ponenten. Es ware denkbar, daR dann der noch heute vom
Padiater so gefiirchtete ,status bacteriosus” einer Meningitis
kinftig mit einer glinstigeren Prognose behaftet ist.
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Aktuelle mykobakteriologische Liquordiagnostik

Current Diagnosis of Tuberculosis in Cerebrospinal ?Iuid

M. Salfinger

Institut fir Medizinische Mikrobiologie der Universitat Zirich

Zusammenfassung:

In dieser Ubersicht werden Arbeiten besprochen, welche die
mykobakteriologische Liquordiagnostik verbessern. Bei der tu-
berkuldsen Meningitis sollen mehrere Liquor-Proben pro Patient
auf saurefeste Stabchen untersucht werden; sowoh! bei der mi-
“kroskopischen als auch bei der kulturellen Untersuchung erhoht
sich die Ausbeute signifikant. Bei der kulturellen Untersuchung
kann durch die Mitverwendung von Fliissigmedien definitiv auf
den Tierversuch verzichtet werden. Der Nachweis der Tuberkulo-
stearinséure im Liquor kann als Marker fiir die tuberkulése Me-
ningitis verwendet werden und sollte bald als Routinemethode
zur Verfiigung stehen. Zum Schiufl werden noch vielverspre-
chende Arbeiten mit serologischen und molekularbiologischen
Methoden erwahnt, welche das bisherige Tuberkulose-Laborato-
rium verandern werden.

Schlisselwérter:

Tuberkulose-Meningitis — Mycobacterium tuberculosis —. BAC-
TEC - Tierversuch — Tuberkulostearinséure — Serologie — Polyme-
rase Chain Reaction — Liquor cerebrospinalis

Summary:

In this presentation publications on better and faster recovery of
acid-fast bacilli in patients with tuberculous meningitis are revie-
wed. The detection rate for acid-fast bacilli is significantly higher
in sequential than in single cerebrospinal fluid specimens. When
culturing cerebrospinal fluid specimens, the use of liquid medla

is required for a more rapid and more accurate result. The deter-
mination of tuberculostearic acid can be used as a marker for tu-
berculous meningitis and should soon be available as a routine
test. Finally, most recent progress in serology and molecular bio-
logy and its |mpact on the mycobactenologlcal laboratory are
discussed.

Keywords:

Tuberculosis — meningitis — Mycobacterium tuberculosis — BAC-
TEC - guinea pig inoculation — tuberculostearic acid — serology
— polymerase chain reaction — cerebrospinal fluid

Einleitung

Die tuberkulése Meningitis ist in Mitteleuropa selten. Im Kran-
kengut einer schweizerischen Hohenklinik machte die tuberku-
I6se Meningitis lediglich 2% der extrapulmonalen Tuberkulose-
falle aus (1). Bei Kindern-ist der Anteil héher und betrégt bis zu

7% aller extrapulmonalen und pulmonalen Tuberkulosefélle,
wie eine Zusammenstellung aus einer Spezialklinik in Houston
zeigt (2). Obwohl die Lungentuberkulosen in Boston von 1968
bis 1977 kontinuierlich zuriickgingen, blieb die Zahl von Neuer-
krankungen bei den extrapulmonalen Formen konstant. Die Dia-
gnose einer tuberkuldsen Meningitis wurde in 9% der Félle ge-
stellt (3). Wegen dieser Seltenheit wird die tuberkulése Meningi-
tis haufig erst in einem spaten Krankheitsstadium erkannt, das

Lab.med. 15: 119 (1991) 119



eine vollkommene Heilung ohne Residuen nicht mehr zuldft.
Die Krankheit ist hinterhaitig und kann diagnostische Probleme
stellen, so daB die Wahrscheinlichkeit einer verzogerten Dia-
ghose steigt.

Im folgenden soll der Beitrag der Mykobakteriologie zur Diagno-
sesicherung kritisch tberprift werden.

Zur Pathogenese der tuberkulésen Meningitis

Die tuberkulése Meningitis entsteht gewodhnlich als Komplika-
tion einer Priméirtuberkulose, entweder unmittelbar nach einer
Primarinfektion oder seltener nach einer unterschiedlich langen
Latenzperiode. Die Meningitis entwickelt sich nach Eindringen
von Tuberkulosebakterien und ihren Antigenen direkt in den
Subarachnoidalraum aus einem darunterliegenden tuberkulo-
sen Herd (4). Im Unterschied zur Anzahl der Tuberkulosebakte-
rien bei der offenen Lungentuberkulose im Sputum sind bei der
tuberkuldsen Meningitis deutlich weniger Tuberkulosebakterien
im Liquor pro ml zu finden.

