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Einleitung

Am 18. Januar 2003 fand - wiederum in Leipzig — der 2. Work-
shop zum Thema , Dermatologische Laboratoriumsdiagnostik —
wissenschaftlich begriindet, praxisrelevant und wirtschaftlich®
unter dem Dach des Berufsverbandes Deutscher Dermatologen
statt. Im Blickpunkt des Interesses standen die fiir den niederge-
lassenen Dermatologen relevanten und etablierten Laborunter-
suchungen, fiir welche traditionell eine Berechtigung zur Durch-
fithrung und Abrechnung vorliegt.

Das Anliegen der von Prof. Uwe-Frithjof Haustein, Leipzig, eroff-
neten Tagung war es, die Fortbildung und Qualitdtssicherung auf
dem Gebiet der Laboruntersuchungen in der Dermatologie auch
in Zukunft zu sichern. Die auBergewdhnlich gut angenommene
Veranstaltung — immerhin fast 80 vorwiegend niedergelassene,
jedoch auch in Kliniken arbeitende Dermatologen nahmen teil -
gliederte sich in drei Teile: am Anfang standen Patientende-
monstrationen zu ausgewdhlten laboratoriumsdiagnostisch re-
levanten Dermatosen, ein zweiter Komplex umfasste die theore-
tischen Grundlagen der Labormethoden, und ein dritter Teil mit
einem praktischen Uberblick iiber die konkrete Durchfiihrung
der Methoden im Praxislabor - inklusive Vorstellung von Gerd-
ten, kommerziellen Testkits, Ndhrbéden, etc. rundete das Bild ab.

Warum Labordiagnostik in der Dermatologie?
Kirsten Jung, Erfurt

Die Dermatologie stellt eine kleine Fachgruppe dar, die jedoch
seit Jahren ein hohes, stetig steigendes Patientenaufkommen
verzeichnet. Rapid steigende Inzidenz allergischer Erkrankungen
sowie die deutliche Zunahme von Prikanzerosen und malignen
Hauterkrankungen (Verdreifachung in den letzten 10 Jahren)
sind hierfiir verantwortlich.

Im Kampf um die Finanzierung unserer Arbeit bei immer knap-
per werdenden Ressourcen im Gesundheitssystem und ungiins-
tiger demografischer Entwicklung scheinen die Dermatologen
immer wieder den Kiirzeren zu ziehen. Zum einen fehlt den
meisten dermatologischen Erkrankungen die unmittelbare To-
desndhe, zum anderen fiihrt die Frustration der Kollegen zu einer
Hinwendung zur Kosmetik, letztlich um UmsatzeinbuRen zu
kompensieren. Um Anerkennung in der Arzteschaft und durch
die Politik zu erlangen und zu erhalten, miissen wir eine hohe
Fachkompetenz sowohl fiir leichte, als auch schwere Erkrankun-
gen am Hautorgan behaupten. Dies umfasst neben Besetzung der
klinischen Allergologie, Phlebologie, Proktologie, dermatologi-
schen Onkologie einschlief8lich operativer Tdtigkeit, auch eine
ausgezeichnete Kenntnis in der Durchfithrung der Bestimmung
von In-vitro-Parametern.

Da die Haut das groffte Immunorgan ist, sollten die Dermatolo-
gen am besten mit den Erkrankungen, die aufgrund immunologi-
scher Dysregulationen auftreten, umzugehen wissen. Somit ist
es erforderlich, dass jeder Dermatologe mit Parametern der In-
vitro-Allergiediagnostik umzugehen weif3. Da bereits im statio-
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ndren Bereich zu beobachten ist, dass unter dem Deckmantel der
Zentralisierung/Rationalisierung In vitro-Parameter immer mehr
von Labormedizinern besetzt werden und somit keine eigene
mykologische, allergologische, dermatohistologische etc. Diag-
nostik mehr betrieben werden kann, sind alle niedergelassenen
Kollegen aufgerufen, dieser Entwicklung durch Erweiterung Ih-
rer Tdtigkeit im eigenen Praxislabor entgegenzutreten, da sonst
eine weitere Amputation der Dermatologie ansteht [17].

