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1 Einleitung und Problemstellung

Als Meningitis wird jeder entziindliche Prozess an den membrandsen Héuten von Hirn
und Riickenmark (Meningen) bezeichnet. In den meisten Féllen liegt der Meningitis
kausal eine Infektion durch Mikroorganismen (Bakterien, Viren, Pilze) zugrunde, die
auf verschiedenen Wegen in den Liquorraum eindringen kénnen (REED 1986). Seltene-
re Ursachen solcher Entziindungen kénnen toxisch-allergisch, Insolation, Strahlenexpo-

sition sowie karzinomatdse und sarkomatdse Verdnderungen an den Hirnhduten sein.

Im Sektionsgut ist die Meningitis als Todesursache zwar in der antibiotischen Ara stark
zuriickgegangen (ROGNER 1971; HAACK und WEIGEL 1972); nichtsdestoweniger stellt
sie bis heute eine hédufige, schwere und unter Umstdanden lebensgefdahrliche Krankheit
dar. Aufgrund stindig verbesserter diagnostischer Verfahren, neuer Antibiotika und
intensivmedizinischer Betreuung der Erkrankten gelang es, die Letalitdt um 50 % zu
reduzieren. Dennoch sterben ca. 5-10 % der infizierten Kinder und ca. 25 % der er-
krankten Erwachsenen. Bei 10 % der Uberlebenden sind Folgeerscheinungen wie Kon-
zentrationsschwiche, Schwindel, Hirnabszesse, Ependymbildungen, Hydrocephalus
occlusus, Epilepsie sowie schwere Hirn- und Nervschddigungen — besonders des N.
acusticus — feststellbar (DELANK 1994). Die Ursache neurologischer Langzeitschaden
sind u. a. Neuronenschdden im Neocortex und in der Formatio hippocampi (ZYSK et al.
1996; NAU et al. 1999 a, b; WELLMER et al. 2000).

Weltweit erkranken etwa 1,2 Millionen Menschen pro Jahr an bakterieller Meningitis.
Etwa 70 % aller Erkrankungsfélle und 90 % der Erkrankungen bei Kindern treten im
Alter von unter 5 Jahren auf. Nach Schidtzungen erkranken in den USA jéhrlich 20.000
bis 40.000 Kinder, das Risiko einer Neugeborenenmeningitis liegt bei 0,2 — 2,7 Fél-
le/1000 Lebendgeborene (REED 1986; HARVEY et al. 1999). Wie bei den meisten ande-
ren Infektionskrankheiten wird ein Uberwiegen des minnlichen Geschlechts unter den
Erkrankten angegeben (HANDRICK et al. 1988; SCHUT et al. 2008). Die bakterielle Me-
ningitis zihlt auch in der antibiotischen Ara noch zu den 10 hiufigsten Todesursachen
im Kindesalter (MATHERS et al. 2006). Die jahrliche Inzidenz der Pneumokokkenme-
ningitis in den USA schwankt zwischen 1,1 und 1,5 Krankheitsfélle pro 100.000 Ein-

wohner. Betroffen sind vor allem Sduglinge im Alter von 1 bis 23 Monaten und Er-
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wachsene jenseits des 29. Lebensjahres. Die allgemeine Letalitétsrate liegt bei 20-25 %,
wobei Patienten iiber 60 Jahre eine deutlich hohere Sterblichkeit aufweisen als jlingere
(DURAND et al. 1993; SCHUCHAT et al. 1997).

1.1 Schrifttumsubersicht

1.1.1 Erreqgerspekitrum der bakteriellen Meningitis

Die bakterielle Atiologie ist fiir die deutliche Mehrzahl der Fille mit geklidrtem Erreger
verantwortlich; unter den viralen Formen dominieren Mumps- und — in zweiter Linie —
Enteroviren als Erreger (WEISE 1982; HVIID et al. 2008; LOGAN und MACMAHON
2008).

Die hiufigsten Erreger der auBBerhalb des Krankenhauses erworbenen bakteriellen Me-

ningitis sind ohne Beriicksichtigung der Altersgruppen (PELTOLA 1999)
1. Neisseria meningitidis
2. Streptococcus pneumoniae
3. Haemophilus influenzae
4. Mycobakterium tuberculosis
5. Listeria monocytogenes

6. Escherichia coli.
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Fiir die verschiedenen Lebensabschnitte lassen sich dabei bestimmte typische Erreger-
spektren demonstrieren (Tabelle 1; nach NETTER 1986 und REED 1986):

Tabelle 1: Erregerspektrum bei der bakteriellen Meningitis (NETTER 1986 und
REED 1986)

Lebensabschnitt | Erreger

Frdh- und 50 % gramnegative Bakterien (E. coli, andere Enterobacteriaceae,
Neugeborene H. influenzae)

20 % Streptokokken (S. agalactiae, S. pneumoniae, E. faecalis)
Andere: S. aureus, Listeria monocytogenes

Sauglinge und 50 % Hamophilus influenzae Typ b*

Kinder 25 % Neisseria meningitidis
Andere: Listeria monocytogenes, Streptococcus pneumoniae
Erwachsene 30 % S. pneumoniae

15 % N. meningitidis

Andere: gramnegative Erreger, Listerien, Staphylokokken

¥ Seit Einfuhrung der Hib-Schutzimpfung bei Kleinkindern heute nicht mehr von Be-
deutung

Insgesamt sind nach der vorliegenden Literatur die drei Erreger H. influenzae, N. me-
ningitidis (synonym Meningokokken) und S. pneumoniae (synonym Pneumokokken)
fiir etwa 95 % aller Erkrankungsfille im Kindesalter verantwortlich, wobei bis zur Ein-
fithrung der Hib-Impfung bis zum 5. Lebensjahr H. influenzae, danach Meningo- und
Pneumokokken das Erregerspektrum dominierten. Bei der Neugeborenenmeningitis
stehen Streptokokken der Gruppe B, Enterobacteriaceae und Listerien im Vordergrund.
In seltenen Féllen kann der Erreger postoperativ oder posttraumatisch in den Liquor-
raum eindringen bzw. sich bei geschwichter Abwehrlage des Patienten dort ausbreiten
(REED 1986; ARDA et al. 2008).

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht einiger epidemiologischer Arbeiten zur Hiufigkeit der
einzelnen Erreger; dabei zeigen sich relativ starke regionale und zeitliche Schwankun-

gen, wobei die Pneumokokkenmeningitis typischerweise zwischen 10 und 20 % der
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Félle ausmacht, in einigen, vor allem neueren Studien aber auch deutlich mehr (KYAW
et al. 2002; VAN DE BEEK et al. 2004; ARDA et al. 2008; MONTAGNANI et al. 2008).

Tabelle 2: Ubersicht zur Erregerhaufigkeit bei bakterieller Meningitis (Auswahl)

Autor n Region/ H. influen- | Meningo- | Pneumo- | sonst.
Altersgruppe zae kokken kokken
GEISELER et al. 1316 USA/ 34,8 % 30,1 % 13,5% [21,6 %
1980 alle
MCCABE 1983 611 USA/ 42,0 % 19,0 % 21,0% |[18,0%
alle
MCCRACKEN 1983 | 1615 USA/ 63,8 % 13,3 % 94% |13,5%
Sauglinge/
Kleinkinder
BEAM 1984 173 USA/ 16,1 % 18,6 % 11,9% |53,4 %
Erwachsene

GUGGENBICHLER 605 Osterreich/ 24.3 % 33,6 % 11,2 % |30,9 %
et al. 1989 Kinder

CHOO et al. 1990 58 Malaysia/ 50,0 % 52 % 224 % (22,4 %

Kinder
TYSKI und 164 Polen/ 17,1 % 59,1 % 23,8 % -
GRZYBOWSKA alle
1998
CAMPAGNE et al. 7078 Niger/ 9,5% 57,7 % 13,2% 19,6 %
1999 alle
SKOCZYNSKA et 220 Polen/ 26,4 % 40,9 % 209% |11,8%
al. 2000 alle

VAN DE BEEK et al. | 696 | Niederlande/ 4.3 % 36,9 % 50,6 % | 8,2 %
2004 alle

FARAG et al. 2005 | 202 Agypten/ 32,2 % 218% | 21,3% [|24,8%

Kinder
AL KHORASANI 153 Jemen/ 15,0 % 529 % 30,1% | 2,0%
und BANAJEH Kinder

2006

THEODORIDOU et | 2477 | Griechenland/ 10,2 % 50,5 % 75% [31,8%
al. 2007 Kinder
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Heute wird davon ausgegangen, dass S. pneumoniae als atiologisches Agens bei der
bakteriellen Meningitis verhéltnismiBig zugenommen hat und mittlerweile den hdufigs-
ten Erreger darstellt; der Riickgang der epidemiologischen Bedeutung von H. influenzae
ist nicht zuletzt der seit Anfang der 1990er Jahre verfiigbaren Impfung zu verdanken
(PELTOLA 2000; CDC 2002; SAEZ-LLORENS und MCCRACKEN 2003): Wahrend 1991
98 Fille H. influenzae-bedingter Meningitiden bei Kindern von 0-5 Jahren in den neuen
Bundeslédndern und Berlin registriert wurden, kamen 1999 im gleichen Gebiet nur noch
vier Erkrankungstélle zur Meldung (ROBERT KOCH INSTITUT 2000).

In den letzten Jahren finden sich zunehmend antibiotikaresistente Stdmme von
S. pneumoniae, die immer haufiger das Ausweichen auf Reserveantibiotika notwendig
machen (COLLIGNON und TURNIDGE 2000).

1.1.2 Infektionsmodus

Die Infektion des Liquors kann auf unterschiedliche Arten erfolgen: Durch fortgeleitete
Tropfcheninfektion, hdmatogen oder per continuitatem iiber angrenzende Strukturen.
Sie kommt zum Ausbruch, wenn die Erreger eine Vielzahl physiologischer Barrieren
des Korpers liberwunden haben, wie z. B. das Mukosaepithel der Oro- und Nasopha-
rynx und zuletzt die Blut-Hirn-Schranke. Die Bakterien dringen entweder durch einen
Entzlindungsreiz aus unmittelbar angrenzenden Strukturen (Mittelohrentziindung, Ent-
ziindung der Orbita, Nasennebenhdhlenentziindung) oder aus dem Blut in den Liquor
ein, wobei sie im letztgenannten Fall die Blut-Hirn-Schranke passieren miissen
(NETTER 1986; REED 1986; LESNAKOVA et al. 2007). Eine Besiedlung des oberen Re-
spirationstraktes mit pathogenen Erregern, insbesondere solchen mit IgA-Proteasen, Pili
und Polysaccharidkapseln, kann dabei als Erregerreservoir fungieren (STEPHENS und
MCGEE 1981; KAPLAN und FEIGIN 1983; KILLIAN und THOMSEN 1983; ZWAHLEN et
al. 1983; STEPHENS 1985; CRAIG et al. 1999).

Neben dem hdmatogenen Infektionsmodus ist auch die direkte Fortleitung einer Infekti-
on aus benachbarten Geweben (Sinus paranasales, Proc. mastoideus, maxilldrer Zahn-
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halteapparat, Innenohr), iiber dermale Sinus sowie durch Trauma oder Operation mdg-
lich (NETTER 1986; REED 1986).

