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Liquordiagnostik:
Untersuchungen mit Schnelldiagnostica

Untersuchungen zur Adsorption von Proteinen in Glas- und Kunststoffrohrchen

Von T. O. Kleine

Klinisch-chemisches Laboratérium, Universitdts-Nervenklinik, Marburg/Lahn

(Eingegangen am 13. Juni/18. September 1979)

Herrn Prof. Dr. med. Dr. phil. Dr. h. c. H. Ehrhardt zum 65. Geburtstag gewidmet

Zusammenfassung: Schnelldiagnostica fiir semiquantitative Aussagen zeigten eine geniigende Empfindlichkeit fiir den
Nachweis von Erythrocyten in Liquorproben, nicht jedoch fiir den Nachweis von < 100/ul mononukleiren und < 10/ul
segmentkernigen Leukocyten sowie von Bilirubin und Albumin.

IgG, IgA, Albumin oder Prialbumin in Liquorproben wurden nicht an Plastikréhrchen und Kiivetten, z.B. aus Poly-
styrol, adsorbiert, wohl aber in gereinigter Form bis zu 80 % der eingesetzten Menge.

Diagnosis of cerebrospinal fluid: The use of semiquantitative rapid tests
Investigation of the adsorbance of proteins to glass and plastic tubes

Summary: The semiquantitative rapid tests used in the present study proved to be sufficiently sensitive for the
estimation of erythrocytes in CSF samples, but they were inadequate with respect to the estimation of < 100/ul
mononuclear and < 10/ul segmental neutrophilic leucocytes, of bilirubin, and albumin.

Plastic tubes and cuvettes (e.g. of polystyrol) did not adsorb IgG, IgA, albumin or prealbumin from CSF
samples, but adsorbed up to 80 % of each purified single protein.

Einfihrung

Bei der im Oktober 1978 in Marburg/Lahn abgehaltenen
Kleinkonferenz der Deutschen Gesellschaft fiir Klinische
Chemie iiber ,,Neue Entwicklungen in der Diagnostik des
Liquor cerebrospinalis” (vgl. l.c. (1)) blieben Fragen offen
zur schnellen objektiven Beurteilung der Farbe und des
Proteingehaltes von Liquorproben mittels Schnelldiag-
nostica sowie die Frage, inwieweit Proteine, die im Liquor
in 200- bis 700-fach geringerer Konzentration als im
Serum vorkommen, an die Wand des Probengefifies ad-
sorbiert werden konnen. Diese Fragestellungen sind in
unserem Labor bearbeitet worden; die Ergebnisse sollen
hier kurz mitgeteilt werden.

Methodik und Ergebnisse

Unitérsuchungen mit Schnelldiagnostica
Die Liquorfarbe (z.B. blutig, haemolytisch, xanthochrom)
wurde an 2776 frisch entnommenen Lumballiquotproben durch
Anschauen sowie mittels Sangur-Test und Bilur-Test (Nachweis-
grenze ~3 pmol/l Bilirubin, beides von Boehringer Mannheim
GmbH) oder Ictotest (Ames, Nachweisgrenze ~1,5 umol/l Bili-
. rubin) wie folgt untersucht: Nach Durchfiihrung des Sangur-
Testes und sofortlger Auszihlung der Erythrocyten- und Leuko-
cytenzahl in einer geeichten Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer nach
Toluidinblauanfirbung (vgl. 1.c. (2)) wurde die Liquorprobe vor-
swhtlg membranfiltriert (SM: Filter 11605, Porengrofie 0,6 um)
in einer Apparatur (SM 16315) der Sa.ttonus-Membran-Fxlter-
Werke, Gottingen (,,Enuellung" vgl. 1.c. (3)). Im zellfreien
Filtrat wurden die drei Schnelltests exneut durchgefiihrt.

Von den 2776 Liquorproben waren 118 makroskopisch
blutig (Sangur-Test >>250 Erythrocyten/ul) und 185
xanthochrom; diese Proben wurden fiir die folgenden
Untersuchungen mit dem Sangur-Test nicht beriicksich-
tigt. 2473 Liquorproben gaben vor Entzellung einen posi
tiven oder negativen Sangur-Test, 478 reagierten positiv
mit dem Sangur-Test nach Entzellung, d.h. sie waren
himolytisch. Von den verbleibenden 1995 Erythro-
cyten-enthaltenden und nicht himolytischen Liquor-
proben zeigten 64 einen Sangur-Test >250 Erythrocyten/
ul und wurden in Tabelle 1 nicht weiter beriicksichtigt.

