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Zusammenfassung 
Zum Nachweis des Humanen Immun

schwäche-Virus Typ 1 (HIV-1) in Tränenflüssigkeit lie
gen widersprüchliche Ergebnisse vor. Ziel dieser Studie 
war es zu versuchen, HIV-1 aus Tränenflüssigkeit zu iso
lieren. Dazu wurden bei 50 Patienten in unterschied
lichen Stadien der HIV-1-Infektion 53 Tränenproben 
entnommen. Parallel hierzu wurde der Versuch der Iso
lation von HIV-1 aus peripheren Blutlymphozyten 
durchgeführt. Aus keiner ( = 0%) der 53 untersuchten 
Proben an Tränenflüssigkeit konnte HIV-1 isoliert wer
den. Hingegen war HIV-1 aus Blutlymphozyten in Ab
hängigkeit von der absoluten CD4 + Lymphozytenzahl 
und dem Krankheitsstadium nach Walter Reed (Stadium 
6 :83%; Stadium 2 bis 5 : 1 1 % ; p<0 ,0001) zu isolieren. 
Die Therapie mit Zidovudine hatte keinen Einfluß auf 
das Isolationsergebnis. Diese Ergebnisse sprechen für ei
nen sehr geringen oder keinen Gehalt an gewebeinfektiö
sen Einheiten von HIV-1 in Tränenflüssigkeit. Damit 
scheint die Möglichkeit der Infektion über Kontakt mit 
Tränenflüssigkeit HIV-1 positiver Patienten sehr gering. 
Zur Infektionsverhütung sind die bekannten Maßnah
men der Hygiene und Infektionsprophylaxe in der au
genärztlichen Praxis ausreichend, sollten aber streng 
durchgeführt werden. 

Differences in the Isolation of the 
Human Immunodeficiency Virus Type 1 
from Tears and Blood Lymphocytes 
Reported data on the isolation of the hu

man immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) from tears 
are controversial. The purpose of the study was to try to 
isolate HIV-1 from tears in a large sample of HIV-1-po
sitive patients at different stages of infection. 53 tear 
samples were obtained from 50 patients. Additionally 
isolation of HIV-1 from peripheral blood lymphocytes 
(PBL) was attempted. HIV-1 was isolated from none 
( = 0%) of the 53 tear samples. Isolation from PBL was 
successful depending on absolute CD4 + lymphocyte 
count and Walter Reed staging {Walter Reed stage 6: 
8 3 % ; stage 2 to 5: 1 1 % ; p<0 .0001) . Treatment with zi
dovudine was not related to the frequency of HIV-1 iso
lation. These results suggest that tears of patients in
fected with HIV-1 contain low or no quantities of tissue-
culture-infectious units of HIV-1. Nosocomial infection 
with HIV-1 from tears appears to be unlikely. The 
known precautions for the prevention of spread of viral 
disease in ophthalmological practice are sufficient and 
should be strictly followed. 

Einleitung 
Die ersten Fälle des erworbenen Immun-

schwäche-Syndroms (AIDS) wurden 1981 entdeckt (1). 
1983 erfolgte die Isolierung des Humanen Immunschwä
che-Virus Typ 1 (HIV-1) bei Patienten mit AIDS. Als epi
demiologisch wesentliche Übertragungswege werden sexu
elle Kontakte und die parenterale Applikation von Blut 
und Blutprodukten angesehen (2, 3, 4, 5, 6). HIV-1 konn
te bisher in Samen (7, 8, 9), Speichel (10), Liquor cere-
brospinals (11, 12, 13), Muttermilch (14) und Vaginal/ 