Nach Penetration der Blut-Hirn-Schranke befinden sich die Erreger in einem Korper-
kompartiment, in dem die physiologischen Abwehrmechanismen nur eingeschrankt
vorhanden sind. Im normalen Liquor finden sich normalerweise weder ausreichende
Mengen humoraler Abwehrstoffe (Komplement, Antikérper) noch Leukozyten.
SCHELD (1984) pragte fiir diese Situation den Begriff der regionalen Abwehrschwéche
(,,regional host defense deficiency”), die dem Angehen der Infektion im Liquorraum
Vorschub leistet (vgl. KAINS und THYS 1985).

Obwohl umstritten ist, inwieweit die Defizienz insbesondere der komplement-
abhédngigen opsonischen Aktivitdit im Infektionszustand ausgeglichen werden kann
(REED 1986), ist zu Beginn der Infektion von einer relativen Insuffizienz der oben ge-
nannten Abwehrmechanismen auszugehen. Aufgrund dieser Insuffizienz entwickelt
sich bei einer bakteriellen Besiedlung des Liquorraumes rasch eine purulente Entziin-
dung der Leptomeningen. In unbehandeltem Zustand kann dies eine Thrombophlebitis
des Sinus sagittalis superior verursachen. Ferner kann es zum Ubergreifen der purulen-
ten Infektion in die inneren Liquorrdume und das Hirnparenchym kommen. Die ent-
ziindliche Verlegung der Kommunikationswege zwischen inneren und dulleren Liquor-
rdaumen kann schlielich zum Hydrocephalus internus mit Hirndrucksteigerung fithren
(NETTER 1986).

Innerhalb des Liquor cerebrospinalis vermehren sich die Bakterien und setzen durch
Autolyse und/oder Sekretion toxische und proinflammatorische Substanzen frei. Unter
der Infektion werden Zytokine und Chemokine von meningealen Makrophagen, Epen-
dymzellen, vom Epithel des Plexus choroideus und spéter auch von eingewanderten
Leukozyten und Mikrogliazellen gebildet.

Diese interzelluldren Mediatoren rufen die Einwanderung von Granulozyten und Mo-
nozyten sowie eine Aktivierung von Gliazellen hervor; diese setzen wiederum Substan-
zen frei, die das Nervengewebe schiadigen, Vasospasmus und Vaskulitis verursachen
konnen (ZYSK et al. 1996; BRAUN et al. 1999). Solche Entziindungsreaktionen werden
unter anderem durch Lipopolysaccharide (gram-negative Bakterien), Peptidoglykan und
Lipoteichonsédure (gram-positive Bakterien) oder durch prokaryotische bakterielle DNA
(DENG et al. 2001) stimuliert. Neben dieser proinflammatorischen Wirkung bakterieller
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Bestandteile ist auch eine direkte neurotoxische Wirkung bakterieller Bestandteile, u. a.
von Pneumolysin, einem wichtigen Virulenzfaktor von S. pneumoniae, bekannt
(STRINGARIS et al. 2002 a, b).

1.1.3 Klinik

Bakterielle Meningitiden setzen meist subakut bis akut ein und duflern sich in starken
Kopfschmerzen, Nackensteifigkeit (Meningismus), Nausea, Erbrechen, hochgradigen
Bewusstseinsstorungen, Photophobie, Verwirrtheit und deliranten Zustdanden (MASUHR
1998). Ein typisches Zeichen ist hohes Fieber.

Das klinische Bild der Meningitis zeigt zwar charakteristische Merkmale, variiert je-
doch betréachtlich in Abhédngigkeit vom Alter des Patienten und der Akutheit der Er-
krankung; die klassische Trias von Fieber, Nackensteife und mentaler Verdnderung
findet sich nur in weniger als der Hélfte der Félle (VAN DE BEEK et al. 2004), und ins-
besondere bei Sduglingen kann die Erkrankung oligosymptomatisch mit wenig wegwei-
senden Zeichen sein (HUWENDIEK et al. 2007). Den spezifischen klinischen Erschei-
nungen (s. Tabelle 3) kdnnen mehrere Tage mit unspezifischen gastrointestinalen oder

respiratorischen Prodromalzeichen vorausgehen (REED 1986).
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Tabelle 3: Klinische Symptome der Meningitis (NETTER 1986; REED 1986; VAN DE
BEEK et al. 2004)

Alters- Symptomatik

gruppe

Neugeborene | u. U. minimale und unspezifische Symptome: Lethargie, Irritierbarkeit,
und junge Rastlosigkeit, Inappetenz

Sauglinge Fontanellenvorwdlbung und Suturendiastase als Zeichen des erhdhten

intracranialen Druckes

Kinder und Allgemeine Symptome: schwerer generalisierter Kopfschmerz, Ubel-
Erwachsene |keit und Erbrechen, Anorexie, Verwirrung, Lethargie (als Zeichen der
Hirndruckerhéhung) bis hin zu prakomatésen oder komatosen Zustan-
den, fokale neurologische Symptome

Meningeale Symptome: Rickenschmerzen, Nackensteife, positives
Kernig- (Schmerzen und Schwache beim Strecken im Kniegelenk des
im Huftgelenk gebeugten Beines) und Brudzinski-Zeichen (Passive
Nackenbeugung fuhrt zur Flexion in Knie- und Huftgelenken)

Alle Anamnestische Hinweise: entsprechende Vorerkrankungen (Pneumo-
nie, Otitis media etc.), protrahierter Geburtsverlauf, vorzeitiger Blasen-
sprung, peripartale maternale Infektionen bei Neugeborenen

Wegen der schnellen Progression spricht das Fehlen eines Papillenddems nicht gegen
das Vorliegen einer Hirndruckerh6hung. Insbesondere bei Meningokokkenmeningitis
sind petechiale Blutungen nicht selten. Eine Beeintrachtigung der ADH-Sekretion fiihrt
zu einer Hyponatridmie, die bei kindlicher bakterieller Meningitis hdufig (in tiber 50 %)
gefunden wird und deren Ausmal} Hinweise auf die Prognose geben kann (KAPLAN und
FEIGIN 1983).

Beziiglich des Erregers lassen sich aus dem klinischen Bild keine hinreichend sicheren
Riickschliisse ableiten (HANDRICK et al. 1988). Allerdings konnen bestimmte klinische
Zeichen Hinweise geben: So weist ein makulopapuldses Exanthem — das leicht mit dem
makuldr-petechialen Exanthem der Echovirus-Meningitis verwechselt werden kann —
auf eine septische Streuung durch Meningokokken hin (NETTER 1986).

Nach sorgfiltiger Erhebung von Anamnese und klinischem Befund sind addquate Bild-
gebung und die Liquoruntersuchung von zentraler Bedeutung fiir die Diagnosestellung
(FITCH et al. 2008). Kontraindikationen fiir die Punktion der Liquorrdume sind ein ma-

nifestes Papillen- bzw. Hirnddem, fokale neurologische Symptome, fokale Massenldsi-
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onen mit Verlagerung des Hirns sowie ein voraufgegangenes Trauma (NETTER 1986,
REED 1986).

In allen Féllen, in denen eine Bewusstseinsstorung den Verdacht auf Hirndrucksteige-
rung weckt, sollten o. a. Kontraindikationen - zweckmifBigerweise durch ein craniales

Computertomogramm (CCT) - ausgeschlossen werden.

Liegt keine der genannten Kontraindikationen vor, so wird durch lumbale Punktion des
Subarachnoidalraumes 3-4 ml Liquor gewonnen. Dieser bietet bei Vorliegen einer Me-
ningitis folgende Charakteristika (NETTER 1986; REED 1986; HANDRICK et al. 1988;
DELANK 1994):

e Triib-eitriges Aussehen.

e Nach Untersuchung von Zellen, Eiweil und Glukose zeigt sich das typische Bild
eines entziindlichen Liquorsyndroms: Die Zellzahl ist stark vermehrt bei Uberwiegen
polymorphkerniger Granulozyten (>500/mm’); GesamteiweiB miBig erhoht (>100
mg/ml), Glukose <60 % des Blutglukosewertes, Nachweis groBmolekularer Serum-

proteine als Ausdruck der Schrankenstérung.

Beweisend ist der bakterielle Liquorbefund. Bereits im Nativausstrich kann gelegent-
lich der Erregernachweis mit einiger Sicherheit erfolgen; die Morphologie in der Gram-
farbung erlaubt meist die Erregerdiagnose durch den erfahrenen Untersucher, insbeson-

dere beim Nachweis grampositiver Diplokokken (=Pneumokokken).

Zusitzlich werden Blut- und Liquorkulturen mit Antibiogramm angesetzt, um den bak-

teriologischen Keimnachweis zu ermdéglichen.

In jlingerer Zeit haben weitere Untersuchungen das genannte Spektrum ergidnzt: Erwih-
nenswert sind hier vor allem Nachweisverfahren fiir das bakterielle Antigen (Immun-
elektrophorese, Latexagglutination, ELISA), die erstens schneller als die Kultur sind
und auch bei antibiotisch vorbehandelten Patienten noch eindeutige Aussagen ermogli-
chen (SALIH et al. 1995; BECKHAM und TYLER 2006; SCHUT et al. 2008). Mit der Be-
urteilung des gramgefarbten Nativausstrichs sowie dem Antigennachweis ist in etwa
75 % der Fille der positive Erregernachweis moglich (MCCABE 1983).
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1.1.4 Morphologie

1.1.4.1 Neuronaler Schaden und Spatfolgen

Die Morphologie des neuronalen Schadens kann sowohl nekrotisch als auch apopto-
tisch sein (LEIB et al. 1996; ZYSK et al. 1996; BRAUN et al. 1999; NAU et al. 1999 a;
NAU und BRUCK 2002). Neuronale Nekrosen werden vorwiegend in den Sektoren CAl
bis CA4 des Hippocampus und im Neocortex beobachtet (LEIB et al. 1996; NAU et al.
1999 a; GERBER et al. 2001 b). Herdférmige neocorticale Nekrosen werden wahr-
scheinlich durch eine Vaskulitis verursacht (LEIB et al. 1996; NAU et al. 1999 a; NAU
und BRUCK 2002). Das daraus resultierende Hirnddem ist fiir ca. 1/3 der Gesamtletalitét
verantwortlich und verursacht bei Uberlebenden schwere neurologische Defizite (NAU
et al. 1999 a). Im Kaninchenmodell der bakteriellen Meningitis zeigen geschédigte Kor-
nerzellen im Gyrus dentatus der Formatio hippocampi morphologische Kriterien der
Apoptose (ZYSK et al. 1996). Bei neugeborenen infizierten Ratten sind ebenfalls apop-
totische Untergénge im Gyrus dentatus zu erkennen (LEIB et al. 1996). Dies ist auch bei
ca. 70 % der an einer bakteriellen Meningitis verstorbenen Menschen der Fall (NAU et
al. 1999 a).

1.1.4.2 Nekrose

Die Nekrose ist eine Folge letaler Zellschidigung durch intensive und abrupte Beein-
flussung des Zellstoffwechsels, z. B. bei Sauerstoffmangel, chemischen und physikali-

schen Noxen, toxischen Einwirkungen und nach Traumata (BUJA et al. 1993).

Es kommt zur Stérung des Energiestoffwechsels und zu zunehmendem ATP-Mangel.
Dadurch versagt die transmembrandse Ionenpumpe und die Plasmamembran kann den

osmotischen Druck nicht mehr regulieren.

