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Identification of HCMV-DNA in the aqueous humour in the
diagnosis of viral retinitis

Zusammenfassung. Die Differentialdiagnose der viralen Reti-
nitis erfolgt im wesentlichen nach der Einschidtzung des klini-
schen Befundes durch den Augenarzt und kann endgiiltig erst
immunhistologisch gestellt werden. Wir stellen eine neue
diagnostische Methode, die Polymerasekettenreaktion (PCR),
vor, mit der bereits friih die Diagnose gesichert werden kann.
Die Methode basiert auf der Amplifizierung eines bestimmten
Abschnittes der gesuchten DNA, die dann in einem zweiten
Schritt hochspezifisch nachgewiesen werden kann. In die Un-
tersuchung wurden 5 Patienten mit dem Kklinischen Bild einer
frischen Zytomegalieretinitis bei Aids und 10 Kontrollperso-
nen eingeschlossen. Wir untersuchten Konjunktival- und
Hornhautepithel, Vorderkammerpunktate sowie Urin und
Sputum auf das Vorhandensein zytomegaloviraler DNA. Pa-
rallel dazu wurden die Seren der Patienten auf das Vorhanden-
sein von CMV-IgM-Antikdrpern untersucht, die jedoch infol-
ge des Immundefektsyndroms in keinem Fall nachgewiesen
werden konnten. Mit der PCR konnten wir in keinem Fall in
der Kontrollgruppe, jedoch in 4 von 5 Vorderkammerproben
von Patienten mit dem klinischen Bild einer CMV-Retinitis
CMV-Genom nachweisen und damit die Diagnose bestiti-
gen. In einem Fall fanden wir CMV-DNA zusitzlich im Urin,
in einem weiteren in Urin und Sputum. In Konjunktival- und
Hornhautepithel fanden wir CMV-Genom nicht. Die Ergeb-
nisse belegen den diagnostischen Wert der PCR-Methode in
der gezielten Uveitisdiagnostik.

Schliisselworter: Polymerasekettenreaktion (PCR) - Uveitis-
diagnostik - Vorderkammerpunktat - Virale Retinitis ~ Zyto-
megalieretinitis - Akute Retinanekrose - Aids

Summary. The differential diagnosis of viral retinitis is mainly
based on the evaluation of the clinical findings by the ophthal-
mologist; for confirmation of the diagnosis, immunohistologi-
cal testing is necessary. We present the method of polymerase
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chain reaction (PCR) as a new diagnostic tool in the examina-
tion of viral retinitis. The method is based on the selective am-
plification of a defined segment of viral DNA, which can in a
second step be specifically detected by hybridization. Five pa-
tients with the typical clinical picture of a fresh cytomegaloviral
retinitis of recent origin due to Aids and ten normal healthy
controls were included in the study. We looked for CMV-
genome in conjunctival and corneal epithelium, anterior
chamber punctates, urine and sputum. Serum samples from
the same patients were tested for CMV-IgM antibodies as sign
of systemic immune response. They were all negative due to
the systemic immune deficiency syndrom of these patients.
We did not find CMYV genome in any case in the control group
or inany of the conjunctival and corneal epithelial samples, but
we did find it in four of five anterior chamber punctates of pa-
tients with the clinical picture of CMV retinitis. We found
CMV-DNA additionally in the urine of one patient and in
urine and sputum of another. These results show the high
value of the method of polymerase chain reaction in the diag-
nosis of uveitis.