Cervikal-Sekret (15, 16) nachgewiesen werden. 1985 wur
de erstmals über den Nachweis von HIV-1 aus Tränenflüs
sigkeit eines Patienten mit AIDS berichtet (17). Fujikawa 
et al. konnten in jener Arbeit bei einem von sieben Patien
ten HIV-1 aus Tränenflüssigkeit über einen Fluoreszenz
test nachweisen. Die gleichen Autoren berichteten 1986 
über den Nachweis von HIV-1 in der Tränenflüssigkeit bei 
5 von 10 Patienten mit AIDS oder AIDS Related Complex 
mit derselben Methode (18). Tervo et al. (19) konnten 
HIV-1 von Kontaktlinsen, die von AIDS-Patienten getra
gen wurden, isolieren, aber kein HIV-1 in der Tränenflüs
sigkeit dieser Patienten nachweisen. 
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Die HIV-1 Infektiosität von Tränenflüssig
keit ist somit auf Grund dieser Arbeiten nicht klar. Da die 
genannten Studien zum Vorhandensein von HIV-1 in Trä
nenflüssigkeit widersprüchlich sind, auf kleinen Fallzah
len beruhen und kein Kontrollansatz mitgeführt wurde, 
untersuchten wir bei 50 Patienten Tränenflüssigkeit und 
Blut auf das Vorhandensein von HIV-1, welches auf Ak
zeptorzellen übertragen werden kann. Der Vergleich mit 
einer Isolation von HIV-1 aus Blutlymphozyten wurde ge
wählt, da nur dann ein HIV-1-Nachweis in Tränenflüssig
keit wahrscheinlich erscheint, wenn dieser für eine Blut
probe desselben Patienten möglich ist. 

Material und Methoden 
Von Juli 1989 bis Juni 1991 wurden 50 mit 

HIV-1 infizierte Pat ienten untersucht . Die Best immung der 
C D 4 + Lymphozy tenzah l erfolgte über F A C S c a n und das 
Krankhe i t ss tad ium wurde entsprechend der Walter-Reed-Klassi-
f ikation eingeteilt . Das mitt lere Alter der Pa t ien ten lag bei 39 
J ah ren (S tandardabweichung 7, Spannweite 18-58 Jahre) , 47 Pa 
t ienten waren männlichen Geschlechts. Zur HIV- l - I so l ie rung 
wurde von den Pat ienten 10 ul Tränenflüssigkeit und 10 ml Ve
nenblut e n t n o m m e n . Bei den ersten 10 Pat ien ten wurde die Trä
nenflüssigkeit mit sterilen Schirmerstreifen abgenommen und di
rekt in das vorberei tete Kul tu rmedium gegeben. Es wurde ent
sprechend der bei Fujikawa et al. (18) beschriebenen Me thode 
verfahren. Nachdem aus den Kulturen dieser ersten 10 Pat ien ten 
kein HIV-1 isoliert werden konn te , wurde die Me thode modif i 
ziert. Unter sterilen Bedingungen wurden mit Hilfe von Mikro 
kapil laren 10 (il Tränenflüssigkeit aus dem lateralen Augenwin
kel über Kapillaradhäsion gewonnen (Abb. 1). Bei zwei Pat ien
ten lag eine Blepharit is vor , bei je einem Pat ienten eine Herpes-
Keratitis bzw. ein Kapos i -Sarkom des Lides. Ein Sicca-Syndrom 
war bei 4 6 % der Pat ienten nachzuweisen. Mit A u s n a h m e dieser 
Befunde waren die vorderen Augenabschni t te der untersuchten 
Pat ienten unauffällig. Bei 3 Pat ienten wurde die Unte rsuchung 
zweimal im Abs tand von mehreren Mona ten durchgeführt. 