Es kommt zur Schwellung der Zelle, die zunichst reversibel ist; im weiteren Verlauf

setzen irreversible Schiadigungen ein. Zu diesen Schédigungen zdhlen fortschreitende
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Pyknose, Karyorrhexie, Karyolyse und mitochondriale Verdnderungen mit Bildung
amorpher Matrixverdichtungen. SchlieBlich kommt es zur Ruptur der Plasmamembran
und der Organellenmembran und zur Freisetzung des Zellinhaltes (BUJA et al. 1993).
Dieser Kollaps der Zelle induziert schlieBlich die Entziindungsreaktion (COHEN 1993).

1.1.4.3 Apoptose

Bei der Apoptose finden sich an der Zellmembran Ausstiilpungen. Im weiteren Fort-
schreiten schrumpft die Zelle und weist dabei ein extrem kondensiertes Zytoplasma mit
eng gepackten Organellen auf (WYLLIE 1981). Es kommt zu Chromatinverdichtungen,
die halbmondformig an der Zellmembran auftreten. Die Zelle zerfillt schlielich in
mehrere membranumschlossene Fragmente - apoptotische Korperchen -, die durch Pha-
gozytose entfernt werden (SCHWARTZ und OSBORNE 1993). In der Regel kommt es im

Gegensatz zur Nekrose nicht zu einer zellinduzierten Entziindungsreaktion.

1.1.5 Bakteriologie der Streptococcus pneumoniae-Infektion

S. pneumoniae sind a-hdmolysierende Streptokokken der Gruppe B, die sich mikrosko-
pisch als grampositive ovale bis lanzettformige Diplokokken darstellen. Bislang sind
etwa 90 Serotypen bekannt, die sich durch ihre Kapselpolysaccharide unterscheiden
(JEFFERSON et al. 2006). Die Struktur der Lipoteichon- und Teichonsduren der einzel-
nen Spezies ist jedoch identisch (FISCHER et al. 1993), so dass alle denselben Serotyp
aufweisen (SORENSEN und HENRICHSEN 1987). Sie setzen sich aus sich wiederholen-
den Oligosaccharideinheiten, konjugiert mit Phosphorylcholinen, zusammen (BEHR et
al. 1992). Teichon- und Lipoteichonsduren sind somit wichtige proinflammatorische
Bestandteile aus den Zellwianden von S. pneumoniae. Nach Injektion in den Subarach-
noidalraum verursachen sie schwere meningeale Entziindungen (TUOMANEN et al.
1985).
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1.1.6 Mechanismen der Schadigung

Proinflammatorische und toxische Bakterienbestandteile konnen den Wirtsorganismus
auf unterschiedliche Weise schidigen. Schiadigungen des Endothels cerebraler Gefille
und des Ependyms der Ventrikel konnen die Durchlissigkeit der Blut-Liquor-Schranke
und der Blut-Hirn-Schranke erhéhen sowie die Liquorzirkulation beeintrdachtigen und
zu vasogenen und interstitiellen Hirnédemen beitragen (MICHEL et al. 2001). Durch
hitzeinaktivierte Pneumokokken kommt es zur Schidigung von mit Gliazellen kultivier-
ten Neuronen (KIM und TAUBER 1996) und Neuronenschidden in hippocampalen Berei-
chen (SCHMIDT et al. 2001; VON MERING et al. 2001). Pneumolysin-Konzentrationen,
wie sie im Liquor cerebrospinalis beobachtet wurden, sind in vitro neurotoxisch.
Pneumolysin ist ein porenbildendes Protein, das zu einem Einstrom von extrazellulirem
Kalzium fiihrt (BRAUN et al. 2002; STRINGARIS et al. 2002 a, b).

1.1.7 Therapie der bakteriellen Meningitis

Die Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie sehen beim Verdacht auf bak-

terielle Meningitis folgende Vorgehensweise vorl:

e Bei erwachsenen Patienten mit Verdacht auf bakterielle Meningitis, aber ohne Be-
wusstseinsstorung und fokales neurologisches Defizit wird unmittelbar nach der kli-
nischen Untersuchung eine lumbale Liquorpunktion vorgenommen; nach Abnahme
von Blutkulturen werden sofort Dexamethason (10 mg) und Antibiotika (s. u.) i.v.

verabreicht.

e Bei schwer bewusstseinsgestorten Patienten und Patienten mit fokalneurologischem

Defizit (z. B. Hemiparese) werden bereits unmittelbar nach der Blutentnahme (fiir

1 S, http://www.uni-duesseldorf.de/AWMPF/1I/030-089.htm
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das Anlegen einer Blutkultur) Dexamethason und Antibiotika i.v. verabreicht; die

Liquorpunktion wird bei diesen Patienten vom CCT-Befund abhéngig gemacht.

e Die initiale empirische Antibiotikatherapie bei der ambulant erworbenen bakteriel-
len Meningitis im Erwachsenenalter beinhaltet eine Kombination aus Ampicillin
und einem Cephalosporin der 3. Generation (z. B. Ceftriaxon); bei dringendem Ver-
dacht auf eine Meningokokkenerkrankung (Alter, Exposition, Hauterscheinungen)

wird Penicillin G nach wie vor als ausreichend angesehen.

e Es muss eine rasche Fokussuche erfolgen, insbesondere eine HNO-arztliche Konsi-
liaruntersuchung und Suche nach einem parameningealen Entziindungsherd (z. B.
Sinusitis) im CCT oder MRT.

e Bei Vorliegen eines erhohten intrakraniellen Drucks werden hirndrucksenkende
MaBnahmen, z. B. Oberkorperhochlagerung um 30°, Osmotherapie und externe in-

traventrikuldre Liquordrainage bei Vorliegen eines Hydrozephalus, durchgefiihrt .

Die adjuvante Therapie mit Corticosteroiden wird heute bei Erwachsenen empfohlen
und reduziert die Mortalitdt und die Rate persistierender neurologischer Symptome
(VAN DE BEEK et al. 2007). Eine generelle Fliissigkeitsrestriktion innerhalb der ersten
48 Stunden nach Diagnosestellung scheint dagegen nach neueren Untersuchungen nicht

erforderlich und moglicherweise sogar nachteilig zu sein (MACONOCHIE et al. 2008).

Falls Cephalosporine der 3. Generation nicht zur Verfligung stehen, konnen mit Chlo-
ramphenicol, ggf. in Kombination mit Ampicillin, ebenfalls gute Ergebnisse erzielt
werden (PRASAD et al. 2007).

Die wichtigste Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Therapie der bakteriellen Meningitis
ist die schnelle Diagnosestellung. In der Klinik und Poliklinik fiir Neurologie der Uni-
versitidt Gottingen wird, nach dem Beschluss vom 25.04.03, bei Verdacht auf bakterielle

Meningitis nach folgendem Diagnose- und Therapieschema verfahren (Tabelle 4):



Einleitung und Problemstellung

-14 -

Tabelle 4: Vorgehen bei Verdacht auf bakterielle Meningitis

Alle Patienten

1. Blutkulturen, Rachen-, ggf. Wundabstrich
Patienten ohne Koma und/oder Patienten mit Koma und/oder
Herdsymptomatik Herdsymptomatik
2. Liquorpunktion 2. Empirische Antibiotikatherapie
3. Empirische Antibiotika- 3. CCT
therapie
4. CCT @ Hirndédem, Hirnédem und/oder

@ Mittellinienverlagerung

Mittellinienverlagerung

4. Liquorpunktion

@ Liquorpunktion

Das antiobiotische Regime besteht bei Verdacht auf auBerhalb des Krankenhauses er-

worbener bakterieller Meningitis aus:

Ampicillin 3x4 g und Ceftriaxon 2x2 g oder Cefotaxim 2x2 g.

Durch die Kombination der beiden Préaparate ist ein breites Erregerspektrum abgedeckt.

Ampicillin wirkt gut gegen L. monocytogenes, und Ceftriaxon und Cefotaxim erfassen

auch S. pneumoniae mit verminderter Empfindlichkeit gegeniiber Penicillin G.

1.2 Ziel der Arbeit

Die Behandlung der Meningitis fiihrt heute noch, trotz effektiver Antibiotikatherapie,

zu schweren Komplikationen und Langzeitschidden. Nicht-bakteriolytisch wirksame

Antibiotika fiihren zu einer geringeren Freisetzung proinflammatorisch wirksamer Sub-

stanzen und wirken damit zytoprotektiv. Wir untersuchten daher im Tiermodell der bak-

teriellen Meningitis, ob eine antibiotische Behandlung mit dem Proteinsynthesehemmer

Rifampicin, gefolgt von dem bakteriolytisch wirksamen Ceftriaxon, Vorteile gegeniiber

der Monotherapie mit Ceftriaxon hat. Die Effektivitit dieser Kombinationsbehandlung

wurde anhand von Protein- und Laktatkonzentration, Leukozytenzahl sowie LTA-

Konzentration im Liquor bewertet. Die Beurteilung des Neuronenschadens erfolgte

histologisch.
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2 Material und Methoden

21 Testorganismen

In diesem Experiment wurde ein Streptococcus pneumoniae Typ 3-Stamm verwendet,
der von einem infizierten Erwachsenen isoliert wurde (freundlicherweise tiberlassen
von M. G. Téduber, Universitit Bern, Schweiz). Nach mehreren Kaninchenpassagen
wurde infizierter Liquor fiir 24 Stunden auf Blutagarplatten kultiviert und die resultie-
renden Bakterien in Kochsalzldsung suspendiert; die Aliquots wurden bei -70 °C einge-

froren.

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) und die minimale bakterizide Konzentration
(MBK) wurden mit Hilfe der Bouillon-Makrodilutionsmethode bestimmt; bei dieser
Methode wird ein Wirkstoff einer Reihenverdiinnung unterzogen und danach eine be-
stimmte Menge einer Bakteriensuspension mit standardisierter Dichte in eine Néhr-
bouillon pipettiert. Dieses sog. ,,Inokulum® wird anschlieBend der Antibiotikaverdiin-
nung zugegeben. Nach Bebriitung des Ansatzes ist bakterielles Wachstum durch die
Triibung des Mediums zu erkennen; die Konzentration im letzten Roéhrchen, das kein
Wachstum (Triibung) zeigt, entspricht der MHK. MHK und MBK betrugen 0,03 bzw.
0,06 pg/ml fiir Ceftriaxon und 0,008 bzw. 0,06 pg/ml fiir Rifampicin.

2.2 Kaninchenmodell

Die Versuche wurden in Anlehnung an das Kaninchenmodell von DACEY und SANDE
(1974) durchgefiihrt.
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Als Versuchstiere dienten weille Neuseeldnder Kaninchen mit einem Korpergewicht
zwischen 2000 und 3000 g. Nach intramuskulérer Anédsthesie mit Ketamin (25 mg/kg)
und Xylazin (5 mg/kg) wurden die Tiere intrazisternal mit 10° CFU S. pneumoniae infi-
ziert. Die Anésthesie wurde intravends fiir die Versuchsdauer von 24 Stunden mit Ur-
ethan fortgesetzt. In der ersten Stunde erhielten die Tiere 3 g Urethan als 30 %ige Lo-
sung in H,O, in den folgenden 4 Stunden erneut 3 g und zum Ende des Versuchs noch-

mals 3 g.

