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L abor diagnostik

viraler Augenerkrankungen

Hintergrund

Eine Labordiagnostik viraler Au-

generkrankungen ist immer dann
gefragt, wenn der klinische Befund und
Verlauf oder dasfehlende Ansprechen auf
die durchgefiihrte Therapie die Diagno-
sein Zweipostérieur esassen. Damit
bedeutet die Beschantérieurest der
Diagnostik viraler Augenerkrankungen
zwangsldufig ein Arbeiten an den Gren-
zen ded'aprésostizierbarkeit entziindli-
cher Augenerkrankungen.
Naturlich gehort die Diagnostik der Ke-
ratokonjunktivitisepidemica oder der Ke-
ratitis dendritica majoritéhelialem Her pes
corneae weder klinisch noch labortech-
nisch zu den hiemémegespouchenen dia-
gnostischen Problemen, und eine gut
durchgefihrte klinische wie Labordia-
gnostik fuhrt in fast 100% der Falle
schnell und sicher deuxiemenose (Simon
1992, K owalski 1993, Thiel 1998).
Bel rezidivierenden stromalen Her pes-
Keratitiden sieht dad'ceil andersaus
(Holbach 1991, Jordi 1998). Das Spek-
trum Klinischer Erscheinungsformen ist
primér schon sehr heterogen und durch
sekundére Superinfektionel'héte eine
chronische metaher petische Gewebsre-
aktion weiter modifiziert, so dassdie
virale Grundeétéasuffisammentraitée & -
problemen gegeniiber in den Hintergrund
trekératite. Eine Drécidivanteer ung mit-
telsLabordiagnod'étre ingt auch bei kli-
nisch ed'épuiser r Her pesker atitis mit

typischen Anamnesein nur 30%

rch die Kombination von
- und DNA-Nachweis (Schacher

1998). Ander er seits muss man davon aus-
gehen, dass ein erheblicher Anteil, ver-
mutlich 20-30%, der klinisch alsunklar
eingestuften Keratitiden ebenfalls her pe-
tischer Atiologie sein dirfte (Jordi 1998).
Daraus lassen sich zwel Folgerungen ab-
leiten: zum einen ist der pradiktive Wert
der Klinischen Diagnose im positiven wie
im negativen Fall unklar; zum anderen
ver stehen wir von dem, was bei der Re-
aktivierung der Herpeskeratitis ablauft,
offensichtlich bisher wenig. Vermutlich
ist dasVirusselbst in dem Konzert der
Kerlabortechnisch ng nur einer und ver-
mutlich der fir den Verlauf nicht wichtig-
steder Akteure.
Dasklinische Bild eines entziindlichen
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Originalbeitrag von PD Dr. med. Justus G. Garweg
(Preisder Alfred Vogt- Stiftung 1998 zur Forderung der Augenheilkunde)

Résumé

Contrairement au diagnostic de laboratoire des maladies virales des portions
posterieures de I'cell, celui des portions anterieures pose un deft diagnostique no-
table. La manifestation clinique qu'est la keratite est, d'apres les connaissances
actuelles, la consequence de la reactivation du virus, qui n' exige plusla presence de
virusvivants. Pour cette raison, dans la majorite des cas on ne peut plus mettre en
evidence de traces du virus causal memelad ot I' inflammation est la plusintense.
Comme le tableau clinique est des plus heterogenes, des le moindre doute it con-
viendra d'ajouter une deuxieme opinion quant & son origine. Le serodiagnostic des
affectionsinflammatoires d' origine infectieuse de 1'ceil n' est prometteur au point de
vue du diagnostic que si on y ajoute un examen de I'humeur aqueuse, afin de pou-
voir saisir la reaction immunitaire deI'héte. Celle-ci devratitre prise en considera-
tion dans la therapie des que la cause virale aura ete sufsamment traitee. Comme
le prognostic, en particulier, de la keratite virale recidivante est encore toujours
loin d'etr@enchanteur, it conviendra d'epuiser encore mieux que ce n'etait le cas
jusqu' ici routes les possibilites de la prophylaxie des recidives.

