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Abklrzungen

a Irrtumswahrscheinlichkeit
DEAE Diathylaminoathyl

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FAT Fluoreszenz-Antikorper-Test
FITC Fluoreszeinisothiocyanat

i. C. intracerebral

IF Immunfluoreszenz

K Kontrolle

KBR Komplementbindungsreaktion
L-3 Leningrad-3

p. i. post infectionem

RIH Radioimmunoassay

RNS Ribonukleinsaure

SPF spezifiziert pathogenfrei

SRHT Single Radial Haemolysis Test
VaC Variante C

ZNS Zentralnervensystem



1 Einleitung

Entzindliche Erkrankungen des ZNS und seiner Hullen haben bei Mensch und Tier grofRe
Bedeutung. Beim Menschen ist die Erkrankung dieses zentralen Organsystems die Ursache
oftmals schwerer klinischer Krankheitsbilder. Nicht selten gehen akute Entziindungen des
Gehirns in langwierige chronische Leiden Uber, verbleiben lebenslange organische
Restschaden, die von psychischen Stérungen begleitet sein kdnnen.

Haufigste Ursache pathologischer Prozesse im ZNS einschlielich seiner Hillen stellen neben
Bakterien und Parasiten vor allem die Viren dar. Unter den zahlreichen Virusinfektionen bei
denen mit einer Beteiligung des ZNS zu rechnen ist, spielen Vertreter der Paramyxoviridae
eine besondere Rolle. Bei Tieren verursachen die zu dieser Familie gehdrenden Viren der
Hundestaupe, der Rinderpest und das Sendai Virus (82) entzlindliche Veranderungen des
Gehirns (Enzephalitis) und seiner Hillen (Meningitis). Vertreter der Paramyxoviridae des
Menschen mit deutlicher Tendenz zum Befall des ZNS (Neurotropismus) sind unter anderen
das Masern- und das Mumpsvirus. Sie verursachen die nicht seltene Masernenzephalitis bzw.
die Mumpsmeningitis des Kindes.

Neben dem bevorzugten Auftreten entzindlicher Reaktionen im eigentlichen Gehirn-
parenchym strahlen enzephalitische Prozesse immer auch auf die Hirnhaute aus, deren Mit-
beteiligung unterschiedlich ausgepragt ist. Bei einer Meningitis betreffen die morphologischen
Veranderungen die der Gehirnoberflache unmittelbar aufliegende, gefalireiche und allen Ver-
tiefungen und Windungen folgende Pia mater, die peripher folgende Arachnoidea und dass
die Gehirnkammern auskleidende Ventrikel- bzw. Aqueduct-Ependym. Auch das im Bereich
der Hirnventrikel von der Pia mater gebildete Adergeflecht (Plexus chorioideus) kann bei
Entzindungen der Hirnhaute mitreagieren.

Ausdruck der entzindlichen Prozesse im Bereich der Meningen sind Veranderungen in der
Zusammensetzung (Eiweil3, Zucker, Zellen) des Liquor cerebrospinalis, flr dessen Bildung
der Plexus chorioideus verantwortlich ist. Liquoruntersuchungen stellen somit eine wichtige
paraklinische Methode zur Erfassung entziindlicher Prozesse des ZNS dar. Besondere Be-
deutung kommt den zellularen Bestandteilen des Liquors zu. Hohe und Art der Zellvermehrung
(Pleozytose) sind Hinweise fur das Vorliegen eines erregerbedingten entziindlichen Prozes-
ses. Liquoruntersuchungen kdnnen einen Beitrag zur Klarung der Atiologie meningitischer und
enzephalitischer Erscheinungen leisten, da die Veranderungen in der Zusammensetzung des
Liquor cerebrospinalis teilweise fir den Erreger charakteristisch sind. Virusbedingte entzind-
liche Vorgange in den Hirnhduten widerspiegeln somit gleichzeitig eventuell vorliegende
neurotrope Eigenschaften des Virus. Die Liquoruntersuchung ist damit auch eine Methode zur
Einschatzung von Viruseigenschaften.

Im kinderarztlichen Bereich sind Lumbalpunktionen zur diagnostischen Abklarung
meningealer Entzindungsprozesse oft erforderlich. Fur eine entziindliche Erkrankung des
ZNS im Kindesalter ist Mumps die haufigste Ursache (41, 43, 86). Erreger dieser weitver-
breiteten Erkrankung ist das zum Genus Paramyxovirus gehérende Mumpsvirus. Im Gegen-
satz zu anderen Vertretern dieser Gruppe befallt das Mumpsvirus bevorzugt die Meningen,
den Plexus chorioideus und das Ventrikelsystem. Eine Mumpsenzephalitis im eigentlichen
Sinn ist sehr selten (29, 39, 92, 107, 109, 122, 126).

Bei mumpserkrankten Kindern flhrten umfangreiche Liquoruntersuchungen der letzten Jahre
(4, 40, 100) zu einer Neueinschatzung der Bedeutung der neurotropen Eigenschaften des
Mumpsvirus. Es gibt Hinweise dafiir, dass einerseits sowohl die Zahl der Mumpserkrankungen
zunimmt (18, 23), andererseits aber auch die Haufigkeit der ZNS-Beteiligung steigt. Wahrend
noch im Jahre 1952 (62) nur in 0,1 - 30% der Falle eine Zellzahlerhéhung des Liquors bei



Mumps festgestellt wurde, fand sich 1971 (96) bei 50 - 70% eine Meningitis. In einer 10
Jahresstudie konnte OCKLITZ (1976) fir den Raum der DDR bei 84,46% der an Mumps
erkrankten Kinder erhéhte Liquorzellzahlen feststellen. Durch die regelhafte Beteiligung des
ZNS bei Mumps (92) rickt die Bedeutung dieser haufigen Infektionskrankheit auch im Hinblick
auf mogliche Spatschaden in ein neues Licht (4, 40, 51, 52, 100, 108, 122, 126, 132). Ob der
Anstieg der Mumpsmeningitiden auf eine zunehmende Neurotropie des Erregers
zurUckzufuhren ist, oder aber von der zunehmenden Haufigkeit der Durchfuhrung einer Lum-
balpunktion abhangt (9), bzw. von einer allgemeinen Verfeinerung diagnostischer Methoden,
ist gegenwartig noch umstritten.

Nicht zuletzt das neurotrope Verhalten des Mumpsvirus ist neben klinischen und sozial-6ko-
nomischen Grinden mit ein Grund fur die Einfiihrung einer Mumpsschutzimpfung in verschie-
denen Landern. Als Impfstoff wird dabei eine Lebendvirusvakzine verwendet. Die Anwendung
von Lebendimpfstoffen beim Menschen setzt entsprechende tierexperimentelle Sicherheits-
prufungen voraus, wie sie fur eine Reihe von Lebendvirusimpfstoffen bereits festgelegt sind,
z. B. fur Poliomyelitis- (10, 137), flir Masern- (138) und fur Zeckenenzephalitis-Impfstoffe (103).
In den USA sind Vorschriften erarbeitet worden, die auch eine Prifung des Mumpsimpfstoffes
hinsichtlich seines neurotropen Verhaltens vorsehen (19). Analoge nationale Vorschriften
gelten auch fir die UdSSR als einen potentiellen Impfstoffhersteller. In all diesen Prifvor-
schriften werden die neuropathogenen Restpotenzen der Impfstoffe ausschlieRlich nach dem
Auftreten enzephalitischer Veranderungen im Gehirnparenchym von Versuchstieren beurteilt.
Fur derartige Tests haben sich Primaten als besonders geeignet erwiesen. Die aus diesen
Versuchen resultierenden Ergebnisse sind sehr aussagekraftig, da die stammesgeschichtliche
Entwicklung der Primaten in der des Menschen gipfelt.

Nach klinischen Erfahrungen tritt als Folge einer Mumpserkrankung nur auf3erst selten eine
Enzephalitis auf. Das typische klinische Erscheinungsbild des Mumps ist neben der namens-
gebenden entzindlichen Schwellung der Ohrspeicheldrise (Parotitis epidemica) durch die
ser0se Meningitis gekennzeichnet. Der geltenden Lehrmeinung zufolge gelangt das Mumps-
virus durch Trépfcheninfektion in den Nasenrachenraum und vermehrt sich im Respirations-
epithel der oberen Luftwege (Primarherd). AnschlieRend gelangt es im Verlauf einer Viramie
in die Speicheldriisen und in andere Organe (23, 91). Die Annahme, dass das Virus die
Speicheldrisen direkt Uber die Ausfihrungsgange im Mund erreicht und hier die primare
Virusvermehrung erfolgt, wird gegenwartig nicht mehr vertreten. Im Verlaufe der Viramie er-
reicht das Mumpsvirus das ZNS, Uberwindet die Blut-Liquor-Schranke und gelangt so in den
subarachnoidalen Raum. Durch die hier fehlende bzw. verzdgerte humorale Abwehr (Funktion
der Blut-Liquor-Schranke) kann sich das Virus im Subarachnoidalraum gut vermehren und
nach einer zusatzlichen Inkubationszeit zur Ausbildung einer Meningitis fiihren. Nach
FREJDKOV (1972) ist dies eine Erklarung fur das Auftreten von Mumpsmeningitiden, die erst
8 Tage oder gar 4 Wochen nach der Parotisschwellung manifest werden. Da bei einer natir-
lichen Erkrankung an Mumps nahezu regelhaft mit einer Pleozytose zu rechnen ist, ist die
Frage einer Liquorzellvermehrung auch nach einer Impfung mit einem Lebendvirusimpfstoff
von Interesse (90, 92). Die allgemeine Einbeziehung der Liquordiagnostik in die tierexperi-
mentellen Untersuchungen ist daher sowohl fir die Beurteilung der neuropathogenen
Potenzen von Mumpsviren als auch fur die Sicherheitsprifung von Impfstoffen von beson-
derem Interesse, ihre spezifische Aussagekraft ist zu Uberprifen.

Anliegen der vorliegenden Arbeit ist es, die Anwendung bzw. Eignung der Immunfluoreszenz-
technik am Liquor cerebrospinalis bei mumpserkrankten Kindern als erregerspezifisches Ver-
fahren zur atiologischen Abklarung einer bestehenden Pleozytose zu Uberprifen. Dartber
hinaus bestand die Aufgabe, durch paraklinische Untersuchungen das Liquorverhalten im Ver-



laufe von Neuropathogenitatsstudien am Affen zu verfolgen und die Spezifitat auftretender
Veranderungen mittels der Immunfluoreszenztechnik zu belegen.

Mit den Tiermodellen Minischwein und Katze sollen schlieRlich einheimische Versuchstiere
vorgestellt werden, die vergleichende tierexperimentelle Untersuchungen mit Mumpswildviren
und attenuierten Mumpsviren zur Frage des Auftretens, des Verlaufs und der Spezifitat einer
Mumpsmeningitis sowie der Einschatzung neurotroper Eigenschaften von Mumpsviren
erlauben.



2 Das Krankheitsbild des Mumps und seine Diagnostik
2.1 Definition "Mumps"

Mumps ist eine akute epidemisch oder endemisch verlaufende Infektionskrankheit des Kindes,
die in unseren Breiten hauptsachlich im Winter und im Fruhjahr auftritt (46, 67). Der Mensch
ist das einzige Virusreservoir, mehr als 90% der Weltbevolkerung erkranken.

GERTH (1969) bezeichnet Mumps als akute, meist gutartige infektidse Allgemeinerkrankung,
bei der es in typischer Ausbildung zur schmerzhaften Schwellung einer oder beider Ohr-
speicheldrisen kommt. Eine entzindliche Beteiligung anderer drisiger Organe und des ZNS
ist moglich.

Kinder erkranken zwischen dem 2. und 14. Lebensjahr mit einem Haufigkeitsgipfel im 3. und
6. Lebensjahr und einer leichten Bevorzugung des mannlichen Geschlechtes (46, 67).

2.2 Atiologie

Die Virusatiologie des Mumps konnte 1934 durch JOHNSON und GOODPASTEUR nachge-
wiesen werden. Auf Grund seiner morphologischen Eigenschaften wird das Mumpsvirus in der
Familie der Paramyxoviridae dem Genus Paramyxovirus zugeordnet (82). In dieser Familie
sind RNS-Viren zusammengefalit, deren Nukleokapsid eine helikale Symmetrie aufweist und
von einer Hille (Envelope) umgeben ist, die dem Viruspartikel eine spharische Gestalt verleiht.
Die Familie der Paramyxoviridae umfalt drei Genera, die Paramyxoviren (Parainfluenza-,
Mumps-, Newcastle disease Virus), die Morbilliviren (Masern-, Hundestaupe-, Rinderpest-
virus) und die Pneumoviren (Pneumonia virus of mice, Respiratory syncytial virus) (82).

Die Lipoproteinmembran der Viruspartikel ist mit Spikes ausgestattet. In den Spikes sind die
Oberflachenantigene Hamagglutinin und Neuraminidase lokalisiert. Diese beiden Ober-
flachenantigene sind fur einige serologische Reaktionen bedeutungsvoll. Hamagglutinin und
Neuraminidase befinden sich im Falle des Mumpsvirus an ein und demselben Spike (Abb. 1)
Bei den Influenzaviren (Orthomyxoviridae) werden im Vergleich zum Mumpsvirus Hamagglu-
tinin-tragende und Neuraminidase-tragende Spikes unterschieden. Das Masernvirus, ein Ver-
treter der Morbilliviren und das Respiratory syncytial virus, ein Pneumovirus, besitzen im
Gegensatz zum Mumpsvirus keine Neuraminidase. Als ein weiteres Oberflachenprotein des
Mumpsvirus ware das Glykoprotein F zunennen, das fur die Zellfusion und die Hamolyse mit
verantwortlich ist. Der Mechanismus der Hamolyse ist nicht vollig geklart. Es handelt sich wahr-
scheinlich um gemeinsame Aktivitadten des Glykoprotein F und einiger Lipidkomponenten des
viralen Envelope (68). Die Grolke des Mumpsvirus ist sehr variabel, sie schwankt allgemein
zwischen 110 und 360 nm, es gibt in Ausnahmeféllen noch gréRRere Viruspartikel. Bei
erkrankten Personen kann das Virus aus dem Speichel, dem Blut, dem Liquor und dem Urin
isoliert werden. Die Anzuchtung des Mumpsvirus ist im Brutei oder in der Zellkultur moglich.
Im Verlaufe einer Mumpsvirusinfektion werden im infizierten Organismus komplementbin-
dende, neutralisierende und hamagglutinationshemmende Antikérper gebildet (114).

