt-Tau-Pro-
tein wurden erstmals mit einem ELISA 1995 im Liquor von
Patienten mit Alzheimer-Demenz beschrieben (Jensen et
al. 1995, Vigo Pelfrey et al. 1995). Zundchst wurde diese
Erhohung als spezifisch fiir die Alzheimer-Demenz ange-
nommen. In weiteren Untersuchungen zeigten sich zwar
erhohte Werte bei diesen Patienten (Andreasen et al.
1999b), aber auch bei Patienten mit anderen Demenzen
(s.u.). Der prddiktive Werte der Tau-Protein-Bestimmung
war somit gering.

Demenz vs. Depression. Geeignet ist sicherlich die

Bestimmung des Tau-Proteins in Differenzierung zwischen

Demenz und Depression. Die Werte fiir das Tau-Protein

liegen bei:

e gesunden Personen unter 450 pg/ml,

e Patienten mit Alzheimer-Demenz zwischen 450 pg/ml
und 800 pg/ml,

e Patienten mit CJD meist iber 1300 pg/ml.

e bei vCJD-Patienten meist {iber 500 pg/ml, aber unter-
halb von 1300 pg/ml.

Mittlerweile stehen mehrere ELISA-Verfahren zur Ver-
fiigung, um bestimmte Phospho-Tau-Isoformen zu bestim-
men.

Differenzialdiagnose der Demenz. In der bislang grof3ten
Multicenterstudie wurde untersucht, ob die neuroche-
mische Demenzdiagnostik verbessert werden kann, indem
ein ELISA-Verfahren verwendet wird, das die Fraktion des
Tau-Proteins erfasst, die an Position 199 (Serin) phos-
phoryliert ist (Phospho-Tau199) (Itoh et al. 2001). Dazu
wurde Liquor von 570 Patienten sowohl auf Gesamt-Tau als
auch auf Phospho-Tau199 untersucht. Die Patientengrup-
pen bestanden aus Patienten mit

Alzheimer-Demenz (n = 236),

frontotemporaler Demenz (n = 16),
e kortikobasaler Degeneration (n = 15),
e progressiver supranukledrer Lihmung (n = 15),
e Lewy-Korperchen-Demenz (n = 13),
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e vaskuldrer Demenz (n = 23),
e CJD(n=11).

Die Kontrollgruppe setzte sich aus Patienten mit verschie-
denen neurologischen Erkrankungen ohne Demenz (n=
122) und ohne neurologische oder psychiatrische Erkran-
kung (n = 95) zusammen. Die Differenzierung der Patien-
ten mit Alzheimer-Demenz gegen die anderen Demenzen
gelang mit dem Gesamt-Tau-ELISA mit einer Sensitivitdt
von 77% und einer Spezifitit von 78%. Die Patienten mit
CJD zeigten die hochsten Werte und lieBen sich leicht von
den anderen Demenzen abgrenzen. Bei Verwendung des
Phospho-Tau199 konnte die Alzheimer-Demenz mit einer
Sensitivitit und Spezifitit von 85% von den anderen
Demenzen abgegrenzt werden. Bei der CJD steigt das
Phospho-Tau199 nicht wesentlich an. Studien mit anderen
Phospho-Tau-ELISA-Verfahren, in der etwa gleich groRRe
Kollektive an Patienten mit Alzheimer-Demenz und sol-
chen mit Lewy-Korperchen-Demenz untersucht wurden,
konnten keine klinisch relevanten Grenzwerte fiir die
Differenzierung ermitteln (Mollenhauer et al. 2005). Es
bleibt aber abzuwarten, ob sich mittelfristig die Bestim-
mung von Phospho-Tau in der Differenzialdiagnose oder
Friihdiagnose der Demenzen durchsetzen wird.

ApB-Peptide

Physiologie und Pathophysiologie

Physiologie. Ap-Peptide entstehen beim enzymatischen
Abbau von Amyloidprecursorprotein (APP) durch «-, B-
und y-Sekretasen und bilden den Hauptanteil der Amyloid-
plaques bei der Alzheimer-Demenz (Glenner u. Wong 1984,
Masters et al. 1985). Diese Peptide bilden eine heterogene
Gruppe von 37-42 Aminosdure Linge, wobei ApB-Peptid;_49
deutlich tiberwiegt (Wiltfang et al. 2002). Unter physiolo-
gischen Bedingungen betrdagt der Anteil von Ag-Peptid;_4»
nur 10% der Gesamtfraktion. Ap-Peptid;_4» unterscheidet
sich carboxyterminal von Ap-Peptid; 4 nur durch 2
zusdtzliche neutrale Aminosduren.