Bisherige Arbeiten: Mikroskopischer Nachweis

Die Bestatigung sédurefester Stédbchen im Liquor ist eine wich-
tige Schnellmethode. Nach Zentrifugation von 10 bis 20 mi wah-
rend einer halben Stunde konnte Stewart (5) in 91 von 100 tuber-
kulésen Meningitiden mikroskopisch sdurefeste Stabchen nach-
weisen. Dabei untersuchte sie das Praparat wahrend 30 bis 90
Minuten. Kennedy und Fallon waren nach Untersuchung mehre-
rer Liquorproben pro Patient in der Lage, die Ausbeute von in-
itial 37% auf 87% bei der vierten Probe zu erhéhen (6). Bei
neueren Untersuchungen von Liquorproben wurden mikrosko-

pisch zwischen 8% und 22 % der Falle saurefeste Stabchen fest-.

gestellt'bei kulturell bestatigtem Nachweis von Tuberkulosebak-
terien (7, 8, 9). :

Die Ausbeute an sdurefesten Stabchen variiert sehr stark und
héangt von der Anzahl der zu untersuchenden Préparate und der
Mikroskopier-Zeit ab. Bereits 1980 machte Bromberg in einem
.Letter to the Editor” (10) darauf aufmerksam, daR hiufig Liquo-
res ohne strenge Indikation auf sdurefeste Stibchen untersucht
werden. Bei der Uberpriifung von 339 Krankengeschichten stell-
ten Crowson und Mitarbeiter (11) lediglich in 46 % pathologische
Liquorbefunde fest; die tuberkuldse Meningitis war nurin 4% in
der Differentialdiagnose aufgefiihrt. Beide Publikationen schlu-
gen eine zweiphasige Abklarung vor: zuerst Durchfiihrung allge-
meiner Liquor-Tests wie z. B. auf Leukozyten, EiweiR und Glu-
cose, und nach Erhalt dieser Ergebnisse allenfalls Vornahme
weiterer Abklarungen.

Bisherige Arbeiten: Kultureller Nachweis

In der Ubersichtsarbeit von Alvarez et al. (3) wurden in neun von
13 Liquorproben saurefeste Stabchen kulturell nachgewiesen
(69%). Im Rahmen einer Miliaris waren zusatzlich Urin und Spu-
tum bei je zwei Patienten mit tuberkuloser Meningitis positiv. In
einer weiteren Studie aus Vancouver bei klinisch gesicherter tu-
berkuléser Meningitis war der kulturelle Nachweis in 60% er-
folgreich (12). In der Studie aus New York (9) war-die kulturelle
Ausbeute lediglich 40%. In keiner dieser drei Studien wurden
die verwendeten Medien und die jeweilige Inkubationsdauer er-
waéhnt. In der Arbeit von Kennedy und Fallon (6) erhéhte sich die
kulturelle Ausbeute von initial 52% auf 83%, wenn statt einer
bis zu vier Liquorproben pro Patient untersucht wurden.

1972 publizierte Marks (13) die Ergebnisse von 177 parallel unter- .

suchten Liquores. Dabei konnten insgesamt in 13 Proben séure-

feste Stabchen nachgewiesen werden, zwolf waren kulturell und )

acht im diagnostischen Tierversuch positiv. Morris und Barton
verdffentlichten in einem ,Letter to the Editor” (14) eine &hnli-
che Untersuchung; bei sieben Liquores konnten kulturell sowie
im Tierversuch je sechsmal séurefeste Stabchen nachgewiesen
werden. Bei einem Vergleich der Nachweishaufigkeit von Tuber-

kulosebakterien im Liquor mittels Tierversuch und dem radiome-'

trischen BACTEC-Verfahren teilten Schréder und Riisch (15) Re-
sultate von vier positiven Proben mit. Dabei waren siurefeste
Stébchen im BACTEC-Vial viermal, im Tierversuch, lediglich zwei-
mal nachweisbar. Obwohl die Zahlen klein sind, Wweisen sie dar-
auf hin, dal® der diagnostische Tierversuch beim Nachweis von
séurefesten Stédbchen aus dem Liquor ungeniigende Ergebnisse
bringt. Bei den drei Studien wurde zusatzlich zu den traditionel-
len Festmedien auf Eibasis ein Flissigmedium verwendet. Das
Landesuntersuchungsamt Nordbayern in Regensburg verwendet
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seit jeher Flissigmedien. Bei 424 untersuchten Liquores in den
Jahren 19861989 waren drei Proben sowoh! im Tierversuch als
auch in der Kultur positiv (pers. Mitteilung, Dr. L. Naumann).