Key words: Polymerase chain reaction (PCR) - Uveitis diagno-
sis - Anterior chamber punctate - Viral retinitis - Cytomegalo-
virus retinitis - Acute retina necrosis - Aids

Die Zytomegalieinfektion wird als Ausdruck einer schweren
Schidigung des Immunsystems bei Patienten mit Tumorlei-
den, unter immunsuppressiver Therapie und als opportunisti-
sche Infektion bei Aids beobachtet. Klinisch manifestiert sie
sich als Hepatitis, Enteritis, Pneumonie und Retinitis [16]. Se-
rologische Untersuchungen kénnen zur Bestitigung der Dia-
gnose hilfreich sein. Die Immunantwort ist jedoch in der Regel
deutlich abgeschwicht, sie kann sogar volistindig fehlen [16].
Die diagnostische Einordnung der Retinitis basiert somit vor
allem aufder Einschétzung des klinischen Befundes durch den
Augenarzt {12] (Abb. 1). Dabei ist die Diagnose durchaus nicht
immer eindeutig zu stellen {1, 3, 7, 13, 23]. Denn immer hiufi-
ger werden gleichzeitige Koinfektionen auch mit anderen Er-
regern beobachtet [23] (Abb. 2).
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Die Diagnose einer CMV-Retinitis hat fiir den Patienten
erhebliche Konsequenzen, da dieser dann bis zur Besserung
seiner Immunlage, also in der Regel lebenskinglich, jeden Tag
Virustaticainfusionen zur Rezidivprophylaxe benétigt [8, 12,
14,15, 17, 25].

Bei einem ausgewihiten Patientenkollektiv versuchten
wir, die klinische Diagnose der Zytomegalieretinitis durch den
Nachweis zytomegaloviraler DNA mit Hilfe der Polymerase-
kettenreaktion, kurz PCR genannt, zu objektivieren.

Material und Methode

Mit der Methode der PCR untersuchten wir Konjunktival- und Horn-
hautepithel, Vorderkammerpunktate sowie Urin und Sputum von 5
Patienten mit der klinischen Diagnose einer typischen frischen Zyto-
megalieretinitis bei Aids (Tabelle 1b).

Als Kontrollkollektiv diente eine Gruppe immunologisch unauf-
filliger Patienten, die wegen einer Katarakt oder Hornhauttriibungen
an den Augen operiert wurden (Tabelle 1a).

Die PCRist eine Methode zum Aufspiiren von DNA-Fragmenten
mit bekannter DNA-Sequenz. Dabei kann wegen der hohen Spezifi-
{4t der Methode noch das Vorhandensein weniger DNA-Fragmente
im Versuchsansatz nachgewiesen werden [21].

Tabelle 1. Das Patientenkollektiv

Patient Alter Geschlecht Diagnose
Kontrollgruppe

1 73 m Katarakt

2 60 m Katarakt

3 22 m Z. n. Keratitis

4 75 m Katarakt

5 70 m Katarakt

6 30 m Katarakt

7 75 m Katarakt

8 62 w Katarakt

9 69 m Katarakt
10 77 m Katarakt
Untersuchungsgruppe

1 25 w Unklare Chorioretinitis

und HCMV-Retinitis

2 30 m z.B. HCMV-Retinitis

3 42 m HCMV-Retinitis

4 49 m HCMV-Retinitis

5 45 m z. n. Retinochorioiditis

HCMV-Retinitis

Abb. 1. Das klinische Bild der
CMV-Retinitis, typischer Be-
fund

Abb. 2. CMV-Retinitis und
gleichzeitig aufgetretene Cho-
rioretinitis anderer Ursache,
untypisches Bild

Die Reaktion lduft im wesentlichen in 3 Schritten ab, die sich re-
gelmdlig wiederholen:

Im ersten Schritt wird das Virusgenom, das als Doppelstrang-DNA
vorliegt, bei 95°C in 2 Einzelstringe aufgetrennt [9, 21].

Der zweite Schritt ist die Anbindung zweier komplementérer syn-
thetisch hergestellter Startermolekiile (Primer) an jeweils einen der
beiden im ersten Schritt getrennten Ausgangs-DNA-Stringe. Dies ist
jedoch nur dann moglich, wenn die Primer eine zu der Ausgangs-
DNA vollstindig komplementidre DNA-Sequenz aufweisen und ge-
schieht bei einer Reaktionstemperatur von 58°C.