HIV-1-Isolierung aus Tränen - Zur HIV-1-Iso
lierung aus Tränenflüssigkeit wurden die Kapillaren in ein 50 ml 
Gewebekulturfläschchen gegeben und der Inhalt durch M o d e l 
lieren freigesetzt. Als Akzeptorzel len dienende mononukleäre 

Zellen des peripheren Blutes wurden aus Hepar inb lu t an t i -HIV 
negativer Spender über Ficol l -Hypaque Gradienten-Zentr i fuga-
t ion isoliert. 20 x 106 Zellen wurden mit 3 fig/ml Phy tohaemag-
glutinin (Wellcome, Burgwedel) und 10% Interleukin-2 (Biotest, 
Dreieich) stimuliert und für drei Tage in 5 ml RPMI-1640 mit 
10% foetalem Rinderserum, Penizillin und Streptomyzin in Kul
tur gehal ten. Es wurden 0,5 ml Zellen und 3 ml Medium zu den 
10 pj Tränen gegeben. Bei den ersten zehn A b n a h m e n von Trä
nenflüssigkeit wurde der Schirmerstreifen in das Medium gege
ben. Anfangs wurde wöchentlich zweimal Med ium gewechselt 
und 0,5 x 106 P H S st imulierende Spender lymphozyten zugege
ben. Bei kons tan t niedriger HIV-1 Isolierungsrate wurde später 
der Rhy thmus des Medienwechsels beibehal ten, jedoch nur nach 
3 W o c h e n 2 x 106 bis 5 x 106 frische, stimulierte Spender lympho
zyten zugegeben. Die Kulturen wurden bei 37°C für 2 M o n a t e 
bebrütet, wöchentlich zweimal auf Synzytienbildung untersucht 
und im Zellüberstand die Vi rusprodukt ion durch das Auftre ten 
von p24-Antigen mit einer Ext inkt ion von > 2 , 0 und part ikelge
bundener reverser Transkr ip tase verfolgt. Posit iv wurde ein Kul
tur erst d a n n bewertet , wenn bei 3 aufeinanderfolgenden A b n a h 
men ein zytopathogener Effekt sowie der p24-Antigentest u n d / 
oder der reverse Transkr iptase-Test ein positives Ergebnis er
brach ten . Kul turen , in deren Überständen p24-Antigen nur im 
Schwellenbereich und über die Zeit nicht ansteigend exponentiell 
vo rhanden waren , wurden als negativ gewertet . 

HIV-1-Isolierung aus Blut - Aus 10 ml Hepa
rinblut wurden die mononukleären Zellen durch Ficol l -Hypaque 
Gradienten-Zentr i fugat ion gewonnen und anschließend 2 0 x l 0 6 
Akzeptorzel len in 5 ml Medium entsprechend dem oben angege
benen Verfahren zugegeben. Das Auftre ten von HIV-1 wurde 
wie bei den Tränen verfolgt. 

p24-Antigentest - Es wurde der käuflich erhält
liche Test von A b b o t (Wiesbaden) verwendet . Nach Vorschrift 
des Herstellers wurden 200 ul Zellüberstand mit 20 ul Lysis-Puf-
fer versetzt und nach 24 Stunden Inkuba t ion die p-24 Antigen-
menge auf dem Kuppler bes t immt . 

Bestimmung der reversen Transkriptase - Hier
zu wurde ein Test mit nicht radioakt ivem Nachweis verwendet . 3 
ml Zellüberstand wurden eine Stunde bei 100000xg zentrifugiert 
und das erhal tene Sediment in Lysis-Puffer au fgenommen und in 
den Test eingesetzt. Prinzipien und Sensitivität dieses Tests sind 
von Eberle und Selb (20) beschrieben worden . 

Es bestand eine deutliche Assoziation zwi
schen der Häufigkeit des Nachweises von HIV-1 und der 
absoluten C D 4 + Lymphozytenzahl (Chi2-Test: 
p < 0.0001). Für eine CD4 + Lymphozytenzahl von unter 
30/ui gelang in 100% die Virusisolation aus Blutlympho
zyten (14 Patienten). Bei einer CD4 + Lymphozytenzahl 
zwischen 30/ul und 100/ul gelang die Isolierung in 7497o 

A b b . 1 Entnah
me von Tränen
flüssigkeit mit Hilfe 
einer genormten 
Mikrokapillare un
ter sterilen Bedin
gungen. 