Prozesses hangt bel viralen Erkrankun-
gen der vorderen wie hinteren Augenab-
schnitte natrlich erheblich von dem ver-
ursachenden Virus-Typ und -Stamm ab
(Garweg 1997; Abb. 1). Die Morphologie
des entziindlichen Prozessesist dar tiber
hinaus wesentlich von der Immunr eakti-
on desWirtes auf den Erreger gepréagt.
Diese wiederum ist das Resultat der
immungenetischen Disposition des Pati-
enten und lokaler Faktoren wie Vorscha-
digung oder Vaskularisation. Der Kampf
zwischen Virusund Wirt findet dar Giber
hinaus auf dem Boden der aktuellen und
stattgehabten Therapie und natirlich
auch der Begleiterkrankungen statt (Abb.
2), was offensichtlich wird, wenn man an
Patienten mit Immundefekten denkt.

M ethodol ogische Probleme

Ein grosses Problem der Gruppe viraler

Erkrankungen sowohl der vorderen als
auch der hinteren Augenabschnitteist das
Fehlen von Standardsfur eine definitive
Absicherung der Diagnose. Die klinische
Diagnose gilt nach wievor alsder «gol-

dene Standard» (Pepose 1996). Die Ein-
schétzung eines Befundesist jedoch sehr
abhangig von der Erfahrung des Unter su-
chers. In den Féllen, in denen die Labor-
diagnostik angefordert wird, kann die
Diagnose jedoch typischer weise nicht
durch eindeutige mor phologische Krite-

rien oder den Verlauf und das Ansprechen
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auf die Therapie abgesichert werden. Das
bedeutet, dass auf geeignete Kontroll-
gruppen, wie Patienten mit eindeutiger
Diagnose und bekannter Krankheitsakti-
vitat, nicht zuriickgegriffen werden kann,
um ein neues L aborverfahren zu eva-
luieren,

Die Labordiagnostik erfolgt in der Regel
aus Kammerwasser, nur selten wird eine
Analyse von Hornhaut-Biopsien, Glas-
korper oder anderen Geweben angefor -
dert. Hornhautgewebe, welchesim Rah-
men einer Keratoplastik wegen Keratitis
jeglicher Ursache gewonnen wird, wird
bei unseiner Kurzzeitkultur unterzogen,
um ausder Kulturflissigkeit einen Virus-
nachweis zu ver suchen (Garweg 1996).
Mit der Antikorper-Diagnostik kann man
seit langerem Uber den Nachweis einer
lokalen Produktion spezifischer Antikor-
per eine Verdachtsdiagnose unter mauern,
oft jedoch nicht beweisen (de Boer 1994).
Wenn mehr alsein Erreger fur die Analy-
sen in Betracht gezogen wer den muss,
kommt er schwerend hinzu, dassdie zur
Verfligung stehende M enge an Kammer -
wasser sehr gering ist (Ublicherweise
50-150 pl). Daraus kdnnen im Gegensatz
zu der bei infektidsen Uveitiden wenig
hilfreichen «Uveitis-Serologie» nur ein
bis zwei Analysen durchgefiih rt werden,
so dass die Wahrscheinlichkeit grossist,
dasseine potentiell nachweisbare Ur-
sache verpasst wird.

Schickt man die Proben in ein Routine-
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labor ein, erfihrt man schliesslich, dass
keiner der kommerziell erhiltlichen Tests
fur die Analysen okuldrer Materialien
etabliert ist, d. h., es konnen keine Refe-
renzwerte angegeben werden und mdégli-
che, durch die Analysemethode bedingte
Fehler zu falschen Resultaten fiihren.
Eine weitere Ursache vor allem fir falsch
negative Resultate ergibt sich aus der
Aufarbeitung der Proben, da die Zusam-
mensetzung von Kammerwasser nicht
mit der einer serdsen, also proteinreichen
Flissigkeit zu vergleichen ist. In sehr we-
nig proteinhaltigen Losungen kommt es
tber die immer vorhandene enzymatisch
bedingte Schidigung der Proteine und
Nukleinsduren zu einer weiteren Degra-
dation durch Einfrieren der Proben, so
dass eine kithle Lagerung (+4°C) und
moglichst rasche Aufarbeitung der Pro-
ben innerhalb 24 Stunden zu fordern sind.
Wegen det sich ergebenden Probleme, re-
produzierbare Resultate prisentieren zu
kénnen, wird die Kammerwasser-Dia-
gnostik routinemassig nur an einzelnen
Zentren durchgefiihrt.