Im dritten Schritt wird das zwischen den Primern liegende Zwi-
schenstiick entlang der Ausgangs-DNA synthetisiert.

Dies geschieht bei einer Reaktionstemperatur von 72°C unter Zu-
gabe der DNA-Polymerase. Die Polymerase ist ein Enzym, das aus
dem Bakterium Thermus aquaticus gewonnen wird, sein Wirkopti-
mum bei 72°C hat und DNA- oder RNA-spezifisch ist. Dieses Enzym
sorgt flir die Verldngerung der Oligonukleotidprimer entlang der Aus-
gangs-DNA durch die Anlagerung der komplementiren Desocxynu-
kleotide dATP, dGTP, dCTP und dTTP, die in dem Reaktionsansatz
vorhanden sind. Dieser Schritt des kiinstlichen DNA-Fragmentauf-
baus heilt Elongation und dauert in dem von uns durchgefiihrten
Nachweisverfahren 90 Sekunden.

Durch jede Wiederholung der 3 Amplifikationsschritte wird die
Anzahl der im Reaktionsansatz vorhandenen DNA-Doppelstringe
verdoppelt, so daf} nach x Zyklen bis zu 2" DNA-Doppelstrange syn-
thetisiert sind. Die DNA-Amplifikation kann bis zu S0mal wiederholt
werden. Damit wird die DN A mit konventionellen Methoden wie der
Gelelektrophorese nachweisbar [4, 6, 10, 19, 22]. Wir lieBen in unse-
rem Versuchsprotokoll den Ansatz insgesamt 30 Zykien durchlaufen.

Der Versuchsansatz enthilt

e 10 yl Kammerwasser,

¢ 75 pM jedes Primers (MIE-Region des HCMV-Genoms),

® je 200 uM der Nukleotide dGTP, dATP, dTTP und dCTP,

e 10 nM Trispuffer (pH 8,3),

e 50 mM KCI und 2,5 mM MgCl,,

o (,02% Gelatine und

e 2 Einheiten Thermus-aquaticus-DNA-Polymerase
(Perkin-Elmer-Cetus, Emeryville, California),

o aufgeflllt auf ein Endvolumen von 50 pl mit aqua dest.

Das Versuchsprotokoll beinhaltet

e 1. die Denaturation bei 95°C fiir 30",

e 2. die Anlagerung der Primer bei 58°C fiir 30",
e 3, die Elongation bei 72°C fiir 90",

e 4, werden 30 Zyklen durchlaufen.

Wir amplifizierten 2 verschiedene DNA-Bereiche mit einer Linge
von 435 und 110 Basenpaaren aus der MIE-Region (main immediately
early region) des humanen CMV-Genoms [11] (Tabelle 2). Die MIE-
Region ist die fiir den Proteinaufbau des Virus verantwortliche Re-
gion des Virusgenoms.

Zundchst wurde die Amplifikation in dem von Demmler et al.



Tabelle 2. Basensequenzen der verwandten Primer
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Primer Sequenzen Produktlinge des Bereich
(5' nach 3) Amplifikates (bp)

MIE-4* CCAAGCGGCCTCTGATAACCAAGCC 435 1142-1166

MIE-5* CAGCACCATCCTCCTCTTCCTCTGG 435 1576-1552

MIE-5’s AGTGTGGATGACCTACGGGCCATCG 110 1267-1291

MIE-3’s GGTGACACCAGAGAATCAGAGGAGC 110 1376-1352

Marker GAGGCTATTGTAGCCTACACTTTGG 1312-1336

Abb. 3. Die ’P-markierten Banden nach Amplifikation der Vorder-
kammerproben von Patienten mit CMV-Retinitis (Fiarbung eines
Rontgenfilms)

1988 [4] beschriebenen Virusgenombereich mit den von ihm angege-
benen Primern (Basen 1142 - 1166 und 1576 - 1552) durchgefiihrt. Das
Amplifikat wurde spezifisch mit einem synthetisch hergesteliten und
mit 2P gelabelten Oligonukleotid (2 X 10° cpm, aus dem Bereich 1312 -
1336 der Basensequenz) markiert [4].