In-vitro-Allergiediagnostik
Kirsten Jung, Erfurt

Auch die In-vitro-Diagnostik in der Allergologie umfasst eine
prdanalytische, analytische und postanalytische Phase. Diese
setzen seitens des Arztes eine spezialisierte Erfahrung mit den
jeweiligen Testverfahren voraus. Diese Voraussetzungen sind
beim Dermatologen/Allergologen gegeben. Um Qualitdtsge-
sichtspunkte wie fiir andere Bereiche der Labordiagnostik zu er-
reichen, bereiten BAK/BKV Richtlinien fiir die Qualititssicherung
VOr.

Zu den In-vitro-Parametern innerhalb der Allergiediagnostik ge-
horen 1) Allergie-spezifische Untersuchungen im Serum, 2) zel-
luldre Tests, und 3) andere Parameter. Die humoralen Parameter
umfassen das Gesamt-IgE und die spezifischen serologischen Be-
stimmungen, wie spezifisches IgE, in Sonderfallen auch das spe-
zifische IgG, IgA sowie IgM, ggf. das spezifische 1gG,. Diese
Parameter konnen ohne grofSen Aufwand in jeder dermatologi-
schen Praxis bestimmt werden. Indikationen zur Bestimmung
dieser Parameter und Interpretation der Messwerte wurden
wadhrend des Workshops ausfiihrlich besprochen und kénnen in
den Positionspapieren des Arzteverbandes Deutscher Allergolo-
gen (ADA), [7] und der Deutschen Gesellschaft fiir Allergologie
und Klinischen Immunologie (DGAI), [16] nachgelesen bzw. aus
dem Internet (www.aeda.de oder www.dgaki.de) heruntergela-
den werden.

Fiir die allergologische Diagnostik wichtige Parameter sind wei-
terhin die Mastzelltryptase, das eosinophile kationische Protein
(ECP) und eine Vielzahl zelluldrer Tests (Histaminfreisetzungs-
test, zelluldrer Allergenstimulationstest, Leukotrienfreisetzungs-
test, Lymphozytenstimulationstest). Diese Bestimmungen sind
aufgrund der Indikationsstellung und komplexen Durchfiihrung
mit unzureichender technischer Validierung eher allergologi-
schen Schwerpunktpraxen und Kliniken vorbehalten.

In-vitro-Testung bei Nahrungsmittel-Allergien (NMA):
Sinn und Unsinn
Jorg Kleine-Tebbe, Berlin

Im klinischen Teil berichtete Jérg Kleine-Tebbe iiber ein schweres
orales Allergiesyndrom und anaphylaktische Reaktion nach Soja-
genuss [8,9]. Das war die Uberleitung zum eigentlichen Thema,
darzustellen welche Méglichkeiten und Grenzen die In-vitro-Tes-
tung bei Nahrungsmittelallergien besitzt. Insbesondere wurde
auf die IgE-Diagnostik, deren Indikationen, Fallstricke, eingesetz-
te Verfahren sowie Teststrategien abgehoben.

evtl. mit Symptom- u.
Anamnese Nahrungsmittelprotokoll
* bzw. Karenzversuch
2.B. Pricktests mit nativen
Hauttests Nahrungsmitteln (oder
* kommerziellen Extrakten)
. . . spez. Serum-IgE-
In-vitro-Diagnostik Bestimmung

'

Uberpriifen der klin.
Relevanz

Ubereinstimmung von
Anamnese und diagnost.
Ergebnissen

Abb.1 Empfohlene allergologische Diagnostik bei Verdacht auf Nah-
rungsmittelallergien basierend auf einem Stufenprogramm [10].