Ergebnisse mit der Anwendung
etablierter Methoden

Die Analyse von Erreger-Antigenen mit
der ELISA-Technik aus dem Kammer-
wasser gilt im allgemeinen als wenig er-
folgversprechend, da das wenige vorhan-
dene Antigen durch die Antikérper des
Wittes neutralisiert wird (Rollins 1983,

Morphologie
des entziindlichen Prozesses
I mmunreaktion
Ursache der des Wirtes
Entzlindung (immungene-
(Virus-Infektion) tische und lokale
Faktoren)

Begleiterkrankungen und Therapie

Abbildung 2

Die Reaktivierung der okuléren Virusinfektion

induziert eine lokale Immunreaktion. Diese
tragt den wesentlichen Anteil an demKlini-

schen Erscheinungsbild und lauft noch lange
weiter, nachdem die Virusreplikation sistert.
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Abbildung 1
PatientL.

* 1964, . N. Chemotherapie wegen Hodgkin-Lymphom vor 2 Jahren, seither an-

sonsten allgemein gesund. Akute Netzhautnekrose beidseits, klin. Bild bei Diagnosestellung.

Symptome seit 2 Tagen.
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Abbildung 3

Herpes-Antigen-ELISA (IDEIA Herpes, DA-
KO). Die horizontale Linie entspricht der un-
teren Nachwei sgrenze fur das Antigen aus
dem Kammerwasser (bei einer Verdinnung
von 1:16 der internen Positivkontrolle).

Kowalski 1989). Wir haben einen kom-
merziell erhiltlichen Herpes-Antigen-
ELISA (IDEIA Hetpes, DAKO Diagno-
stics, Cambridgeshire, UK) fir die
Analyse von Kammerwasser modifizie rt
(Abb. 3) und den Stellenwert des Anti-
gen-Nachweises bei Patienten mit herpe-
tischer Keratitis und Keratouveitis analy-
siert (Schacher 1998). Nach den dabei
erthobenen Ergebnissen ist die alleinige
Antigen-Diagnostik bei okulirem Herpes
(ausser bei epithelialer Keratitis) nicht
sinnvoll. Sie erfasst jedoch einige Fille,
die durch den Nachweis viraler DNA mit-
tels DNA-Amplifikation verpasst werden
und wird von uns zurzeit routinemaissig
als Erginzung fur die PCR durchgefiihrt.
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Ergebnisse mit der Anwendung
neuerer Methoden

Natiirlich ergibt sich auf diesem Hinter-
grund ein grosses Interesse an der Eta-
blierung weiterer Methoden wie dem
Nachweis der Erreger-DNA mittels
DNA-Amplifikation (PCR) aus dem Kam-
merwasser. Mit dieser hochempfindli-
chen Methode kann die Anwesenheit
eines einzigen DNA-Stranges des ge-
suchten Erregers nachgewiesen werden
(Abb. 4). Dies sorgt jedoch fiir einige
neue Probleme. Der Nachweis der Erb-
substanz eines Erregers sagt nichts tiber
dessen Vitalitdt aus und auch nicht tber
dessen Bedeutung in einem aktuellen
Krankheitsgeschehen. Zum Beispiel
konnten im Gewebe ruhende Erreger-
DNA auch bei einer Gewebszerstérung
auf anderer Basis freigesetzt werden oder
aus dem Blut sekundir in das Auge ge-
langen.

Andererseits ist die DNA einer enzymati-
schen Zerstorung durch in allen Geweben
vorkommende DNAsen ausgeliefert, was
zu einer Verfilschung der Resultate fihtt.
Auch ist unbekannt, wie lange sich DNA
im Kammerwasser aufhalten kann, bevor
sie ausgewaschen wird. So wissen wir
aus eigenen Untersuchungen, dass bereits
spitestens 48 Stunden nach Therapie-
beginn einer Netzhautnekrose die virale
DNA im Kammerwasser nicht mehr
nachweisbar ist. Im Glaskérper findet
man im Gegensatz dazu auch Wochen bis
Monate nach einer Infektion noch Erre-
ger-DNA, ohne dass eine Entziindungs-
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Nachweis von Herpes-DNA