2.3 Das klinische Bild des Mumps

Zwischen der initialen Aufnahme (Infektion) des Mumpsvirus durch den Organismus und dem
Auftreten erster klinischer Krankheitssymptome liegt eine Inkubationszeit von 17 bis 21
(14 - 33) Tagen. Nach geringflgigen Prodromalerscheinungen, wie Kopf-, Hals-, Ohren- und
Nackenschmerzen kommt es unter-leichtem Fieber zur Schwellung einer Ohrspeicheldrise.
Nach wenigen Tagen, manchmal erst nach Wochen folgt die andere Seite. Die Drisenschwel-
lung klingt nach 5 bis 10 Tagen ab. Die Temperaturerhbhung dauert meist nicht langer als 3



bis 4 Tage. Neben der Ohrspeicheldrise koénnen auch andere Drisen
z. B.: Die Glandula submandibularis, die Glandula sublingualis und das Pankreas erkranken
(48, 95, 99). Als weitere Organmanifestation des Mumps ware die Orchitis (131), die selten
auftretende Oophoritis (6) und die Myokarditis (14, 60) zu nennen. Der einzelne Organbefall
braucht nicht immer klinisch in Erscheinung zu treten, er wird oft nur zufallig entdeckt. Lauft
eine Erkrankung komplikationslos ab, flhlt sich der Patient schon nach kurzer Zeit (5 bis 10
Tage) wieder gesund (89). 30 bis 50% aller Mumpserkrankungen sollen inapparent verlaufen
(66, 109, 122).

Als Folge der Auseinandersetzung des Organismus mit dem viralen Antigen treten Antikorper
auf, deren Vorhandensein dem naturlich erkrankten Organismus eine lebenslange Immunitat
verleihen.

2.4 Beteiligung des Zentralnervensystems

Die haufigste und damit auch klinisch wichtigste Mumpskomplikation ist die Mumpsmeningitis
bzw. Mumpsmeningoenzephalitis (18, 69, 86). Mit einer zentralnervésen Beteiligung bei einer
Mumpserkrankung ist in Gber 80% aller Mumpsfalle zu rechnen (90). Die mumpsvirusbedingte
Hirnhautentziindung wird somit nicht mehr als eine Komplikation der Parotitis epidemica son-
dern als Organmanifestation angesehen (77, 92). Die ser6se Meningitis kann sogar unabhan-
gig von der Parotitis in sehr unterschiedlicher Auspragung ablaufen (61). Die Hohe der auftre-
tenden Zellzahl ist dabei kein Kriterium fur die Schwere der klinischen Erscheinungen (25, 33,
107). Die Krankheitssymptome der Meningitis klingen meist nach ein paar Tagen ab. Bei einem
komplikationslosen Verlauf sind auch die Liquorwerte nach 3 Wochen wieder normal (6, 89,
115). Die Prognose ist in der Mehrzahl der Falle glnstig und vollige Genesung wird
beobachtet. Nicht in jedem Fall verlauft die Mumpsmeningitis komplikationslos. So berichtet
WILFERT (1969) uber Meningitiden, bei denen eine Pleozytose Uber 5 Wochen nachweisbar
war. HOFFMANN (1966) beobachtet psychische und vegetative Stérungen, JUST (1968)
Wesensveranderungen und Beeintrachtigungen der intellektuellen Fahigkeiten. Im Gegensatz
zur Meningitis werden bei der seltenen enzephalitischen Verlaufsform des Mumps bleibende
Restschaden sehr haufig beschrieben. Es werden EEG-Veranderungen mit Krampfneigung
(51, 61, 100, 108), Hirnnervenausfalle, insbesondere des Hoérnervs (4, 18, 39, 40, 122, 126,
127) und ein Hydrocephalus internus (52, 70, 119) beobachtet.

Das klinische Erscheinungsbild einer Enzephalitis ist deutlich von dem einer Meningitis zu
trennen. Bei einer Mumpserkrankung werden Enzephalitiden - im Gegensatz zur Meningitis -
nur aulerst selten beobachtet. OCKLITZ (1976) schlagt daher vor, nicht generell von der
"Mumpsmeningoenzephalitis" zu sprechen, sondern zwischen der Mumpsmeningitis und
Mumpsenzephalitis zu differenzieren.

2.5 Zellzahl und Differentialzellbild des Liquor cerebrospinalis bei einer natirlichen
Mumpsmeningitis

Die mit einer Pleozytose einhergehende Mumpsmeningitis kann sehr unterschiedlich ausge-
pragt sein. Die Zellzahlen variieren zwischen 6 und 2200 Zellen/mm?3 (6 und 2200 x 10° Zellen/I
(4, 115). Als hochste Zellzahl fand ROHMANN (1969) 8000/3 Zellen (2667 x 106 Zellen/l).

Die Pleozytose im Liquor, die den Ablauf einer Entziindung der Meningen belegt, ist bei
Mumps im Vergleich zu anderen Virusmeningitiden durch hohe Zellzahlen gekennzeichnet.
SCHMITZ (1982) fand bei Mumpsmeningitiden ein Uberwiegen der Zellzahlen von Uber
500/3 Zellen (167 x 10° Zellen/I). KRILLE (1975) konnte in 66% aller von ihm untersuchten
Mumpsmeningitiden Zellzahlen Gber 1000/3 (333 x 10° Zellen/l) beobachten. Bei anderen



Virusmeningitiden wurden diese Zellzahlen nur in 30% der Falle erreicht. Er beschreibt die
cytologischen Besonderheiten der Mumpsmeningitiden wie folgt:

- Ein buntes fast ausschlieRlich mononukleares Zellbild in der Erstpunktion

- Das Fehlen oder der Nachweis von unter 10% neutrophiler Granulozyten pro Sediment der
Erstpunktion

- Neutrophile Granulozyten sind im Zweitsediment nicht mehr nachweisbar.

Das Differentialzellbild des Liquors ist zu Beginn einer Mumpsmeningitis bei Kindern durch
eine aullerordentlich geringe und kurzzeitige akute, granulozytare Phase gekennzeichnet.
Nach Beobachtungen von KRILLE (1975) halt die granulozytare Initialphase nur 24 Stunden
an.

BANG (1943) und VAHLQUIST (1967) beschreiben schon im frlhen Stadium der Mumps-
meningitis vorherrschend mononukleare Zellbilder. AMMANN (1964) und SCHOLZ (1970) be-
richten von einem Uberwiegenden Anteil der monohistiozytaren Zellform schon zu Beginn der
Erkrankung. Auch KRILLE (1975) fand in den Erstsedimenten bei einer Mumpsmeningitis als
dominierende Zellart Monohistiozyten. VON HAEBLER (1968), WILFERT (1969),
JOHNSTONE (1972), AZIMI (1975), KOLLMORGEN (1979) und PELC (1981) beschreiben
ein Uberwiegen von lymphozytaren Zellbildern. SCHOLZ (1970) berichtet von einer grofien
Anzahl lympho-monozytarer "Ubergangsformen" aber kaum von typischen Lymphozyten.

2.6 Diagnostik

Die Diagnose des Mumps ist eindeutig, wenn die typische Schwellung der Ohrspeicheldriise
deutlich ausgepragt ist. Treten bei diesen Patienten meningitische Symptome auf, liegt der
Verdacht nahe, dass das Mumpsvirus daflir verantwortlich ist. Oft kommen aber Kinder mit
dem Verdacht einer Meningitis in stationare Behandlung, ohne dass es klinische Hinweise auf
den Erreger gibt. In der Anamnese kann es Hinweise auf eine kurzzeitig zurlckliegende
Parotisschwellung oder auf einen Kontakt mit anderen Mumpserkrankten geben, diese kbnnen
aber auch fehlen. Hier stellen die diagnostischen Labormethoden wichtige zusatzliche oder
gar die einzigen diagnostischen Kriterien dar. Die Labordiagnose beruht auf dem indirekten
oder direkten Erregernachweis. Von den indirekten Methoden ist die KBR fir den
routinemafligen Mumpsnachweis am gebrauchlichsten. Bei der KBR (26) werden zwei
Antigene unterschieden. Das V-Antigen oder Oberflachenantigen entspricht den Glykoprotein
enthaltenen Strukturelementen des viralen Envelope. Das l6sliche oder S-Antigen leitet sich
vom helikalen Ribonukleoprotein ab. Reaktionen des S-Antigens sind spezifisch fir den
Virustyp und werden nicht durch Kreuzreaktionen anderer Paramyxoviridae gestort. Bei der
Reaktion des V-Antigens mit seinen homologen Antikérpern werden Kreuzreaktionen mit
Newcastle disease-, Parainfluenza-1- und Parainfluenza-2-Viren beobachtet (63). Antikdrper
gegen das S-Antigen sind schon im friihen Krankheitsstadium nachweisbar und bleiben dies
fur einige Monate. Antikdrper gegen das V-Antigen treten spater auf und bleiben langer
nachweisbar (49). Serumproben der Patienten mussen im Abstand von 10 bis 14 Tagen der
Antikérperbestimmung unterzogen werden. Durch den vierfachen Titeranstieg im Serum wird
retrospektiv die Diagnose Mumpsmeningitis bestatigt. Neue Methoden flir den Nachweis der
Antikérper gegen Mumps wie der Single-Radial-Haemolysis-Test (SRHT) (98, 128) wurden
erprobt und haben sich in der Praxis als empfindlich und zuverldssig erwiesen. Der
Fluoreszenz-Antikorper-Test (FAT) (13) wurde erfolgreich fir den Nachweis und die Titration
von Mumpsantikérpern in  humanen Serumproben eingesetzt. Im Vergleich zur
Serumneutralisation erwies sich der FAT als die zuverlassigste Methode (8). In den letzten



Jahren wurden auf Grund des Vorhandenseins der Neuraminidase weitere serologische
Nachweisverfahren wie beispielsweise der Lektin-Neuraminidasetest entwickelt (79).
Methoden wie der Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (27, 88, 140) oder der
Radioimmunoassay (RIA) (15, 34) haben noch keine breite Anwendung gefunden.

Viele diagnostische Tests wie die Hamagglutination, die Hamagglutinationshemmung, die
Hamadsorption und die Hamadsorptionshemmung beruhen auf dem in den Spikes lokalisier-
ten Hamagglutinin. Es ist fur die Fahigkeit des Mumpsvirus verantwortlich, Erythrozyten von
Huhnern und Meerschweinchen zu agglutinieren (75) bzw. zu hamolysieren (84). Diese Eigen-
schaft des Mumpsvirus kann diagnostisch sowohl indirekt als auch direkt verwertet werden.
Ein direkter Erregernachweis ist durch die Isolierung des Virus moéglich. Die Anziichtung des
Erregers im bebriteten Hihnerei bzw. in der Zellkultur ist aber sehr zeitaufwendig und wird
daher nicht routinemaRig durchgefihrt. Als technisch aufwendiges Verfahren steht die Elektro-
nenmikroskopie fiir den direkten Nachweis des Erregers zur Verfiigung.

Im Gegensatz dazu hat die Immunfluoreszenz im Rahmen der Virusschnelldiagnostik breite
Anwendung gefunden. lhre Eignung fir den diagnostischen Nachweis des Mumpsantigens
wird durch Arbeiten von LESSO (1965), FRANKOVA (1970) und LENNETTE (1975) bestatigt.
Die Immunfluoreszenz ist ein schnelles, spezifisches und technisch weniger aufwendiges Ver-
fahren zum Nachweis von viralen Antigenen. Sie ermoglicht als erregerspezifisches Nachweis-
verfahren einen schnellen und spezifischen Antigennachweis in den verschiedensten Unter-
suchungsmaterialien.



3 Material und Methoden
3.1  Virusmaterial

In den nachfolgenden Versuchen fanden folgende Mumpsvirusmaterialien Verwendung:
Die Mumps-Lebendimpfstoffe Jeryl Lynn "Mumpsvax" (Behring, BRD) nach 3 Passagen auf
SPF-Huhnerfibroblasten, "Leningrad-3" (Institut fir Viruspraparate, Moskau, UdSSR), eine
neuropathogene Variante C und drei Mumpswildvirusisolate. Die neuropathogene Variante C
wurde durch Weiterpassagierung des Stammes Leningrad-3 (40 Passagen in Grenzverdin-
nungen auf verschiedenen Substraten) gewonnen. Wildvirus1 und 2 wurden nach 4
Eipassagen und Wildvirus 3 nach 20 Eipassagen eingesetzt. Die Mumpswildvirusisolate
konnten aus dem Speichel 5-jahriger Kinder mit Mumps ohne klinisch manifester ZNS-
Beteiligung gewonnen werden. Die Mumpswildvirusisolate und die neuropathogene Variante
C stellte freundlicherweise Frau Dr. G. Pollex, Institut fir Angewandte Virologie, Berlin, zur
Verfigung. Die Durchfihrung einer aktuellen Titerbestimmung diente der Einstellung des
Antigengehaltes auf ca. 10° PFU/mI vor Versuchsbeginn. Den Versuchstieren wurde 0,5 bzw.
1 ml dieser Viruskonzentration intracerebral appliziert.

3.2 Versuchsverlauf und Versuchstiere
3.2.1 Liquorproben von Kindern mit einer Mumpsmeningitis

Fir die Untersuchungen standen 57 Proben des Liquor cerebrospinalis von Kindern zur Ver-
fugung, die mit dem Verdacht einer Mumpsmeningitis in stationare Behandlung kamen. Die
Kinder (35 Jungen und 22 Madchen) waren im Alter von 1 bis 13 Jahren. Die Liquorproben
wurden 3 bis 8 Tage nach der Parotisschwellung gewonnen und uns als Zellsediment nach
dem Sedimentierkammer-Verfahren (106) zur Verfigung gestellt. Herr OA Dr. R. Noack,
Institut fur Infektionskrankheiten im Kindesalter im Stadtischen Klinikum Berlin-Buch stellte
freundlicherweise die Liquorproben zur Verfligung. RoutinemaRig werden Serumpaare dieser
Kinder einer Antikdrperbestimmung mit Hilfe der Komplementbindungsreaktion zur Erhebung
der Mumpsdiagnose unterzogen. Die Bestimmung der Mumpsantikérper wurde im Bezirks-
Hygiene-Institut Berlin im Laborbereich Mikrobiologie Buch durchgefihrt.