Die potenziell gefihrlichen bzw. haufigen Nahrungsmittelaller-
gene sind fiir Kinder Kuhmilch und deren Produkte, Hiihnerei,
Weizen, Soja, Niisse, Erdnuss sowie Fisch. Bei Erwachsenen spie-
len pollenassoziierte Nahrungsmittelallergien durch z.B. Apfel,
andere (Kern- und Stein-) Obstarten, Niisse Karotten, Sellerie
und Gewiirze eine Rolle, seltener auch klassische, d.h. hitze-
und sdurestabile Nahrungsmittelallergene, wie Samen, Erdnuss,
Soja, Fisch und Krustentiere, nicht zuletzt auch latexassoziierte
Nahrungsmittel, wie Banane, Avocado und Kiwi. Die empfohlene
allergologische Diagnostik basiert auf einem Stufenprogramm,
welches in Abb.1 dargestellt ist.

Indikationen zur In-vitro-Nahrungsmittelallergie-Diagnostik

sind:

1. begriindeter Verdacht einer Nahrungsmittelallergie, die mit
anderen Mitteln (z.B. Hauttest) nicht zu belegen ist,

2. gezielter Ausschluss einer Nahrungsmittelallergie sowie,

3. der Verdacht der Sensibilisierung durch ein fiir einen Hauttest
ungeeignetes Nahrungsmittel,

4. bedrohliche Reaktionen auf Nahrungsmittelallergene
(Schockfragmente oder Schockreaktionen in der Anamnese),

5. Bedingungen, die eine Hauttestung bzw. seine Auswertung
nicht zulassen (z.B. Urticaria factitia, generalisierte Hauter-
krankung, Gabe von Medikamenten, die das Hauttestergebnis
beeintrdchtigen, Sduglinge und Kleinkinder).

Dariiber hinaus wurden Probleme bei der Bewertung von Ereig-
nissen des spezifischen IgE besprochen, u.a. technische und me-
thodische Fehler (Griinde fiir falsch positive und falsch negative
Resultate), mangelnde Qualitdt der Reagenzien (z.B. Allergenex-
trakte bzw. ihre Extraktion, Kopplung und Stabilitdt), jedoch
auch Laborfehler. Interpretationsfehler, d.h. Griinde fiir klinisch
nicht relevante Resultate sind ein stark erhohtes Gesamt-IgE,
eine zu hohe Nachweisempfindlichkeit oder kreuzreagierende
Allergene [10].

Kritisch gewertet wurde der Einsatz untauglicher Tests bei Nah-
rungsmittelallergie. Das betrifft die Bestimmung der spezifi-
schen IgG- oder IgG,-Antikérper gegeniiber Nahrungsmittelal-
lergenen (z.B. SELECT 181 u.v.a), den ,zytotoxischen“ Lebens-
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mitteltest (ALCAT-Test), den Darmbiopsieprovokationstest
(TOP=,Tissue Oxygenation Provocation“, ex vivo), die Elektro-
akupunktur bzw. auch Bioresonanzmethoden (in vivo) sowie die
Kinesiologie (in vivo).

Vorkommen und klinische Bedeutung antinukledrer
Antikorper
Gudrun Hamm, Halle/Saale

Die Entdeckungen der ,,LE-Zelle* durch Hargraves (1945) und des
~LE-Zellfaktors* durch den Dermatologen Haserick (1946) mar-
kieren den Beginn der modernen Autoimmundiagnostik.

Der enorme Erkenntniszuwachs in den zuriickliegenden 60 Jah-
ren und die immer empfindlicheren Nachweismethoden haben
Autoimmunerkrankungen im dermatologischen Krankengut be-
zliglich ihrer Haufigkeit nach Infektionen, Tumoren, Ekzem und
Psoriasis auf den 5. Platz geriickt.

Haut und Immunsystem bilden eine funktionelle Einheit. Haut-
verdnderungen und Auto-Ak kdnnen schweren inneren Organ-
manifestationen oft Jahre vorausgehen. Sie rechtzeitig zu erken-
nen und richtig zu werten, ist notig, um lebensbedrohliche
Krankheitsverldufe moéglichst zu verhindern.