Pathophysiologie. Trotz der weitgehend identischen Pri-
madrsequenz zeigt das carboxyterminal verlingerte Ap-
Peptid;_4, eine geringere kinetische Loslichkeit im Ver-
gleich zum Ap-Peptid;_40 und aggregiert schneller zu
neurotoxischen B-Amyloidablagerungen. Die neuritischen
extrazellularen B-Amyloidplaques bestehen dabei iiber-
wiegend aus AB-Peptid; 4. Mit ELISA-Verfahren ist es
heute moglich, zwischen Ap-Peptid;_4, und Ap-Peptid;_40
im Liquor zu unterscheiden.

Analytik

Verfahren. Gegenwartig stehen mehrere ELISA-Verfahren
zur Bestimmung von Ap-Peptid;_4, und AB-Peptid;_49 zur
Verfiigung. Weiterhin gibt es in einigen Speziallaboratorien
einen speziellen AB-Immunoblot nach Harnstoffgel-

elektrophorese, mit dem neben den AB-Peptid;_s, und
AB-Peptid,_49 weitere Ap-Peptid-Fragmente quantitiv be-
stimmt werden koénnen (Wiltfang et al. 2003).

Grenzwerte. Die Grenzwerte sind abhdngig von der
jeweiligen klinischen Fragestellung und koénnen im jewei-
ligen Labor unterschiedlich sein. Ublicherweise finden sich
pathologische Werte fiir Ap-Peptid;_4, unterhalb von
450 pg/ml.

Interpretation

Alzheimer-Demenz. AB-Peptid; 4, ist bei Patienten mit
Alzheimer-Demenz signifikant erniedrigt. In Kombination
mit der Erhéhung des Tau-Proteins ist dieser Befund relativ
typisch fiir eine Alzheimer-Demenz (Andreasen et al.
1999a; Hulstaert et al. 1999).

In Studien mit kleinen Fallzahlen wurde gezeigt, dass
die Ap-Peptid;_so-Werte bei Alzheimer-Patienten bereits
im Stadium des sog. ,,mild cognitive impairment* ernied-
rigt sind. Eine Erniedrigung des Ap-Peptid;_4, kdnnte somit
ein Frithmarker fiir eine Alzheimer-Demenz sein. Patho-
physiologisch interessant ist, dass AB-Peptid;_4, ebenso bei
Patienten mit CJD erniedrigt sein kann (Otto et al. 2000,
Kapaki et al. 2001, Vanmechelen et al. 2001).

Differenzialdiagnose der Demenz. In der differenzial-
diagnostischen Abklirung wurden AB-Peptid;_4>-Ernied-
rigungen nicht nur bei der Alzheimer-Demenz, sondern
auch bei anderen Demenzen (z.B. Lewy-Kérperchen-
Demenz, CJD) gefunden, sodass es fiir den konkreten Fall
schwierig sein kann, den Patienten einzuordnen.

Bislang wurde die Erniedrigung des AB-Peptids; 4, im
Liquor durch eine Prdzipitation in den Amyloidplaques
erklart, die dann zu einer Erniedrigung der Konzentration
im Liquor fiihrt. Bei den untersuchten CJD-Patienten
fanden sich allerdings nur bei einigen Patienten Amyloid-
plaques. Eine Vermutung geht in die Richtung, dass bei
Amyloidosen (Alzheimer-Demenz und CJD) Ap-Peptide
hochaffin an bestimmte Chaperone binden und hoch-
molekulare Komplexe bilden, die allerdings dann in den
iiblichen Messverfahren (ELISA) durch Epitopmaskierung
nicht mehr nachweisbar sind (Wiltfang et al. 2003). Fiir die
Differenzialdiagnose der CJD bedeutet dies, dass die
Erniedrigung des Ap-Peptid;_4», welches mittels ELISA-
Verfahren gemessen wird, im Liquor nicht zum Ausschluss
einer CJD verwendet werden kann.