Fir den indirekten Immunfluoreszenztest kamen die y-Globulinfraktionen eines Anti-Mumps-
Immunserums vom Kaninchen bzw. Meerschweinchen zur Anwendung (siehe Abschn.3. 3.).

3.2.2 Affen

Alle Liquoruntersuchungen (Zellzahl, Cytologie, Immunfluoreszenz) wurden als orientierende
Untersuchungen parallel an den Affen durchgefuhrt, die fir Neuropathogenitatsuntersuchun-
gen intracerebral mit verschiedenen Mumpsmaterialien infiziert waren.

Bei den verwendeten Tieren handelte es sich um Grine Meerkatzen (Cercopithecus aetiops),
die der Tierhandel der Zoologica importierte. Vor Versuchsbeginn befanden sich die Tiere im
Institut 1/4 Jahr in Quarantdne. Zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns waren sie klinisch
gesund, ihr Korpergewicht lag zwischen 1,5 und 2,5 kg. Ausgewertet wurden jeweils 7 bis 10
Grine Meerkatzen, die mit dem Mumps-Lebendimpfstoff "Leningrad-3" und einer durch
Weiterpassagierung selektierten neuropathogenen Variante C intracerebral geimpft waren.
Den Kontrolltieren wurde an Stelle des Mumpsantigens eine gepufferte Salzldsung nach
Hanks injiziert. Die Applikation des Materials erfolgte langsam in beide Hemispharen (je
0,5 ml). Nach 3 bzw. 4wdchiger Versuchsdauer wurden die Tiere ausgeblutet. Die Impfung



und Entblutung erfolgten in tiefer Narkose, als Narkosemittel kam Ketanest (Pake-Davis, BRD)
0,7 ml intramuskular zur Anwendung.

3.2.3 Minischweinferkel

Verwendung fanden Minischweinferkel der Rasse MINI-LEWE aus dem VE Gut Wendefeldt-
Guldenhof, Kreis Gransee im Alter von 8 bis 10 Wochen, mit einem Gewicht von 6 - 8 kg. Sie
wurden intracerebral mit 0,5 ml der Mumpsimpfstoffe Jeryl Lynn und Leningrad-3 bzw. mit den
Wildisolaten 1, 2 und 3 geimpft. Die Applikation des Virusmaterials erfolgte langsam in die
rechte Hemisphare. Jeder Versuch umfaldte 20 Tiere, davon dienten vier als Kontaktkontrolle,
die an Stelle des Mumpsantigens eine gepufferte Salzlosung nach Hanks injiziert bekamen.
Jeweils zwei Tiere wurden nach 3, 7, 10, 13, 17, 21, 28 und 56 Tagen post infectionem getdtet.
Nach 21 und 28 Tagen wurde zusatzlich je ein Kontrolltier und nach 56 Tagen zwei Kontroll-
tiere getotet. Die Minischweine wurden mit Hexobarbital-Natrium AWD (VEB Arzneimittelwerk,
DDR) intraperitoneal (50 mg/kg Korpergewicht) narkotisiert.

3.2.4 Katzen

Die Versuche an Katzen konnten mit jeweils 10 Tieren, die der staatliche Tierhandel lieferte,
durchgefiihrt werden. Die Tiere variierten in Alter und GroéfRe. Am Tiermodell Hauskatze wur-
den zwei Versuchsreihen mit den Mumpsviren Jeryl Lynn und Wildvirus1 durchgeflihrt. Die
Katzen erhielten ebenfalls 0,5 ml Virusmaterial intracerebral in den Hypothalamus der rechten
Hemisphare injiziert. Den Kontrolltieren wurden 0,5 ml einer gepufferten Salzlésung nach
Hanks appliziert. Die Tiere wurden 3, 7, 10, 21 und 28 Tage post infectionem getdtet. Als
Narkosemittel erhielten die Katzen rompun (Bayer, BRD) 0,1 ml intramuskular und Ketanest
(Prake-Davis, BRD) 0,5 ml intramuskular.

3.2.5 Praparation des Liquor cerebrospinalis

Von jedem Versuchstier wurde eine Liquorprobe durch Subokzipitalpunktion aus der Cisterna
cerebello medularis am Tag der Tétung gewonnen. Die Zellzahl wurde in der Fuchs-Rosen-
thal-Zahlkammer nach Farbung mit Eisessig/ Methylviolett bestimmt. Jeweils 0,5 ml des
Liquors wurden eingesetzt, um drei Zellpraparate mit Hilfe des Sedimentierkammer-Verfah-
rens nach Sayk (106) herzustellen. Eine Zellpraparation, May-Grunwald-Giemsa gefarbt nach
Pappenheim (42), diente der Zelldifferenzierung (110). Die beiden anderen Zellpraparationen
wurden nach 10mindtiger Fixierung in kaltem Aceton bis zur weiteren Untersuchung im Fluo-
reszenz-Antikdrper-Test bei -20°C aufbewahrt.

3.3 Die indirekte Immunfluoreszenztechnik

Die Immunfluoreszenztechnik, die von COONS und KAPLAN (1950) entwickelt wurde, ist
heute fester Bestandteil der virologischen Diagnostik. Das erste Virus an dem sie ihre neuent-
wickelte Methode erprobten, war das Mumpsvirus (21). Mit dieser Technik war es gelungen,
die hohe Nachweisempfindlichkeit fluoreszenzmikroskopischer Methoden mit der strengen
Spezifitat serologischer Verfahren zu verbinden und damit auch die Lokalisation einer Antigen-
Antikdrper-Reaktion zu ermdglichen.

Bei den vorliegenden Untersuchungen erfolgte der Nachweis des Mumpsantigens in den Pro-
ben des Liquors mit der indirekten Immunfluoreszenztechnik.

In einem ersten Reaktionsschritt wurden die Praparate mit der y-Globulinfraktion eines Anti-
Mumps-Immunserums vom Kaninchen (HAH-Titer 1:512) Uberschichtet. Zur Anwendung
kamen weiterhin die y-Globulinfraktionen eines Anti-Mumps-Immunserums vom



10

Meerschweinchen (HAH-Titer 1:256) und eines humanen Rekonvaleszentenserums mit einem
Mumpsantikdrpertiter in der KBR von 1:320. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten bei 37°C
in der feuchten Kammer. AnschlielRend wurden die Praparate dreimal 10 Minuten mit einer
0,01 M phosphatgepufferten Kochsalzlésung pH 7,2 gewaschen. Im zweiten Reaktionsschritt
erfolgte eine erneute Inkubation mit einem FITC-markierten Konjugat, einem Anti-Kaninchen-
Globulin, einem Anti-Meerschweinchen-Globulin bzw. einem Anti-Human-Globulin von der
Ziege (Staatl. Inst. f. Immunpraparate und Nahrmedien, DDR) fur 30 Minuten bei 37°C in einer
feuchten Kammer. Das ungebundene Konjugat konnte anschlieRend durch dreimaliges
Waschen fur 10 Minuten im Puffer entfernt werden. Eine bessere Kontrastierung der
spezifischen Fluoreszenz erzielte die Gegenfarbung der Praparate mit einer 0,01%igen
Evansblau-Lésung (Reanal, Ungarn). Die mit gepuffertem Glyzerin eingedeckten Praparate
werden im Auflichtverfahren (HBO 202, Fluoval |, Carl Zeiss, Jena, DDR) mikroskopiert. An
Kontrolluntersuchungen wurden durchgefihrt:

1. Uberschichten infizierter Praparate mit einem heterologen Immunserum und

2. Uberschichten nur mit dem FITC-markierten Konjugat.

3.3.1 Immunseren

Fir den erfolgreichen fluoreszenzoptischen Virusnachweis sind moéglichst hochtitrige Antise-
ren zwingende Voraussetzung. Monospezifische Hyperimmunseren wurden durch Immunisie-
rung von Kaninchen und Meerschweinchen mit dem Mumpsvirus Stamm Enders hergestellt.
Diese Tierspezies zeichnen sich durch eine gute humorale Immunantwort gegentber dem
Mumpsvirus aus und entsprechende FITC-markierte Anti-Spezies-Globulinseren sind kom-
merziell erhaltlich. Verschiedene Immunisierungsschemen mufdten erprobt werden. Durch
kurze Immunisierungszeiten konnten hohe Titer im Fluoreszenz-Antikorper-Test erzielt wer-
den. Jedes dieser Seren mufdte auf seine spezielle Eignung im Fluoreszenztest gepruft wer-
den, da serologische Routinemethoden wie Agglutination und KBR zwar Hinweise auf die all-
gemeine Verwendbarkeit geben, jedoch nicht in jedem Falle einen sicheren Rickschluf} auf
das Verhalten im Fluoreszenz-Antikorper-Test geben. Der Serumprifung dienten mumpsinfi-
zierte Zellkulturen. Die y-Globulinfraktion wurde mittels eines lonenaustauschverfahrens an
DEAE-Zellulose von Seren gewonnen, die sich im Zellkulturtest durch eine brillante cytoplas-
matische, granulare Fluoreszenz auszeichneten. Die Verwendung der y-Globulinfraktion ver-
hinderte weitgehend unspezifische Fluoreszenzerscheinungen.

3.4 Statistische Versuchsauswertung

Fir die Auswahl eines geeigneten statistischen Prufverfahrens zur Auswertung der Daten ist
es erforderlich, die Form der Stichprobenverteilung zu bestimmen. Wichtige Kenngrof3en einer
Stichprobe sind der Mittelwert und die Varianz. Der Mittelwert ist einfach der Durchschnitt der
Daten der Stichprobe, auch arithmetisches Mittel genannt.

1
X= —
n

[

1=

Die Varianz ist der Mittelwert der quadratischen Abweichung der Stichprobendaten von X.
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Damit ist die Varianz ein Maf fir die Variabilitdt der Daten. Darlber hinaus kann durch die
Berechnung von Schiefe und Wélbung der Haufigkeitsverteilung der Stichprobe etwas Gber
die Form der Verteilung ausgesagt werden.

1 _
. = Y (-n)*
Wolbung W = 22mi® 1;:‘ )
5 LhaGim0)?

relative Schiefe R = NG

Die relative Schiefe wird verwendet um festzustellen, ob eine Verteilung symmetrisch oder um
den Mittelwert schief ist. Eine Verteilungsfunktion kann als symmetrisch betrachtet werden,
wenn -0,5< relative Schiefe <+0,5 ist.

Die Verteilung ist stark schief, wenn dieser Wert + 1 Ubersteigt. Wie der Tabelle 1 zu entneh-
men ist, ist die Verteilungsfunktion der Zellzahlen des Liquor cerebrospinalis der vorliegenden
Versuche als stark schief anzusehen.

Die Wolbung verwendet man, um die Flachheit bzw. Steilheit einer Verteilungskurve zu inter-
pretieren. Die Wolbung einer Normalverteilung liegt etwa bei 3. Bei Werten unter 3 wird die
Kurve flacher, bei Werten Uber 3 steiler.

Die Angaben zur Wélbung und Schiefe der Verteilungskurve in Tab. 1 verdeutlichen, dass die
Zellzahlen des Liquor cerebrospinalis, Uber die gesamte Versuchsdauer betrachtet, keiner
Normalverteilung unterliegen. Damit kann der fur die Prufung von Mittelwerten bei einer nor-
malverteilten Grundgesamtheit tibliche t-Test nicht angewendet werden, der Ubergang zu ver-
teilungsfreien Prufverfahren wird erforderlich. Hier bietet sich der WILCOXON- (Mann-
Whithney-) Test an (118). Mit diesem Test wurden die Unterschiede zwischen den Mittelwerten
der Liquorzellzahlen fir die verschiedenen Mumpsviren bei unterschiedlichen Irrtumswahr-
scheinlichkeiten gepruft.
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Tab. 1 Statistische KenngroRe der Verteilungsfunktion der Zellzahlen des Liquor
cerebrospinalis der Minischweine nach i.c. Mumpsvirusapplikation Gber die gesamte

Versuchsdauer
Wild- Wild- Wild- Jeryl Lenin-
virus 1 virus 2 virus 3 Lynn grad-3
Anzahl der 13 15 4 13 21
Werte n
Mittelwert 123 68, 7 72,5 42,5 16, 3
Varianz 21842 4886, 6 4314,8 1502,9 186,2
Wdlbung 51 7,9 2,3 54 5,3
relative

Schiefe 1,7 2,2 1,1 1,8 1,6
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4  Ergebnisse

4.1 Immunfluoreszenzoptischer Nachweis des Mumpsvirus bei Kindern mit einer
Mumpsmeningitis

Unter den Infektionskrankheiten im Kindesalter sind die viralen Infektionen von besonderer
Bedeutung, gegenwartig die haufigste ist die Parotitis epidemica. Das Auftreten einer serésen
Meningitis infolge einer Mumpsvirusinfektion des Kindes ist ein gelaufiges Krankheitsbild. Die
Diagnose des Mumps bei Patienten mit meningitischen Symptomen ist nicht immer eindeutig,
wenn die typische Schwellung der Ohrspeicheldrise fehlt, es keine Hinweise in der Anamnese
auf eine zurlckliegende Parotisschwellung oder einen Kontakt mit anderen Mumpserkrankten
gibt.

Diagnostische Labormethoden liefern hier wichtige zusatzliche, oft die einzigen diagnostischen
Kriterien. In der klinischen Praxis ist die spezifische atiologische Diagnostik ausschlie3lich auf
die Serologie begrenzt. Wie bereits im Abschnitt 2.6. besprochen, wird die Atiologie einer
Virusmeningitis durch die Serologie aber erst retrospektiv geklart. Die atiologische Abgrenzung
der verschiedenen Virusmeningitiden untereinander durch Liquoruntersuchungen (Cytologie,
Eiweild, Zucker) ist ebenfalls nicht problemlos moglich. Um die spezifische Erregerdiagnostik
bei Virusmeningitiden unklarer Atiologie zu beschleunigen, bietet sich die Immunfluoreszenz
als schnelles und erregerspezifisches Nachweisverfahren fir die Untersuchung von Liquor-
sedimenten an. Die Ergebnisse einer Uberpriifung der Anwendungsmaéglichkeiten der Immun-
fluoreszenz an Liquorzellen zum spezifischen Antigennachweis bei nattirlichen Mumpserkran-
kungen als diagnostische Methode werden im folgendem vorgestellt.

