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Zusammenfassung

Hintergrund Im Gegensatz zur epithelialen Keratitis und
viralen Retinitiden ist bei der stromalen Keratitis eine Be-
stitigung der Diagnose in vivo praktisch nicht méglich. Uber
die Moglichkeiten der Diagnostik bei uvealer Beteiligung im
Sinne einer Keratouveitis oder Uveitis ist jedoch wenig be-
kannt. Deshalb untersuchten wir in der vorliegenden pro-
spektiven Studie den Stellenwert des Virusnachweises bei Pa-
tienten mit herpetischen anterioren Uveitiden und Kerato-
uveitiden.

Methoden Von 31 Patienten mit der klinischen Diagnose ei-
ner aktiven herpetischen Uveitis oder Keratouveitis (Gruppe
1), von 14 Patienten mit einer granulomatgsen anterioren
Uveitis unklarer Genese (Gruppe 2) und von 7 Patienten mit
einer inaktiven anterioren herpetischen Uveitis (Gruppe 3)
wurden bei Diagnosestellung Kammerwasserproben gewon-
nen. Daraus wurde mittels Viruskultur, Herpes-Antigen-
ELISA und DNA-Amplifikation fiir DNA-Fragmente von
Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV-1) und Varicella-Zoster Vi-
rus (VZV) die Bestétigung der viralen Atiologie untersucht.
Ergebnisse Die Viruskultur gelang in einem einzigen Fall
eines Patienten mit klinisch inaktiver herpetischer Uveitis.
Der Nachweis viralen Antigens mittels ELISA gelang in
Gruppe 1 aus 5/31 (16% ) und in Gruppe 2 aus 1/11 Proben
(9% ), die Amplifikation viraler DNA mittels PCR in 831
(26%) und 5/14 Fillen (34% ). Mit der Kombination beider
Methoden war die Anwesenheit viralen Materials in 14 von
45 Kammerwasserproben (29% ) nachweisbar.
SchluBfolgerung Die Viruskultur ist zum Nachweis von
Herpesviren bei Erkrankungen der vorderen Augenab-
schnitte nicht geeignet. Trotz der hohen Sensitivitit und Spe-
zifitdt von Antigen-ELISA und PCR ist eine Bestiitigung der
Diagnose selbst bei Kombination der angewandten Metho-
den in nur 30% der aktiven granulomatésen Uveitiden mog-
lich. Damit bleibt die Diagnose der anterioren herpetischen
Uveitis - im Gegensatz zu der der viralen Retinitis - im we-
sentlichen klinisch.

Schliisselworter Herpetische Uveitis - HSV-1 — Herpes-
Antigen - DNA-Amplifikation - ELISA - Viruskultur

The laboratory diagnosis of granulomatous anterior uveitis
and keratouveitis of suspected viral origin

Background In epithelial viral keratitis as in viral retinitis,
the diagnosis is made on the basis of typical clinical findings.
A laboratory confirmation is achieved in over 80% using
routine laboratory methods. In contrast, it is almost impos-
sible to confirm the diagnosis of stromal herpetic keratitis in
vivo using the currently available laboratory methods. No-
thing is known about the situation in cases of viral anterior
uveitis.

Methods Of 52 patients with granulomatous anterior uvei-
tis, 31 were diagnosed on the basis of clinical findings as ac-
tive herpetic uveitis (group 1), 14 as active granulomatous
uveitis of unknown origin (group 2), and 7 had inactive dis-
ease after quietening down of herpetic uveitis (group 3).
From all patients, aqueous humor was collected at the time
of diagnosis and processed for viral culture, Herpes antigen
ELISA, and amplification of viral DNA of HSV-1 and VZV.
Results Viral growth in culture was found in only one case
in group 3. In this group, viral antigen or viral DNA were de-
tected in no case. Herpes antigen was found in 5/31 cases
(16%) in group 1 and in 1/11 cases (9% ) in group 2, and viral
DNA was found in 8/31 cases from group 1 (5x HSV-1 and
3x VZV) and in 5/14 cases (31%) from group 2. After com-
bination of antigen detection and DNA amplification, the
presence of virus was confirmed in 14/45 cases (29%).
Conclusion Virus culture has not proven useful in the dia-
gnosis of viral anterior segment disease. Despite their high
overall sensitivity, neither antigen ELISA nor the amplifica-
tion of viral DNA prooved sensitive enough to establish a vir-
al etiology. Nevertheless, a laboratory confirmation should
be attempted in granulomatous uveitis of unknown origin
after preclusion of an underlying systemic disease because of
the consequences of a diagnosis of viral anterior segment
disease for treatment and prognosis.

