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Zusammenfassung

Hintergrund Die Diagnose einer okuliten Toxoplasmose
wird in der Regel nach dem klinischen Befund und der
Anamnese bei Vorhandensein von Antikérpern gegen den
Parasiten im Serum gestellt. Eine Bestitigung der Diagnose
tiber Laboruntersuchungen wird tiblicherweise nicht ver-
sucht. Die Entwicklung neuerer Untersuchungsmethoden
hat jedoch zu einer Verbesserung der Sensitivitit in der Dia-
gnostik gefithrt. Die vorliegende offene prospektive klinische
Studie wurde unternommen, um die Sensitivitit der Dia-
gnostik unter Anwendung aller heute verfiigharen diagno-
stischen Methoden bei Patienten mit einer klinisch typischen
okuldren Toxoplasmose zu evaluieren.
Methoden Bisher wurden 27 Patienten in die Studie auf-
genommen. Allen Patienten wurde zum Zeitpunkt der Dia-
gnose Kammerwasser und Serum entnommen. Die Proben
wurden je nach Verfiigbarkeit in eines von zwei Referenz-
laboratorien eingesandt. Aus sdmtlichen Proben wurden Ge-
samt-IgG und Toxoplasma-IgG zur Kalkulation des Gold-
mann-Witmer-Koeffizienten, zusitzlich spezifisches IgM und
IgA bestimmt. Aus den in Labor 2 eingesandten Proben
wurde dartiberhinaus die Antikérper-Aviditit bestimmt und
der Erregernachweis mittels PCR versucht.
Resultate Eine dtiologische Bestitigung der Diagnose ge-
lang in 5/9 Fillen (56%) in Labor 1 und in 14/18 Fillen in
Labor 2 (78% ). Die hochste Sensitivitit hatte mit 41% (un-
ter Einschluss der indikativen Koeffizienten 56%) die Be-
stimmung des Goldmann-Witmer-Koeffizienten, es folgten
DNA-Nachweis (28%), IgA im Kammerwasser (22%) und
die Antikorper Aviditit (15% ). Eine Sicherung der Diagnose
durch zwei unabhingige Tests gelang in 28% der Proben.
Schluf¥folgerung  Keine der untersuchten Methoden er-
reichte eine ausreichende Sensitivitit, um als alleiniger dia-
gnostischer Test empfohlen werden zu kénnen. Erst die
Kombination aller heute verfiigbaren Methoden inklusive
DNA Nachweis mittels PCR und Bestimmung der Antikor-
per-Aviditit erreicht eine Sensitivitit, die Riickschlisse von
der Kammerwasserdiagnostik etlaubt.
Schliisselworter  Okulidre Toxoplasmose — Goldmann-
Witmer-Koeffizient — Antikorper-Aviditit —

— Erreger-Nachweis — PCR — Toxoplasma gondii

Current strategies in the laboratory diagnosis of ocular
toxoplasmosis

Background The diagnosis of ocular toxoplasmosis has re-

mained a merely clinical one, because the low sensitivity of
established methods does not allow clinical consequences.

The underlying open prospective study was undertaken to
analyse the sensitivity of a combination including the newly
available tests for the diagnosis of the disease.

Methods From 27 patients included until now, aqueous
humor and serum samples were collected and sent to one of
two reference laboratories according to their actual availa-
bility. From all samples, total IgG and anti-Toxoplasma IgG

as well as specific IgM and IgA were quantified, and from the
results, the antibody ratio was calculated according to the for-
mula of Goldmann and Witmer. From the samples sent to la-

boratory 2, antibody avidity was determined and Toxoplasma
DNA amplified using PCR.

Results A confirmation of the clinical diagnosis was achie-
ved in 5/9 cases (56%) from samples sent to laboratory 1, and

from 14/18 samples (78%) sent to laboratory 2. Calculation
of the antibody ratio was confirmed to be the most sensitive
method with a confirmation rate of 41%, followed by PCR

(28% ), determination of specific IgA (22%) and finally anti-
body avidity (15%). A confirmation with two independent
tests was achieved in 28% of cases.

Conclusion None of the methods analysed was sensitive
enough to establish the diagnosis in a given case. The com-
bination of all four methods, however, achieved a sensitivity,

which is high enough to justify a clinical routine analysis of
aqueous humor samples.