Die Anlagerung des markierten Oligonukleotids kann nur bei
vollstindiger komplementirer Ubereinstimmung aller Basen in dem
amplifizierten und nachzuweisenden Bereich der HCMV-DNA er-
folgen [9, 10, 22].

Der Versuchsansatz wird schlieBlich in einem 15% Polyacryl-
amidgel (Mini-Elektrophorese-Kammer, Fa. Biorad, Miinchen) Giber
25 min aufgetrennt, um die gebundene radioaktiv markierte Probe
von der freien Probe zu trennen. Die Auswertung erfolgt iiber spezifi-
sche Bandenmuster auf einem Rontgenfilm und wird durch die
Schwirzung des Films sichtbar [10, 22] (vergl. Abb. 3).

AuBlerdem untersuchten wir bei gleichen technischen Vorgehen
die Amplifikation eines 110 Basenpaare langen Amplifikates ebenfalls
aus der MIE-Region des HCMV-Genoms. Die Markierung erfolgte
mit dem gleichen ?P-gelabelten Oligonukleotid (1312 - 1336)

Ergebnisse

Ein HCMV-DNA-Nachweis gelang in keinem Fall in den
Materialien der Kontrollgruppe.

In konjunktivalem und Hornhautepithel konnte CMV-
DNA ebenfalls nicht nachgewiesen werden.

Zunichst versuchten wir das aus der Literatur bekannte
435 bp lange HCMV-DNA-Amplifikat herzustellen. Dabei
fanden wir kein positives Ergebnis ohne einen klinischen ein-
deutigen Befund, jedoch nur in 3 der 5 klinisch als CMV-Reti-
nitis eingeschitzten Fille ein positives Ergebnis (HCMV-
DNA-Nachweis) im Vorderkammerpunktat mit der PCR.
Deshalb untersuchten wir an den Vorderkammerpunktaten
zusitzlich die Amplifikation eines 110 Basenpaare langen Ge-

Tabelle 3. HCMV-DNA-Nachweis mit der PCR (n=15)

n [%]
Urin 2 40
Sputum 1 20
Konj.-Epithel 0 0
HH-Epithel 0 0
VK-Punktat?® 4 80

“Die Vorderkammerpunktate von 10 gesunden Kontrollpersonen wa-
ren samtlich negativ

nomfragmentes aus dem gleichen Bereich der MIE-Region
des HCMV-Genoms.

Auch hier fanden wir im Vergleich mit den klinischen Be-
funden kein falsch-positives PCR-Ergebnis, jedoch 4 von 5 kli-
nisch typischen Fillen mit der PCR bestitigt. Wenn dies in ho-
heren Fallzahlen bestitigt werden kann, entspricht es einer
Sensitivitdt von 80% bei einer Spezifitdt von 100%. Im funften
Fall gelang der HCMV-DNA-Nachweis aus der Vorderkam-
merprobe nicht (Tabelle 3).

Beieinem Patienten fanden wir mit der PCR HCMV-DNA
zusdtzlich im Urin, bei einem weiteren Patienten in Urin und
Sputum (Tabelle 3).

In Abb. 3 sind inden Spuren 3, 4 und 6 die gebundenen Oli-
gonukleotide dargestellt, die das Vorliegen HCMV-DNA-spe-
zifischer Fragmente zeigen. In Bande 5 ist die negative Puffer-
probe zu finden. Die breite Bande unten stellt die Front der
freien durchgelaufenen Radioaktivitdt dar (Abb. 3).

Diskussion

Die PCR ist eine hochempfindliche molekularbiologische Me-
thode zum Nachweis bekannter Strukturen [9, 10, 19, 22]. Wir
beschreiben hier die Anwendung in der Uveitisdiagnostik zum
Nachweis der Zytomegalieretinitis in vivo.