Ergebnisse 
Aus keiner der 53 untersuchten Tränen

proben konnte HIV-1 isoliert werden. Dabei waren bei al
len Proben weder ein zytopathogener Effekt, noch p24-
Antigen oder partikelgebundene reverse Transkriptase 
nachzuweisen. Der Nachweis von HIV-1 aus Blutlympho
zyten gelang bei 31 Proben. Dabei war bei allen 31 Proben 
ein zytopathogener Effekt wie auch p24-Antigen im Über
stand wiederholt nachweisbar. Reverse Transkriptase-Ak-
tivität war bei 26 Patienten im Überstand wiederholt auf
zufinden. Der Unterschied in der Häufigkeit des HIV-1-
Nachweises zwischen Tränenflüssigkeit und Blutlympho
zyten ist somit statistisch signifikant (Signumtest: 
p < 0.0001). 
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Tab. 1 Isolierungsfrequenz von HIV-1 aus Tränenflüssigkeit und aus peripheren Blut-Lymphozyten (PBL) in Abhängigkeit von 
der absoluten CD4 + -Lymphozytenzahl (n = 53 ; Chi 2 -Test : p < 0 , 0 0 0 1 ) 

CD4 + -Zell-
zahl/ul 

Anzahl 
je 
Klasse 

Isolation von 
HIV-1 aus PBL 
positiv negativ 

Isolation von HIV-1 
aus Tränenflüsigkeit 
positiv negativ 

< 3 0 
3 0 - 1 0 0 

1 0 0 - 2 0 0 
> 2 0 0 

14 
19 

8 
12 

14 ( 1 0 0 % ) 
15 (79%) 

2 (25%) 
0 (0%) 

0 
4 
6 

12 

14 
19 

8 
12 

Tab. 2 Isolierungsfrequenz von HIV-1 aus Tränenflüssigkeit und aus PBL (n = 53 ; *Signumtest : p < 0 , 0 0 0 1 ) . Abhängigkeit des 
Nachweises von HIV-1 vom Walter-Reed-Stadium (n = 5 3 ; Chi 2 -Test : p < 0 , 0 0 0 1 ) 

Walter-Reed-
Stadium 

< = 3 
4 
5 
6 

Gesamt* 

Isolation von HIV-1 
aus Blut-Lymphozyten (PBL) 
positiv negativ 

0 
0 
2 

29 
31 

3 
4 
9 
6 

22 

Isolation von HIV-1 
aus Tränenflüssigkeit 
positiv I negativ 

3 
3 

11 
35 
53 

Summe 

3 
3 

11 
35 
53 

Tab. 3 Wiederholte Untersuchungen auf HIV-1 Tränenflüssigkeit und PBL. Zusammenhang der positiven Isolierung mit dem 
Walter-Reed-Stadium und der absoluten CD4 + -Lymphozytenzahl 

Pat. Ansatz Walter-Reed CD4 + HIV-1-Isolation Zeitspanne 
Nr. Stadium Zellzahl/Ml PBL Tränen Ansatz 1-2 

A 1 6 20 + -
2 6 15 + - 1 Jahr 

B 1 5 190 — — 
2 6 30 - 1/2 Jahr 

C 1 4 2 4 0 - -
1 5 70 + - 2 Jahre 

— = negativ, + = positiv 

Tab. 4 Nachweis von HIV-1 aus PBL in Abhängigkeit von ei
ner Zidovudine-Therapie (n = 5 0 * ; Chi 2 -Test : nicht signifikant) 

Medikation Isolierung von Summe 
HIV-1 aus PBL 
positiv negativ 

Zidovudine 14 10 24 
kein Zidovudine 15 11 26 

Summe 29 21 50 

* Es wurde nur die erste Isolation bei den drei Patienten mit 
Doppelbest immung berücksichtigt. 