Aus Tabelle 1 ist zu ersehen, daf die vom Hersteller fiir
Urin angegebenen Richtwerte fiir den Erythrocytengehalt
in Liquores nicht ohne weiteres zutreffen: 97 % der Farb-
skalenstufe 0 wiesen O bis 4 Erythrocyten/ul auf mit
einem Maximum (= 66 %) bei 0 bis 1 Erythrocyt/ul.

95 % der Farbskalenstufe I (entspricht 5 bis 15 Erythro-
cyten/ul) brachten 0 bis 10 Erythrocyten/ul mit einem
Maximum zwischen 1 bis 10/ul. 88% der Farbskalen-
stufe II (entspricht einer Erythrocytenzahl von 30 bis
100/ul) wurden mit 1 bis 40 Erythrocyten/ul erreicht
mit Maximum zwischen 10 und 40/ul. 97% der Farb-
skalenstufe III (entspricht einer Erythrocytenzahl von
150 bis 300/ul) waren bei 10 bis 250 Erythrocyten/ul

zu sehen mit einem Maximum zwischen 40 bis 250/ul.
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>100-150 >150-200 >200-250 >250-350

Erythrocyten/ul
>40-100
24

>15-40

128
35

>10-15

19

Auszihlung in Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer (vgl. l.c. (2))
52

>4-10
27
109
48

>1-4

306

232
10

0-1
80
10

0

Stufe I (5—15 Erythrocyten/ul*)
Stufe II (30—100 Erythrocyten/ul®)
Stufe I (150300 Erythrocyten/ul®)

Farbskalenabstufung

Sangur-Test
(negativ)

Stufe 0

Tab. 1. Vergleichsermittlung von Erythrocyten in 1931 Liquorproben

Anzahl
der Proben
444
273
160

1054

Damit ergeben sich die folgenden Richtwerte fir den
Sangur-Test fiir Liquor:

Stufe 0: 0=1, Stufe I: 1-10, Stufe II: 10—40,
Stufe III: 40—250 Erythrocyten/ul.

Diese Werte liegen im Vergleich zu solchen fir Harn (4)
deutlich niedriger, was eine hohere Empfindlichkeit des
Sangur-Tests i Liquor anzeigt. Dies ist moglicherweise
auf andere Versuchsbedingungen (vgl. l.c. (4)) als die
hier beschriebenen zuriickzufiihren oder aber auf ein
schnelleres Austreten von Himoglobin aus den Erythro-
cyten im hypotonen Milieu des Liquors. Letzteres lafit
sich durch Verinderungen der Erythrocyten feststellen,
die dann stechapfelformig bzw. ,,ausgelaugt* aussehen
(vgl. Lc. (5)).

Eine Korrelation zwischen Erythrocyten (“normale”
oder stechapfelférmige) und positivem Sangur-Test nach
Entzellung ergab, da} nach Entzellung etwa 20% der
frischen Liquorproben mit ,,normal*-geformten Erythro-
cyten einen positiven Test aufwiesen, jedoch 60—70%
von Proben mit stechapfelférmigen Erythrocyten. Damit
ist ein Austritt von Himoglobin aus stechapfelf6rmigen
Erythrocyten in die Liquorprobe sehr wahrscheinlich.
Ein gesicherter Zusammenhang zwischen Erythrocyten-
gestalt bzw. positivem Sangur-Test nach Entzellung und
Gesamtproteingehalt der Liquorprobe oder Patienten-
Diagnose lie sich jedoch nicht ermitteln: So wiesen

z.B. weniger als die Hilfte der Patienten mit Liquorproben
(n =200), in denen stechapfelférmige Erythrocyten
beobachtet wurden, Diagnosen wie Gefifierkrankungen,
Verletzungen, Entziindungen und Tumoren des ZNS auf,
bei welchen der Eintritt von Erythrocyten in die Liquor-
rdume sehr wahrscheinlich ist.