Alle Medikamente wurden {iber eine Ohrvene zugefiihrt, Blut wurde kontralateral aus

einer Ohrarterie entnommen.
Insgesamt wurden 21 Tiere auf 2 Gruppen verteilt:

e Eine Gruppe (n=112) erhielt 12 Stunden nach der Infektion Ceftriaxon
(Rocephin®, Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen); zunéchst wurde ein Bo-
lus von 20 mg/kg verabreicht, gefolgt von einer Erhaltungsdosis von

10 mg/kg/h. Diese Gruppe wird im Folgenden mit dem Kiirzel CRO bezeichnet.

e Die zweite Gruppe (n=11, im Folgenden RIF/CRO) erhielt nach 12 Stunden zu-
néchst Rifampicin (Rifa®, Griinenthal, Stolberg) in einer Dosis von 10 mg/kg als
Bolus und anschlieend 5 mg/kg/h; 6 Stunden spéter wurde zusétzlich CRO in

der gleichen Dosis wie in der ersten Gruppe verabreicht.

Die Priifsubstanzen wurden kontinuierlich verabreicht, um moglichst schnell die Ein-
stellung eines FlieBgleichgewichts im Serum zu erreichen und Schwankungen der Li-
quorkonzentration moglichst zu minimieren. Frithere Versuche hatten gezeigt, dass
CRO-Konzentrationen im Liquor nach einer Einzeldosis von 125 mg/kg und einer kon-
tinuierlichen Verabreichung von 10 mg/kg/h dquivalent sind (NAU et al. 1995;
COTTAGNOUD et al. 2000).

ZielgroBen des Versuchs waren Bakterientiter, Laktat, Protein, Leukozyten und Lipo-
teichonsdurekonzentrationen im Liquor; zu deren Bestimmung wurde 12, 14, 18, 20 und

24 Stunden nach Infektion Blut und Cerebrospinalfliissigkeit entnommen.

2 Ein Tier dieser Gruppe starb vor Versuchsende und wurde deshalb in die Auswertung
nicht mit eingeschlossen.
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24 Stunden nach Infektion wurden die Tiere durch intravendse Injektion von 75 mg

Thiopental (Trapanal®, Byk Gulden, Konstanz) getotet. Danach wurde das Gehirn ent-

nommen und in 4 % Paraformaldehyd fiir 24 h fixiert.

Abbildung 1 zeigt den Versuchsablauf im Uberblick:

Oh

12 h

14 h

18 h

20 h

24 h

CRO

RIF/CRO

Infektion mit 106 CFU intrazisternal

CRO Bolus 20 mg/kg, dann
10 mg/kg/h

Entnahme von Blut und CSF

Entnahme von Blut und CSF

Entnahme von Blut und CSF

Entnahme von Blut und CSF

Entnahme von Blut und CSF
Versuchsende und Entnahme des
Gehirns

Abbildung 1: Ablauf des Versuchs

RIF Bolus 10 mg/kg, dann 5 mg/kg/h

Entnahme von Blut und CSF

Entnahme von Blut und CSF

CRO Bolus 20 mg/kg, dann 10
mg/kg/h

Entnahme von Blut und CSF

Entnahme von Blut und CSF

Entnahme von Blut und CSF
Versuchsende und Entnahme des
Gehirns
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2.3 Gewebeentnahme und Fixation

Nach Versuchsende (24 Stunden nach Infektion) wurde den Tieren nach vorheriger

Abtrennung der Medulla oblongata vom Riickenmark das Gehirn entnommen.

Der dorsale Anteil der rechten Hemisphére wurde fiir 24 Stunden in Paraformaldehyd
fixiert.

Paraformaldehyd 4 %: 100 ml 0,1 M Phosphatpuffer (Na,HPO4,KH,PO, im Verhéltnis
81.8:18,2)
darin gelost 4 g Formaldehyd

Die Losung wurde auf 70 °C erhitzt, anschlieBend wurden 10 Tropfen 1 M NaOH zu-
gegeben und nach dem Abkiihlen filtriert.

2.3.1 Herstellung der Schnitte

Die entnommenen und in Paraformaldehyd fixierten Gewebeproben wurden gewéssert

und anschlieBend in Paraffin eingebettet.

Von den Proben wurden 1 um dicke Schnitte angefertigt, die auf mit Poly L-Lysin
(Sigma, Deisenhofen) beschichtete Objekttriager aufgebracht wurden.
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2.3.2 Farbung: In situ-Tailing

In situ-Tailing (IST) ist eine Methode zum Nachweis fragmentierter DNA in Zellker-

nen.

Das Prinzip beruht auf der Verkniipfung von mit Digoxigenin markierten Desoxiribo-
nukleosidtriphosphaten mit den 3'-Hydroxylenden von einzel- oder doppelstrangiger
DNA (MARTIN et al. 1990).

Katalysator dieser Reaktion ist die terminale Transferase. Die Farbreaktion der markier-

ten Zellkerne wird durch einen gegen Digoxigenin gerichteten Antikorper ermoglicht.

Fiir das in situ-Tailing wurden die 1 pm dicken Schnitte zunéchst entparaffiniert, indem
sie 2-mal fiir 15 min in Xylol getaucht wurden und danach die absteigende Alkoholrei-
he durchliefen (100 %, 90 %, 70 %, 50 %, 30 % Ethanol fiir jeweils 5 min).

Anschliefend wurden sie mit Tris Buffered Saline (TBS) gespiilt und dann fiir 15 min
mit 5 %iger Proteinase K (Sigma, Deisenhofen) bei 37 °C fiir 15 min in einem Reakti-
onsgemisch von 10 pl 5x Tailing-Puffer, 1 pl Digoxigenin DNA Labeling Mix, 2 pl
Kobaltchlorid, 12,5 Einheiten terminaler Transferase und dem ad 50 pl erforderlichen
Volumen von Aqua bidest. inkubiert.

Danach wurde wieder mit TBS gespiilt und 10 %iges fetales Kélberserum (FCS) fiir
15 min aufgetragen. Nach erneuter Waschung mit TBS wurde, um die durch Digoxige-
nin markierten Nukleotide im weiteren Versuchsverlauf sichtbar machen zu kénnen, ein
Anti-Digoxigenin-Antikérper in 10 % FCS (1:250) aufgetragen, der fiir 60 min bei

Raumtemperatur inkubiert wurde. Auch hier wurde im Anschluss mit TBS gespiilt.

Die schwarze Farbreaktion wurde durch 4-Nitroblau-Tetrazolin-Chlorid-5-Bromid-4-
Chlorid-3-Indolyl-Phosphat (Roche Diagnostics, Mannheim) ausgeldst (ZYSK et al.
1996). Die Gegenfirbung der Kerne wurde mit Kernechtrot-Aluminiumsulfatlosung

(Roche Diagnostics, Mannheim) vorgenommen.
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Losungen:  Xylol (J. T. Baker, Holland, Nr. 7386)
Isopropylalkohol (Chemievertrieb Hannover)
Chloroform (J. T. Baker, Holland, Nr. 8118)

Proteinase K (Sigma, Deisenhofen)

Tailing Mix:

Reaktionspuffer fiir Terminale Transferase (Boehringer, Nr. 220582)
Kobaltchlorid Lsg., 25 mM (Boehringer, Nr. 220582)

Terminale Transferase (Boehringer, Nr. 220582)
Digoxigenin-Labeling-Mix (Boehringer, Nr. 1277065)

100 pl Tailing Mix :  20ul Reaktionspuffer
4ul Kobaltchloridlosung
1ul Terminale Transferase
2ul Digoxigenin-Labeling-Mix
Aqua bidest.

FCS (Biochrom KG, Berlin, Nr. 50115)

Anti-Digoxigenin-Antikdrper vom Schaf, Fab-Fragmente konjugiert mit
alkalischer Phosphatase (Boehringer, Nr. 1093274)

AK:FCS(10 %) 1:250

TBS: Stammlésung (50 ml)
NaCl (8,7 g)
Aqua bidest. 950 ml

Puffer fiir Farbreaktion: Tris-HCI (12,1 g, Sigma, Nr. T 1378)
NacCl (5,8 g, J.T. Baker, Holland, Nr. 0278)
Aqua bidest. (1000 ml)
Der pH-Wert wurde auf 9,5 eingestellt, dies erfolgte mit
Hilfe von 1IN HCI.
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Féarbung: 4-Nitroblau-Tetrazolin-Chlorid (NBT) (Boehringer, Nr. 1087479)
100 mg/ml in 70 %igem Dimethylformamid

5-Bromid-4-Chlorid-3-Indolyl-Phosphat (BCIP) (Boehringer,
Nr. 760994)
50 mg/ml in 100 %igem Dimethylformamid.

Das Verhiltnis der einzelnen Komponenten wurde so gewihlt, dass auf

60 ml Puffer 270 ul NBT und 210 pl BCIP zugegeben wurden.

Gegenfirbung: Kernechtrot-Aluminiumsulfatlosung

0,1 g Kernechtrot, 5 g Aluminiumsulfphat auf 100 ml aqua bidest.

Die Schnitte wurden schlieBlich mit Aquamount (BDH Laboratory Supplies, Nr.
3622662 H) eingedeckelt.

2.3.3 Farbung: Hamatoxylin-Eosin

Die HE-Farbung wurde nach Standardprotokoll vorgenommen.

Die Schnitte wurden 3 min in Xylol entparaffiniert und durchliefen anschlieBend die
absteigende Alkoholreihe (100 %, 90 %, 70 %, 50 %, 30 % Ethanol je 5 min).

Danach wurden die Schnitte flir 5-10 min in Himalaun (Merck, Darmstadt) getaucht,
anschlieBend erfolgte die Differenzierung in HCl-Alkohol. Im Anschluss wurden sie fiir
10 min unter flieBendem Leitungswasser gebldut, um darauf fiir 5 min das Eosinbad
(Eosin G, Merck, Darmstadt) und schlieBlich die aufsteigende Alkoholreihe zu durch-

laufen.

Danach wurden die Schnitte mit DePex eingedeckelt. Im Féarbepréiparat zeigen sich die

Kerne blau, Plasma rosa.
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2.3.4 Quantifizierung apoptotischer Neurone

An den HE-gefdrbten Schnitten wurde mit Hilfe eines Contron Videoplan-Computers
(Grundig, Niirnberg) die Flache der Kornerzellschicht im Gyrus dentatus gemessen
sowie die Anzahl der apoptotischen Zellen in diesem Areal mittels der in situ-Tailing-
Technik und nach morphologischen Kriterien bestimmt. Die Dichte der apoptotischen
Neurone wurde als Zahl der markierten Neurone pro mm” in der hippocampalen Kor-

nerzellschicht angegeben.

2.4 Liquoranalyse

2.4.1 Entzundungsparameter

Nach Entnahme des Liquors wurden die Leukozytenzahlen bestimmt, die Proben eisge-
kiihlt und anschlieBend fiir 5 min bei 3000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Die Uber-
stinde wurden mit einer Pipette entnommen und bei —70 °C eingefroren. Sie dienten der

spateren Bestimmung von Protein, Laktat und Lipoteichonsdure (LTA).

1. Leukozyten: Die Bestimmung der Leukozytenzahlen im Liquor wurde mit Hilfe

einer Fuchs-Rosenthal-Kammer vorgenommen.

2. Laktat: Laktatkonzentrationen wurden enzymatisch bestimmt.
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3. Protein: Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nephelometrisch.