Key words Herpetic uveitis — HSV-1 — herpes antigen —
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Nicht alle Formen herpetischer Augenerkrankungen
stellen aufgrund ihres klinischen Erscheinungsbildes
und der Anamnese in der tdglichen Praxis ein diagno-
stisches Problem dar. So 4Bt sich die epitheliale herpe-
tische Keratitis meist problemlos anhand des typischen
klinischen Befundes diagnostizieren, aber ebenso pro-
blemlos mit fast allen Labormethoden bestitigen (1,2).
Akute virale Retinitiden weisen oft einen recht eindeu-
tigen biomikroskopischen Befund auf, auch wenn der

klinische Befund nicht immer auf das verursachende Vi-

rus schliefen 1a63t (3). Hier leistet die Labordiagnostik
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durch hochspezifische Nachweismethoden wie den An-
tigen- oder Antikdrpernachweis mittels Enzymimmu-
noassay (EIA) und den Nachweis viraler Erbsubstanz
durch Einsatz der Polymerase-Kettenraktion (PCR) un-
schitzbare Dienste in der definitiven Diagnosesiche-
rung, die so in etwa 80 % der Fille erreicht wird (3). Im
Gegensatz dazu stellt die stromale herpetische Kerati-
tis auch heute noch ein erhebliches diagnostisches Pro-
blem dar. Sie a3t sich in vivo mit keiner der gdngigen
Nachweismethoden und aus Explantatgewebe nur in
einem kleinen Teil der Fille verifizieren (4, 5). Dies er-
klart sich wohl in erster Linie dadurch, daf} bereits bei
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Auftreten erster klinischer Symptome und Befunde das
immunologische Geschehen infolge der dann mogli-
cherweise bereits nicht mehr aktiven herpetischen Trig-
gerinfektion im Vordergrund steht (4, 5).

Im Unterschied zu epithelialen und stromalen Virus-
affektionen der Hornhaut mit Ausbreitung der Viren
iiber die Nervenendigungen sollten bei uvealem Ur-
sprung der Infektion, dhnlich wie bei viraler Retinitis,
virales Antigen, virale DNA oder sogar vollstindige,
zur Replikation befdhigte Viruspartikel nachweisbar
sein (6,7, 8,9). Ziel unserer Studie war es deshalb zu
untersuchen, ob bei einer uvealen Mitbeteiligung im
Sinne einer herpetischen Uveitis oder Keratouveitis die
Labordiagnostik mittels Viruskultur, Antigen- und
DNA-Nachweis in der Lage ist, die mutmaBliche virale
Atiologie der lokalen Entziindungsreaktion zu bestiti-
gen.

Patienten und Methoden

In einer prospektiven Studie wurden deshalb Patienten mit ei-
ner granulomatésen anterioren Uveitis oder Keratouveitis
nach Ausschluf3 einer systemischen Grunderkrankung bei Dia-
gnosestellung einer Vorderkammerpunktion unterzogen und
das Kammerwasser mittels Viruskultur, Virusantigen-ELISA
und PCR auf das Vorliegen von Zeichen einer Herpes-simplex
Typ 1- oder Varizella-Zoster-Virusinfektion untersucht. So
konnten im Zeitraum zwischen 1993 und 1996 52 Patienten aus
der Poliklinik der Universitédtsaugenkliniken Bern und Ham-
burg in die Studie eingeschlossen werden (Tabelle 1).

Als Voraussetzung fiir eine herpetische Genese wurde obli-
gatorisch das Vorliegen einer Rezidiv-Anamnese sowie von
speckigen, granulomatésen Endothelbeschligen (Abb. 1) vor-
ausgesetzt. Als fakultative Sekundérkriterien wurden zusétz-
lich das Vorhandensein sektorieller Irisldsionen, ein sekundé-
rer Druckanstieg sowie Hornhautnarben oder eine stromale
Hornhaut-Beteiligung einbezogen (10, 11). Das Durch-
schnittsalter unserer Patienten bei Diagnosestellung betrug
56.5 (18-78) Jahre bei einer weitgehend symmetrischen Ge-
schlechtsverteilung (46% weiblich).