In 39/57 Proben (68%) wurde durch die Bestimmung der komplementbindenden Antikorper
das Mumpsvirus als atiologisches Agenz fir die Meningitis diagnostiziert. Mit Hilfe der
indirekten Immunfluoreszenztechnik konnte in 25/39 Proben (64%) das Mumpsantigen in den
lymphomonozytaren Liquorzellen bestatigt werden (Abb. 2). In 14 Proben (36%) konnte bei
ebenfalls positiver Komplementbindungsreaktion das Mumpsvirusantigen mittels
Immunfluoreszenz nicht nachgewiesen werden (falsch negative Befunde). Der
immunfluoreszenzoptische Nachweis des Mumpsantigens fiel in 18/57 Proben (32%) negativ
aus, bei hier gleichfalls negativer Serologie. Die Ergebnisse sind in Tab. 2 wiedergegeben. Mit
den vorliegenden Befunden kann die Eignung der Immunfluoreszenz als diagnostische
Schnellmethode zum spezifischen Nachweis des Mumpsantigens in den Liquorzellen natirlich
erkrankter Kinder prinzipiell bestatigt werden. FUr die falsch negativen Befunde werden
Zeitfaktoren und eine Antigenmaskierung diskutiert. Im Folgenden werden die
Anwendungsmoglichkeiten der Liquordiagnostik (Zellzahl und Cytologie) sowie der
Immunfluoreszenz fir den spezifischen Erregernachweis im Tierexperiment geprtift.
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Tab. 2 Immunfluoreszenzoptischer Nachweis des Mumpsantigens in Liquorproben von
Kindern mit einer Mumpsmeningitis

Liquor cerebrospinalis Serum
Zellzahl %Granulo- Immunflores- Mumpsantikérper
X108 /1 zyten zenz (KBR)
positiv negativ positiv negativ
84-1290 1-50 25 25
6-2283 1-38 18 18
1-1130 1-77 14 14

Dem Internationalen Einheitensystem folgend werden die Zellzahlen im Liquor cerebrospinalis
in Millionen pro Liter angegeben (76).
1130 x 10° Zellen/I = 3390/3 Zellen

4.2 Ergebnisse der Liquordiagnostik bei mumpsinfizierten Affen

Die neurotrope Eigenschaft des Mumpsvirus ist neben den klinischen und sozial-6konomi-
schen Grunden mit eine Ursache fur die Immunisierung mit einer Mumps-Lebendvakzine. Fur
die Immunprophylaxe des Mumps haben sich Lebendimpfstoffe als geeignet erwiesen. Die
Anwendung von Lebendimpfstoffen beim Menschen setzt tierexperimentelle Sicherheitspri-
fungen voraus. Alle neuropathologischen Untersuchungen mit dem Mumpsvirus wurden bisher
am Affen durchgeflhrt.

Die Versuchsanordnung und Auswertung bei allen Experimenten mit Affen unterlag einem vor-
gegebenen Ablaufplan zur Prifung des neurotropen Verhaltens von Mumpsviren mit tblicher
histologischer Auswertung. Parallel zur histologisch orientierten Versuchsauswertung wurden
Liquoruntersuchungen durchgefiihrt, die unter folgenden Gesichtspunkten ausgewertet wur-
den:

- Nachweis einer Pleozytose nach intracerebraler Infektion als Ausdruck einer
Mumpsmeningitis beim Affen

- Nachweis einer Dynamik in den Liquorzellbefunden (Art und Zahl der Zellen)

- prinzipielle fluoreszenzoptische Nachweisbarkeit des Mumpsvirusantigens in den
Liquorzellen der Versuchsaffen

Da Mumps bei einer natirlichen Erkrankung nahezu regelhaft zu einer Pleozytose fuhrt,
konnte die Einbeziehung der Liquordiagnostik als paraklinische Untersuchungsmethode in die
tierexperimentellen Untersuchungen zum neurotropen Verhalten von Mumpsviren die histo-
pathologischen Befunde erganzen.

4.2.1 Zellzahldynamik und Morphologie der Zellen des Liquor cerebrospinalis bei
Versuchsaffen

Analog zur naturlich auftretenden Mumpsmeningitis bei Kindern war auch bei allen experimen-
tell intracerebral infizierten Grinen Meerkatzen eine statistisch gesicherte Erhdhung der
Liquorzellzahl als Ausdruck der entziindlichen Prozesse an den Meningen zu beobachten. Die
Erhdhung der Liquorzellzahlen war bereits am 3. Tag p. i. hoch signifikant (Irrtumswahrschein-
lichkeit a = 0,01). Innerhalb der ersten Woche deutet sich ein weiterer Anstieg der Liquorzell-
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zahl an, der dann im Laufe der 2. bis 4. Woche allmahlich wieder zurtickging. Nach 4wdéchiger
Versuchsdauer bestehen bei weiterhin rucklaufiger Tendenz noch statistisch gesicherte
Unterschiede zu den Normalwerten (Tabelle 3, 4 u. 5). Die Liquorzellzahlen liegen bei Lenin-
grad-3 21 und 28 Tage p. i. mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit a = 0,05 deutlich Uber den
Normalwerten. Bei der neuropathogenen Variante C unterscheiden sich die Liquorzellzahlen
nach 28tagiger Versuchsdauer (a = 0,01) noch von den Normalwerten. Zwischen den Liquor-
zellzahlen bei Leningrad-3 und der Variante C bestehen 28 Tage nach der i. c. Virusapplikation
Unterschiede. Die Zellzahlen bei der neuropathogenen Variante C sind hoher als bei Lenin-
grad-3 (a =0,1). Der Verlauf der Zellzahlkurve im Liquor bei experimentell infizierten Affen
ahnelt damit dem Zellzahlverlauf bei natirlichen Mumpsmeningitiden des Kindes. Im Allgemei-
nen gehen auch beim Kind die Liquorzellzahlen nach anfanglich sehr hohen Werten im Verlauf
der 3. bis 4. Woche zuruck und erreichen in der 5. Woche Normalwerte (6, 89, 115).

Das Zellbild ist beim Affen durch lympho-monozytare Zellen gekennzeichnet, wobei zu jedem
Zeitpunkt des Versuchs ein Uberwiegen der Monozyten zu beobachten ist. Neutrophile
Granulozyten waren zu den von uns gepruften Zeiten nicht nachweisbar (Tabelle 6). Da die
natirliche Mumpsmeningitis bei Kindern ebenfalls durch ein lympho-monozytares Zellbild
charakterisiert ist (89), besteht auch in diesem Punkt weitgehende Ubereinstimmung zwischen
der experimentellen Mumpsmeningitis des Affen und der natirlichen Mumpsmeningitis des
Kindes.

Tab. 3 Liquorzellzahlen und der Nachweis des Mumpsantigens in Liquorzellen bei
intracerebral mit Leningrad-3 infizierten Affen

Tage Liquor cerebrospinalis
p. i. Zellzahl
x 108 /1 x Immunfluoreszenz

21 158 1]

21 183 1]

21 139 160 1]

28 12 1]

28 17 1]

28 20 1]

28 36 21,5 (]

Mittelwertvergleiche mit dem WILCOXON-Test:

| fL_S 28 Tage ?Enormal
XL_3 21 Tage | 138,5* 156*
= JEL_3 28 Tage | 1 7,5++

+ Irrtumswahrscheinlichkeit a = 0,05 ++ |rrtumswahrscheinlichkeit a = 0,01
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Tab. 4 Liquorzellzahlen und der Nachweis des Mumpsantigens in Liquorzellen bei
intracerebral mit der Variante C infizierten Affen

Tage p. i. Liquor cerebrospinalis

Zellzahl

x 108 /I x Immunfluoreszenz
3 3018 +
6 3233 +
9 1867 (%]
13 240 %]
17 433 1758,2 (%]
28 100 ]
28 86 ]
28 17 (%]
28 31 ]
28 40 54,8 (%]

Mittelwertvergleiche mit dem WILCOXON-Test:

| fVa C 28 Tage fnormal
XvaC317Tage | 1703,4* 1754,2**
XVa C 28 Tage | 50,8**
| XL-3 28 Tage
XVa C 28 Tage | 33,3°

o Irrtumswahrscheinlichkeit a = 0,1
++ Irrtumswahrscheinlichkeit a = 0,01

Tab. 5 Liquorzellzahlen und der Nachweis des Mumpsantigens in Liquorzellen bei
Kontrollaffen

Tage p. i. Liquor cerebrospinalis
Zellzahl
x 108 /| x Immunfluoreszenz
28 4 ]
28 3 ]
28 5 ]
28 6 ]
28 2 4 J



17

Tab. 6 Morphologie der Liquorzellen vom Affen nach intracerebraler Inokulation von

Mumpsviren
Zellart Leningrad-3 Variante C
Wochen p. i. Wochen p. i.
3 4 1 2 4
Monozyten 60% 76% 57% 53% 56%
Lymphozyten 32% 20% 31% 42% 39%
Lymphoidzellen 8% 4% 12% 5% 5%

4.2.2 Immunfluoreszenzoptischer Nachweis des Mumpsantigens in den Liquorzellen

Bei Affen konnte, in Ubereinstimmung mit den Befunden beim Menschen, der Nachweis des
Mumpsantigens in den lympho-monozytaren Zellen des Liquors erbracht werden. Das Mumps-
antigen wurde beim Affen nur innerhalb der ersten Versuchswoche in den Zellen
nachgewiesen. In der zweiten bis vierten Woche nach Versuchsbeginn war dies nicht mehr
moglich (Tabelle 3 u. 4). Der Nachweis des Mumpsantigens war durch eine hellgrine,
granulare Fluoreszenz, die das gesamte Cytoplasma umfassen konnte gekennzeichnet. Hau-
fig war die Fluoreszenz in der unmittelbaren Umgebung des Zellkerns besonders deutlich
(Abb. 3).

An Gefrierschnitten des Gehirns konnte 6 und 9 Tage p. i. in den Ependymzellen eine flr das
Mumpsvirus typische hellgriine, granulare, cytoplasmatische Fluoreszenz gefunden werden.
Durch den zeitlich begrenzten immunfluoreszenzoptischen Nachweis des Mumpsantigens in
den Liquorzellen der experimentell infizierten Affen wird deutlich, dass der Nachweis einer
positiven Mumpsfluoreszenz in den Liquorzellen einer zeitlichen Abhangigkeit unterliegt. Dies
koénnte auch die Ursache flr falsch negative Befunde bei den an Mumps erkrankten Kindern
sein.

Die hier vorgestellten Liquorbefunde bei experimentell infizierten Griinen Meerkatzen korrelie-
ren gut mit den Beobachtungen bei naturlichen Mumpsmeningitiden der Kinder. Liquorunter-
suchungen bei experimentell infizierten Versuchstieren stellen somit eine Erweiterung der bis-
her tblichen morphologischen Untersuchungstechnik dar. Es ist zu Uberprifen, ob der immun-
fluoreszenzoptische Nachweis des Mumpsantigens in den Liquorzellen auch bei anderen Ver-
suchstieren geeignet ist, neurotrope Eigenschaften des Mumpsvirus zu charakterisieren.
Systematische Untersuchungen zum Verlauf der Liquorpleozytose und zur immunfluores-
zenzoptischen Nachweisbarkeit des Mumpsantigens in den Liquorzellen werden im Folgenden
vorgestellt.

4.3 Ergebnisse der Liquordiagnostik bei mupsinfizierten Minischweinen und Katzen
4.3.1 Zellzahldynamik im Liquor cerebrospinalis

Minischweine und Katzen reagieren auf intracerebral injiziertes Mumpsvirus mit einer deut-
lichen Liquorpleozytose. Die Hohe der Zellzahl im Liquor ist bei Mumpswildvirusisolaten mit
einer statistischen Sicherheit von 95% bedeutend grof3er als bei den Impfviren. Sie unterliegt
starken individuellen Schwankungen, wie dies auch bei einer naturlichen Mumpserkrankung
des Menschen der Fall ist. Es zeigte sich generell ein Anstieg der Liquorzellzahl in der ersten
Woche. Bei Wildvirus1 ist nach der zweiten Versuchswoche ein statistisch gesicherter Abfall
der Liquorzellzahlen zu beobachten. Wildvirus 2, Jeryl Lynn und Leningrad-3 zeigen eine ahn-
liche Tendenz, die sich aber auf einem so hohen Signifikanzniveau nicht sichern 1a3t. Nach
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insgesamt achtwochiger Versuchsdauer war der Riuckgang der Zellzahl auf Normalwerte bei
den Impfviren und den Wildviren noch immer nicht vollstdndig erreicht, die Werte liegen
zwischen 11 x 10% und 29 x 10° Zellen/I (Abb. 4 u. Tab. 7).

Die Pleozytose bei den Katzen war nicht so ausgepragt wie bei den Minischweinen, d. h. die
Liquorzellzahlen waren im Allgemeinen niedriger. Die Entwicklungstendenz der Zellzahlen ent-
spricht aber den Ergebnissen beim Minischwein. Die Liquorzellzahlen sind bei Mumpswildvirus
infizierten Katzen signifikant groRer als bei den mit Jeryl Lynn infizierten Tieren. (Abb. 5
u. Tab. 8).
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Tab. 7 Entwicklung der Zellzahl im Liquor von Minischweinen nach i. c. Inokulation von
Mumpsviren

Tage Wildvirus1  Wildvirus 2  Wildvirus 3  Jeryl Lynn Leningrad-3
p. i.