Damit diirfte die Gestalt der Erythrocyten sowie der
Nachweis von Himoglobin in der Liquorprobe von gerin-
_gem diagnostischen Aussagewert sein. Da etwa die Hilfte
der hier untersuchten Liquorproben Erythrocytenzahlen
>1/ul enthielten, die iiberwiegend wihrend der Gewin-
nung in die Probe gelangt sein diirften, gibt der Sangur-
Test eine genaue Aussage iiber das Ausmaf} der Blutbei-
mengung in der Liquorprobe. Eine Unterscheidung zwi-
schen krankheitsbedingten Blutungen in den Liquorraum
und artifiziellen Blutbeimengungen kann mittels des
Sangur-Testes allein nicht erfolgen. Hierzu ist eine frak-
tionierte Probengewinnung von mindestens drei Frak-
tionen notwendig, die bei artefizieller Blutbeimengung
mit steigender Fraktionszahl eine Abnahme der Erythro-
cytenzahl anzeigt (vgl. 1.c. (5)).
Mit einer mefibaren Beeintrichtigung anderer Liquor-
Kenngréfen durch Blutbeimengung diirfte erst in einem
blutigen Liquor mit einem Sangur-Test >250 Erythro-
cyten/ul zu rechnen sein: Wird z.B. 1 ul Blut mit 1 ml
Liquor.gemischt, so erhht sich die Gesamtprotein-
konzentration um etwa 0,06 g/1; Verinderungen der
Glucosekonzentration und von Enzymaktivititen
werden bei dieser Erythrocytenzahl (6000/ul)
bereits béobachtet (vgl. l.c. (6) und unverdffentlichte

Die Summe der unterstrichenen Erythrocytenauszihlungen decken einen Bereich >66 % der ausgezihlten Proben in der jeweiligen Farbskalenstufe ab.

+ Richtwerte fiir Harn entsprechend den Angaben des Herstellers
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Untersuchungen). In diesem Zusammenhang ist der
Sangur-Test zu empfindlich, d.h. die blutige Liquorprobe
muf} verdiinnt werden.

Von den 185 xanthochromen Liquores war die Mehrzahl
gleichzeitig blutig, jedoch nur 45 (24 %) reagierten positiv
sowohl mit dem Bilur-Test als auch mit dem Ictotest.

Daraus ist zu folgern, da} beide Tests zur Ermittlung
einer Xanthochromie von Liquorproben ungeeignet
«ind, zumal bekannt ist, da® noch andere Farbstoffe als
Bilirubin im xanthochromen Liquor vorkommen (vgl.
l.c. (5)). Werden die Diagnosen der Patienten mit xantho-
chromen Liquor beriicksichtigt, dann hatte die Hilfte
der untersuchten Patienten mit Gefdflerkrankungen,
Verletzungen oder Tumoren des ZNS im Liquor einen
positiven Bilur-Test bzw. Ictotest; die xanthochromen
Liquores der anderen Diagnosengruppen reagierten
weitgehend negativ. Jedoch war die Probenzahl ersterer
Patientengruppe zu gering, um einen gesicherten Zu-
sammenhang zwischen positivem Ausfall der Bilirubin
nachweisenden Schnelltests und Alter der Blutung in
die Liquorrdume festzustellen.

Neu fiir den Nachweis von Leukocyten im Harn mit
Schnelldiagnostica ist der Cytur-Test (Boehringer Mann-
heim GmbH), welcher Leukocytenesterasen nachweist
(7). Vorldufige Untersuchungen an 220 Liquorproben
ergaben, daf erwartungsgemafl segmentkernige Leuko-
cyten (>10/ul) nach 10 bis 15 min Inkubation bei 25 °C
positiv reagierten, mononukledre Leukocyten erst ab

> 100/ul nach 30 bis 60 min Inkubation.

Schnelldiagnostica (z.B. Nephro-Merckognost, Albustix,
Ames, Albym-Test, Boehringer Mannheim GmbH) zur
semiquantitativen Bestimmung von Albumin als Kenn-
groBe des Gesamtproteins einer Liquorprobe haben den
Nachteil, den mittels Biuretmethode (vgl. l.c. (3)) er-
mittelten Grenzbereich 0,4—0,5 g/l Gesamtprotein nicht
deutlich vom Normalbereich (<0,4 g/1) bzw. von erhéhten
Konzentrationen (>0,5 <0,75 g/1) abgrenzen zu kénnen,
insbesondere wenn die vy-Globulin-Fraktion erhoht ist.

In diesem Grenzbereich (0,4 <0,75 g/l Gesamtprotein)
erwies sich die Pandyreaktion (2 ml Pandyreagenz plus
30 ul Probe auf schwarzem Untergrund, vgl. 1.c. (5)) em-
pfindlicher: 26 % falsch negative Ergebnisse im Vergleich
zu 61 % mit Albustix oder Albym-Test (n = 340). Die
empfohlene Anwendung einer Farbskala mit feineren
Abstufungen (vgl. L.c. (8)) konnte das Problem nicht be-
friedigend 16sen.