(19 Patienten), bei einer Anzahl zwischen 100/ul und 200/ 
ul in 2 5 % der Fälle (8 Patienten). Wenn mehr als 200 
C D 4 + Lymphozyten pro ul meßbar waren (12 Patienten), 
konnte bei keinem Ansatz HIV-1 aus dem Blut kultiviert 
werden (Tab. 1). 

Entsprechend ergab sich ein Zusammen
hang bei der Klassifikation nach dem Walter-Reed-Stadi

um (Chi2-Test: p<0 ,0001) . Je ein Patient war den Walter-
Reed-Stadien (WR) 1, 2 und 3 zuzuordnen. 4 Patienten 
befanden sich im Stadium WR 4. 10 Patienten waren im 
Stadium WR 5 und 36 im Stadium WR 6. Bei 8 3 % der 
Proben (n = 35) von Patienten im Stadium WR 6 konnte 
HIV-1 aus Blut isoliert werden, während dies bei zwei ( = 
18%) Proben von Patienten im Stadium WR 5 ( n = 11) ge
lang. Bei keinem der 7 Patienten in den Stadien WR 1 bis 
4 konnte HIV-1 aus Blutlymphozyten isoliert werden 
(Tab. 2 ) . Die Abhängigkeit der HIV-1 Isolierbarkeit aus 
Heparinblut von der C D 4 + Lymphozytenzahl bzw. dem 
Walter-Reed-Stadium zeigte sich auch bei den drei Dop
pelbestimmungen (Tab. 3 ) . Bei einem Patienten mit einer 
C D 4 + Lymphozytenzahl von unter 30/ul konnte HIV-1 
aus Blut zweimal isoliert werden. Bei zwei Patienten war 
im Gegensatz zur Erstbestimmung bei der Zweitbestim
mung HIV-1 aus Lymphozyten isolierbar. Bei diesen bei
den Patienten war in dem Zeitraum zwischen den Virus
isolierungen die C D 4 + Lymphozytenzahl wesentlich ab
gesunken. Aus der Tränenflüssigkeit war HIV-1 wieder
holt nicht zu isolieren. Ein Zusammenhang zwischen der 
Einnahme von Zidovudine und der Isolierung von HIV-1 
konnte nicht gefunden werden (Tab. 4 ) . 
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Diskussion 
In dieser Studie konnte aus keiner der 53 

Tränenproben infektiöses HIV-1 isoliert werden. Hinge
gen konnte im Ansatz mit Heparinblut in Abhängigkeit 
vom Ausmaß der Immunschwäche HIV-1 isoliert werden. 
Je weiter fortgeschritten die Immunschwäche, desto effi
zienter war die Isolierung. Es konnte allerdings bei keinem 
der 36 AIDS-Patienten HIV-1 in Tränenflüssigkeit nach
gewiesen werden. Der Unterschied in der Häufigkeit des 
Nachweises von HIV-1 aus Blutlymphozyten und Tränen
flüssigkeit läßt die Interpretation zu, daß in der Tränen
flüssigkeit von AIDS-Patienten eine bedeutend geringere 
Menge an HIV-1 enthalten ist als im Blut. 

Bisher wurde kein Fall einer Transmission 
von HIV-1 über Tränenflüssigkeit beschrieben. Auch ist 
bisher über keine Transmission von HIV-1 durch anderes 
okuläres Material, wie zum Beispiel Spenderkornea, be
richtet worden (21). Bewiesen ist die Transmission von 
HIV-1 für Blut und Blutprodukte, Samen, Cervikal/Vagi
nalsekret und Muttermilch (22). Ein Bericht über die 
Transmission von HIV-1 über den oralen Weg liegt vor 
(23), in einer prospektiven Studie von homosexuellen 
Männern konnte jedoch keine HIV-1 Transmission über 
den oralen Weg nachgewiesen werden (24). 