Die Zahl der bis heute bekannten, definierten und pathogene-
tisch relevanten Auto-Antikorper ist sehr gro3. ANA reprasentie-
ren nur eine von vielen Untergruppen. ANA treten bei nahezu al-
len systemischen und organspezifischen Autoimmunerkrankun-
gen, bei Rheumatoidarthritis, aber auch bei Vaskulitiden, Tumo-
ren und dem C(hronic) F(atigue) S(yndrome) auf.

Sie sind Organ-unspezifisch und kénnen sich an die Zellkerne je-
des Organs binden. Der Nachweis positiver ANA ist fiir die Diag-
nose einer Krankheit allein nicht ausreichend. Aber sie sind eine
sehr wichtige Erganzung zur Anamnese und zum klinischen Be-
fund und kénnen bei der Beurteilung der Prognose und des Ver-
laufs von groRem Nutzen sein.

Labortests zum Nachweis antinukledrer Antikorper-
Methoden und deren kritische Bewertung
Gudrun Hamm, Halle/Saale

Im methodischen Teil wurden die in der Auto-Antikérperdiag-
nostik wichtigen und praxisrelevanten Methoden mit ihren Vor-
teilen und Nachteilen dargestellt:

Im heutigen Routinelabor wird der LE-Zelltest nicht mehr ver-
wendet. Nur in wenigen Speziallabors und bei ausgewahlten Fra-
gestellungen greift man auch heute noch auf den Test nach
Ouchterlony zuriick, der auf der Diffusion von Antigen (Ag) und
Antikdrper (Ak) in einem Agarose-Gel beruht.

Schon 1942 von Coons methodisch entwickelt, wurde 1957 die
indirekte Immunfluoreszenz (IIF) in die serologische Diagnos-

tik eingefiihrt und ist bis heute in vielerlei Hinsicht methodisch
so verbessert worden, dass die IIF an der Hep-2-Zelle fiir die Be-
stimmung von antinukledren Ak bzw. Auto-Ak schlechthin die
Standardtechnik ist.

Ihre Vorziige bestehen darin, dass die Ak-Bindung an intakte hu-
mane biologische Strukturen erfolgt. Prinzipiell werden mit der
IIF an der Hep-2-Zelle mehr Ak erfasst und die Anzahl positiver
Befunde ist grofer als beim Enzymimmunoassay (EIA) auf der
Mikrotiterplatte. Die Sensitivitdt ist sehr hoch. Bei Seren, die ver-
schiedene Auto-Ak gleichzeitig enthalten, ist die Spezifitdt aber
nicht ausreichend.

Die Nachweisempfindlichkeit und die Spezifitit des Mikrotiter-
platten-EIA ist mit der der IIF vergleichbar, in vielen Faillen auch
noch hoéher. Entscheidend ist die Qualitdt des aufgebrachten An-
tigens. Der Unterschied zur IIF besteht im Wesentlichen darin,
dass die Ag-Ak-Reaktionen durch Kopplung an Enzym (Peroxida-
se, alkalische Phosphatase)-Substrat-Mischungen zu einem
Farbstoffniederschlag fiihrt, der eine konzentrationsabhdngige
kolorimetrische oder photometrische Messung erlaubt.

Die Lokalisation und Verteilung der Ag-AK-Reaktion in der Zelle
kann mit einem EIA auf der Mikrotiterplatte nicht beurteilt wer-
den. Der Vorteil dieser Systeme besteht darin, dass groRe Pro-
benzahlen gleichzeitig und rasch aufgearbeitet werden kénnen.
Mikrotiterassays sind fiir grofSe Labore besonders wirtschaftlich.