Fiir den Nachweis von Herpes-simplex-Antigen verwandien
wir einen kommerziell erhiltlichen Enzymimmunoassay
(IDEIA-Testkit, Fa. DAKO Diagnostics, Cambridgeshire,
UK), in dem monokolonale Antikérper gegen das Glykopro-
tein D von Herpes-simplex-Virus Typ 1 benutzt werden. In
Abweichung der vom Hersteller beschriebenen Angaben (12)
haben wir infolge der kleinen zur Verfiigung stehenden Pro-
benvolumina eine Verdinnung der Patientenproben von 1:10
im Herpes-Transportmedium vorgenommen und mit einer
Verdiinnungsreihe der positiven Kontroll-Lésung aus dem

Tab. 1 Patientenkollektiv
Diagnose Gruppe | Anzahl (n)
Aktive herpetische Uveitis / Keratouveitis 1 31
Aktive unklare granulomatése Uveitis 2 14
Inaktive herpetische Uveitis /Keratouveitis | 3 7

Abb. 1
Uveitis mit Sekunddrglaukom bei einer Patientin mit St. nach meh-
reren stromalen herpetischen Keratitiden. Das Ansprechen auf eine
kombinierte systemische antivirale und lokale Steroidtherapie ist mit
der Diagnose gut vereinbar

Typischer Befund einer frischen granulomatdsen vorderen

Testkit verglichen (Abb. 2). Ein Resultat wurde als positiv be-
wertet, wenn die Extinktion der Probe eindeutig oberhalb der
von uns willkiirlich festgelegten Schwellenextinktion der Ver-
diinnung von 1:32 der positiven Kontrolllosung lag.

Als weitere Methode wurde aus allen Proben die Amplifika-
tion und der Nachweis viraler DNA untersucht, wofiir als Ziel-
DNA ein Fragment des fiir die virale Thymidinkinase (110 Ba-
senpaare) und des fiir Glycoprotein D kodierenden Gens von
HSV-1(221 Basenpaare) sowie ein Fragment aus der Xba 1 M-
Region von VZV (126 Basenpaare) ausgewihlt wurden. Die
DNA-Amplifikation mittels PCR erfolgte unter standardi-
sierten Bedingungen, wie anderenorts publiziert (13, 14).
Sadmtliche positiven Resultate wurden in einem zweiten unab-
hiingigen Testansatz verifiziert.

Ergebnisse
Aus 27 Kammerwasserproben wurden Viruskulturen

durchgefiihrt, waren aber bis auf eine einzige Kultur bei
einem Patient mit abgeheilter herpetischer Keratouvei-

Verdiinnungsreihe der positiven Kontroll-Losung
als Vergleichs-Standard fiir die Bewertung der Proben
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Abb. 2 Ein Resultat wurde als positiv bewertet, wenn die Extink-
tion im ELISA mindestens doppelt so hoch war wie die Verdlinnung
von 1:32 der positiven Kontroll-Losung, um unspezifische, falsch-
positive Reaktionen auszuschlielRen
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tis negativ. Im iibrigen konnten wir bei der Gruppe in-
aktiver Keratouveitiden keine Zeichen der Virusakti-
vitdt im Sinne eines Antigen- oder Genom-Nachweises
finden.

Der Antigen-Nachweis gelang in fiinf von 31 Proben
(16% ) der Patienten mit einer herpetischen Uveitis
(Gruppe 1) und in einer der 11 Proben (9% ) von Pati-
enten mit unklarer Uveitis (Gruppe 2), insgesamt bei
6/42 Proben (14 % ) von aktiven granulomatdsen Uveiti-
den (Tabelle 2). Der Nachweis viraler Erbsubstanz von
HSV-1 mittels PCR war bei fiinf der 31 Patienten aus
Gruppe 1 (16%) und bei fiinf der 14 Patienten aus
Gruppe 2 (34%) erfolgreich. In drei Fillen mit herpeti-
scher Uveitis wurde VZV-DNA aus dem Kammerwas-
ser amplifiziert, sodal} virale DNA in insgesamt 8/31
(26% ) der klinisch und anamnestisch gesicherten und in
5/14 (34%) der Félle mit unklaren granulomatésen
Uveitiden nachgewiesen werden konnte (Tabelle 2).
Mit der Kombination beider Nachweismethoden lief3
sich eine virale Beteiligung bei 13/45 Patienten (29%)
mit aktiver vorderer Uveitis bestitigen, darunter 10
Fille mit HSV-1- und drei Fille mit Varizella-Zoster-
Virus-Infektion (Abb. 3).