Key words  Ocular toxoplasmosis — antibody ratio — anti-
body avidity — anti-Toxoplasma-IgA  DNA amplification —
PCR — Toxoplasma gondii

Nach wie vor gilt der klinische Befund als der ,,Golden
Standard" in der Diagnostik der okuldren Toxoplas-
mose (1, 2). Die Zuverldssigkeit dieses Standards steht
und fillt jedoch mit der Erfahrung des Untersuchers.
Die breite Palette klinischer Erscheinungsformen je
nach Schwerpunkt der Entziindung (3, 4) bringt es mit
sich, daf3, je nach Augenarzt, die Kriterien fir die Dia-
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gnosestellung erheblich variieren (5). Dies zeigt sehr ein-
dricklich die schlechte Korrelation zwischen klinischer
Diagnose und Laborbefund. Offensichtlich werden bei
40% der Patienten mit toxoplasmose-verdichtigen Hin-
terabschnittsveranderungen keine Antikérper gegen
den Erreger, Toxoplasma gondii gefunden (1), was die
Diagnose einer okuliren Toxoplasmose praktisch aus-
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schliefdt. Andererseits sind die Antikorpertiter der Pa-
tienten mit posteriorer Uvelitis, bel denen Antikoér per
nachweisbar sind, héher alsdieeiner gesunden Ver-
gleichspopulation ).

Ein weiter es diagnostisches Problem liegt darin, dafd
zwar theoretisch bei allen Patienten mit okulérer Toxo-
plasmase spezifisches 1gG im Serum nachweisbar sein
sollte, aber die Préavalenz von spezifischen Antikorpern
bei Personen mit asymptomatischer systemischer Toxo-
plasmose sehr hoch ist. Eine Augenbeteiligung wird in
1-2% der Infizierten gefunden (8). Damit ist die Aus-
sagekr aft des Nachweises spezifischer Antikorper ge-
ring. Zudem 1803t sich bei isolierter okularer Toxoplas-
mose weder spezifisches|gM nachweisen noch eine Kor -
relation zwischen der Hohe der Antikorpertiter im
Serum und der Krankheitsaktivitét finden (9).

Da die Diagnosesicherung K onsequenzen fir Therapie
und Prognose hat, zusétzlich die sozialmedizinischen
Kosten fur die oft wieder holten diagnostischen Ab-
klarungen, Ther apiever suche und Erkrankungsfélle bei
Patienten mit unklarer Uveitisim Laufe der Jahre meist
erheblich werden, ist eine moglichst friihzeitige Dia-
gnosesicherung fiir die Betreuung und Therapie eines
Patienten winschenswert (5).

Dievorliegende Studie untersucht deshalb im Vergleich
zweier etablierter Referenzlaboratorien, wasder Ein-
satz aller heute verfligbaren diagnostischen Tests ge-
gentber einer tiblichen Routineaufarbeitung von Kam-
merwasser und Serum zur Diagnosesicherung beitragen
kann.

Patienten und M ethode

I'n die vorliegende prospektive klinische Studie wurden eine
konsekutive Gruppe von 27 Patienten eingeschlossen, die sich
mit dem typischen klinischen Bild einer okuléren Toxoplas-
mose zwischen Mai 1996 und August 1997 in der Poliklinik der
Universitats-Augenklinik Bern vor stellten.

Alstypischesklinisches Bild der okularen Toxoplasmose
wurde eine Retinochor oiditis mit fokalem, cremefar benen
Netzhautddem, typischerweise im Randbereich einer alten
chorioretinalen Narbe, mit lokal betonter Begleitvitritisund
eventuell manig ausgeprégter retinaler Vaskulitisim Herd-
bereich bei einer immunkompetenten Person definiert, bei

der eine ander e entziindliche Systemer krankung ausgeschlos-
sen worden war (2, 8, 10). Juxtapapillare chorioretinitische
Veranderungen im Sinne eines M. Jensen, eventuell verbun-
den mit einer Papillitis, wurden ebenfalls eingeschlossen (11).

Bel Diagnosestellung wurde allen Patienten Blut und Kam-
merwasser abgenommen und entsprechend der Verfligbar-
keit an einesvon zwei routinemaRig in die Toxoplasmose-
Diagnostik von Patientenmaterialien involvierten L abor ato-
rien zur weiterfihrenden Diagnostik (Tabelle 2) eingesandt.
Zusétzlich wurde aus allen Proben das Gesamt-1gG mittels

Nephelometrie quantifiziert. Der Goldmann-Witmer-Koeffi-
zient wurde von allen Proben gemaR der folgenden Formel
kalkuliert (12, 13):

Kammer wasser

C = anti-Toxoplasma-IgG Serum

Serum

x Gesamt IgG K ammerw.