Material und Methoden -24 -

2.4.2 Lipoteichonsaure

Die Bestimmung der Lipoteichonsdure im Verlauf der antibiotischen Behandlung er-
folgte mit einem enzymatischen Immunoassay (STUERTZ et al. 1998). Bei diesem As-
say wurden gereinigte, aus einem unbekapselten Stamm von S. pneumoniae (R6) ge-
wonnene Lipoteichonsduren zur Immunisierung und Erstellung einer Eichkurve ver-
wendet. Dabei wurden polyklonale Antikdrper von weilen Neuseeldnder Kaninchen
gewonnen, die vorher subkutan mit einer Mischung von 500 pg LTAs und 500 pg eines
inkompletten Freund’schen Adjuvans immunisiert worden waren. Als Capture-
Antikorper wurde der kommerziell erhdltliche TEPC-15 (Sigma, Deisenhofen) verwen-

det, und als Detektions-Antikorper diente das polyklonale Kaninchen-Antiserum.
Die verabreichten Pharmaka zeigten keine Interaktion mit diesem Assay.
Der Lipoteichonsdure-Assay wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

1. Tag: Zugabe des ersten Antikorpers, Mouse IgA Kappa: 15 pL. Antikérper wurden in
8 ml PBS geldst. Je 80 ul wurden in jedes Well der Titerplatte gegeben. Uber Nacht

wurden die Platten bei +4 °C inkubiert.

2. Tag: Die Platten wurden dreimal mit PBS-0,2 % Tween 20 Waschpuffer gewaschen
(2 ml Tween 20 auf 11 PBS) und anschlieBend auf Papier ausgeschlagen.

Blockschritt: Je 175 pl FCS (PBS mit 9 g/l NaCl und 5 % FCS) wurden in jedes Well
gegeben und ca. 30 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach Entfernung des PBS
durch Ausschiitteln wurde die Platte auf Luftblasen kontrolliert.

Zugabe der zu messenden Proben: Auftragen der Standardreihe: Die Eichlosung wur-
de mit 0,5 ul LTA-7 auf 1 ml FCS angesetzt (=50 ng/ml). Es wurde mit den folgenden
Verdiinnungen gearbeitet: 50-25-12,5-6,25-3.1-1,6-0,8 und 0 (jeweils in ng/ml). Die

Standardreihe wurde in den beiden linken Spalten der Platte jeweils als Doppelbestim-
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mung aufgetragen (Spalten A und B). Es wurden in alle Wells, auller in A1 und A2
80 ul FCS zugegeben.

In Al und A2 wurden 160 pl Eichlosung aufgetragen und durch 5-10-maliges Hochzie-
hen mit der Mehrkanalpipette durchmischt. 80 pul wurden aus Al und A2 entnommen
und in B1 und B2 {iberfithrt. Danach wurden B1 und B2 ebenfalls 5-10-mal durch-
mischt und 80 ul der Losung in C1 und C2 iiberfiihrt. Dieser Vorgang wurde nun bis
einschlieBlich zur Spalte G fortgefiihrt.

80 ul aus G1 und G2 wurden entnommen und verworfen.

Auftragen der Proben: Die Liquorproben wurden mit FCS auf 80 ul verdiinnt. 80 ul
jeder Probe wurden in die entsprechenden Wells eingefiihrt und 1,5 Std. bei Raumtem-

peratur geschiittelt.

Zugabe des zweiten Antikorpers, Kaninchen-Anti-Lipoteichonsdure; E2: Die Plat-
ten wurden ausgeschiittet und dreimal mit PBS-Tween 20 gewaschen. Der zweite Anti-
korper wurde 1:4000 mit FCS verdiinnt. Je 80 pl der Antikorperverdiinnung wurden in
jedes zu messende Well gegeben und fiir 1,5 Std. geschiittelt.

Zugabe des dritten Antikorpers, Ziege-Anti-Kaninchen-1gG, Peroxidase-konj.: Die
Platten wurden ausgeschiittet und dreimal mit PBS-Tween 20 gewaschen. Der dritte
Antikorper wurde 1:8000 mit FCS verdiinnt und je 80 ul davon in jedes Well gegeben
und erneut fiir 1,5 Std. geschiittelt.

Zugabe des Peroxidase-Substrates (Azino-bis[3-Ethylbenzothiazolin-6-Sulfonat]
[ABTS]): 10 mg ABTS wurden in 9 ml H,O gelost und 1ml 10x ABTS-Puffer hinzuge-
fiigt (=1 mg/ml ABTS). Davon wurden je 80 pl in jedes Well gegeben und fiir 10-15
min unter Lichtabschluss geschiittelt. Nach 15 min wurden die Proben im Elisa-Reader

bei 405 nm gemessen.

2.5 Datenauswertung und Statistik
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Alle Auswertungen wurden mit dem Programmpaket CSS:STATISTICA (StatSoft, Inc.,
Tulsa, USA) durchgefiihrt. Fiir intervallskalierte und rangskalierte Variablen (im Fol-
genden als ,,stetige* Variablen bezeichnet) wurden als Kennwerte Median, 25er und
75er Perzentil berechnet. Fiir diskrete Variablen wurde die Anzahl der Werte in jeder

Kategorie und deren Anteil an der Gesamtzahl (in Prozent) ermittelt.

Priifstatistisch waren Unterschiede zwischen stetigen bzw. diskreten Variablen in unab-
hiangigen Stichproben (Gruppen CRO bzw. RIF/CRO) auf Nichtzufilligkeit hin zu -
berpriifen. Dazu wurden die im Folgenden beschriebenen Tests durchgefiihrt, die je-
weils eine sinnvoll gewéhlte ,,Nullhypothese* zu der aufgeworfenen Fragestellung auf
ihre Bestétigung oder Ablehnung fiir die Grundgesamtheit untersuchen. Ergebnis eines
jeden Tests ist die Irrtumswahrscheinlichkeit p. Je kleiner p, desto groBer ist die Wahr-
scheinlichkeit, dass ein postulierter Zusammenhang oder Unterschied zwischen Stich-

proben tatséchlich existiert.

Die fiir einen Test aufgestellte Nullhypothese wird iiblicherweise abgelehnt, wenn p
kleiner als 0,05 (=5 %) ist. Ein Testergebnis wird dann als signifikant bezeichnet. Der
Zusammenhang oder Unterschied kann in diesem Fall nicht nur fiir die untersuchten
Stichproben, sondern auch fiir die Grundgesamtheit angenommen werden. Fiir den Fall
p > 0,05 spricht man von einem nicht signifikanten Ergebnis. Die Nullhypothese wird
in diesem Fall beibehalten, ein Zusammenhang oder Unterschied ist dann nicht mit aus-

reichender Sicherheit nachzuweisen.

Unterschiede stetiger Variablen in unabhangigen Stichproben (z. B. Unterschiede in
der Leukozytenzahl im Liquor 12 Stunden nach Infektion bei den mit CRO bzw.
RIF/CRO behandelten Gruppen) wurden mit dem U-Test von Mann und Whitney ge-
priift; dieser ist unabhéngig von Unterschieden der Standardabweichungen der Gruppen
und priift die Nullhypothese: ,,Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Beobachtung in einer
Stichprobe grofer ist als eine beliebige gezogene Beobachtung einer anderen Stichpro-
be, ist gleich 1/2.“ Fiir die Durchfiihrung des U-Tests werden alle Werte der stetigen
Variablen der Grofle nach geordnet. Dem kleinsten Wert wird die Rangzahl 1, dem
zweitkleinsten die Rangzahl 2 usw. zugeordnet. Die Rangzahlen werden getrennt nach

Kategorien der diskreten Variablen addiert und daraus eine Priifgrole U berechnet.
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Durch Vergleich mit der so genannten Standardnormalverteilung erhélt man den Wert

fiir die Irrtumswahrscheinlichkeit p.

Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung diskreter Variablen in unverbundenen Stich-
proben wurden mit dem y>-Test untersucht. Die Einteilung von zwei Stichproben (A
und B) (hier z. B. Gruppe CRO und RIF/CRO), die nach n Auspragungen eines Merk-
mals aufgeteilt sind (hier z. B. Keimzahl in Gruppen), fiihrt zur Aufstellung einer 2xn-

Feldertafel mit den folgenden Besetzungszahlen:

|s1o2 >102<10° >10°s10* >10*10° >10°$10° >10°<107 >107

CRO a b c d e f g
RIF/ICRO |h i j k I m n

Mit dem y*-Test kann diese daraufhin iiberpriift werden, ob die Stichproben sich hin-
sichtlich des untersuchten Merkmals unterscheiden oder nicht, d. h. ob sie als Zufalls-
stichprobe aus einer durch die Zeilen- und Spaltensummen reprasentierten Grundge-
samtheit aufgefasst werden konnen. Der Test priift die Nullhypothese: ,,Die Beset-
zungszahlen der 2xn-Feldertafel sind proportional zu den Randsummen.* Aus den Be-
setzungszahlen a-n wird dazu eine PriifgroBe y” berechnet und daraus mit Hilfe der -

Verteilungsfunktion die Irrtumswahrscheinlichkeit p ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Korpertemperatur

Die Korpertemperatur stieg innerhalb der ersten 12 Stunden nach Infektion der Tiere
um etwa 1,1 °C und bis 18 Stunden um weitere 1,0 °C an (jeweils im Median). Nach 20
Stunden ergab sich ein statistisch signifikanter Wiederabfall um 0,6 °C. In der Gruppe
der mit Rifampicin und Ceftriaxon behandelten Tiere lag die Temperatur — bei identi-
schen Ausgangswerten — durchgingig etwas hoher, der Gruppenunterschied betrug zwi-
schen 0,2 und 1,0 °C und war nach 12 (d. h. bei der Verabreichung des Antibiotikums)
und 18 Stunden statistisch signifikant (Tabelle 5, Abbildung 2).

Tabelle 5: Koérpertemperatur im Versuchsverlauf
Korpertemperatur 25er Perzentil Median 75er Perzentil
Oh: CRO 38,0 38,3 38,2
RIF/CRO 37,5 38,5 38,1
12h: CRO 39,0 39,1 39,5
RIF/CRO 39,4 39,7 40,3
14h: CRO 39,5 40,0 40,1
RIF/CRO 39,7 40,5 40,6
18h: CRO 39,3 39,7 40,6
RIF/CRO 40,4 40,7 41,3
20h: CRO 39,1 39,5 40,0
RIF/CRO 39,8 40,5 40,8
24h: CRO 38,4 39,6 40,0
RIF/CRO 39,4 40,2 40,5
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Abbildung 2: Verlauf der Kérpertemperatur. Zur Legende: Dargestellt sind Median,
25er und 75er Perzentil. *** p<0,0001; ** p<0,01; * p<0,05; n.s. nicht si-
gnifikant; rot Gruppenunterschied CRO — RIF/CRO