Untersuchungen zur Adsorption von Proteinen an Pro-
benréhrchen

Die Adsorption von Proteinen an Glas- und Kunststoff-
material ist bekannt (9—12). Hier soll die Frage unter-
sucht werden, ob einzelne Proteine von Liquorproben
mit geringer Gesamtproteinkonzentration an die Wand
von Probengefifie aus unterschiedlichem Material ad-
sorbiert werden und damit Fehler in der Liquordiagnostik
verursachen konnen.
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8 verschiedene Arten von kiuflich zu erhaltenden Glas- und
Plastikrohrchen aus verschiedenem Material wurden mit einer
Proteinldsung 15 min lang in einem definierten Bereich, an-
gegeben in cm? (jeweilige Werte in Klammern) befeuchtet
mittels Rotation in einem Coulter Mixer (Coulter Electronics
Limited, Dinstable, Beds, England):

Ubliche Zentrifugenrohrchen aus Glas 9,5 X 1,4 cm (35 cm?),
zwei Sorten von Polystyrol-Réhrchen 11,0 X 1,4 cm (35 cm?),
drei Sorten von Polypropylen-R6hrchen (Reaktionsgefifie
3810 Fa. Eppendorf, Hamburg (9 cm?) sowie 7,3 X 1,0 cm
(28 cm?) und elastische 5,5 X 1,0 cm Rohrchen (27 cm?2)),
Polycarbonat-Réhrchen 10,0 X 1,2 cm (38 cm?) und Hoch-
druckpolyethylen-R6hrchen 7,5 X 1,0 cm (24 cm?).

Die Proteinlosungen enthielten Human-Lysozym, IgG, IgA,
Prialbumin und Albumin rein oder zusammen mit anderen
Proteinen. Diese S Proteine wurden vor und nach der Prozedur
mittels eines Endpunktassays (1 h, fir Lysozym 2 h) mit mono-
spezifischen Antiseren nephelometrisch in einem Behring-
Nephelometer wie folgt gemessen: Fiir Lysozym und Praalbumin
bestand das Reaktionsgemisch aus 50 ul Probe, 15 ul Antiserum
und 160 ul 0,15 mol/l NaCl plus Polyethylenglykol 35 g/l. Fiir
IgG und Albumin enthielt das Reaktionsgemisch 50 ul Probe,
15 pl LN-Antiserum, 160 ul Puffer (0,05 mol/l NaH,POy,,

0,15 mol/l NaCl, 1 umol/l Merthiolat, pH 7,0) plus 35 g/l Poly-
ethylenglykol, fiir IgA 100 ul Probe, 15 ul LN-Antiserum und
110 ul 0,15 mol/l NaCl. Alle Antiseren und Standards wurden
von den Behringwerken, Marburg/Lahn bezogen.

Vier bzw. fiinf R6hrchen aus verschiedenartigen Material
wurden mit unterschiedlichen Mengen gereinigtem Lyso-
zym und IgG benetzt (Tab. 2,3). Fiir Lysozym war die
prozentuale Adsorptionsrate hoher bei geringer Konzen-
tration und etwas niedriger bei héheren Konzentrationen,
was einen Sittigungseffekt anzeigen diirfte. Beide Proteine
hatten in Gegenwart geringer Mengen (0,03—1,33 g/l)
einer Mischung aus anderen Proteinen vernachléssigbare
Adsorptionsraten von der Groflenordnung des experi-
mentellen Fehlers:(0—11%, in Tab. 2,3). Die Adsorption
von Human-Albumin in einer stark verdiinnten Standard-
16sung, die fast nur noch Albumin enthielt, lag bei 7 bis
45% der eingesetzten Menge in S verschiedenartigen
Rohrchen (Tab. 4). In Gegenwart von 0,1 g/l Rinder-y-
Globulin (Cohn’sche Fraktion II von Serva, Heidelberg)
inderten sich die Adsorptionsraten nicht. Mit Weichma-
cher hergestellte Polypropylen-Réhrchen zeigten generell
hohere Adsorptionsraten der hier untersuchten Proteine.

Die Adsorption von Liquorproteinen (IgG, IgA, Albumin,
Prialbumin) wurde in einer Liquorprobe (Gesamtprotein
0,2 g/1) vor und nach successivem Uberfiihren und je 5
min Befeuchten von insgesamt 5 Polystyrolréhrchen
(jeweils 35 cm?) wie oben beschrieben gemessen. Es lie
sich weniger als 5 % Adsorption dieser Proteine fest-
stellen, ebenso mit anderen Liquorproben. Unter diesen
Bedingungen wurden aber bis 80 % der eingesetzten
Menge (10 oder 19 ug) reines Lysozym oder Albumin
einer stark verdiinnten Standardlésung adsorbiert.