Die Antikor per-Aviditat wur de entsprechend dem Verhéltnis
zwischen freien und an Antigen gebundenen, aber durch Harn-
stoff dissoziierbaren Antikorpern bestimmt. Die Aviditéat ist
ein Maf fir die Stabilitat der Verbindung zwischen einem
Antigen und dem dazu passenden Antikorper. Die Aviditat ei-
nes Antikorpers zeigt, wie exakt ein Antikorper auf das zu er-
kennende Antigen angepaldt ist, und erlaubt damit indir ekt
Ruickschlisse, wie lange das Antigen bereits bekannt ist. Bei
einer frischen Infektion ist eine niedrige, bei einer chroni-
schen Infektion eine hohe, und bei einer reaktivierten I nfek-
tion ein Abfall der Aviditét in dem betroffenen Kompartment
zu erwarten (14). Die Amplifikation der Erreger-DNA nach
etablierten Standardprotokollen wurde anderen Orts be-
schrieben (15). SAmtliche angewandte M ethoden wurden mit
etablierten L abordiagnostik-Verfahren und -Ger éten durch-
gefihrt und die Ergebnisse zentral dokumentiert. DieKrite-
rien zur Interpretation der Resultatesind in Tabelle 1 wie-
der gegeben.

Tab.1 Labor-Diagnostik der Toxoplasmose aus Kammerwasser
und Serum (+ =verfligbar; — =nicht verfiigbar)
Untersuchungs- Labor 1 | Labor 2 | Kriterium zur Besta-
methode (n=9) (n=18) | tigung der Diagnose
Nachweis der - + Erreger-DNA im
Erreger-DNA (PCR) Kammerwasser nach-
weisbar
spezifisches IgG + + C_Koeffizient >3
Antikorper-Aviditat* | — + Kammerwasser-Aviditat
<50% der Serum-
Aviditat
spezifisches IgA + + IgA Kammerwasser/
Serum> 1

*

Erlduterung siehe Text

Tab. 2 Bestitigung der okuldren Toxoplasmose durch die Labor-
Diagnostik

Untersuchungsmethode Labor 1 | Labor 2 [ gesamt
n abs (%)

Nachweis der Erreger-DNA n.d. 5/18 5/18 (28%)
(PCR)
C-Koeffizient positiv (C> 8) 4/9 7/18 11727 (41 %)
C-Koeffizient indikativ (3 < C<8) | 3/9 118 4/27 (15%)
Antikorper-Aviditat n.d. 3/18 3/18 (18%)
spezifisches IgA im 1/9 5/18 527 (19%)
Kammerwasser/Serum
Diagnose gesichert 5/9 14/18 19/27

(56%) | (78%) | (70%)
Anzahl positiver/durchgefiihrter | 5/27 20/72 25/99
Untersuchungen (18%) | (28%) | (25%)
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Abb. 2 Wenn die Ubliche lokale Antikdrperdiagnostik eingesetzt
wird, kann die Diagnose in gut der Halfte der Falle erhartet werden.
Wenn zusatzlich die Erreger-DNA mittels PCR und die Antikdrper-
Aviditat untersucht werden, wird in fast einem Drittel der Proben die
Diagnose durch zwei unabhangige Tests bestatigt,was das Risiko
falsch-positiver Resultate verringert

Ergebnisse

Der Nachweis von spezifischen Antikérpern und ein
addquates Ansprechen auf die Therapie bei allen Pa-
tienten untermauert die klinische Diagnose in allen 27
Fillen.

Von den 27 Probenpaaren aus Kammerwasser und Se-
rum wurden neun in das erste Labor (Gruppe 1) und
achtzehn in das zweite Labor (Gruppe 2) eingesandt.

Insgesamt konnte die Diagnose aufgrund der Labot-
resultate in 5/9 (56%0) der in Labor 1 untersuchten und
in 14/18 (78%) der in Labor 2 analysierten Kammet-
wasset- und Serum-Proben, also in insgesamt 19/27 Fil-
len (70%) gesichert werden (Tabelle 2).

Keine einzelne Methode erreichte eine ausreichende
Sensitivitit, um fiir sich die Diagnose sichern bezie-

56

®Labor1  Abb. 1 Die Kalkulation des Gold-
mann-Witmer- oder C-Koeffizienten ist
mit 45-50% die sensitivste Methode
zur Bestatigung der okularen Toxo-
plasmose. Erst die Kombination aller
verfligbaren Methoden ermdglicht die
Bestatigung oder den AusschluB3 der
Diagnose mit einer ausreichenden
Plausibilitdt zur Diagnose

N Labor 2

gesamt

hungsweise ausschlieen zu kénnen, wobei die Berech-
nung des Goldmann-Witmer-Koeffizienten mit 41% die
hochste Sensitivitdt aufwies, gefolgt vom Erreger-Nach-
weis mittels PCR mit 28% , Vergleich von IgA in Kam-
merwasser und Serum mit 19% und der Bestimmung
der Antikrper-Aviditit mit 18% (Abb. 1).