Zellzahl Zellzahl Zellzahl Zellzahl
Zellzahl
x10%/1 x x 108/l x x10%/1 x x10%/1 x x 108 /| X

3 540 77 32 48 40
65 153 17
7 288 24 39 13
21 15 15
23
10 250 208 186 12 4
133 14
8
13 56 105 89 5
17 22 9
214 98 54 30 19,7
17 123 103 30 41 2
25 20 12 28
21
21 41 101 60 6
59 65 5
28 28 31 42 10 6
7 4
21
56 21 14 23 14
18 45 8 48,9 24 28,3 20 11,8
Gesamt 123 68,7 72,5 42,2 16,3
K21 18 9 31 19
K28 13 24 51 35 3

K 56 19 27 9 14
11 13 19
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Mittelwertvergleich mit dem WILCOON-Test:

| xWildv.2  xJ.Lynn xL-3

x Wildv.1
x Wildv.2

x J.Lynn

54,3

60,8 + 106,7+++
25,5 52,4 ++
25,9 +

| x Wildv.1 17-56 Tage x Wildv.2 17- 56 Tage

x Wildv.1 3-13Tage | 169 +
x Wildv.2 3-13 Tage | 49,1
| x J.Lynn 17-56 Tage x L-3 17-56 Tage
x J.Lynn 3-13 Tage | 15,7
xL-3 3-13Tage | 7,9

+ Irrtumswahrscheinlichkeit a = 0,05
++ Irrtumswahrscheinlichkeit a = 0,01
+++ [rrtumswahrscheinlichkeit a = 0,001

Tab. 8 Entwicklung der Zellzahl im Liquor von Katzen nach i.c. Inokulation von Mumpsviren

Tage p. i. Wildvirus 1 Jerry Lynn
Zellzahl
x 106 /I X x 10° /I X
3 10 8
30
7 40
10 45 7
21 37 37
16 15
19 28,1
28 14 16,2
K 3

Mittelwertvergleiche mit dem WILCOXON-Test:

x J.Lynn

x Wildv.1

11,9*

+ Irrtumswahrscheinlichkeit a = 0,05
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4.3.2 Morphologie der Liquorzellen

Bei den im Liquor cerebrospinalis der Minischweine gefundenen Zellen handelt es sich um
mononukleére, deren Differenzierung ein Uberwiegen von Monozyten zu jedem Zeitpunkt der
Infektion ergab. Der Monozytenanteil variiert von 41 - 90%. Der Anteil der Lymphozyten
schwankt zwischen 7 und 28% mit einer Ausnahme von 43%. Eosinophile Granulozyten, Plas-
mazellen und Makrophagen treten nur sehr vereinzelt auf. Neutrophile Granulozyten fehlten in
den Liquorsedimenten vollig (Abb. 6 u. Tab. 9).

Tab. 9 Morphologie der Liquorzellen von Minischweinen nach i. c. Inokulation von
Mumpsviren

Zellart Wildvirus 1 Wildvirus 2
Wochen p. i. Wochen p. i.
1 2 3 4 8 1 2 3 4 8
Monozyten 73% 66% 74% 82% 75% 88% 41% 72% 69% 86%
Lymphozyten 16% 26% 20% 15% 22% 7% 43% 23% 28% 9%
Lymphoidzellen 1% 2% 3% 2% 3% 3% 14% 4% 1% 5%
Eosinophile
Granolozyten 4%
Plasmazellen 2% 2% 1% 1% 2% 1% 2%
Makrophagen 1% 1%
Zellart Jerry Lynn Leningrad-3
Wochen p. i. Wochen p. i.
1 2 3 4 8 1 2 3 4 8
Monozyten 73% 70% 73% 88% 77% 88% 80% 86% 81% 90%
Lymphozyten 21% 23% 26% 10% 19% 9% 15% 11% 15% 8%
Lymphoidzellen 4% 2% 1% 2% 4% 3% 5% 3% 2% 2%

Eosinophile
Granolozyten

2% 5%

2%
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4.3.3 Immunfluoreszenzoptischer Nachweis des Mumpsantigens in den Liquorzellen

Mittels der indirekten Immunfluoreszenztechnik konnte das Mumpsantigen in den lympho-
monozytaren Zellen des Liquors der Versuchstiere nachgewiesen werden. Der spezifische
Nachweis des Mumpsvirusantigens war durch eine leuchtende hellgrine Fluoreszenz im
Zytoplasma der Zellen gekennzeichnet. Die Fluoreszenz erstreckte sich Uber das gesamte
Plasma und war oft in unmittelbarer Nahe des Zellkerns besonders intensiv. Haufig war aber
auch eine granulare Fluoreszenz im Plasma zu beobachten. Der Zellkern war in jedem Falle
frei von jeglicher Fluoreszenzerscheinung.

Bei den Jeryl Lynn, Leningrad-3 und Wildvirus 3 infizierten Minischweinen konnte das Antigen
bereits 3 Tage nach der Infektion nachgewiesen werden. Es blieb knapp 3 Wochen (bis 17
Tage p. i.) nachweisbar, wobei die Fluoreszenzintensitat in der zweiten Woche ihr Maximum
erreichte. Bei den mit Wildvirus1 und 2 infizierten Tieren wurde das Auftreten einer positiven
Fluoreszenz erst 10 Tage nach der Infektion beobachtet, sie blieb aber auch hier bis zur dritten
Woche (bis 21 Tage p. i.) nachweisbar. Ubereinstimmend kann festgestellt werden, dass der
fluoreszenzoptische Nachweis des viralen Mumpsantigens 28 Tage nach Versuchsbeginn
nicht mehr moglich war (Abb. 7, Abb. 8, Abb. 9 u. Tab. 10).

Tab. 10 Fluoreszenzoptischer Nachweis der Mumpsvirusantigene in den Liquorzellen der
Minischweine

Tage Wild- Wild- Wild- Jeryl Lenin-.
i.p. virus 1 virus 2 virus 3 Lynn grad-3
3 %] %] + + +
7 (%] (%] + + +
10 + + ++ ++ ++
13 + + ++ ++ ++
17 + + + + +
21 + %] %] %] %]
28 %] %] -- %] %]
56 %] %] -- %] %]

+ deutliche, spezifische Fluoreszenz

++  besonders kraftige, spezifische Fluoreszenz
%) keine Fluoreszenz

--  keine Liquorproben

Der immunfluoreszenzoptische Nachweis des Mumpsantigens in den Liquorzellen der Katzen
zeigte die gleiche Tendenz. Da die Subokzipitalpunktion bei den Katzen nicht immer erfolg-
reich verlief, lal3t sich Uber das Ende der Nachweisbarkeit des Mumpsantigens bei den Jeryl
Lynn infizierten Katzen keine Aussage machen. Die frihe Nachweisbarkeit des Impfstammes
3 Tage p. i. und der verzdgerte Beginn der fluoreszenzoptischen Nachweisbarkeit des Wild-
virus 1 7 Tage p. i. wird aber auch bei den Katzen deutlich. Die Nachweisbarkeit des Wildvirus
1 halt hier bis zum 13. Tag an (Tab. 9 u. Tab. 11).
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Tab. 11 Fluoreszenzoptischer Nachweis der Mumpsvirusantigene in den Liquorzellen der

Katzen
Tage Wild- Jeryl
i.p. virus 1 Lynn
3 a +
7 + +
10 + --
13 + --
17 -- %]
21 %] %]
28 -- %]

+ deutliche, spezifische Fluoreszenz

++  besonders kraftige, spezifische Fluoreszenz
] keine Fluoreszenz

--  keine Liquorproben

4.3.4 Kontrolltiere

Interessante Resultate ergaben sich bei den Kontrolltieren, sie wurden als Kontaktkontrolle
gemeinsam mit den Versuchstieren gehalten. Die Mehrzahl der Kontrolltiere (16 Tiere)
zeigten 3, 4 und 8 Wochen nach Versuchsbeginn erhdhte Zellzahlen im Liquor. Es wurden
mononukleare Zellbilder mit einem Uberwiegendem Monozytenanteil gefunden. Die
Haufigkeitsverteilung der Lymphozyten, Lymphoidzellen und eosinophilen Granulozyten
entspricht ebenfalls den Befunden bei den Versuchstieren (Tab. 12).
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Tab. 12 Morphologie der Liquorzellen vom Minischwein (Kontrolltiere)

Zellart Wildvirus 1 Wildvirus 2

Wochen p. i. Wochen p. i.

3 4 8 3 4 8

Monozyten 85% 80% 74% 87% 80% 64%
Lymphozyten 13% 13% 19% 13% 12% 25%
Lymphoidzellen 2% 7% 5% 7%
Eosinophile
Granolozyten 6% 1% 1%
Plasmazellen 1% 2% 3%
Zellart Jerry Lynn Leningrad-3

Wochen p. i. Wochen p. i.

3 8 3 4 8
Monozyten 82% 76% 96% 89% 91%
Lymphozyten 15% 22% 4% 1% 6%

Lymphoidzellen

Eosinophile

Ein fluoreszenzoptischer Virusnachweis war bei 3 Tieren moglich. Dabei handelt es sich um
die Kontaktkontrollen, der mit Wildvirus infizierten Minischweine. Dieser Nachweis war unab-
hangig von der Hohe der Zellzahl (Tab. 13). Bei Kontaktkontrollen der mit Impfviren infizierten
Minischweine konnte das Mumpsantigen nicht fluoreszenzoptisch in den Liquorzellen nachge-

wiesen werden.

3% 1%

1%

3%
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Tab. 13 Liquorzellzahlen und der Nachweis des Mumpsantigens in den Liquorzellen des
Minischweins (Kontaktkontrollen)

Tage Wildvirus 1 Wildvirus 2 Wildvirus 3
p.i. Zellzahl Zellzahl Zellzahl

x 106 /I IF x 10° /I IF x 10° /I IF
21 18 + 9 1%}
28 13 %) 24 + 51 +
56 19 %) 27 J
56 11 %) 13 1%}
Tage Jeryl Lynn Leningrad-3
p. i. Zellzahl Zellzahl

x 106 /I IF x 10% /I IF

21 31 %) 19 %)
28 35 1%} 3 1%}
56 9 1%} 14 1%}
56 19 %)

+ deutliche, spezifische Fluoreszenz
1] keine Fluoreszenz
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5 Diskussion

Unter den Erkrankungen, die im Kindesalter haufig auftreten, spielen Infektionskrankheiten
eine besondere Rolle. Durch die gezielten immunprophylaktischen Mahahmen in unserem
Land hat sich das Spektrum der Infektionskrankheiten im Kindesalter verandert. Erkrankungen
wie beispielsweise Tuberkulose, Diphterie, Keuchhusten, Poliomyelitis und Masern treten nicht
mehr oder nur noch in geringem Umfang auf. Zu den heute noch weit verbreiteten viralen
Infektionskrankheiten gehort der Mumps. Ebenfalls nicht selten sind Infektionen durch die
Enteroviren bzw. virale Infektionen der Atemorgane.

Infektionskrankheiten sind oft die Ursache flr entzlindliche Prozesse im ZNS, die als Entzin-
dung des Gehirnparenchyms (Enzephalitis) oder der Hirnhaute (Meningitis) mit entsprechen-
den klinischen Krankheitsbildern ausgepragt sein kénnen. Fir diese pathologischen Prozesse
im Gehirn einschlieRlich seiner Hillen sind vor allem Bakterien (Meningokokken) und Viren
verantwortlich.

Entzindliche Prozesse im Bereich der Hirnhdute widerspiegeln sich in Veranderungen vor
allem der zellularen Zusammensetzung des Liquor cerebrospinalis, so dass den Liquorunter-
suchungen eine besondere diagnostische Bedeutung zukommt. Durch die cytologische Beur-
teilung des Liquors lassen sich die bakteriellbedingten eitrigen von den virusbedingten serdsen
Meningitiden gut unterscheiden und schnell eine dem Krankheitsbild entsprechende Therapie
einleiten. Die atiologische Abgrenzung der verschiedenen Virusmeningitiden untereinander ist
nicht problemlos mdglich. Die Liquorveranderungen sind bei serésen Meningitiden uncharak-
teristisch, es ergeben sich keine besonderen Hinweise auf die Atiologie der Erkrankung (94).

Gegenwartig eine der haufigsten viralen Infektionskrankheiten im Kindesalter ist die Parotitis
epidemica. Infolge einer Mumpsvirusinfektion des Kindes ist das Auftreten einer serésen
Meningitis ein gelaufiges Krankheitsbild, dessen Prognose als gut anzusehen ist. Da die An-
zahl der Mumpserkrankungen zunimmt (41, 47, 86), ist auch mit einer Zunahme der Mumps-
meningitiden zu rechnen. Im Abschnitt 2.5. sind die cytologischen Veranderungen des Liquor
cerebrospinalis bei einer Mumpsmeningitis ausfuhrlich beschrieben. Diese Merkmale sind
nicht geeignet eine Mumpsmeningitis mit gro3er Sicherheit von anderen Virusmeningitiden zu
unterscheiden. Eiweil3- und Zuckergehalt stellen flr die Mumpsmeningitis ebenfalls keine
differentialdiagnostischen Kriterien dar. In der klinischen Praxis ist die spezifische atiologische
Diagnostik ausschlieBlich auf die Serologie begrenzt. An zeitlich (10 - 14 Tage) getrennten
Serumproben des Patienten wird durch den Antikérperanstieg die Atiologie der Virusmeningitis
retrospektiv geklart. Um die spezifische Erregerdiagnostik bei Virusmeningitiden unklarer
Atiologie zu beschleunigen, bietet sich die Immunfluoreszenz als schnelles und erregerspezi-
fisches Nachweisverfahren fur die Untersuchung von Liquorsedimenten an.

Ein Anliegen der Arbeit ist es, die Anwendungsmaoglichkeiten der Immunfluoreszenztechnik an
Liquorzellen zum spezifischen Antigennachweis bei natlrlichen Mumpserkrankungen als
diagnostische Methode zu Uberpriifen. Uber die prinzipielle diagnostische Verwendung des
fluoreszenzoptischen Nachweises des Mumpsantigens in menschlichen Liquorzellen wurde
schon von SOMMERVILLE (1966), MULLER (1972), BOYD (1973) und MALTSEVA (1979)
berichtet. Mit unseren Untersuchungen konnte bei 64% der Kinder mit einer Mumpsmeningitis
das Mumpsantigen in den lympho-monozytaren Zellen des Liquors innerhalb der ersten
Woche nach der Parotisschwellung nachgewiesen werden. Liquorproben zu spateren Zeit-
punkten der Meningitis standen uns nicht zur Verfligung. Mit diesen Befunden kann die Eig-
nung der Immunfluoreszenz als diagnostische Schnellmethode zum spezifischen Nachweis
des Mumpsantigens in den Liquorzellen natirlich erkrankter Kinder bestatigt werden. Dieser
Nachweis des Mumpsantigens als atiologisches Agens fur eine Meningitis ist im Vergleich zu
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serologischen Verfahren wesentlich schneller méglich. Die Durchfiihrung des Erregernachwei-
ses in Liquorproben mit Hilfe der Immunfluoreszenz erlaubt innerhalb von 4 Stunden eine ein-
deutige Diagnose und ermdglicht eine klare Entscheidung Uber die erforderliche Therapie und
die Mallnahmen zur Isolierung des Patienten. Die Anwendung der Immunfluoreszenz an
Liquorzellen eroffnet auch die Moglichkeit des Aufbaues eines Screening-Verfahrens zur
schnellen Klarung der Atiologie aseptischer Meningitiden unter Umgehung der zeit- und
kostenaufwendigen Verfahren wie der Anzichtung und Typisierung der viralen Erreger bzw.
des elektronenmikroskopischen Nachweises. Mdglich ware ein solches Screening-Verfahren
fur Meningitiden in Folge von Mumps-, Entero- und Herpesvirusinfektionen (80, 113).