3.2 Bakterientiter

Bei der Betrachtung der Bakterientiter zeigte sich zu Beginn der Antibiotikatherapie
kein signifikanter Unterschied. Bereits 2 Stunden spéter lag der Titer in der CRO-
Gruppe aber bereits um deutlich mehr als eine Zehnerpotenz niedriger, und die Keim-
freiheit im Liquor wurde in dieser Gruppe etwa 6 Stunden frither erzielt als in der
RIF/CRO-Gruppe (Abbildung 3, Tabelle 6).
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Abbildung 3: Verlauf der Bakterientiter. Zur Legende: Dargestellt sind Median, 25er
und 75er Perzentil. *** p<0,0001; ** p<0,01; * p<0,05; n.s. nicht signifi-
kant; rot Gruppenunterschied CRO — RIF/CRO, Teilung der y-Achse hier

logarithmisch

Tabelle 6: Bakterientiter im Versuchsverlauf
Bakterientiter (ul™”) 25er Perzentil Median 75er Perzentil
12h: CRO 200000 650000 6000000
RIF/CRO 225000 1000000 6250000
14h: CRO 10000 10000 600000
RIF/CRO 150000 300000 1000000
18h: CRO 0 0 0
RIF/CRO 32500 70000 250000
20h: CRO 0 0 0
RIF/CRO 250 20000 157500
24h: CRO 0 0 0
RIF/CRO 0 0 0
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Deutlich wird die unterschiedlich schnelle Keimeliminierung auch bei Betrachtung der
Keimzahl als diskrete Variable: Wahrend sich in der CRO-Gruppe bereits nach 18
Stunden bei keinem Versuchstier mehr Bakterien im Liquor nachweisen lieen, fanden
sich nach Rifampicin-Vorbehandlung am Ende der Experimente nach 24 Stunden noch

bei 2 Tieren Erreger mit einem Titer von n*10* (Abbildung 4).

i 12h 14h 18 h** 20 h* 24 h
8 8 8
=y = = —
10 - - :3“2
)
[+)]
8#
9
= 6 9 9 5 =
S 3 2 2 2
é o o ;;g‘ [Tars) o %‘
I (32
-z o | [z - [z <
(=] co [+2] [+2]
1 o e b -
5 ~ g Y = < 0""\0‘ o
2y 2 5 |8
0 I [ [ [ | [ |
CRO RIF/CRO CRO RIF/CRO CRO RIF/CRO CRO RIF/CRO CRO RIF/CRO
Gruppe
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. 1000-9999 1000000-9999999
. 10000-99999 . <10000000
Keimzahl

Abbildung 4: Bakterientiter im Versuchsverlauf, Behandlung als diskrete Variable. Zur
Legende: ** p<0,01; * p<0,05 im Gruppenvergleich
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3.3 Entzindungsparameter im Liquor

3.3.1 Protein

Die Proteinkonzentrationen im Liquor stiegen innerhalb der ersten 2 Stunden nach An-
tibiotikagabe statistisch signifikant auf mehr als das Doppelte an und waren in der RIF-
Gruppe geringfiigig niedriger als in der CRO-Gruppe; der Unterschied war aber zu kei-
nem der beiden Messzeitpunkte statistisch signifikant (Abbildung 5, Tabelle 7).
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Abbildung 5: Verlauf der Proteinkonzentration. Zur Legende: Dargestellt sind Median,

25er und 75er Perzentil. *** p<0,0001; ** p<0,01; * p<0,05; n.s. nicht si-

gnifikant; rot Gruppenunterschied CRO — RIF/CRO
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Tabelle 7: Proteinkonzentration im Versuchsverlauf

Proteinkonzentration 25er Perzentil Median 75er Perzentil

(ng/ml)

12h: CRO 731,0 1609,0 2362,5
RIF/CRO 942.3 1379,0 1867,3

24h: CRO 2555,3 3894,0 4853,8
RIF/CRO 21955 3835,0 4020,0

3.3.2 Laktat

Laktat als Indikator der aneroben Glycolyse stieg ebenfalls insgesamt hochsignifikant
an und konnte bei den mit Rifampicin vorbehandelten Tieren in geringfiigig, aber nicht
signifikant hoheren Konzentrationen festgestellt werden als bei der reinen Ceftria-
xongruppe (Tabelle 8, Abbildung 6).

Tabelle 8: Laktatkonzentration im Versuchsverlauf

Laktatkonzentration 25er Perzentil Median 75er Perzentil

(mmol/l)

12h: CRO 2,20 2,85 3,80
RIF/CRO 1,73 3,10 5,25

24h: CRO 4,20 5,15 10,40
RIF/CRO 4,40 7,80 10,53
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Abbildung 6: Verlauf der Laktatkonzentration. Zur Legende: Dargestellt sind Median,
25er und 75er Perzentil. *** p<0,0001; ** p<0,01; * p<0,05; n.s. nicht si-
gnifikant; rot Gruppenunterschied CRO — RIF/CRO

3.3.3 Zellzahl

Die Zellzahl im Liquor stieg in der Gesamtgruppe im Median bis zum Ende der Beob-

achtung an und war nach Rifampicin-

Vorbehandlung ab 14 h niedriger als in der CRO-

Gruppe; statistisch signifikant war der Unterschied nach 14 und 18 Stunden (Tabelle 9,

Abbildung 7).
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Tabelle 9: Zellzahl im Versuchsverlauf
Zellzahl (ul™") 25er Perzentil Median 75er Perzentil
12h: CRO 149,0 219,0 533,0
RIF/CRO 120,0 299,0 903,5
14h: CRO 484.,0 624,0 992,0
RIF/CRO 272,0 576,0 1010,3
18h: CRO 2571,0 3539,0 5717,0
RIF/CRO 773,0 1610,0 1976,3
20h: CRO 3673,0 6064,0 8107,0
RIF/CRO 1360,0 2283,0 4656,3
24h: CRO 3074,8 5611,0 8623,8
RIF/CRO 3037,3 3701,0 7231,8
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E n.s. n.s. * * n. s.
| Infektion Antibiotikagabe ¢
8000 1 1 ®
g wl.v l
S 6000
g e
|
E
< 4000 _—
N ]
)
N
—- Gesamigruppe
2000
—&— CRO
—4— RIF/CRO
0 | | | | | | |
0h 12h 14h 18h 20h 24 h

Zeit nach Infektion

Abbildung 7: Verlauf der Zellzahl. Zur Legende: Dargestellt sind Median, 25er und
75er Perzentil. *** p<0,0001; ** p<0,01; * p<0,05; n.s. nicht signifikant;
rot Gruppenunterschied CRO — RIF/CRO
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3.3.4 Lipoteichonsaure

Die LTA-Konzentrationen waren 12 und 14 Stunden nach Infektion in der RIF-Gruppe
im Median geringer als in der CRO-Gruppe; aufgrund der starken Streuung war dieser
Unterschied allerdings statistisch nicht signifikant. Im weiteren Verlauf lie3 sich keine

eindeutige Tendenz eines Gruppenunterschiedes nachweisen (Tabelle 10).

Tabelle 10:  Lipoteichonsdure im Versuchsverlauf

LTA (pg/ml) 25er Perzentil Median 75er Perzentil
12h: CRO 6,00 37,00 247,00
RIF/CRO 9,75 23,00 154,50
14h: CRO 33,00 113,5 1491,00
RIF/CRO 13,50 76,00 230,25
18h: CRO 5,00 10,00 183,75
RIF/CRO 6,00 41,50 225,00
20h: CRO 4,25 20,00 166,25
RIF/CRO 4,00 15,00 56,00
24h: CRO 3,00 6,50 118,00
RIF/CRO 7,00 19,50 45,50
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Abbildung 8: Verlauf der LTA-Konzentration. Zur Legende: Dargestellt sind Median,
25er und 75er Perzentil. *** p<0,0001; ** p<0,01; * p<0,05; n.s. nicht si-
gnifikant; rot Gruppenunterschied CRO — RIF/CRO (in der CRO-Gruppe
lag das 75er Perzentil nach 14 Stunden bei 1491 pug/ml; zur Verbesse-

rung der Anschaulichkeit der Abbildung wurde dieser Wert in der Gra-

phik nicht dargestellt).

Die Differenz der LTA-Werte zwischen den Messzeitpunkten zeigte statistisch signifi-

kante Gruppenunterschiede: Zwischen der 12. und der 14. Stunde nahm die Konzentra-
tion in der CRO-Gruppe im Median um 70 (24; 1239) ug/ml zu, wihrend sich nach
Rifampicin-Vorbehandlung kein weiterer Anstieg ergab (A LTA 12-14h Median 0
[-108,75; 46,25] ug/ml) [Abbildung 9].



Ergebnisse - 38 -

200~
180
160
140-
120
100-

80

60

ALTA 12-14 h (ug/ml)

CRO RIF/CRO
Gruppe

Abbildung 9: A LTA 12-14 h im Gruppenvergleich. Zur Legende: Dargestellt sind 25er
und 75er Perzentil (Box) sowie Median (horizontale Linie); * p<0,05 im
Gruppenvergleich (in der CRO-Gruppe lag das 75er Perzentil bei 1239
pg/ml; zur Verbesserung der Anschaulichkeit der Abbildung wurde die-
ser Wert in der Graphik auf 200 pug/ml reduziert).

Im Verlauf zwischen 18 und 20 Stunden nach Infektion ergab sich kein signifikanter
Gruppenunterschied mehr; die in beiden Gruppen in der Tendenz zu beobachtende Ab-
nahme fiel allerdings nach Rifampicin-Vorbehandlung wiederum etwas deutlicher aus

(Abbildung 10).
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Abbildung 10: A LTA 18-20 h im Gruppenvergleich. Zur Legende: Dargestellt sind 25er
und 75er Perzentil (Box) sowie Median (horizontale Linie); n. s. nicht si-

gnifikant im Gruppenvergleich

3.4 Dichte apoptotischer Neurone

Die Dichte apoptotischer Neurone in der histologischen Untersuchung lag bei den mit
Rifampicin vorbehandelten Tieren im Median mit 58,4 (37,2; 99,1)/mm2 weniger als
halb so hoch wie in der allein mit Ceftriazon behandelten Gruppe (Median 148,1 [81,7;
152,3]/mm?) [Abbildung 11].
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Abbildung 11: Dichte apoptotischer Neurone im histologischen Bild. Zur Legende: Dar-
gestellt sind 25er und 75er Perzentil (Box) sowie Median (horizontale
Linie); * p<0,05 im Gruppenvergleich
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4 Diskussion

Neuronale Schiden bei Infektionen mit S. pneumoniae sind nicht monokausaler Natur;
thnen liegen vielmehr eine ganze Reihe von Ursachen zugrunde, die nicht nur im Zu-
sammenhang mit der Grunderkrankung, sondern auch als Konsequenz der antibioti-
schen Therapie zu sehen sind: Durch Stoffwechselprodukte der Pneumokokken, die
verstirkt bei ihrer bakteriziden Zerstérung freigesetzt werden, wird eine Einwanderung
von Leukozyten in das ZNS induziert, ebenso findet eine Stimulation von Mikroglia
und ortsstindigen Makrophagen statt (TUOMANEN et al. 1985; HEUMANN et al. 1994;
HAUSLER et al. 2002; DJUKIC et al. 2006; BRAUN et al. 2007). Somit beeinflussen diese
Stoffwechselprodukte nachteilig das cerebrale Gefdllendothel und Ependym und be-
giinstigen damit die Auslosung einer Vaskulitis und eines Hirnddems, das wiederum
Ursache einer Ischidmie sein kann. Eine wichtige Rolle als Mediatoren der neuronalen
Schidigung spielen reaktive Sauerstoffspezies (PFISTER et al. 1992; LEIB et al. 1996;
N’GUESSAN et al. 2005) und exzitatorische Aminosduren (z. B. Aspartat, Glutamat
[LEIB et al. 1996; SPRANGER et al. 1996; BOTTCHER et al. 2004]); direkte Ausloser des
neuronalen Zelltodes sind intrazelluldrer Kalziumanstieg, Energieentladung und Caspa-
seaktivitdt (NAU und BRUCK 2002; SCHELD et al. 2002).