Dieser war bisher nur an Gewebeproben, bei der Retinitis
folglich erst post mortem, am sichersten immunhistologisch
moglich [3, 7, 22, 23].

Die Anwendung der PCR zur Diagnostik der CMV-Infek-
tion an post mortem gewonnenen frischen Geweben und Pa-
raffinschnitten und ein Vergleich mit immunhistochemischen
Methoden [3, 23] sowie aus peripheren Blutzellen [26] wurde
vor kurzem vorgestellt. Dabei wurden die hohe Spezifitit und
Sensitivitdt der Methode herausgestellt, die dem Vergleich mit
der Immunhistochemie, verschiedenen Immunoassays und
der Viruskultur standhélt [21], was die eigenen Ergebnisse un-
termauern.
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Die Basensequenz der zu verwendenden Primer hiingt ab
von der DNA-Sequenz des nachzuweisenden Erregers und
sollte so gewiihlt werden, daB8 Uberlappungen mit Sequenzen
artverwandter Spezies ausgeschlossen sind. Mégliche Aus-
gangssequenzen sowie Uberlappungen mit anderen Sequen-
zen kann man aus DNA-Libraries erfahren, die kommerziell
zugreifbar sind und stindig aktualisiert werden [11].

Die von uns gewihlten Primer zeigen in Homologiever-
gleichen anhand der bekannten Genkarten eine Ubereinstim-
mung von unter 90% zu anderen als der gesuchten DNA, ins-
besondere auch verwandter Viren aus der Herpesfamilie
(HSV, VZV), die die wichtigste Differentialdiagnose der Zyto-
megalieretinitis darstellen. Damit ist trotz der kurzen Amplifi-
kate von 110 bzw. 435 Basenpaaren Linge die Amplifikation
von Fremd-DNA ausgeschlosssen[4, 11,22]. Die Linge des zu
amplifizierenden DNA-Fragmentes hat fiir die Spezifitit und
Sensitivitit einer Methode eine wesentliche Bedeutung. Je
kiirzer der zu amplifizierende Bereich gewiihlt wird, desto ho-
her ist die Sensitivitit, aber desto geringer auch die Spezifitiit
der Methode [22].

In unseren Untersuchungen zeigte die Amplifikation an
dem 110 Basenpaare langen Genomfragment bei 30 Amplifi-
kationszyklen eine deutlich h6here Sensitivitit als die Amplifi-
kation an dem in der Literatur beschriebenen 435 Basenpaare
langen Genomfragment bei - soweit bei der geringen Anzahl
untersuchter Materialien festzustellen - vergleichbarer Spezi-
fitat [4].

Die negativen PCR-Ergebnisse an Hornhaut- und Kon-
junktivalepithel lassen vermuten, daB es sich bei der oft paral-
lel zur Retinitis beobachteten Konjunktivitis eher um eine
konjunktivale Vaskulitis als um eine Erkrankung des Oberfli-
chenepithels durch die Zytomegalieviren handelt.

Bei systemischen CMV-Infektionen wird das Virus nur in
einem relativ geringen Prozentsatz in Urin und Sputum nach-
gewiesen[4]. Insofern {iberraschen die nur vereinzelt positiven
Befunde mit der PCR in Urin und Sputum nicht, sind aber an-
dererseits als Indiz fiir die systemische Beteiligung mit ubiqui-
tirer Virusstreuung zu verstehen.

Wenn eine Sekundidrkontamination des Ansatzes mit der
gesuchten DNA durch geeignete Kontrollen ausgeschlossen
werden kann, bedeutet die hohe Spezifitdt der Markierung
durch ein gelabeltes Oligonukleotid, das selektiv nur den am-
plifizierten Genombereich markiert, den Nachweis des Vor-
handenseins der gesuchten DNA im Versuchsansatz [22].