Bei einer positiven KBR konnte in unserem Untersuchungsgut das Mumpsantigen mittels der
Immunfluoreszenz in 36% der Falle nicht nachgewiesen werden. Ein Teil dieser falsch nega-
tiven Befunde ist sicher noch durch eine weitere qualitative Verbesserung der verwendeten
Seren zu vermeiden. Ursachen fir einen negativen Befund in der Immunfluoreszenz kdnnen
sein:

Das Fehlen des Antigens, eine zu geringe Zellzahl in der zu prifenden Probe, die Probe wurde
zu spat entnommen, so dass das Antigen nicht mehr vorhanden war oder aber das Antigen
liegt vor, wird aber durch die Antikbrper des Patienten maskiert und entzieht sich so dem
fluoreszenzoptischen Nachweis (11). MALTSEVA (1979) berichtet von einem positiven
fluoreszenzoptischen Nachweis des Mumpsantigens im Liquor innerhalb der ersten Woche
der natlrlichen Meningitis, nach 3 Wochen ist der Nachweis nicht mehr mdglich. Daraus ergibt
sich die Forderung, dass die Liquorproben fir die Immnunfluoreszenz zu einem moglichst
frihen Zeitpunkt der Meningitis gewonnen werden sollten und die Praparation der
Liquorsedimente sehr sorgfaltig zu erfolgen hat. Um optimale Zellbilder zu erhalten, empfiehlt
SAYK (1954) die Beachtung der Liquor/ Zeitregel. Bei einer Zellzahl von 200 x 10° Zellen/|
sollte die Sedimentierzeit fur 1ml Liquor 30 Minuten betragen.

Im Folgenden wird die Einbeziehung der Liquordiagnostik (Zellzahl, Cytologie, Immunfluores-
zenz) als paraklinische Untersuchungsmethode bei der tierexperimentellen Beurteilung des
neurotropen Verhaltens von Mumpsviren im Tierversuch geprift. Die gutbekannte neurotrope
Eigenschaft des Mumpssvirus (12, 22, 52, 58) ist neben den klinischen und sozial-6konomi-
schen Grunden ein Grund fur die Immunisierung mit einer Mumps-Lebendvakzine in Landern
wie der UdSSR, Bulgarien, den USA, Japan und der BRD (45, 53, 78, 93, 120, 121, 125, 129,
130). Fur die Immunprophylaxe des Mumps haben sich Lebendimpfstoffe als geeignet erwie-
sen. Die Anwendung von Lebendimpfstoffen beim Menschen setzt entsprechende tierexperi-
mentelle Sicherheitsprifungen voraus. Dabei ist die Frage nach der Unschadlichkeit einer
Mumpsvakzination, insbesondere mit der Forderung verbunden die neurotropen Eigen-
schaften, d. h. die Restneuropathogenitat des Impfstammes zu charakterisieren. Es besteht
die Notwendigkeit des Ausschlusses neuropathogener Eigenschaften eines Mumps-Lebend-
impfstoffes vor seiner Anwendung. Bisher wurden alle neuropathologischen Untersuchungen
mit dem Mumpsvirus am Affen durchgefiihrt. Das fur Mumps charakteristische Bild histopatho-
logischer Veranderungen im Zentralnervensystem des Affen nach intracerebraler Applikation
verschiedener Mumpsvirusstamme unterschiedlicher Attenuierungsgrade ist von vielen
Autoren beschrieben (16, 74, 104, 105, 139). LEVEIJBUK (1 979) beweist die Spezifitat der
pathologischen Befunde mit Hilfe der Immunfluoreszenz. Das Mumpsantigen wurde haupt-
sachlich in den lateralen Ventrikeln meist in den Ependymzellen, in der subependymalen Zone
und im Stroma des Plexus chorioideus nachgewiesen. Uber den immunfluoreszenzoptischen
Nachweis des Mumpsantigens bei infizierten Affen in der Parotis sowie im Rickenmark, in der
Medulla und wahrscheinlich auch im Grol3- und Kleinhirn berichtete auch schon CHU (1951).
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In all diesen Arbeiten werden die neuropathogenen Restpotenzen der Impfstoffe nach dem
Auftreten histopathologischer Veranderungen im ZNS beurteilt. Der Frage der Mumpsme-
ningitis und der mit ihr einhergehenden Pleozytose wurde bei diesen Untersuchungen bisher
noch keine Beachtung geschenkt. Da Mumps bei einer natirlichen Erkrankung nahezu regel-
haft zu einer Pleozytose fiihrt, kann die Einbeziehung der Liquordiagnostik als paraklinische
Untersuchungsmethode in die tierexperimentellen Untersuchungen zum neurotropen Verhal-
ten von attenuierten Mumpsviren und Mumpswildviren die histopathologischen Befunde er-
ganzen. Bei unseren experimentell infizierten Affen konnte durch die Bestimmung der Zellzahl
im Liquor eine statistisch gesicherte (a = 0,05) Pleozytose als Ausdruck der entztindlichen
Prozesse an den Meningen festgestellt werden. Schon 3 Tage nach Versuchsbeginn war die
Zellzahlerhéhung im Liquor deutlich ausgepragt. Die meningeale Reizung durch das Mumps-
virus war bei den Grinen Meerkatzen nach 4 Wochen noch nicht vollstandig abgeklungen. Die
Zellzahlen unterscheiden sich noch signifikant von den Normalwerten, zeigten jedoch eine
rucklaufige Tendenz. Bei Affen, die mit der neuropathogenen Variante C infiziert waren, sind
die Liquorzellzahlen auch 28 Tage p. i. signifikant (a = 0,1) héher als bei den Leningrad-3
infizierten Tieren zu diesem Zeitpunkt. Die Entwicklung der Zellzahl im Liquor bei experimentell
infizierten Affen ahnelt damit dem Verlauf der Pleozytose bei natirlichen Mumpsmeningitiden
der Kinder. Im Allgemeinen wird bei Kindern jedoch davon ausgegangen, dass sich die Zellzahl
im Liquor nach 4 Wochen wieder normalisiert hat (89, 115).

Das Differentialzellbild des Liquor cerebrospinalis bei den Affen war genau wie bei den natr-
lichen Mumpsmeningitiden der Kinder durch lympho-monozytare Zellen gekennzeichnet, so
dass auch in diesem Punkt weitgehende Ubereinstimmung zwischen der experimentellen
Mumpsmeningitis des Affen und der natirlichen Mumpsmeningitis des Kindes besteht.

Die fruhe (3 Tage p. i.) fluoreszenzoptische Nachweisbarkeit des Mumpsvirus in den Liquor-
zellen des Affen korreliert gut mit den Befunden von HERNDON (1974). Er fand bei naturlichen
Mumpsinfektionen des Menschen Paramyxovirus- ahnliche Nukleokapside in den Ependym-
zellen, in den Zellen des Plexus chorioideus und in den Lymphozyten der Liquorsedimente.
Virale Einschlisse und Nukleokapsid-ahnliche Strukturen waren in den polymorphkernigen
Zellen wie auch bei den intracerebral infizierten Affen nicht zu beobachten. Der Nachweis des
Mumpsantigens in den Liquorzellen experimentell infizierter Affen stimmt mit den fluoreszenz-
optischen Befunden der von uns untersuchten natirlichen Mumpsmeningitiden tberein. Der
fluoreszenzoptische Nachweis des Mumpsantigens in den Liquorzellen bestatigt die Spezifitat
der Liquorveranderungen. Die Liquorbefunde bei den experimentell infizierten Griinen Meer-
katzen sind mit den Beobachtungen bei naturlichen Mumpsmeningitiden vergleichbar.
Liquoruntersuchungen bei experimentell infizierten Versuchstieren kénnen somit eine Erwei-
terung der bisher Ublichen ausschlief3lich morphologischen Untersuchungstechnik darstellen.

Die Frage nach der Haufigkeit einer Liquorzellvermehrung im Gefolge einer Mumpserkran-
kung, die Klarung des Verlaufs der Liquorpleozytose bei einer Mumpsinfektion mit Viren vom
Wildtyp sowie die neuropathogenen Eigenschaften des Erregers erfordern umfangreiche ver-
gleichende tierexperimentelle Arbeiten. Fur die Bearbeitung von Fragen, die das neuropatho-
gene Verhalten von Mumpsviren betreffen, sind bisher ausschlielich Affen verwendet worden.
In Zukunft sind diese Tiere den vorgeschriebenen tierexperimentellen Sicherheitsprifungen
fur mégliche Impfstoffkandidaten vorzubehalten. Probleme bei der Beschaffung von Affen in
ausreichendem Umfang, die dafir erforderlichen finanziellen Mittel und die aufwendige
Haltung der Tiere durften die weitere Ausdehnung der Verwendung dieses Tiermodells be-
grenzen. Es war daher erforderlich, sich nach einem Tiermodell umzusehen, mit dem diesen
Fragen bei vertretbarem Aufwand an Kosten und Haltung nachgegangen werden kann. In der
Literatur wird keine Tierart beschrieben, die natlrlich an Mumps erkrankt und alle Symptome
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des klassischen Mumps einschlieRlich einer Meningitis entwickelt. Fir bestimmte Fragestel-
lungen missen also geeignete Tiermodelle gesucht werden. So wird z. B. die Immunogeni-
tatsbestimmung von Mumpsvirusstammen an Meerschweinchen durchgefihrt. Die Untersu-
chungen der neuropathogenen Eigenschaften des Mumpsvirus konzentrierten sich bisher
neben den Affen auf syrische Goldhamster. Als Ergebnis dieser Versuche sind zwar Unter-
schiede bei den einzelnen speziell neuroadaptierten Mumpsvirusstammen in der hydrozepha-
logenen Wirkung zu beobachten, Unterschiede im Attenuierungsgrad lieRen sich jedoch nicht
feststellen (28, 55, 57, 81, 133, 134, 135, 136).

In den vergangenen Jahren hat das Schwein als Versuchstier in zunehmendem Male an Be-
deutung gewonnen. Bei der experimentellen Bearbeitung von Stoffwechsel- und Herz-Kreis-
lauferkrankungen (24) sowie in der virologischen Forschung wurden Schweine zur Abklarung
der Pathogenese von Infektionen mit hamagglutinierenden Enzephalomyelitisviren (Corona-
viren) eingesetzt (2, 3). GOGOLIN (1981) berichtet Uber erste Erfahrungen bei der Verwen-
dung des Schweines fur Neuropathogenitatsbestimmungen von Mumpsimpfstoffen, Ergeb-
nisse, die wir anhand von vergleichenden Untersuchungen verschiedener Tiermodelle eben-
falls erhielten (71). Neben dem Tiermodell Minischwein erwies sich auf Grund charakteristi-
scher morphologischer und cytologischer Veranderungen auch die Katze als ein geeignetes
Tiermodell. Mit den beiden einheimischen Tiermodellen Minischwein und Katze wurde ver-
sucht, die Frage des Verlaufs und der Dauer einer experimentellen Mumpsmeningitis unter
Verwendung klassischer Impf- und Mumpswildvirusstdmme zu bearbeiten. In diesem Zusam-
menhang interessierten die Veranderungen des Liquor cerebrospinalis, insbesondere hinsicht-
lich der Zellzahl, der Cytologie und der immunfluoreszenzoptischen Nachweisbarkeit des
Erregers.

Die von uns verwendeten Tierarten, Minischwein und Katze reagierten auf intracerebral
injiziertes Mumpsvirus mit einer statistisch gesicherten Liquorpleozytose, Befunde, die sich
auch beim Affen ergeben hatten. Die Hohe der Zellzahl unterlag bei den Tieren gleichfalls
starken individuellen Schwankungen, wie dies auch bei natlrlichen Mumpserkrankungen des
Menschen der Fall ist (5, 97, 132). Der Verlauf der Pleozytose 1akt eine allgemeine Dynamik
erkennen. Alle Minischweine und Katzen reagieren auf intracerebral inokuliertes Mumpsvirus
bereits in der ersten Woche mit einer statistisch belegten Liquorpleozytose. Bei Wildviren ist
nach der zweiten Woche ein statistisch gesicherter Abfall der Liquorzellzahlen zu beobachten.
Die Impfviren, Jeryl Lynn und Leningrad-3, zeigten eine ahnliche Tendenz, die aber auf dem
hohen Signifikanzniveau von 95% nicht gesichert werden konnte. Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den verwendeten Viren ergaben sich hinsichtlich der Hohe der Zell-
zahlen im Liquor der Versuchstiere. Mumpswildvirusisolate verursachen héhere Zellzahlen im
Liquor als Impfviren. Die unterschiedliche Auspragung der Liquorpleozytose bei Tieren, die mit
Mumpsviren vom Wildtyp bzw. Impftyp infiziert waren, 12t Unterschiede in den neurotropen
Eigenschaften der Viren erkennen. Die Zellzahlerhéhung ist nach 4 Wochen rucklaufig,
erreicht aber noch nicht die Normalwerte. Da innerhalb des ursprunglich gewahlten Versuchs-
zeitraumes von 4 Wochen die Normalwerte nicht erreicht wurden, wurde bei den Minischwein-
versuchen die Versuchsdauer auf 8 Wochen ausgedehnt. Die Zellzahlen im Liquor waren zwar
nach dieser Zeit gesunken, aber noch nicht auf dem normalen Niveau. Nach Angaben von
FISCHER (1951) liegen die normalen Liquorzellwerte beim Schwein zwischen 1 und 14/3 Zel-
len (<5 x 10° Zellen/l).