Pneumokokken kdnnen iiber verschiedene Mechanismen zytotoxisch wirken:

e Pneumolysin, ein wichtiger Virulenzfaktor von S. pneumoniae (WELLMER et al.
2002), wirkt in Konzentrationen, die bei Pneumokokkenmeningitis im ZNS gefun-
den werden, direkt neurotoxisch (BRAUN et al. 2002; STRINGARIS et al. 2002 a, b).
Es schidigt zudem die Blut-Hirn-Schranke und begiinstigt die Penetration der Bak-
terien ins ZNS sowie die Entwicklung eines Hirnddems (ZYSK et al. 2001; NAU und
EIFFERT 2002). Zudem schéidigt Pneumolysin spezifisch die cochledren Haarzellen
und diirfte damit mafigeblich fiir die Horstorungen als hiufiges Residuum der
Pneumokokkenmeningitis verantwortlich sein (BEURG et al. 2005). Das Besondere
am Pneumolysin ist, dass es zytosolisch vorkommt und erst durch Autolyse des
Bakteriums — typischerweise also als Konsequenz einer erfolgreichen antibiotischen

Behandlung — freigesetzt wird.
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e Hitzeinaktivierte Pneumokokken bzw. Bestandteile der Pneumokokken-Zellwand
wirken in Ko-Kulturen von humanen Neuronen- und Gliazellen zytotoxisch (KIM et
al. 1995), was als Hinweis auf einen Wirkmechanismus neben der direkten und der
leukozytenvermittelten Neurotoxizitit zu werten ist, ndmlich den iiber eine Stimula-

tion der Gliazellen.

e Dariiber hinaus sind Pneumokokken in der Lage, die Apoptose von neuronalen Zel-
len auch Caspase-unabhéngig zu induzieren (GRANDGIRARD et al. 2007).

Fiir die Behandlung der Pneumokokkenmeningitis stehen zwar seit geraumer Zeit wirk-
same Antibiotika zur Verfiigung; dennoch fiihrt sie in einem substantiellen Teil der Fal-
le zum Tod bzw. hinterldsst bleibende neurologische Ausfallsymptome als Folge des

neuronalen Schadens:

Die Letalitét liegt — seit mehreren Jahrzehnten und bis in die jlingste Zeit — mit bemer-
kenswerter Konstanz bei 20-30 % (CHOO et al. 1990; QUAGLIARELLO und SCHELD
1992; DURAND et al. 1993; PFISTER et al. 1993; DAVIS und MCINTYRE 1995;
KASTENBAUER und PFISTER 2003; VAN DE BEEK et al. 2004; AL KHORASANI und
BANAIJEH 2006; PRASAD und KARLUPIA 2007; THEODORIDOU et al. 2007; ARDA et al.
2008).

Bei iiber 30 % (bis iiber 50 % in Abhiingigkeit von den angelegten Kriterien) der Uber-
lebenden finden sich Horschdden, neuropsychologische Defizite, Epilepsien und/oder
motorische Lahmungen als Spitfolgen des neuronalen Schadens (BOHR et al. 1984;
SCHWARTZ 1984; CHOO et al. 1990; QUAGLIARELLO und SCHELD 1992; DAVIS und
MCINTYRE 1995; KASTENBAUER und PFISTER 2003; VAN DE BEEK et al. 2004;
AL KHORASANI und BANAJEH 2006; ARDA et al. 2008).

Ein groBer Teil dieser Komplikationen ist erregerspezifisch, da die Prognose sowohl im
Hinblick auf das Uberleben als auch auf Spitschiden nach Meningokokken- und
H. influenzae-Infektion bedeutend giinstiger ist als bei der Pneumokokkenmeningitis (z.
B. VAN DE BEEK et al. 2004; ARDA et al. 2008).

Eine restitutio ad integrum nach Pneumokokkenmeningitis wird damit trotz moderner

antibiotischer Therapie nur in etwa der Hélfte der Félle erreicht.
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In der vorliegenden Arbeit wurde in diesem Zusammenhang untersucht, ob eine vorhe-
rige Behandlung mit Rifampicin die Freisetzung proinflammatorischer Bakterienbe-
standteile im Liquor reduzieren kann. Dabei zeigten sich im Wesentlichen folgende

Ergebnisse:

e Der antimikrobielle Effekt der Antibiose trat nach alleiniger Ceftriaxon-
Behandlung rascher auf. Die Keimzahl lag 18 und 20 Stunden nach Inokulation
in der RIF/CRO-Gruppe signifikant hoher.

e Die Korpertemperatur war im Median in der RIF/CRO-Gruppe niedriger. Die
Tatsache, dass bereits vor Beginn der Behandlung bei 12 h ein statistisch signi-
fikanter Unterschied vorlag, sowie ein fehlender statistischer Unterschied zum
Zeitpunkt 14 h, 20 h und 24 h sprechen aber gegen einen spezifischen Effekt der
Kombinationsbehandlung RIF/CRO auf die Korpertemperatur.

e Die inflammatorische Reaktion auf die Infektion fiel nach der Rifampicin-

Vorbehandlung deutlich weniger stark aus:

0 Die Zellzahl im Liquor war 18 und 20 Stunden nach der Inokulation in
der RIF/CRO-Gruppe — trotz der zu diesen Zeitpunkten héheren Keim-
zahlen — deutlich und signifikant niedriger als nach alleiniger Ceftria-
xongabe; die Betrachtung des Verlaufs zeigt einen geringeren Anstieg

der Zellzahl in dieser Gruppe.

0 Die LTA-Konzentrationen unterschieden sich zwar zu den einzelnen
Messzeitpunkten nicht signifikant (was nicht zuletzt der hohen Streuung
der Werte geschuldet ist), wohl aber deren Differenz zwischen den Ein-
zelmessungen: Zwischen der 12. und der 14. Stunde nahm die Konzent-
ration in der CRO-Gruppe im Median noch zu, wihrend sich nach Ri-
fampicin-Vorbehandlung hier — trotz des nach 12 Stunden bereits niedri-

geren Ausgangsniveaus — kein weiterer Anstieg mehr ergab.

e Wahrscheinlich ebenfalls als Ausdruck einer reduzierten inflammatorischen Re-
aktion zeigte sich nach Rifampicin-Vorbehandlung die Dichte apoptotischer
Neurone nach Sektion der Tiere signifikant reduziert, die in dieser Gruppe im
Median weniger als halb so hoch lag wie nach alleiniger Ceftriaxon-

Behandlung.
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Die Tatsache, dass diesen Ergebnissen eine relativ kleine Stichprobe zugrunde liegt,
schriankt diese im Fall der vorliegenden Untersuchung nicht ein, eher im Gegenteil. Die
kleine Stichprobe bringt ein héheres Risiko mit sich, einen Zusammenhang zu (berse-
hen, das heif3it die Nullhypothese anzunehmen (einen Unterschied oder Zusammenhang
also zu verwerfen), obwohl sie in der Grundgesamtheit nicht zutrifft. Das ,,Erkennen‘
eines Zusammenhanges, der in Wirklichkeit nicht vorhanden ist (d. h. das Verwerfen
einer in Wirklichkeit zutreffenden Nullhypothese), ist dagegen in einer kleinen Stich-
probe sehr unwahrscheinlich und tritt typischerweise in Stichproben von mehreren hun-
dert Fillen und besonders bei Durchfiihrung von zahlreichen statistischen Tests auf
(POSPESCHILL 2006). Werden in einer kleinen Stichprobe — wie in der vorliegenden
Untersuchung — deutliche, hochsignifikante und zudem biologisch plausible Zusam-
menhénge gefunden, so sind diese in groeren Stichproben mit sehr hoher Wahrschein-

lichkeit reproduzierbar.

Durch die Gabe von Rifampicin 6 Stunden vor dem — nach der vorliegenden Untersu-
chung maBgeblich bakteriziden — Ceftriaxon wird damit in unserem Kaninchenmodell
die Erzielung der Keimfreiheit zwar verzogert, die inflammatorische Reaktion und das

Ausmal} des neuronalen Schadens jedoch reduziert.

Die Pharmakodynamik von Rifampicin und Ceftriaxon macht diesen Zusammenhang
auch durchaus plausibel (ESTLER 1995):

e Ceftriaxon blockiert als Vertreter der -Laktam-Antibiotika die Mureinsynthese in
der Zellwand der wachsenden Bakterien durch Hemmung der Transpeptidasen und
fiihrt so zur Bildung von Liicken in der Zellwand, die schlieBlich dem Innendruck
des wachsenden Bakteriums nicht mehr standhalten kann; unter dem Einfluss von
Autolysin kommt es zur Lysis mit Entleerung des Zellinhalts — einschlieBlich etwa

des zytosolischen Virulenzfaktors Pneumolysin — in die Umgebung.

e Rifampicin dagegen bindet sich an die RNA-Polymerase der Bakterienzelle und
blockiert damit die Initiation der RNA-Synthese und somit die Proteinsynthese. Ein
bakterizider Effekt tritt dadurch nur dann ein, wenn sich das Bakterium im Tei-
lungszyklus befindet; auBlerhalb desselben werden aber intrazelluldre Synthesevor-
ginge gehemmt. Da eine rasche Resistenzentwicklung gegen Rifampicin nach dem

Einschrittmuster vorkommt, ist es als Monotherapeutikum ungeeignet.
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Die Vorbehandlung mit Rifampicin hat also nur einen begrenzten bakteriziden Effekt —
dies bestdtigt die vorliegende Untersuchung —, reduziert aber die Syntheseaktivitit in
der Bakterienzelle und damit die Menge an toxisch-inflammatorisch wirkenden Be-
standteilen, die bei der Ceftriaxon-induzierten Zytolyse frei werden. Beide Substanzen
sind grundsétzlich in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden; fiir das lipophile
Rifampicin gilt dies generell, wihrend Ceftriaxon die intakte Blut-Hirn-Schranke nur
schlecht passiert, bei Vorliegen inflammatorischer Verdnderungen dagegen gut in Li-
quor und Hirngewebe eindringen kann (NAU et al. 1995, 1998). Damit ist der hier vor-
gestellte Ansatz klinisch praktikabel.

Im Gegensatz zu intrathekaler und intravendser Gabe von Antikdrpern, die bakterielle
Stoffwechselprodukte neutralisieren (KARTALIJA et al. 1995), verhindern Protein-
syntheseinhibitoren die Freisetzung schidlicher bakterieller Wirkstoffe, wie LTA/TA
(STUERTZ et al. 1998, 1999), Peptidoglykane (VAN LANGENFELDE et al. 1998), bakte-
rielle DNA (GERBER et al. 2001 a) und Endotoxine (EVANS und POLLACK 1993;
TRAUTMANN et al. 1998).

Es ist wahrscheinlich, dass Proteinsyntheseinhibitoren auch in der Lage sind, die Kon-
zentration toxischer Verbindungen, wie z. B. Pneumolysin, zu reduzieren (KERSTAN et
al. 2002). In vitro zeigten dies SPREER et al. (2007) fiir subinhibitorische Konzentratio-
nen von Rifampicin, Clindamycin und Erythromycin an Pneumokokkenkulturen, und in
in vitro- (GERBER et al. 2003) sowie in vivo-Untersuchungen (BOTTCHER et al. 2004)
zeigte Clindamycin einen dem Rifampicin beziiglich der LTA-Freisetzung sowie der
Schwere der Entziindung dquivalenten Effekt. Vor dem Hintergrund einer Untersu-
chung von WELLMER et al. (2002), die dem Pneumolysin den maf3geblichen pathogene-
tischen Einfluss im Rahmen der neuronalen Schiadigung bei der Pneumokokkenmenin-
gitis attestierten, liegt dem in der vorliegenden Studie gefundenen neuroprotektiven
Effekt der Rifampicin-Vorbehandlung demnach am wahrscheinlichsten die von SPREER
et al. (2007) demonstrierte Hemmung der Pneumolysin-Synthese zugrunde, die sich in
dhnlicher Weise auch mit anderen Proteinsynthesehemmern erzielen lassen sollte. Diese
Vermutung bestitigten ANDERSON et al. (2007) fiir die Gruppe der Makrolidantibioti-

ka, die ebenfalls die Proteinsynthese hemmen.