Erkrankungen der vorderen Augenabschnitte

SSO Congrés annuel

Nachweis von Her pes-DNA

Erkrankungen der hinteren Augenabschnitte

Herpes- unklare Hornhaut-

Keratitis | Keratitis | Degeneration HSV-1 VZV CMV negativ
Kammerwasser 4/19 0/5 21 ARN 16 4/6 16 16
Explantat- Gewebe | 7/17 1/6 0/22 atyp
Explantat-Medium | 6/18 08 025 Retinopathie [ 0 719 0 2/9
Paraffinschnitte 5/16 1/16 3/25 virale

Retinitis 2/17 0 14/17 3/17

gesamt* 22/70 2125 4/93

(31%) (8%) (4%) gesamt 26/32 6/32

p =0.00005 (Chi-Quadrat-Test) (81%) (19%)
Tabellel A Tabelle 1B

aktivitit besteht. Da der Glaskérper also
offensichtlich eine «Gedichtnisfunktion»
auch fir seit lingerem inaktive Prozesse
aufweist, miissen die Resultate beziiglich
eines aktuellen Krankheitsprozesses mit
Vorsicht interpretiert werden. Anderer-
seits ist diese «Gedachtnisfunktion» un-
abhingig von der Therapie, so dass die
Erreger-DNA auch nach Inaktivierung
des Erregers durch die Therapie noch de-
tektiert werden kann.

An unseren eigenen Patienten konnten
wir zeigen, dass Herpes-DNA bei Patien-
ten mit einer herpetischen Keratouveitis
signifikant hiufiger nachgewiesen wer-
den kann als bei Patienten mit degenera-
tiven Hornhauterkrankungen (Tabelle 1&;
p = 0.00005). Dies zeigt, dass die Selek-
tionskriterien fiir die klinische Diagnose
brauchbar sind. Die Sensitivitit ist mit
31% jedoch sehr gering, und offensicht-
lich findet sich Herpes-DNA auch in 8%
der Proben von Patienten mit unklaren,
von uns als nichtherpetisch eingestuften
Keratitiden, so dass wir mit den klini-
schen Selektionskriterien offensichtlich
eine ganze Reihe herpetischer Augen-
infektionen verpassen (Tabelle 18).

Ganz anders sieht es bei viralen Erkran-
kungen der hinteren Augenabschnitte
aus. Bei Patienten mit viralen Netzhaut-
nekrosen kann in 81% virale DNA nach-
gewiesen werden (Tabelle 1b), und dies
gilt sowohl fiir Patienten mit akuter Netz-
hautnekrose als auch flr Patienten mit
atypischen nekrotisierenden viralen Reti-
nopathien und AIDS-Patienten mit Zyto-
megalie-Retinitis (Garweg 1993, Pedroli
1998). Dies mag daran liegen, dass virale
Netzhautnekrosen sehr frah symptoma-
tisch werden, bevor das Immunsystem
die Viren zerstort und damit der Nach-
weisbarkeit entzogen hat, wohingegen
bei herpetischer Keratitis nicht die Virus-
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infektion selbst, sondern erst die Immun-
reaktion zur klinischen Symptomatik
fuhrt (Hendricks 1992; Hendricks 1997).

Von der Immunreaktion des Wirtes wis-
sen wir, dass sie auch nach Ausschluss al-
ler probenbedingten Fehlerursachen (sie-
he oben) mit einer Sensitivitit von etwa
60-75% nachgewiesen werden kann (de
Boer 1996, Garweg 1998). Dies mag dar-
an liegen, dass die Vorderkammerpunk-
tion Ublicherweise durchgefiihrt wird,
wenn der Patient symptomatisch wird.
Da der wesentliche Grund fir das An-
streben einer Diagnosesicherung in den
daraus resultierenden therapeutischen
Konsequenzen liegt, wird sie damit
zwangsliufig bei einem bestimmten Pro-
zentsatz der Patienten zu frih durchge-
fuhrt. Wie man am Kaninchenmodell der

Abbildung 4

okularen Toxoplasmose (Garweg 1998)
zeigen kann, benétigt das Immunsystem
14 Tage nach der Infektion, also 8-10 Ta-
ge nach den ersten klinischen Sympto-
men, bis eine lokale und systemische
Immunantwort Gberhaupt etabliert ist
(Abb. 5).