Wegen der hohen Sensitivitdt der Methode (- noch das
Vorhandensein einzelner weniger Genomfragmente kann
nachgewiesen werden -) muf} an die Moglichkeit einer sekun-
dédren Verunreinigung des Versuchsansatzes mit dem gesuch-
ten Material gedacht werden. Hier liegt der wesentliche
Schwachpunkt der PCR-Technik. In unseren Versuchsreihen
wurden immer Pufferkontrollen ohne DNA mituntersucht,
die negativ blieben. Somit kann eine Einschleppung von
Fremd-DNA und Sekundirkontamination als ausgeschlossen
betrachtet werden (Abb. 3, Bande 5) [9]. In keinem der unter-
suchten Seren waren IgM-Antikorper gegen HCMV nach-
weisbar. Die durchweg negativen Resultate sind im Sinne des
Fehlens einer spezifischen Immunantwort der Plasmazellen
derimmuninkompetenten Patienten zu verstehen[21,22]. Der
Nachweis der DNA aus Vorderkammerpunktaten bei der kli-
nischen Diagnose einer Retinitis legt die Vermutung nahe, daB
die CMV-Erkrankung nicht nur die Retina, sondern die ge-

samte Uvea befillt. So ist wohl auch die in der Regel bei
Patienten mit CMV-Retinitis zu beobachtende Ausschwem-
mung von Pigmentzellen und Ablagerung auf der Hornhaut-
riickfliche durch die Schidigung der vorderen Uvea, insbe-
sondere auch des Pigmentepithels, durch CMV zu erkliren
[20]. Auffillig ist allerdings, daB sich lediglich eine geringe
Schrankenstérung in der vorderen Uvea findet (Tyndall-Phi-
nomen ist in der Regel nur in der Akutphase schwach positiv).
SchlieBlich darf gerade im Fall der Zytomegalieinfektion nicht
vergessen werden, daB3 oft eine erhebliche Diskrepanz zwi-
schen dem Nachweis der Erreger im Untersuchungsgut und
den klinischen Beschwerden der Patienten besteht [5, 16]. Da
das Virus sich bis auf die kurzen Viraemiephasen nur inner-
halb der infizierten Zellen findet, sollten zur Auffindung mog-
licher Virusreservoirs weitere Korperzellen mit der PCR un-
tersucht werden. Dabei ist auch an die zellulire DNA von
Blutzellen zu denken, wie von Laehr et al. [19] fir HIV und von
Shibata et al. [26] fur HCMV bereits gezeigt werden konnte.

Die Methode der PCR wird nicht nur in der Erforschung
der genetischen Basis von Enzymdefekten[2, 28], der Feststel-
lung des HLA-Typs [6, 27] und der forensischen und ethnolo-
gischen Forschung [24], sondern auch in der Ophthalmologie
zunehmend an Bedeutung gewinnen, da mit kleinsten Mate-
rialmengen definierte DNA-Strukturen und somit zum Bei-
spiel das Vorhandensein bestimmter Erreger nachgewiesen
werden konnen.

Bei unklarer Uveitis bietet die PCR vielleicht bald einen
wichtigen weiteren Schritt zur Diagnose. Die PCR erreicht mit
der von uns angewandten Methode eine Spezifitit von 100%
bei einer Sensitivitit von 80% in Vorderkammerproben mit fri-
scher CMV-Retinitis.

Zur Einschiitzung ihrer Bedeutung sind hohere Fallzahlen
und die Untersuchung auch anderer Erreger erforderlich.

Fiir eine breite klinische Nutzbarkeit der Methode in der
Uveitisdiagnostik fehlen bisher die Erfahrungen in der Dia-
gnostik von Kammerwasser mit der PCR fur weitere Viren der
Herpesfamilie. Wegen des hohen technischen Aufwandes und
der zahlreichen Fehlermoglichkeiten bei falscher Handha-
bung der Methode ist die PCR als Routinemethode in der
Ophthalmologie zur Zeit noch nicht einsetzbar, in klinisch un-
klaren Fillen kann sie jedoch bereits jetzt eine Schliisselfunk-
tion einnehmen.
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