Nachweis der Tuberkulostearinsdure

Anderson und Chargaff (16) isolierten 1929 erstmals Tuberkulo-
stearinsdure aus Tuberkulosebakterien. Sie kommt bei den My-
kobakterien als auch bei anderen Mitgliedern der Ordnung Acti-
nomycetales vor. 1980 beschrieben Larsson et al. (17) erstmals
eine Methode zur Bestimmung von Tuberkulostearinsdure aus
klinischen Proben. French et al. (18) entwickelten eine einfache
und schnelle Methode mittels Kapillargaschromatographie und
Massenspektroskopie zur Bestimmung von Tuberkulostearin-
séure aus Liquorproben bei tuberkuléser Meningitis. Bei 22 Pa-
tienten mit gesicherter oder Verdachtsdiagnose einer tuberkulé-
sen Meningitis konnte der Tuberkulostearinsdure-Nachweis mit
einer Ausnahme einer jungen Frau mit Verdacht auf tuberkuld-
ser Meningitis gefiihrt werden. Bei dieser Patientin wurde retro-
spektiv ein zerebraler Lupus erythematodes diagnostiziert. Le-
diglich bei acht Patienten dieser Gruppe war der kulturelle Nach-
weis von Tuberkulosebakterien gelungen. Auf die verwendeten
Medien wurde nicht eingegangen. Bei der Kontrollgruppe beste-
hend aus 87 Patienten mit nicht-tuberkuléser Meningitis oder
mit nicht-infektiosen Krankheiten konnte Tuberkulostearinsaure
nur bei einem Saugling nach Amikazintherapie wegen einer
Escherichia coli-Meningitis nachgewiesen werden. Daraufhin
wurde untersucht, ob Aminoglykoside und Antituberkulostatika
mit dem Tuberkulostearinsdure-Nachweis.interferieren. Von zehn
Chemotherapeutika zeigte nur Amikazin bei einer Konzentration
von > 100 ug/ml ein positives Signal.

Mit einer etwas aufwendigeren Methode bestimmten Brooks
und Mitarbeiter (19, 20) neben der Tuberkulostearinsdure noch
zusétzliche Karbonsduren (C, bis Cy). Nach Untersuchung von
116 weitgehend kulturpositiven Proben ergab sich eine Spezifitat
von 91% und eine Sensitivitat von 95 %.

Serologische Methoden

Krambovitis und Mitarbeiter (21) beschrieben einen einfachen
Latex-Agglutination-Immunoassay zum Nachweis von Mykobak-
terien-Antigen im Liquor. Bei der Studie wurden Liquores von
Patienten mit tuberkuloser Meningitis (18) und von Kontrollen
(134) getestet. Die Sensitivitat in dieser Studie betrug 94 %, die
Spezifitat 99 %.

Die Bestimmung von Lipoarabinomannan, einem Lipopolysac-
charid, welches charakteristisch fir Mykobakterien ist, wurde
von Chandramuki und Mitarbeiter (22) als spezifisches Antigen
in einem ELISA-Test evaluiert. Bei der Testung von Liquorproben
von 195 Patienten ergab sich eine Sensitivitat von 53% bei fest-
gelegter 100 %iger Spezifitat. .

Wilkins und Ivanyi (23) untersuchten die Méglichkeit einer besse-
ren Diagnostik der extrapulmonalen Tuberkulose mit Hilfe des
38 kD Mycobacterium tuberculosis-Antigens. Antikérper wurden
in 73% der extrapulmonalen und in 70 % der mikroskopisch ne-
gativen Lungentuberkulosen entdeckt. Bei Liquor von tuberkulé-
ser Meningitis zeigten drei von vier untersuchten Proben er-
hohte Werte. . '

Molekularbiologische Methoden

Eisenach' und Mitarbeiter (24) beschrieben kiirzlich mehrere
DNA-Sequenzen von Mycobacterium tuberculosis-Komplex, wel-
che spezifisch fir die Tuberkulosebakterien sind und sich 10- bis
16mal im Chromosom wiederholten.. Eine dieser Sequenzen
wurde als Ansatzpunkt fiir die Amplifikation mittels der Polyme-
rase Chain Reaction verwendet. Diese Sequenzen wiirden sich
auBerordentlich gut als Gensonden fir die Suche nach Tuberku-
losebakterien in klinischen Proben eignen, da eine Deletion oder
eine Punktmutation lediglich eine Kopie der Sequenz betreffen
wirde.