Trotz Anwendung aller Methoden konnte in Labor 1 in
44% und in Labor 2 in 22% die klinische Diagnose nicht
bestitigt werden. Andererseits war bei Anwendung aller
Methoden eine Diagnosesicherung durch zwei unab-
hingige Methoden in immerhin 28% mdglich (Abb. 2).

Diskussion

Nach den hier prisentierten Ergebnissen 1af3t sich eine
Bestitigung der klinischen Diagnose in vier von fiinf
Fillen nur dann erreichen, wenn Kammerwasser und
Serum parallel untersucht werden und alle derzeit ver-
fiigbaren Methoden zum Einsatzkommen. Bei Anwen-
dung der iiblichen Labordiagnostik (Bestimmung von
spezifischem IgG, IgA und IgM), wie in einem der bei-
den von uns gewihlten Referenzlaboratorien gesche-
hen, gelingt die Diagnosesicherung trotz Vorderkam-
merpunktion nur in etwa der Hilfte der Falle (5,16,17).

Keine der von uns untersuchten Methoden war fiir sich
alleine genommen sensitiv genug, um als alleinige Un-
tersuchungsmethode empfohlen werden zu kénnen. Die
Bestimmung des Antikérper-Koeffizienten nach der von
Goldmann und Witmer 1954 erstmals fiir die Diagnostik
der Leptospirose des Pferdes angewandten Methode
(12) ist zwar die dlteste der analysierten Methoden, er-
wies sich dennoch aber als nach wie vor fiir sich alleine
am aussagekriftigsten, wie auch von anderen Untersu-
chern gefunden wurde (16, 17, 18, 19). Erstaunlicher-
weise fehlt fiir diese Methode jedoch bisher eine Defi-
nition von Sensitivitit und Spezifitit, sodal der pradik-
tive Wert der Analyse nach wie vor nicht abgeschitzt
werden kann. Die Kalkulation des C-Koeffizienten fiir
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Antikérper gegen verschiedene Infektionen zeigt ent-
sprechend in einem bestimmten Anteil der Proben eine
Erhéhung fiir mindestens zwei Infektionen. Dies liegt an
einer unspezifischen poliklonalen B-Lymphozytensti-
mulation (20), die einen — bisher unbekannten — Anteil
an falsch positiven Resultaten nach sich zieht (21). Nach
Ausschluf} der mehrfach-positiven Proben wird schlief3-
lich eine Bestitigung der Diagnose in nur 38% erreicht
(19, 21).

Bisher ist wenig tiber die Aussagekraft der Antikorper-
Aviditit bei okulirer Toxoplasmose bekannt. Offen-
sichtlich ist bei Patienten mit okulirer Toxoplasmose die
Antikorper-Aviditit im Kammerwasser deutlich nied-
riger als im Serum (22). Immerhin war bei 85% unserer
Patienten eine relativ hohe Aviditit von 0,7-0,8 und
kein Unterschied in der Aviditit zwischen Kammer-
wasser und Serum zu finden.

Der Nachweis der Erreger-DNA wurde mit gro3er
Hoffnung nach der Einfihrung der DNA-Ampli fikation
(PCR) in die Routine-Diagnostik von vielen Autoren
propagiert (z. B. 23, 24), offensichtlich ist aber, wie auch
in personlichen Gesprichen von diesen Gruppen zu
erfahren ist, die anfingliche Euphorie gewichen. Ein
Nachweis der Erreger-DNA aus dem Kammerwasser in
28% im hier vorgestellten Kollektiv entspricht der heu-
tigen Einschitzung der Sensitivitit der Methode (17,
25).

Nach unseren Ergebnissen erreicht damit erst die Kom-
bination aller Methoden einen ausreichend hohen pri-
diktiven Wert, um eine Vorderkammerpunktion als dia-
gnostische Mal3nahme in unklaren Fillen zu rechtferti-
gen. Die Anzahl der bisher analysierten Proben erlaubt
noch keine definitiven Aussagen tiber den pridiktiven
Wert der Kammerwasser-Diagnostik. Ein weiteres Ziel
tir die Fortfihrung der Studie ist die Ausarbeitung ei-
nes Diagnostik-Score-Systems. Dieses diirfte eine Ver-
einfachung in der Bewertung der Laborresultate be-
deuten und eine weitere Verfeinerung der diagnosti-
schen Strategie erlauben.
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