Die Qualitat der EIA sind abhangig von der biochemischen Anti-
gen-Aufbereitung des Herstellers und von einer sehr exakten
Testdurchfiihrung. Ungeniigend isolierte Antigene, biochemisch
verdnderte Antigene oder Mdngel bei der Testdurchfiihrung
sind hdufige Ursachen insbesondere fiir falsch positive Ergebnis-
se. Falsch negative Ergebnisse entstehen, wenn seltene antinu-
kledre Antikorper im Serum vorhanden sind, die sich nicht an
die antigenbeschichtete Mikrotiterplatte binden.

Seit ca. 3-5 Jahren hat der ,,Westernblot Immunoblot* - neuer-
dings dessen Weiterentwicklung: der Line-Assay oder der ,,Dot-
Blot“ - im Routinelabor Einzug gehalten. Hier erfolgt die Ag-Ak-
Reaktion nicht auf der Mikrotiterplatte, sondern auf Nylon- oder
Nitrozellulosestreifen.

In der Praxis hat sich bewdhrt, die IIF an der Hep-2-Zelle zur Vor-
differenzierung mit einem EIA zur Einzelantigenbestimmung zu
kombinieren. Damit lassen sich derzeit die haufigsten klinischen
Befunde abdecken. Bei bestimmten Konstellationen sind speziel-
le Methoden wie die Crithidia-Technik oder der Western-/Immu-
noblot einzubeziehen.

Auch als Arzt ohne eigenes Labor muss man wissen, dass das Er-
gebnis eines antinukledrer Antikorper-Tests — egal ob in der IIF
oder im EIA - von sehr vielen Faktoren beeinflusst wird. Mit ne-
gativen wie mit positiven Ergebnissen aus dem Labor muss kri-
tisch umgegangen werden. Die Ergebnisse verschiedener Labore
sind oft nicht identisch. Das wichtigste Kriterium aber bleibt die
Zuordnung zum klinischen Befund.
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Fluor vaginalis: die differenzialdiagnostische
Herausforderung sowie mikrobiologische Diagnostik
Pietro Nenoff, Molbis

Die Diagnostik des genitalen Fluors ist eine Herausforderung fiir
den Dermatologen, nicht zuletzt deshalb, weil viele der Patientin-
nen unter chronisch-rezidivierenden Beschwerden leiden und zu-
vor vergeblich beim Gynédkologen bzw. Urologen behandelt wur-
den. Die mikrobiologische Diagnostik des Fluor vaginalis sive ge-
nitalis ist komplex und umfasst folgende Erreger: Neisseria (N.) go-
norrhoeae, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum sowie
Mycoplasma hominis, Gardnerella vaginalis, weitere Anaerobier, A-
und B-Streptokokken, Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae,
Trichomonas vaginalis, letztlich jedoch auch das Herpes simplex-
Virus sowie das humane Papillomavirus [18], (Abb. 2 u. 3).

Da N. gonorrhoeae heute {iberwiegend molekularbiologisch
nachgewiesen wird (Gensonde, PCR) [15], erfolgen kaum noch
Empfindlichkeitstestungen. Bei aus Kuba, Hawaii oder Indone-

Abb.2 Fluor genita-
lis bei bakterieller
Vaginose (,Aminkol-
pitis“) mit Nachweis
von Gardnerella vagi-
nalis im mikroskopi-
schen Gram-Prapa-
rat.

Abb.3 Gram-Praparat bei Gonorrhd: kleine gram-negative, intraleu-
kozytar liegende Diplokokken stehen fiir Neisseria gonorrhoeae.

sien ,importierten“ N. gonorrhoeae-Stimmen muss jedoch mit
Resistenzen auch gegen Ciprofloxacin und sogar Azithromycin
gerechnet werden [4,6,11,12,14].