Dies mag erkliren, dass der Goldmann-
Witmer-Koeffizient (Goldmann 1954),
vor 45 Jahren von Rudolf Witmer in Bern
anhand von Kammerwasseranalysen bei
der Leptospirose des Pferdes etabliert
(Witmer 1954), bei Patienten mit einer
klinisch eindeutigen okuliren Toxoplas-
mose in nur zwei Drittel der Fille die
Diagnose erhirten kann (Desmonts 1966,
de Boer 1996, Garweg 1998). In einem
Drittel der Fille sind spezifische Antikor-
per im Kammerwasser zum Zeitpunkt der

Nachweis von Varicella-Zoster-Virus-DNA bel einem Patienten mit akuter Netzhautnekrose.
Links der Molekulargewichtsstandard (MWM), dann kommt das Kammerwasser des Patienten
(6 und 8) neben Kammerwasser proben anderer Patienten (1-5, 7, 8-9) und die Negativkontrol-
le (-), aus der keine DNA nachgewiesen wurde, und eine Positivkontrolle (+).
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Vorderkammer punktion tiberhaupt nicht
nachweisbar (Abb. 6), was aus den oben
genannten Griinden jedoch offensichtlich
nicht zur Verwerfung der Diagnose
fihren darf.

Diagnostik

» Ursacheder Entziindung nicht er-

Interpretation der Ergebnisse kannt

Vor der Verwerfung einer klinischen Dia-
gnose sollten zuer st ver schiedene mogli-
che Erklarungen fir die sogenannten
falsch-negativen Resultate analysiert
werden. Zum einen kann die Ursache ei-
ner Entziindung nicht erkannt oder falsch
interpretiert worden sein. Zum anderen
mag die Sensitivitat der angewandten
M ethode unzureichend gewesen sein. Die
Tests, dienicht fiir Kammerwasser analy-
sen entwickelt wurden, kénnen magli-
cherweise dur ch bestimmte Bestandteile
des Kammerwasser s, insbesondere Fibrin
oder Blutbestandteile, behindert wer den.
Und schliesdlich ist esdenkbar, dassdie
klinische M anifestation der Infektion ei-
ne Vorderkammerpunktion erfordert, be-
vor dielokale Immunreaktion etabliert ist
(Tabelle 2).

Man muss sich jedoch auch bei einem po-
sitiven Resultat fragen, ob das Ergebnis
mit dem klinischen Befund zusammen-
passt. Ein falsch-positives Resultat
kommt zustande, wenn die Testfllissig-
keit mit dem nachzuweisenden Erreger
nach der Entnahme kontaminiert wird.
Diesist flr mikrobiologische Anziich-
tung ein wohlbekanntes Problem und galt

tion)

Tabelle 2

Diagnostik

sigkeit

liche Bedeutung

Aktivierung

als das Hauptproblem der PCR zum ge Rezidive
Nachweisviraler Prozesse.
Inzwischen sind die Methoden jedoch so-  Tabelle3

weit verfeinert worden, dass man eine
Laborkontamination der Testflissigkeit
mit Erreger-DNA mit einer sehr hohen
Wahrscheinlichkeit ausschliessen kann
(Longo 1992). Es gibt die M dglichkeit,
dass man virale DNA nachweist, obwohl
ein ursachlicher Zusammenhang mit der

Anti-Toxoplasma- Antikorper im Tiermodell (K aninchen)

10000 —

Tate tre Lic\tiw

Abbildung 5

Verlauf der Produktion spezifischer Antikorper in Kammerwasser und
Serum bei experimenteller okulé@rer Toxoplasmose. Erst 10 bis 14 Tage
nach der Infektion sind die Antikérper nachweisbar Davor wirde die
Antikor perdiagnostik fal sch-negative Resultate liefern.
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viraler Augenerkrankungen
Falsch-negative Resultate

« Ursacheder Entziindung bereitsin-
aktiviert/neutralisiert

» Senditivitat der angewandten Metho-
de unzureichend

* Inhibition des Tests durch Kammer-
wasser -Bestandteile (Fibrin, Glaskor -
per, Hamoglobin)