Die bei den Versuchstieren Gber 8 Wochen anhaltende Liquorpleozytose ist mdglicherweise
experimentell bedingt. Den Tieren wurde intracerebral eine grof3e Virusmenge appliziert, die
eine anhaltendere meningeale Reizung auslost. Dies ist bei einer naturlichen Infektion nicht
der Fall. Es ist daher von Interesse, inwieweit das Mumpsvirusantigen auch zu einem spateren
Zeitpunkt der Infektion in den Liquorzellen noch nachweisbar ist.
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Auch bei natirlichen Mumpsmeningitiden der Kinder ist die Liquorpleozytose bereits in den
ersten Tagen deutlich ausgepragt. Bei einigen Patienten konnte nach einer vorzeitigen
Kontrollpunktion (5ter Behandlungstag) ein weiterer Anstieg der Zellzahl beobachtet werden
(102). Allgemein wird davon ausgegangen, dass die Zellzahlen bei Kindern nach 3 - 4 Wochen
wieder ihre Normalwerte erreichen (115, 117). WILFERT (1969) und AZMI (1975) berichten,
dass die Pleozytose sogar 5 bzw. 14 Wochen anhalten kann. Bei Patienten liegt eine verlan-
gerte Liquorpleozytose vor, wenn sie mehr als 5 Wochen andauert (123). Bei einer anhalten-
den Pleozytose liegt die Vermutung nahe, dass auch die Virusinfektion tber diesen Zeitraum
andauert. Bevor wir uns in-einem weiteren Abschnitt mit der fluoreszenzoptischen Nachweis-
barkeit des Mumpsantigens in den Liquorzellen der Minischweine und Katzen beschaftigen,
noch einige Ausfuhrungen zum Differentialzellbild der Mumpsmeningitis.

Nach OLISCHER (1967) sind die Liquorveranderungen bei Virusmeningitiden meist uncharak-
teristisch, die Granulozytose der akuten Phase kann gelegentlich nur einige Stunden anhalten.
Neutrophile Granulozyten werden sehr schnell lysiert, so dass der Ubergang in die lympho-
zytare Phase sehr schnell erfolgt (32). Das Differentialzellbild des Liquors bei einer natirlichen
Mumpsmeningitis wurde im Abschnitt 2. 5. ausfihrlich beschrieben. Die Zellbilder sind durch
lympho-monozytare Zellformen gekennzeichnet, wobei auch schon zu Beginn der Erkrankung
monohistiozytare Zellformen Uberwiegen. Bei allen Versuchstieren waren lymphomonozytare
Zellbilder zu beobachten. Wahrend der gesamten Versuchsdauer uberwog bei den Minichwei-
nen der Monozytenanteil. Neutrophile Granulozyten fehlten in den ersten Liquorsedimenten
vollig. Da die Minischweine frihestens nach 3 Tagen punktiert wurden, ist hierin die Ursache
fur das nicht Erfassen der Granulozytose zu suchen. Der vorherrschende Monozytenanteil in
den Liquorsedimenten der Minischweine korreliert gut mit den Beobachtungen (1, 7, 65, 112,
122) bei naturlichen Mumpserkrankungen.

Die Erh6hung der Zellzahl im Liquor Gberhaupt und das Differentialzellbild des Liquors bei den
Minischweinen und Katzen nach einer Mumpsvirusapplikation belegen die Ubereinstimmung
zwischen der abakteriellen Meningitis natlrlich mumpserkrankter Kinder und der experimen-
tellen Mumpsmeningitis der Versuchstiere. Die experimentellen Veranderungen des Liquor
cerebrospinalis nach i. c. Mumpsvirusapplikation sind damit als charakteristisch flr eine
Mumpsmeningitis anzusehen. Die vorgestellten Befunde sprechen fir die Eignung der Tier-
modelle Minischwein und Katze fir Arbeiten mit dem Mumpsvirus. Die Tiermodelle kénnen flr
Untersuchungen zum Verlauf der Liquorpleozytose bei einer Mumpsmeningitis und zur
Charakterisierung der neurotropen Eigenschaften des Mumpsvirus eingesetzt werden.

Die Erregerspezifitat der Liquorveranderungen konnte bei nattrlichen Mumpsmeningitiden der
Kinder und der experimentell infizierten Affen durch die Immunfluoreszenz bewiesen werden.
Mit Hilfe fluoreszenzoptischer Untersuchungen der Liquorsedimente wird die Spezifitat der
Liquorveranderungen bei den Minischweinen und Katzen gepruft.

Der fluoreszenzoptische Nachweis des Mumpsantigens in Organen infizierter Tiere wurde
schon haufig beschrieben. Danach ist das Mumpsantigen im Gehirn intracerebral infizierter
Tiere 3- 11 Tage p. i. (65) nachweisbar. HAYASAKI (1976), WOLINSKI (1976) und JOHNSON
(1978) berichten uber eine 22 - 50tagige Nachweisbarkeit bei intraperitonealer Infektion von
Nagern mit neuroadaptierten Mumpsvirusstammen. Bei den von uns mit Mumpsimpfstammen
infizierten Schweinen war der fluoreszenzoptische Nachweis des Mumpsantigens in den
Liquorzellen vom 3. - 17. Tag p. i. moglich. Bei Mumpsviren vom Wildtyp konnte erst 7 Tage
p. i. eine Fluoreszenz beobachtet werden, die dann bis zum 21. Tag anhielt. Die Ursache flr
diese spate Nachweisbarkeit der Mumpswildviren kdnnte in der noch sehr geringen Adaptation
der Viren gesehen werden. Wildvirus 3 ist durch seine hohe Passagezahl schon gut adaptiert
und verhalt sich hinsichtlich der fluoreszenzoptischen Nachweisbarkeit (3. - 17. Tag p. i.) wie
ein Impfvirus, hat aber seine neuropathogenen Eigenschaften noch nicht verloren, wie die
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hohen Zellzahlen zeigen. Damit kénnen die fluoreszenzoptischen Befunde beim Minischwein
zur Beurteilung der neurotropen Eigenschaften von Mumpsviren beitragen. Der immunfluores-
zenzoptische Nachweis des Mumpsvirusantigens in den Liquorzellen ist dartber hinaus ein
Beweis fur die Erregerspezifitat der Liquorveranderungen (Zellzahl, Cytologie) infolge der
experimentellen intracerebralen Mumpsinfektion. Da die Tiermodelle Minischwein und Katze
mit spezifischen Liquorbefunden auf intracerebral injiziertes Mumpsvirus reagieren, wie die
Vergleiche mit den Versuchsaffen und den naturlichen Mumpsmeningitisfallen der Kinder
zeigen, stellen sie eine Erweiterung der tierexperimentellen Basis dar.

Wie die fluoreszenzoptischen Befunde zeigen, besteht kein Zusammenhang zwischen der
Hohe der Liquorzellzahlen und der fluoreszenzoptischen Nachweisbarkeit des Mumpsanti-
gens in den Liquorzellen. Durch den immunfluoreszenzoptischen Nachweis des Mumpsanti-
gens in den Liquorzellen der experimentell infizierten Tiere wird deutlich, dass dieser Nachweis
nur zeitlich begrenzt moéglich ist. Der Nachweis einer positiven Mumpsfluoreszenz in den
Liquorzellen unterliegt einer zeitlichen Abhangigkeit. Gleiches war auch bei den Kindern mit
einer naturlichen Mumpsmeningitis zu beobachten. Die fluoreszenzoptische Nachweisbarkeit
eines Erregers ist von zahlreichen Faktoren abhangig, in erster Linie aber von der Virusver-
mehrung. Ein negativer immunfluoreszenzoptischer Befund kann also auch dadurch entste-
hen, dass das Antigen zwar vorhanden, die geringe Menge aber nicht nachweisbar ist, etwa
zu Beginn der Erkrankung. Die Quantitdt der Virusvermehrung scheint jedoch mit der
Gegenwart humoraler Antikérper in Beziehung zu stehen (81). Antikdrper sind in der Lage das
virale Antigen zu maskieren und es so dem fluoreszenzoptischen Nachweis zu entziehen (11).
Es gibt zahlreiche Arbeiten, die Uber die Bildung mumpssezifischer Antikérper im Liquor bei
einer Mumpsmeningitis berichten (36, 85, 124). MORISHIMA (1980) beobachtete das
Maximum mumpsspezifischer Antikdrper schon 4 - 10 Tage nach Beginn der Meningitis im
Liquor. Setzt die humorale Antikdrpersynthese erst nach 2 Wochen ein (116) so korreliert dies
gut mit der immunfluoreszenzoptischen Nachweisbarkeit des Mumpsantigens, die bis zum 17.
bzw. 21. Tag p. i. mdglich war. In diesem Zusammenhang sind auch Befunde der zellularen
Immunitat bei Mumpsmeningitiden von Interesse. FRYDEN (1978) und REUNANEN (1982)
beschreiben speziell gegen Mumpsviren sensibilisierte Lymphozyten im Liquor von Patienten
mit einer Mumpsmeningitis. Weiterhin ist der relative Anteil von T-Lymphozyten im Liquor bei
Mumpsmeningitiden hdher als im peripheren Blut. Hier ergeben sich Ansatzpunkte fir weitere
fluoreszenzoptische Untersuchungen am Liquor cerebrospinalis im Hinblick auf die humorale
und zellulare Immunabwehr im Liquor.

Ausgehend von den charakteristischen Liquorveranderungen bei den Versuchstieren und dem
Nachweis der Erregerspezifitat dieser Veranderungen durch die Immunfluoreszenz sollen nun
die Resultate bei den Kontaktkontrollen betrachtet werden. Alle Kontrolltiere wiesen nach 3, 4
bzw. 8wdchiger Versuchsdauer erhéhte Zellzahlen im Liquor auf. Dies spricht fir eine menin-
geale Reizung obwohl den Tieren kein Virusmaterial appliziert wurde. Bei den
Kontaktkontrollen der mit Wildviren infizierten Minischweine konnte das Mumpsvirusantigen
immunfluoreszenzoptisch in den Liquorzellen nachgewiesen werden. Diese Befunde bestati-
gen die Erregerspezifitat der Liquorpleozytose. Bei nattrlichen Mumpsinfektionen des Men-
schen ist bekannt, dass das Mumpsvirus aus dem Speichel, dem Blut, dem Liquor und dem
Urin isoliert werden kann. Mdglicherweise waren Speichel und Urin der Versuchstiere auch die
Infektionsquelle fur die Kontaktkontrollen. Bei Kontaktkontrollen der mit Mumpsimpfviren infi-
zierten Minischweine war das Mumpsvirusantigen in den Liquorzellen nicht nachweisbar. Die
Erhohung der Liquorzellzahl ist hier also nicht durch das Mumpsvirus bedingt. Eine gewisse
Erhdéhung der Zellzahl kann auch experimentell durch die intracerebrale Applikation einer Salz-
l6sung nach Hanks bedingt sein. Um die Ubertragung der Mumpsviren von den Versuchstieren
auf die Kontaktkontrollen zu bestatigen oder auszuschlief3en, mifiten Versuche zur Isolierung
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des Mumpsvirus aus dem Speichel, dem Blut, dem Liquor und dem Urin durchgefihrt werden.
Bei der WeiterfiUhrung der hier vorgestellten Versuche mufte dieser Gesichtspunkt berlck-
sichtigt werden.
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6 Zusammenfassung

Eine der haufigsten viralen Infektionskrankheiten im Kindesalter ist gegenwartig die Parotitis
epidemica. Das Auftreten einer abakteriellen Meningitis bei Kindern als Folge einer Mumps-
virusinfektion ist ein gelaufiges Krankheitsbild. Mit einer zentralnervésen Beteiligung ist in Uber
80% aller Mumpsfalle zu rechnen.

1. In Liquorproben von Kindern, die sich unter dem Verdacht einer abakteriellen Meningitis in
stationarer Behandlung befanden, konnte das Mumpsantigen in 64% der durch die Serologie
bestatigten Falle als atiologisches Agens immunfluoreszenzoptisch in den lymphomono-
zytaren Zellen nachgewiesen werden.

2. In 36% der durch die Serologie bestatigten Mumpsfalle war das Mumpsantigen mittels
Immunfluoreszenz in den Liquorzellen nicht nachweisbar.

3. Die Immunfluoreszenztechnik ist ein geeignetes Verfahren zum spezifischen Nachweis des
Mumpsvirusantigens in Liquorzellen und stellt damit eine Erweiterung der diagnostischen
Maoglichkeiten bei serésen Meningitiden des Kindes unklarer Atiologie dar.

4. In Versuchsanordnungen zur Impfstoffsicherheitsprifung von Mumpsviren reagieren intra-
cerebral infizierte Affen mit einer statistisch gesicherten Erhdhung der Liquorzellzahl. Bei
Affen, die mit der neuropathogenen Variante C infiziert waren, sind die Liquorzellzahlen auch
28 Tage p. i. signifikant hdher als bei den Leningrad-3 infizierten Tieren zu diesem Zeitpunkt.
Die Zellzahldynamik im Liquor der Affen zeigt eine groRe Ubereinstimmung mit den entspre-
chenden Befunden der naturlichen Mumpsmeningitiden der Kinder.

5. Der immunfluoreszenzoptische Nachweis des Mumpsantigens in den Liquorzellen beweist
die Spezifitat der experimentellen Mumpsmeningitis bei Affen. Der Nachweis des viralen Anti-
gens ist nur innerhalb der ersten Versuchswoche in den Liquorzellen méglich, nach 3 -
4wdchiger Versuchsdauer ist das Mumpsvirus im Liquor der Grinen Meerkatzen nicht mehr
nachweisbar.

6. Das Mumpsvirus kann mit Hilfe der Immunfluoreszenz an Gefrierschnitten des Affengehirns
in den Ependymzellen 6 und 9 Tage p. i. nachgewiesen werden.

7. Die Liquorbefunde bei experimentell intracerebral infizierten Affen sind mit den Befunden
bei nattrlichen Mumpsmeningitiden der Kinder vergleichbar.

8. Die Einbeziehung der Liquordiagnostik in die tierexperimentellen Sicherheitsprufungen, wie
sie vor der Anwendung von Lebendimpfstoffen beim Menschen Voraussetzung sind, ist fur die
Beurteilung der neuropathogenen Restpotenzen der Impfstoffe eine wesentliche Erganzung.

9. Minischweine und Katzen reagieren auf intracerebral appliziertes Mumpsvirus mit charak-
teristischen liquorcytologischen Veranderungen, die mit den Befunden beim Affen korrelieren.