Tab.2 Nachweis der viralen Atiotog‘\e

Gruppe | Diagnose Antigen- DNA-
Nachweis Nachweis

1 Aktive herpetische 5/31 16% 8/31%| 26%
Uveitis / Keratouveitis

2 Aktive unklare granulo- | 1/11 9% | 514 | 34%
matose Uveitis

3 Inaktive herpetische 0/7 0% | 0/7 0%
Uveitis / Keratouveitis

1+2 Aktive granulomatése | 6/42 14% | 13/45 | 29%
Uveitis

* Bx HSV-1 DNA, 3x VZV-DNA
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Abb. 3 Eine Diagnosesicherung gelingt auch bei Kombination von
Antigen-ELISA und DNA-Nachweis mittels PCR nur in einem Drittel
der Félle. Die Viruskultur hat keinen Stellenwert in der Diagnostik der
herpetischen Uveitis und Keratouveitis

Diskussion

Sowohl bei epithelialen herpetischen Keratitiden als
auch bei herpetischen Retinitiden existieren zahlreiche
Studien, die die hohe Nachweisbarkeit des Virus aus
Hornhaut und Kammerwasser bei den entsprechenden
Krankheitsbildern mittels Antigen- und PCR-Testsyste-
men beweisen (2, 3,15,16,17, 18,19, 20, 21). Die Unter-
suchung des Kammerwassers bei der Sondergruppe der
Fille mit vorderer uvealer Beteiligung, jedoch ohne Hin-
terabschnittsbeteiligung im Sinne von isolierten herpe-
tischen Uveitidien oder Keratouveitiden wurde bisher
kaum untersucht. In Anbetracht der hohen Sensitivitit
und Spezifitdt von Antigen-ELISA mit Verwendung
monoklonaler Antikorper und DNA-Amplifikation mit-
tels PCR und der Annahme einer Virusfreisetzung in das
Kammerwasser haben wir gemutmalit, dafl ein Virus-
nachweis in einem relativ hohen Prozentsatz der Fille
zum Zeitpunkt der Diagnose gelingen konnte.

Die Viruskulturen, welche in etwa der Hélfte der Fille
aus dem Kammerwasser durchgefiihrt wurden,waren
bis auf einen einzigen Fall bei einer klinisch abgeheilten
Uveitis negativ. Insgesamt sind somit Viruskulturen in
der Diagnosesicherung der herpetischen (Kerato-)
Uveitiden nicht sinnvoll, da ihre Sensitivitdt sechr gering
und die Untersuchung langwierig ist.

Der Antigen-Nachweis mittels ELISA war in unserem
Krankengut je nach Gruppe nur bei jedem achten bis
zehnten Patient erfolgreich, der Nachweis viraler DNA
in jedem dritten bis sechsten Fall; leztzeres trotz einer
unteren Nachweisbarkeitsgrenze des Virusvon 2 x 10 ~*
Viruseinheiten pro Mikroliter (22). Bei Kombination
beider Methoden konnte eine Steigerung der Sensiti-
vitdt auf insgesamt knapp 30% erreicht werden bei ei-
ner Sperzifitit, die von der Methode her als oberhalb
90% angenommen werden darf.

Wir haben bei beiden Methoden das Glykoprotein D als
nachzuweisendes Antigen gewdahlt, das als wichtigstes
Oberfldchenantigen bei allen Herpes-simplex-Virus-
stammen nachzuweisen ist (22).

Die Sperzifitit der hier untersuchten Methoden erlaubt
bei sauberer Durchfithrung der Tests und adaequaten
Kontrollen im positiven Fall Riickschliisse fiir die klini-
sche Betreuung cines Patienten. Bei klinisch und anam-
nestisch eindeutigen herpetischen Uveitiden sind die
labortechnisch nicht iiberall vorhandenen und relativ auf-
wendigen Methoden des Antigen- und des Genom-Nach-
weises durch PCR unseres Erachtens nicht indiziert. Im
Gegensatz dazu sollte bei unklaren granulomatdsen
Uveitiden und Keratouveitiden eine Diagnosesicherung
aus dem Kammerwasser angestrebt werden, da der Her-
pes-Nachweis in einem solchen Fall erhebliche thera-
peutische und prognostische Bedeutung haben diirfte.

Es bleibt offen, warum der Virusnachweis bei diesen
Formen von okuliren herpetischen Entziindungen nicht
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in einem groferen Prozentsatz gelingt. Einerseits muf3
die Kammerwasserkonzentration des Virus als sehr ge-
ring postuliert werden, wobei sowohl die Produktions-
orte wie auch die Freisetzung noch Gegenstand intensi-
vster Forschungstiitigkeit sind. Andererseits bediirfen
aber auch unsere Testmethoden einer weiteren Evalua-
tion zwecks Steigerung der Sensitivitdt. Unser Studien-
kollektiv ist derzeit noch zu klein, um eindeutige, stati-
stisch signifikante Aussagen iiber die Nachweisbarkeit
des Virus bei herpetischen Uveitiden und Keratouveit-
iden aus dem Kammerwasser geben zu kénnen. Die
Fortsetzung unserer prospektiven Studie wird uns aber
sicherlich bald entsprechende Resultate liefern kénnen.
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