Neuere Studien mit allerdings relativ geringen Fall-
zahlen, in denen mehrere Ap-Peptid-Fragmente entweder
mit ELISA-Verfahren (AB-Peptid;_4>/AB-Peptid;_49) oder
mit der Harnstoffgelelektrophorese (AB-Peptidi_37/38/39/40/
42) nach Wiltfang gemessen wurden, legen nahe, dass sich
durch diese Bestimmungen eine bessere Trennscharfe der
Gruppen erreichen ldsst.
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14-3-3-Proteine

Physiologie

Isoformen. Bei den 14-3-3-Proteinen handelt es sich um
eine Proteinfamilie mit einem Molekulargewicht von etwa
30 kDa. Es sind zumindest 7 Isoformen bekannt, die als
Dimer vorliegen und bei fast allen Eukaryontenspezies eine
hochkonservierte Aminosduresequenz aufweisen.

Funktion. Den 14-3-3-Proteinen wird eine Rolle in der
Signaltransduktion, insbesondere in der Vermittlung der
Bindung zwischen Kinasen, zugeschrieben (Berg et al.
2003). Hierbei werden 14-3-3-Proteine zunehmend als
Chaperone akzeptiert.

Analytik

Immunoblot. Der zur Detektion im Immunoblot verwen-
dete Antikorper erkennt eine N-terminale Aminosdurese-
quenz, die allen 7 humanen Isoformen (« bis ) gemeinsam
ist. Uber diesen N-Terminus sind die physiologisch vor-
liegenden Dimere des 14-3-3-Proteins verbunden, sodass
nativ vorkommendes 14-3-3-Protein nicht erkannt wird.
Fiir die Detektion im Immunoblotverfahren ist dieser
Nachteil unerheblich, da hier dimeres 14-3-3-Protein
zuerst durch SDS dissoziiert wird und somit die Monomere
nachgewiesen werden.

ELISA. Mittlerweile wurden zwei ELISA-Verfahren fiir
14-3-3-Proteine vorgestellt, die jedoch keine generelle
Anwendung gefunden haben.

Interpretation

Von Interesse ist die Bestimmung in der Differenzial-
diagnose einer CJD. Bei dieser Erkrankung wurden im Jahre
1986 in der 2D-PAGE 2 Spots detektiert (P130 und P131),
die als spezifisch fiir die CJD angesehen wurden (Hsich
etal. 1996). 10 Jahre spdter war es erneut dieser Gruppe
gelungen, zumindest ein Protein (P130) aus einem dieser
Spots anzusequenzieren und als Mitglied der 14-3-3-
Proteinfamilie auszumachen. Ob 14-3-3-Proteine bei der
CJD eine pathophysiologisch relevante Rolle spielen, ist
fraglich. Zwar konnte ein zum ZNS unterschiedliches
14-3-3-Isoformprofil im Liquor nachgewiesen werden,
allerdings zeigten mit pathologischem Prion-Protein ino-
kulierte 14-3-3-y-Knock-out-Mduse keinen Unterschied zu
Kontrollmiusen in den Uberlebenskurven (Steinacker et al.
2005).

Die hohe diagnostische Sicherheit konnte in dem
zurzeit verwendeten SDS-PAGE/Immunoblotverfahren ge-
gen 14-3-3-Proteine im Liquor in mehreren Studien
bestdtigt werden (Zerr et al. 1998, Otto et al. 2002).
Mittlerweile werden Patienten, welche die klinischen
Kriterien einer ,moglichen CJD erfiillen und einen po-
sitiven Liquorbefund besitzen, unabhangig von ihrem EEG-

Befund als ,wahrscheinliche* CJD-Patienten eingestuft. Bei
der vCJD findet sich allerdings nur z.T. ein positiver SDS-
PAGE/Immunoblot.

Fallstricke bei der Bestimmung von 14-3-3-
Proteinen

Falsch positive Befunde konnen gelegentlich bei Alzheimer-
Patienten, bei entzlindlich verandertem Liquor, nach ischa-
mischen Ereignissen und bei Glioblastompatienten auftre-
ten. Hierbei gilt es zu berticksichtigen, dass sich diese
Erkrankungen meist in der klinischen Differenzialdiagnose
abgrenzen lassen. Eine dhnlich gute Trennscharfe bietet die
Bestimmung des Gesamt-Tau-Proteins. Der 14-3-3-Immu-
noblot wird tblicherweise ab einem Tau-Proteinwert von
1100-1300 pg/ml positiv.