10. Minischweine und Katzen reagieren auf intracerebral inokuliertes Mumpsvirus bereits in
der ersten Woche mit einer deutlichen Liquorpleozytose. Die Héhe der Zellzahlen im Liquor ist
bei Mumpswildvirusisolaten (a=0,05) bedeutend gro3er als bei den Impfviren. Bei Wildviren ist
nach der zweiten Versuchswoche ein statistisch gesicherter Abfall der Liquorzellzahlen zu
beobachten. Die Impfviren zeigten eine ahnliche Tendenz, die aber auf dem hohen Signifi-
kanzniveau nicht gesichert werden konnte. Die Zellzahlerhdhung ist bei den genannten Viren
nach 8 Wochen noch nicht auf die Normalwerte zuriickgegangen.
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11. Das Differentialzellbild des Liquors ist bei allen Tiermodellen durch lympho-monozytare
Zellen gekennzeichnet, wobei monozytare Zellformen zu jedem Zeitpunkt der Infektion Gber-
wiegen.

12. Der inununfluoreszenzoptische Nachweis des Mumpsvirusantigens in den lympho-
monozytaren Zellelementen des Liquors der Minischweine und Katzen ist zeitlich begrenzt. Es
ergaben sich Unterschiede zwischen Mumpsviren vom Wild- und Impftyp. Der Nachweis des
viralen Antigens in den Liquorzellen war 4 Wochen p. i. nicht mehr méglich.

13. Der Verlauf der Pleozytose und des fluoreszenzoptischen Antigennachweises in den
Liquorzellen sind geeignete Parameter fur die Charakterisierung der neurotropen Eigenschaf-
ten des viralen Mumpsantigens.

14. Mit den Tiermodellen Minischwein und Katze stehen neben den Affen zwei einheimische
Versuchstierarten flr vergleichende Arbeiten zur Frage des Verlaufs der Mumpsmeningitis und
der neurotropen Eigenschaften des Mumpsvirus zur Verfigung.
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8 Abbildungen

Spike mit
Hamagglutinin und
Neuraminidase

Envelope

helikales
Nukleokapsid

Matrixprotein

Abb. 1 Schematische Darstellung des Mumpsvirus und Elektronenmikroskopische
Aufnahme, negativkontrastiert mit Phosphorwolframsaure VergréRerung: 120 000 x. Die
elektronen-mikroskopische Aufnahme stellte freundlicherweise Herr Dr. P. Schulze und Frau
Ch. Liebe, Institut fir Angewandte Virologie, Berlin, zur Verfugung.
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Abb. 2 Immunfluoreszenzoptischer Nachweis des Mumpsantigens in humanen Lymphozyten
und Monozyten des Liquor cerebrospinalis VergroRerung: 1350 x
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Abb. 3 Immunfluoreszenzoptischer Nachweis des Mumpsantigens in Liquorzellen
experimentell infizierter Affen Vergrof3erung: 1350 x
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Abb. 4 Zellzahldynamik im Liquor mumpsinfizierter Minischweine
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Abb. 6 Monozyten und Lymphozyten des Liquor cerebrospinalis mumpsinfizierter
Minischweine, May-Griinwald-Giemsa-Farbung
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3 Tage p. i. 17 Tage p. i.

7 Tag p-i. 21 Tage p. i.

10 Tage p. i. 28 Tage p. i.

Abb. 7 Immunfluoreszenzoptischer Nachweis der Mumpswildviren 1 und 2 in Liquorzellen
experimentell infizierter Minischweine Vergrofierung: 1350 x
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3 Tage p. i. 17 Tage p. i

21 Tage p. i.

10 Tage p. i. 28 Tage p. i

Abb. 8 Immunfluoreszenzoptischer Nachweis des Mumpswildvirus 3 in Liquorzellen
experimentell infizierter Minischweine Vergrofierung: 1350 x
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17 Tage p. i.

21 Tage p. i.

10 Tage p. i. 28 Tgae p. i.

Abb. 9 Immunfluoreszenzoptischer Nachweis der Mumpsimpfviren in Liquorzellen
experimentell infizierter Minischweine Vergréerung: 1350 x
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Thesen zur Dissertation

. Bei den im Kindesalter auftretenden Erkrankungen spielen Infektionskrankheiten eine be-
sondere Rolle. Sie sind oft die Ursache fir entzindliche Prozesse im ZNS. Fur diese pa-
thologischen Prozesse im ZNS sind vor allem Viren verantwortlich. Unter den zahlreichen
Virusinfektionen bei denen mit einer Beteiligung des ZNS zu rechnen ist, spielt das
Mumpsvirus als Erreger meningealer Reizungen eine besondere Rolle.

. Mumps ist gegenwartig eine der haufigsten Infektionskrankheiten im Kindesalter. Mit einer
zentralnervosen Beteiligung ist nahezu regelhaft zu rechnen. Entzundliche Prozesse im Be-
reich der Hirnhaute duflern sich in Veranderungen vor allem der zelluldren Zusammenset-
zung des Liquor cerebrospinalis. Liquoruntersuchungen kommt also eine grolRe differenti-
aldiagnostische Bedeutung zu. Virusbedingte entzindliche Vorgange in den Hirnhduten
widerspiegeln somit gleichzeitig eventuell vorliegende neurotrope Eigenschaften des Virus.

. Durch die cytologische Beurteilung des Liquor cerebrospinalis lassen sich die bakteriell -
bedingten eitrigen Meningitiden von den virusbedingten serdésen Meningitiden gut unter-
scheiden. Die atiologische Abgrenzung der verschiedenen Virusmeningitiden ist nicht pro-
blemlos maoglich, da die Liquorveranderungen bei serésen Meningitiden fur den speziellen
Erreger nicht charakteristisch sind. Die spezifische Mumpsdiagnostik am Liquor bei naturli-
chen Mumpserkrankungen mit zentralnervoser Beteiligung wird durch das erregerspezifi-
sche Nachweisverfahren der Immunfluoreszenz erweitert.

. In Liquorproben von Kindern, die sich unter dem Verdacht einer abakteriellen Meningitis in
stationarer Behandlung befanden, konnte das Mumpsvirus fluoreszenzoptisch in den lym-
pho-monozytaren Zellen nachgewiesen werden. Der immunfluoreszenzoptische Nachweis
des Mumpsantigens als atiologisches Agens war in 64% der durch die Serologie bestatigten
Mumpsfalle méglich. In 36% der durch die Serologie bestatigten Mumpsfalle war das
Mumpsantigen mittels Immunfluoreszenz in den Liquorzellen nicht nachweisbar. In diesem
Zusammenhang werden Zeitfaktoren und eine Antigenmaskierung diskutiert.

. Die Immunfluoreszenztechnik ist ein geeignetes Verfahren zum spezifischen Nachweis des
Mumpsvirusantigens in Liquorzellen und stellt damit eine Erweiterung der diagnostischen
Méglichkeiten bei serdsen Meningitiden unlarer Atiologie des Kindes dar.

. Die immunfluoreszenzoptische Nachweisbarkeit des Mumpsantigens in den Liquorzellen
stellt gleichzeitig eine schnelle (4 Stunden) diagnostische Mdglichkeit dar, die Atiologie
serdser Meningitiden abzuklaren. Auf dieser Basis ist der Aufbau eines Screening-Verfah-
rens fur verschiedene virale Erreger (Entero-, Herpesviren), die ebenfalls entztindliche Pro-
zesse im ZNS verursachen konnen, moglich.

. Die neurotrope Eigenschaft des Mumpsvirus ist neben den klinischen und sozial-6konomi-
schen Grinden mit ein Grund fir das zunehmende Interesse an Mallnhahmen zur spezifi-
schen Mumpsimmuprophylaxe. Fur die Immunprophylaxe des Mumps haben sich Leben-
dimpfstoffe als geeignet erwiesen, ihre Anwendung beim Menschen setzt entsprechende
tierexperimentelle Sicherheitsprifungen voraus. Diese Tests werden an Affen durchgefuhrt,
bei denen das neurotrope Verhalten von Mumpsviren nach dem Auftreten enzephalitischer
Prozesse im Gehirnparenchyrn beurteilt wird.

. Die Liquordiagnostik wird als paraklinische Untersuchungsmethode in die tierexperimentel-
len Untersuchungen zum neurotropen Verhalten von Mumpsviren einbezogen. Die
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Liquordiagnostik und der immunfluoreszenzoptische Nachweis des Mumpsantigens in den
Liquorzellen werden zunachst am Affen durchgefihrt.

9. Die intracerebral mit dem Impfvirus "Leningrad-3" und der neuropathogenen Variante C in-
fizierten Affen reagieren mit einer statistisch gesicherten Erhéhung der Liquorzellzahl, die
nach 3 - 4wochiger Versuchsdauer noch nicht auf die Normalwerte zuriickgegangen ist. Bei
Affen, die mit der neuropathogenen Variante C infiziert waren, sind die Liquorzellzahlen
auch 28 Tage p. i. signifikant (a=0,1) héher als bei den Leningrad-3 infizierten Tieren zu
diesem Zeitpunkt.

10. Der fluoreszenzoptische Nachweis des Mumpsantigens ist innerhalb der ersten Versuchs-
woche in den Liquorzellen méglich. Nach 3 - 4wéchiger Versuchsdauer ist das Mumpsan-
tigen im Liquor der Affen nicht mehr nachweisbar.

11. Das Mumpsvirus kann mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz an Gefrierschnitten des
Affengehirns in den Ependymzellen 6 und 9 Tage p. i. nachgewiesen werden.

12. Die Liquorbefunde bei experimentell i. c. infizierten Affen sind mit den Befunden bei natir-
lichen Mumpsmeningitiden der Kinder vergleichbar und erganzen die bisher Ubliche aus-
schlieRlich morphologische Untersuchungstechnik zum neurotropen Verhalten von
Mumpsviren.

13. Die Klarung des Verlaufs der Liquorpleozytose bei einer Mumpsinfektion mit Viren vom
Wildtyp und mit Impfstammen sowie die neuropathogenen Eigenschaften des Erregers er-
fordern umfangreiche vergleichende Untersuchungen. Da Affen fur derartig umfassende
Arbeiten aus vielfachen Griinden (Beschaffung, Kosten, Haltung) nicht in ausreichendem
Malde zur Verfuigung stehen, war es erforderlich, sich nach geeigneten einheimischen Tier-
modellen fir die Bearbeitung dieser Fragen umzusehen.

14. Die Tiermodelle Minischwein und Katze reagieren auf i. c. applizierte Mumpsimpfviren
(Leningrad-3 und Jeryl Lynn) bzw. Mumpswildviren mit charakteristischen Veranderungen,
die mit den Befunden beim Affen korrelieren.

15. Alle Minischweine und Katzen reagieren auf i. c. inokuliertes Mumpsvirus in der ersten
Woche mit einer signifikanten Liquorpleozytose. Die Hohe der Zellzahlen im Liquor ist bei
Mumpswildvirusisolaten (a=0,05) bedeutend gréRer als bei den Impfviren. Bei Wildviren ist
nach der zweiten Versuchswoche ein statistisch gesicherter Abfall der Liquorzellzahlen zu
beobachten. Die Impfviren zeigten eine ahnliche Tendenz, die aber auf dem hohen
Signifikanzniveau nicht gesichert werden konnte. Die Zellzahlerh6hung ist bei den
genannten Viren nach 8 Wochen noch nicht auf die Normalwerte zurlick gegangen.

16. Das Differentialzellbild des Liquors ist bei allen Tiermodellen durch lympho-monozytare
Zellelemente gekennzeichnet, wobei monozytare Zellformen zu jedem Zeitpunkt der Infek-
tion Uberwiegen.

17. In den lympho-monozytaren Zellelementen des Liquors der Minischweine und Katzen
konnten die Mumpsimpfviren bereits 3 Tage p. i. fluoreszenzoptisch nachgewiesen werden.
Das Auftreten einer positiven Fluoreszenz bei Tieren, die mit Wildviren infiziert waren,
konnte erst eine Woche spater beobachtet werden. Der Nachweis des viralen Antigens in
den Liquorzellen war 4 Wochen p. i. nicht mehr moglich.
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18. Die Ursache fur diese spate Nachweisbarkeit der Mumpswildviren kénnte in der noch sehr
geringen Adaptation der Viren gesehen werden. Wildvirus3 ist durch seine hohe Passage-
zahl schon gut adaptiert und verhalt sich hinsichtlich der fluoreszenzoptischen Nachweis-
barkeit (3 - 17 Tage p. i.) wie ein Impfvirus, hat aber seine neuropathogenen Eigenschaften
noch nicht verloren, wie die hohen Zellzahlen zeigen.

19. Der Verlauf der Pleozytose und des fluoreszenzoptischen Antigenachweises in den Liquor-
zellen sind Parameter flr die Charakterisierung des viralen Mumpsantigens. Mit den Tier-
modellen Minischwein und Katze stehen neben dem Affen zwei einheimische Versuchstier-
arten fur vergleichende Arbeiten zur Frage des Verlaufs der Mumpsmeningitis und der neu-
rotropen Eigenschaften des Mumpsvirus zur Verfliigung.

20. Der immunfluoreszenzoptische Nachweis des Mumpsantigens in den Liquorzellen infizier-
ter Tiere ist ein weiterer Parameter zur Charakterisierung der neurotropen Eigenschaften
des Mumpsvirus.



60

Danksagung

Herrn MR Prof. Dr. sc. med. Gunther Starke méchte ich fir die Foérderung dieser Arbeit und
seine kritische Beratung vielmals danken.

Mein besonderer Dank gilt Herrn VR Dr. med. vet. Martin Hilgenfeld fur seine standige Unter-
stutzung, seine wertvollen Hinweise und Anregungen bei der Abfassung der Arbeit.

Herrn OA Dr. med. Rainer Noack danke ich fiir die Uberlassung der humanen Liquorpréaparate
und Frau Dr. med. Gisela Pollex fiir die Bereitstellung der Virusmaterialien.

An dieser Stelle mdchte ich auch Herrn Dipl.-Chem. Burkhard Schéonmeier fur die Praparation
der Immunseren und Frau Doris Gunther fur ihre zuverlassige und gewissenhafte technische
Unterstutzung danken.



	1 Einleitung
	2 Das Krankheitsbild des Mumps und seine Diagnostik
	3 Material und Methoden
	4 Ergebnisse
	5 Diskussion
	6 Zusammenfassung
	7 Literaturverzeichnis
	8 Abbildungen
	9 Thesen zur Dissertation
	Danksagung