Bekanntlich gehéren Pleurapunktate zu den keimarmen Untersu-
chungsproben. Da die tuberkuldse Meningitis selten ist und des-
halb hoch keine Daten lber die Anwendung der Polymerase
Chain Reaction vorliegen, soll zum Abschluf3 auf eine Arbeit hin-
gewiesen werden, welche 48 Pleurapunktate mittels der Polyme-
rase Chain Reaction untersuchte (25). Fir die kulturelle Untersu-
chung wurden nur Festmedien verwendet.’Bei 29 negativen und
elf positiven Proben stimmten jeweils die Resultate des kulturel-




len Nachweises von sédurefesten Stabchen mit der Polymerase
Chain Reaction liberein; acht Proben waren nur in der Polyme-
rase Chain Reaction positiv. Dabei handelte es sich um klinisch
gesicherte Tuberkulosefille.

Empfehlungen

1. Bei Verdacht auf tuberkuldse Meningitis sollten mehrere Li-
quores wie auch andere Proben (z. B. Sputum, Magensaft, Urin)
auf sdurefeste Stdbchen untersucht werden.

2. Der mikroskopische Nachweis von séiurefesten Stiabchen ist
nach wie vor die schnellste und billigste Bestétigung einer tuber-
kuldsen Meningitis. Allerdings ist die Sensitivitat gering. Kliniker
und Laborverantwortliche sollten die Rahmenbedingungen ver-
bessern. Dazu gehdren -eine strengere Indikationsstellung zur
Untersuchung auf sdurefeste Stadbchen; mindestens 2 ml Liquor
fir die mykobakteriologische Untérsuchung (Zentrifugation der
Probe mit mind. 3'000 x g, mind. 20 Min.). Objekttriger solite
mit ,Liquor” bezeichnet und ldnger nach saurefesten Stabchen
gesucht werden; eventuelle Uberpriifung des Befundes durch
eine zweite medizinisch-technische Assistentin.

3. Neben Festmedien sollten unbedingt Flissigmedien, z. B.
BACTEC- oder Kirchner-Medium, verwendet werden. Auf den
Tierversuch kann unter diesen Umsténden verzichtet werden.

4. Obwohl| der apparative Aufwand fur den Nachweis der Tuber-
kulostearinsaure erheblich ist, lohnt sich dank der guten Sensiti-
vitdt fur groBere Zentren die Anschaffung der notwendigen Ge-
rate.

5. Die erwdhnten Arbeiten liefern die Grundlagen fir die win-
schenswerte Einfihrung serologischer Untersuchungsmethoden
in d|e Routinediagnostik.

6. Hat vor Jahren die radiometrische Nachweismethode den
mykobakteriologischen Alitag nur z6gernd verandert, so wird
die Molekularbiologie mit ihren neuesten Methoden dies um so
schneller tun.
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logy for di is of

Cryptococcu;heoformans — Nachweis im Liquor (Kasuistik)

Demonstration of Cryptococcus neoformans in Cerebrospinal Fluid (Case Report)

D. Ratfisch, P. Koschnike, Liquorlabor, Bezirksnervenklinik Schwerin

Zusammenfassung:

Kasuistik einer 25jihrigen Frau mit einer Cryptococcen-Menin-
goencephalitis. Schon die Routine-Férbung nach 'Pappenheim
zeigte zahlreiche Cryptococcen Da diese aber nicht als Pilzzellen
erkannt wurden, kam es ohne spezifische Therapie zum ‘Exitus
letalis.

Schlidsselwérter:
Chronische Pilzmeningoencephalitis — Crvptococcen-Nachwei's
mit Farbung nach Pappenheim

Summary:

The case report of a 25 year old woman with cryptococcus me-
ningoencephalitis is presented. The routine staining of the CSF

sediment by Pappenhenm showed numerous cryptococcae. A
specific treatment was not performed because of the ignorance
of the cells to be fungus elements and a lethal outcome occur-
red.

Keywords:

Fungous Meningoencephalitis — cryptococcus detection by Pap-
penheim staining

Wir méchten ein Krankheitsbild vorstellen, das uns erheblighe
diagnostische Schwierigkeiten bereitet hat und das letztendlich
erst vom Pathologen geklart wurde.
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