Die Adsorptionsraten der gleichen Liquorproteine in
Polystyrolkiivetten fiir den nephelometrischen Assay

(LN Universal Kiivetten, Fa. Sarstedt, Niimbrecht)

nach 15 oder 60 min Inkubation von 50 bzw. 100 ul
verschiedener Liquorproben (0,2—0,5 g/l Gesamt-
protein) lag unter der 5 %-Grenze. Fiir gereinigtes IgG
bzw. Albumin einer stark verdiinnten Standardlosung
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Tab. 2. Adsorption von Human-Lysozym an Glas- und Plastikrohrchen. Unterer und oberer Wert von 2 bis 3 Experimenten. Weitere

Einzelheiten siche Text.

Gereinigtes Human-Lysozym™*

Seretin® plus Human-Lysozym

Material des Rohrchens Human- Adsorptions- Seretin Human- Adsorptions-
Lysozym raten lysozym raten
eingesetzt Anteil des eingesetzten eingesetzt eingesetzt Anteil des einge-
Humanlysozyms setzten
(1g) %) (ug/cm?) @M (ug) _ Humanlysozyms (%)
Glas 8 80— 90 ~0,2 0,11 8 0
20 18— 22 ~0,1 1,33 8 7-9
Polystyrol 8 90—-100 ~0,2 0,11 8 0
20 22— 30 ~0,2 1,33 8 0
Polypropylen 4 36— 44 ~0,2 0,11 4 0
10 9- 11 ~0,1 1,33 2 0
Polycarbonat 11 18-22 ~0,1 0,11 8 0

*bezogen von Behringwerke Marburg/Lahn und mit 0,15 mol/l NaCl verdiinnt

Tab. 3. Adsorption von Human-IgG an Glas- und Plastik-R6hrchen. Unterer und oberer Wert vor 2 bis 3 Experimenten. Weitere Ein-

zelheiten siehe Text.

Gereinigtes Human-IgG*

Human-IgG eines Proteinstandards

Material des IeG Adsorptionsraten Gesamtpi-otein IgG Adsorptionsraten
Ré&hrchens eingesetzt Anteil des eingesetzten IgG eingesetzt eingesetzt Anteil des eingesetzten IgG
(ug) %) (ug/cm?) &M ®8) %) (ug/cm?)
Glas 55 20-24 ~0,4 0,03 11 9-11 ~0,03
Polystyrol 55 27-33 ~0,6 0,03 11 3- 6 ~0,03
Polypropylen 27 10-20 ~0,3 0,03 11 2-10 ~0,02
Polycarbonat 55 25-35 ~0,5 0,03 11 5- 8 ~0,04
Hochdruck- S5 20-25 ~0,4 0,03 11 0 0

Polyithylen

* Human-IgG war ein Geschenk von Prof. Rother, Inst. f. Immunologie der Universitit Heidelberg.

Tab. 4. Adsorption von Human-Albumin an Glas- und Plastikrohrchen. Unterer und oberer Wert von 2 bis 3 Experimenten. Weitere

Einzelheiten siehe Text.

Human-Albumin

Material Gesamtprotein Humanalbumin Adsorptionsraten
des Réhrchens eingesetzt eingesetzt Anteil des eingesetzten Humanalbumins
@/ ug (%) (ug/cm?)
Glas 0,014 19 10-20 ~0,06
Polystyrol 0,014 19 25-40 0,1-0,2
Polypropylen? 0,014 10 7-45 0,04-0,2
Polycarbonat 0,014 19 18-22 ~0,1
Hochdruck-Polyethylen 0,014 19 14-16 ~10,1

3 Ergebnisse von 3 verschiedenen Sorten von Réhrchen

wurden 6 bis 12 % Adsorption beobachtet, was durch
vorherige Zugabe von 35 g/l Polyethylenglykol ver-
hindert werden konnte bzw. durch Starten der Reaktion

mittels Probe.

Aus diesen Untersuchungen ist zu folgern, dafl die hier
untersuchten Plastikréhrchen und -kiivetten kein IgG,
IgA, Albumin, oder Prialbumin aus Liquorproben ad-

Zur Vermeidung dieses Effektes sollten reine Proteine
nur in Gegenwart ausreichender Konzentrationen von
anderen Proteinen bzw. Proteingemisch verwendet

‘werden.

Danksagung

sorbieren, wohl aber gereinigte Proteine (Lysozym, IgG)
bzw. Albumin aus stark verdiinnten Standardlésungen.

Friulein Ch. Enders und Herrn B. Mertén darke ich fiir die
Hilfe bei der Durchfiihrung der Untersuchungen. - -
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