In einer autoptischen Studie an menschlichen Gehirnen konnten NAU et al. (1999 a)

dariiber hinaus zeigen, dass die Dichte der Apoptosen im Bereich des Gyrus dentatus
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eine valide Grundlage fiir die Beurteilung der Héufigkeit neurologischer Spétschiden

der bakteriellen Meningitis darstellt.

Das Konzept, die Freisetzung bakterieller Bestandteile zu verhindern und dadurch Gra-
nulozyteneinwanderung, Stimulation von Mikroglia und ortsstindigen Makrophagen
sowie die direkte toxische Einwirkung auf neuronales Gewebe zu reduzieren, erweist

sich somit als grundsétzlich vielversprechende therapeutische Strategie.

Die Verzégerung der Sterilisierung des Liquors, die wir in der vorliegenden Untersu-
chung beobachtet haben, beeintrachtigt die Praktikabilitit dieses Ansatzes dabei nicht
wesentlich: Da nicht nur die Gegenwart des Keims selbst im Cerebrospinalraum, son-
dern auch die von ihm ausgeloste inflammatorische Reaktion mageblich zur Pathoge-
nese beitrigt, stellt die Kombinationsbehandlung RIF/CRO einen interessanten Ansatz-
punkt fiir die Reduktion der Letalitdt und Folgemorbiditit der Pneumokokkenmeningi-
tis dar: Verglichen mit anderen Therapien und deren Ergebnissen bei experimenteller
Meningitis (NAU und BRUCK 2002) erreichten wir mit der Kombinationstherapie aus
einer Vorbehandlung mit Rifampicin und einer konsekutiven Verabreichung von
Ceftriaxon die hochste Reduktion proinflammatorischer und toxischer Bakterienbe-
standteile im Liquor. Dieser Ansatz wird durch bereits publizierte Arbeiten in der Lite-
ratur untermauert; er kann zudem mit anderen Therapiemdoglichkeiten kombiniert wer-
den, die Leukozyteneinwanderung ins ZNS verhindern, Zwischenprodukte reaktiven
Sauerstoffes spalten und Aminosdureantagonisten stimulieren (z. B. KiM 2003; KLEIN
et al. 2006, 2007).

Studien haben gezeigt, dass die Behandlung mit Rifampicin im Vergleich zu Ceftriaxon
Neuronenschidden und Mortalitdt herabsetzt (STUERTZ et al. 1998; NAU et al. 1999 b;
STUERTZ et al. 1999; BOTTCHER et al. 2000; LEE et al. 2004; RIBES et al. 2005).

Von NAU et al. (1999 b) wurde demonstriert, dass Mause bei Behandlung einer experi-
mentellen Meningitis mit Rifampicin eine deutlich lingere Uberlebenszeit und — in
Ubereinstimmung mit STUERTZ et al. (1999) — signifikant niedrigere LTA-
Konzentrationen in der CSF aufwiesen als nach Gabe von Ceftriaxon (jeweils als Mo-
notherapie); die Autoren bestitigten damit in vivo die Ergebnisse einer in vitro-Studie
von STUERTZ et al. (1998).
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BOTTCHER et al. (2000) verabreichten in einem Kaninchenmodell der Pneumokokken-
meningitis, das dem der vorliegenden Untersuchung entsprach, je 9 Tieren entweder
5 mg/kg/h Rifampicin oder 10 mg/kg/h Ceftriaxon; die Leukozyten aus der CSF mit
Rifampicin behandelter Tiere produzierten dabei signifikant weniger freie Sauerstoffra-
dikale als nach Ceftriaxonbehandlung, und sowohl die MDA-Konzentrationen als auch

die Dichte apoptotischer Neurone waren deutlich niedriger.

NAU et al. (1997) zeigten einen dhnlichen Befund fiir den Gyrasehemmer Trovofloxa-

cin, der allerdings wegen seiner hohen Hepatotoxizitdt nicht mehr auf dem Markt ist.

Die schnelle Resistenzentstehung der Erreger gegeniiber Rifampicin als Monotherapie
nach dem Einschrittmuster schlieft es allerdings als alleiniges Therapeutikum aus
(KLUGMAN und MADHI 1999).

Unsere aktuell durchgefiihrten Versuche haben gezeigt, dass die Kombination von Ri-
fampicin und einem B-Laktam-Antibiotikum, das 6 Stunden nach Initialtherapie verab-
reicht wurde, gute Ergebnisse erzielt (vgl. GERBER et al. 2003). Wir erreichten geringe-
re Konzentrationen von proinflammatorischen toxischen Bakterienbestandteilen im
Liquor und einen geringeren Neuronenschaden. Die in vitro-Studien ergaben, dass diese
Ergebnisse nicht nur mit Rifampicin, sondern auch mit anderen PBS-Inhibitoren, wie

Clindamycin, erreicht werden kénnen.

In zahlreichen experimentellen Infektionen fiithrten Substanzen, die die bakterielle Pro-
teinsynthese hemmen, gegeniiber -Laktam-Antibiotika zu einer geringeren Letalitét. In
einem Maus-Modell der pulmonalen Yersinia pestis-Infektion wurde durch schnelle
Gabe von Ceftriaxon 24 Stunden nach Infektion eine 100 %ige Uberlebensrate erreicht.
Bei Initialtherapie mit -Laktam-Antibiotika 42 Stunden nach Infektion war die spétere
Mortalitit dagegen hoher als 90 %. Umgekehrt {iberlebten ca. 60 % der Méuse, die 42
Stunden nach Infektion mit Streptomycin, Netilmycin, Gentamycin, Ciprofloxacin und
Ofloxacin behandelt wurden (BYRNE et al. 1998). Im Maus-Modell der Staphylococcus
aureus-Sepsis und Peritonitis konnte nachgewiesen werden, dass Clindamycin im Ver-
gleich zu Ceftriaxon die Mortalitét herabsetzte (AZEH et al. 2002).

Die Reduktion der Freisetzung proinflammatorischer Bakterienbestandteile durch anti-
bakteriell wirkende Medikamente hat aufgrund der nach wie vor hohen Mortalitidt und

der Haufigkeit bleibender Schiden nach Pneumokokkenmeningitis eine erhebliche Be-
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deutung; ganz besonders ist dies in Entwicklungsldndern der Fall, wo die Dexametha-
sonbehandlung nicht iiberall zur Verfiigung steht und zudem weniger wirksam ist
(MOLYNEUX et al. 2002).

Insgesamt ist die Evidenz fiir die Giiltigkeit des der vorliegenden Arbeit zugrundelie-
genden Konzepts der Reduktion der inflammatorischen Reaktion auf Pneumkokokken-
bestandteile — v. a. Pneumolysin — durch Vorbehandlung mit Rifampicin (oder anderen
Proteinsynthesehemmern) ausreichend, um klinische Studien zu rechtfertigen. Dieses
Konzept ist pharmakodynamisch und pathogenetisch plausibel und durch tierexperi-

mentelle sowie in vitro-Untersuchungen hinreichend untermauert.
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5 Zusammenfassung

Pneumokokken sind heute wichtigste Erreger der ambulant erworbenen bakteriellen
Meningitis; gleichzeitig ist der Verlauf der Pneumokokkenmeningitis trotz moderner,
wirksamer Antibiotika und der adjuvanten Dexamethasontherapie hiufig schwer, und
nur in maximal etwa der Halfte der Fille wird eine restitutio ad integrum erreicht. Aus-
16ser der neuronalen Schéidigung sind dabei (liber unterschiedliche Wirkmechanismen)
Zellbestandteile der Erreger, die bei der bakteriziden Therapie mit B-Laktamantibiotika
freigesetzt werden. Eine Therapiealternative, die zu einer geringeren Freisetzung sol-
cher Bestandteile fiihrt, ist der Proteinsynthesehemmer Rifampicin, der in vitro und im
Tiermodell zu einer Reduktion der inflammatorischen Reaktion gefiihrt hat, aber wegen
rascher Resistenzentwicklung als Monotherapeutikum nicht in Frage kommt. In der
vorliegenden Untersuchung wurde vor diesem Hintergrund gepriift, ob auch eine Vor-
behandlung mit Rifampicin vor einer Ceftriaxonbehandlung die inflammatorische Re-

aktion bei der Pneumokokkenmeningitis reduziert.

Die Untersuchung erfolgte an insgesamt 21 weillen Neuseeldnder Kaninchen, die intra-
zisternal mit 10° CFU S. pneumoniae infiziert wurden. 12 Stunden nach Infektion wur-
den die Tiere mit Rifampicin und 6 Stunden spéter zusétzlich mit Ceftriaxon behandelt

oder erhielten in der Kontrollgruppe eine Ceftriaxon-Monotherapie.

Die Sterilisierung der CSF erfolgte bei der Ceftriaxon-Monotherapie schneller, die in-
flammatorische Reaktion war aber dafiir deutlich stdrker ausgeprégt, was sich in einer
deutlich und signifikant niedrigeren Zellzahl (18 und 20 Stunden nach Infektion), einem
erheblich reduzierten Anstieg der LTA-Konzentration von der 12. zur 14. Stunde und
einer signifikant niedrigeren Dichte apoptotischer Neurone nach Rifampicin-

Vorbehandlung zeigte.

Die Initialbehandlung mit Rifampicin, gefolgt von Ceftriaxon, stellt somit eine vielver-

sprechende Option in der Pharmakotherapie der Pneumokokkenmeningitis dar.
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6 Anhang

6.1 Abklrzungsverzeichnis

ABTS . Azino-bis(3-Ethylbenzothiazolin-6-Sulfonat)
BCIP e 5-Bromid-4-Chlorid-3-Indolyl-Phosphat
G craniale(s) Computertomographie/-gramm
CRU e colony forming units (kolonieformende Einheiten)
RO e e Ceftriaxon
GO s cerebrospinale Flussigkeit
DNA e desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
F S fetal calf serum (fetales Kalberserum)
H. INFIUBNZAE ... Hamophilus influenzae
HE e Hamatoxylin-Eosin
1S PP T ROPPPPPPPPPPPR in situ-Tailing
LT A e lipoteichonic acid (Lipoteichonsaure)
MBK e minimale bakterizide Konzentration
D A ettt ettt tatetaetaaattantaantnnntannnnnnnnnnes Malondialdehyd
MHK e minimale Hemmkonzentration

MRT .o Magnetresonanztomographie/-gramm
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NBC . 4-Nitroblau-Tetrazolin-Chlorid
PP PSP PPPRPPPPPPNS Rifampicin
RNA . e ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)
ST o] o o101 o o] =T Streptococcus pneumoniae
A teichonic acid (Teichonsaure)
TBS e, tris buffered saline (Tris-gepufferte Kochsalzlésung)
TEPC e thymic epithelial progenitor cell
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