Mycoplasma genitalium ist eine im Vergleich zu den o.g. Myko-
plasmen-Arten pathogene Spezies und streng mit einer genitalen
Symptomatik assoziiert. Mycoplasma genitalium kann derzeit
nur mit aufwéndiger Langzeitkultivierung und nachfolgend mo-
lekularbiologisch identifiziert werden [5,13]. Dem gegeniiber
kann jeder Hautarzt in der eigenen Praxis Trichomonas vaginalis
im Vaginalsekret oder Urinsediment im Nativpraparat nachwei-
sen, deutlich empfindlicher ist die ebenfalls ,patientennah“
durchzufiihrende kulturelle Anzucht mittels Pferdeserum-halti-
gem Medium (Firma Oxoid), [3]. Der Hybridisierungstest (Firma
Becton-Dickinson, Heidelberg) zum Nachweis der rRNA mittels
einzelstrangiger DNS-Sonde findet zunehmend Einsatz zur
Diagnostik von Trichomonaden-, wichtiger jedoch von Gardne-
rella vaginalis-Infektionen, also der bakteriellen Vaginose
(Abb.4u.5).

b |

! :

Abb.4 Gram-Prdparat bei bakterieller Vaginose: groRe gram-positive
Stabchen charakterisieren die Laktobazillen, daneben sieht man gram-
negative Stdbchen, in diesem Falle anaerobe Gardnerella vaginalis.

N
Mﬁ"‘
Abb.5  Mycoplasma hominis: Anzucht auf Mykoplasmen-Agar, Be-

trachtung unter dem Mikroskop mit 10er Objektiv. Charakteristisch
sind Kolonien in ,Spiegeleiform®, die nach 48 Stunden Inkubation bei
37°C gewachsen sind.
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Praktikum zur Labordiagnostik von mikrobiellen Erregern
bei Vaginal- und Urethralinfektionen
Jiirgen Herrmann, Molbis

Im Praktikum wurde das Anlegen und Auswerten von Gram-,
Calcofluor- und Aufschwemmungspraparaten, der Kulturansatz,
die bakterielle Identifizierung der Erreger sowie Sprosspilzdiffe-
renzierung und zusitzlich die Gensondendiagnostik demons-
triert. Die Teilnehmer konnten an einem der zwolf Mikroskope
bzw. den vier Demonstrationsmikroskopen vaginale und ure-
thrale Normalflora, ,clue cells“, ,Mobiluncus-like cells*, Uber-
wucherung mit opportunistischen Erregern, Sprosspilzzellen
und Myzel, aufBerdem Trichomonaden, und last but not least die
Differenzierung von Candida species auf Reisplatten studieren.

Zur Demonstration des Kulturansatzes wurde der Plattensatz
(Ndhrmedien zur Anzucht pathogener Bakterien und Pilze) eines
mikrobiologischen Labors vorgestellt, bestehend aus drei festen
und fliissigen Vollkeimndhrbdden und sieben festen und fliissi-
gen Selektivndhrboden. Die Differenzierung der wichtigsten bak-
teriellen Erreger, wie Gardnerella vaginalis, B-hdmolysierende
Streptokokken der Gruppe A und B, Staphylococcus aureus, Esche-
richia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides spp, Mycoplasma
hominis, Ureaplasma urealyticum, Candida (C.) albicans, C. tropi-
calis, C. krusei, C. parapsilosis und C. glabrata mittels biochemi-
schen Reaktionen wurde anhand von selbst hergestellten sowie
kommerziellen Test-Kits vorgestellt.

Des Weiteren wurde die Gensondendiagnostik (Vertriebsfirma
bio Merieux SA) mit der luminometrischen Messung {iber den
Leader 50 zur Bestimmung von Neisseria gonorrhoeae- und Chla-
mydia trachomatis-DNS erldutert [1,2,15,19]. Gezeigt wurde
auch der einfache, da visuell auswertbare Nachweis von Tricho-
monas vaginalis und Gardnerella vaginalis tiber die kombinierte
Gensondentechnik. Die Sensitivitit des Trichomonaden-Nach-
weises ist allerdings stark abhdngig von der unmittelbar nach
Probennahme bis maximal vier Stunden danach durchgefiihrten
Bestimmung, letztlich also eine Technik, die auch in der Haut-
arztpraxis erfolgen kann bzw. fast muss.
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