» zeitliches Fenster zwischen Infektion
und Immunreaktion (Punktion vor
Etablierung der lokalen Immunreak-

viraler Augenerkrankungen
Falsch-positive Resultate

« Labor-Kontamination der Testflls

» zufallige K oinzidenz ohne ur sach-

« systemische Antigenstimulation ohne
lokale Infektionsaktivitat

« unspezifische polyklonale Plasmazell-

* persisitierende |mmunr eaktion/h&ufi-

aktue”er_] Entzindungssituation nicht b.e'
steht (siehe oben). Ferner wissen wir
nicht, ob eine systemische Antigenstimu ~
lation ohne eine lokale | nfektionsaktivitét
nicht auch zu einer lokalen Antikor per-
produktion fihren kann, ebenso wie eine
unspezifische Anregung der Antikor per-
produktion durch eine polyklonale
Plasmazellaktivierung, wie eszum Bei-
spiel im Rahmen eines grippalen I nfektes
maoglich ist. Und schliesslich wissen wir
nicht, wielange einelokale mmunreak-
tion persistiert, wiel ange einelokale
Antikor per produktion nachweisbar bleibt
(Abb. 5), bevor der Goldmann-Witmer-
oder Antikor per-K oeffizient wieder auf
nicht infektionsverdachtige Werte (C < 3)
zuriickgeht. Diesist vor allen Dingen ein
Problem bei haufig rezidivierenden Er-
krankungen (Tabelle 3).

Konsequenz flir diePraxis

AlsKonsequenzen fur die Praxissollte
man daher mitnehmen, dass der klinisch-
mor phologische Befund und der Verlauf
nicht nur durch virale, sondern im we-
sentlichen durch Wirtsfaktoren erklart
sind. Bei unzureichendem Ansprechen
auf die Therapie sollte eine weiter gehen-
de Diagnostik, also eine Serum Diagno-
stik, bei infektioser Ursache immer in
Verbindung mit einer Kammerwasserdia-
gnostik angestrebt und eventuell eine
Zweitmeinung zur Interpretation des
mor phologischen Befundes eingeholt
werden. Die Behandlung der lokalen Im-
munreaktion soll immer mit der antivira-
len Therapie zusammen erfolgen, dasie—

|
Koeffizient C = spezifisches 1gG KW
Serum
KW
Gesamt-1gG Serum
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Q
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001 o0 Nes e e 00
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Patient Nr.
Abbildung 6
Goldmann-Witmer- oder C-Koeffizient bei Patienten mit okul&rer
Toxoplasmose.

Bei 15/45 Patienten waren bei Diagnosestellung keine spezifischen
Antikorper im Kammerwasser nachzuweisen.
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ausser bel Patienten mit AIDS — den we-
sentlichen Anteil an der aktuellen Ent-
ziindungsreaktion hat.

Ein modernes Therapie-Konzept darf
heute nicht meht nur die infektiose Ursa-
che angehen, sondern muss auch die Im-
munreaktion des Wirtes einbeziehen. Da
die Erreger im Gewebe persistieren, kann
eine Virusreaktivierung grundsitzlich
durch jeglichen lokalen Stimulus aus-
gelést werden, durch eine chronische
Oberflichenteizung bei Sicca-Syndrom
ebenso wie infolge medikamentéser Lo-
kaltherapie (lokale Steroide ohne Vim-
statica-Prophylaxe) oder infolge Trauma
und Operation.

Wegen der bisher immer noch relativ
schlechten Langzeitresultate rezidivie-
render viraler Augenerkrankungen sollte,
bis wir den Verlauf besser verstehen und
kontrollieren kénnen, die derzeitige Stra-
tegie die Rezidivprophylaxe noch mehr
einbeziechen (Tabelle 4).

In der Diagnostik viraler Augenerkran-
kungen sind offensichtlich noch viele
Fragen offen, insbesondere was die Reak-
tion des Wirtes betrifft. Diese sind das
Zielgebiet unserer weiteren Forschung,
die durch die Zuteilung des Alfred Vogt-
Preises eine grossziigige Unterstiitzung
erfahren hat, wofiir ich mich an dieser
Stelle bei der Jury noch einmal herzlich
bedanken méchte.

Anmerkung

Diein dieser Ubersicht erwahnten Arbei-
ten waren ohne die Unterstiitzung durch
Mittel aus dem Schweizer Nationalfonds
nicht realisierbar gewesen.
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