S$-100-Protein im Liquor

Physiologie

Vorkommen, Isoformen. S-100-Protein ist ein vornehm-
lich im Nervensystem von Vertebraten vorkommendes
saures calciumbindendes Protein mit einem Molekularge-
wicht von 21 kDa (Schéfer u. Heizmann 1996). Natives S-
100 wird als Homo- oder Heterodimer mit den 2 isomeren
Untereinheiten o« und B gefunden. Nach der neuen
Nomenklatur wird die a-Untereinheit S-100A und die B-
Untereinheit S-100B genannt (Schafer et al. 1995). Dabei
kommen alle 3 moglichen Kombinationen vor. Die Isofor-
men besitzen ein Molekulargewicht von je 10,5 kDa. S-
100B (B-B-S-100) wird in hohen Konzentrationen in Glia-
zellen gefunden, S-100A (A-B-S-100) wird ebenso in Glia-
zellen mit Ausnahme von Schwann-Zellen gefunden. In
peripheren Geweben kommt S-100 im Vergleich zum ZNS
in deutlich geringeren Konzentrationen vor.

Funktion. Experimentell naheliegend ist eine Funktion als
Nervenwachstumsfaktor.

Interpretation

CJD. Erhohte S-100B-Werte konnten in mehreren Studien
im Liquor von sporadischen CJD- und vC]D-Patienten
gefunden. Die diagnostische Sensitivitdt lag bei 84%, die
Spezifitdt bei 91%. Der durch das Lumineszenzverfahren
verbesserte oder tiberhaupt erst mogliche Nachweis von S-
100B im Serum (Otto et al. 1998) zeigte, dass die S-100B-
Spiegel im Serum bei den Patienten mit CJD signifikant
hoher waren als bei Patienten mit demenziellen Erkran-
kungen anderer Genese oder bei nichtdemenziellen Kon-
trollpatienten. Bei einem Grenzwert von 213 pg/ml konnte
eine diagnostische Sensitivitdt von 78 % und eine Spezifitdt
von 81% erreicht werden. Diese diagnostische Sensitivitat
liegt allerdings unter dem der Liquoranalyse fiir 14-3-3-
Protein oder Tau-Protein. Ahnlich der Liquoranalyse zeigt
sich aber, dass die S-100B-Werte schon im Verlauf der
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Erkrankung ansteigen, bevor sich das volle klinische Bild
entwickelt hat. Da auch bei der Alzheimer-Demenz eine
Gliaaktivierung beschrieben wurde, wird diskutiert, ob sich
das S-100B als Progressmarker im Serum eignen wird.

Andere Erkrankungen. Die Bestimmung des S-100-Pro-
teins hat eine zunehmende diagnostische Bedeutung als
Tumormarker bei malignen Melanomen, in der Beurteilung
der Prognose von ischdmischen Hirninfarkten (Missler
et al. 1997, Herrmann et al. 2000) und in der Einschdtzung
der Entwicklung neuropsychologischer Defizite nach mi-
nimalem Schéddel-Hirn-Trauma.

Neuronenspezifische Enolase im Liquor

Physiologie. Die neuronenspezifische Enolase (NSE) ist
ein 78 kDa-Enzym der Glykolyse und in Neuronen und
neuroendokrinen Zellen als -y,y-Dimer lokalisiert. Im Liquor
stammen 98% des Proteins aus dem ZNS (Jacobi u. Reiber
1986; Kap. 3.3 und Tab. 3.4).

Interpretation. Pathologische Werte wurden bisher in
Serum und Liquor von Patienten mit hypoxdmischen
Hirnschdden, Hirntumoren, Hirnblutungen und Hirntrau-
mata gemessen (Schaarschmidt et al. 1994). In der
Differenzialdiagnose der Demenzen erhdlt die NSE jedoch
weitere Bedeutung. Als einer der ersten Surrogatmarker
konnte fiir die NSE bei 35 ng/ml im Liquor ein Grenzwert
ermittelt werden, bei dem Patienten mit 78 %iger Sensiti-
vitdt und 88 %iger Spezifitit als CJD-Fdlle diagnostiziert
werden konnen. Mit den bisher verwendeten Assays
fanden sich im Serum bei CJD keine signifikanten Unter-
schiede.
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