Die hier beschriebenen Ereignisse stehen in 
Widerspruch zu den beiden Arbeiten von Fujikawa et al. 
(17, 18) und sind im Einklang mit der Arbeit von Tervo et 
al. (19). In der 1985 erschienenen Arbeit konnten Fujika
wa et al. (17) bei 1 von 7 Patienten HIV-1 aus der Tränen
flüssigkeit über eine spezifische Immunfluoreszenz in den 
zugefügten Zellen nachweisen. Bei 4 der 7 Patienten wur
de das Ergebnis weder als negativ noch als positiv einge
stuft. In der 1986 publizierten Arbeit wurde bei 5 von 10 
Patienten HIV-1 in der Tränenflüssigkeit mit derselben 
Methode nachgewiesen. Alle 5 Patienten wiesen das Voll
bild AIDS auf. 

Der Unterschied zu unseren Ergebnissen 
könnte durch verschiedene Faktoren bedingt sein: (1) De
finition einer positiven Isolierung: In dieser Arbeit wird 
ein positiver zytopathogener Effekt, ein dreimalig positi
ver Nachweis von p24 Antigen und /oder ein Nachweis 
von reverser Transkriptase im Zellüberstand verlangt, um 
von einer positiven HIV-1 Isolierung zu sprechen. Nach
dem es keine nationale bzw. internationale Regel gibt, wie 
und mit welcher HIV-1-Menge eine positive Reaktion de
finiert ist, ist die HIV-1 Isolierungsrate in dieser Arbeit er
heblich niedriger als in jüngst publizierten Arbeiten von 
Ho et al. (25) oder Coombs et al. (26). Die in dieser Arbeit 
verwendete Definition führt bei positivem Ergebnis zu 
permanent kultivierbarem Virus. (2) Volumen von Trä
nenflüssigkeit: Es könnte die Menge an untersuchter Trä
nenflüssigkeit zu gering sein, da bei der Schirmer-Metho-
de und der Kapillar-Methode nur ca. 10 bis 15 ul Tränen
flüssigkeit gewonnen wurden. Auf eine Methode der Trä
nengewinnung, die zu einer Abschilferung von Bindehaut
zellen oder zu einer artefiziellen Penetration von Lympho
zyten oder mononukleären Zellen in die Tränenflüssigkeit 
hätte führen können, wurde bewußt verzichtet. (3) Sensiti-
vität der Methode: Es kann die in dieser Arbeit angewen
dete Methode der Virusisolierung zu wenig sensitiv sein, 
da keine Makrophagen-Kulturen verwendet wurden. 

Auch wenn in der Gewebekultur eine HIV-
1 Isolierung nicht gelingt, kann für den Organismus infek
tionsfähiges Virus vorhanden sein, da die infektiöse Dosis 
für einen Organismus lOOmal kleiner ist (27). Es bleibt ab
zuklären, ob mit hochsensitiven Methoden, wie z .B. der 
Polymerase-Ketten-Reaktion, HIV-1-Genomsequenzen in 
Tränenflüssigkeit nachzuweisen sind. Mit der Polymerase-
Ketten-Reaktion konnten beispielsweise provirale Sequen
zen im Speichel bei 20 von 20 untersuchten AIDS-Patien
ten nachgewiesen werden (28). 

Im Vergleich zu anderen Körperflüssigkei
ten zählt Tränenflüssigkeit sicherlich zu den Sekreten mit 
der geringsten Konzentration an HIV-1 (29). Die größte 
Virusmenge läßt sich aus Blut freisetzen. In dieser Arbeit 
war HIV-1 in signifikanter Abhängigkeit vom Krankheits
stadium aus Blut zu isolieren. Bei einer CD4 + Lympho
zytenzahl von unter 30 konnten wir bei allen Patienten 
HIV-1 isolieren. Entsprechend war im Walter-Reed-Stadi-
um 6 bei 8 3 % der Patienten HIV-1 zu isolieren. Dieses Er
gebnis stimmt mit Studien überein, die einen Zusammen
hang zwischen dem Krankheitsstadium und der Konzen
tration an Virus im Plasma und in Lymphozyten oder 
Monozyten nachweisen konnten (25, 26). Entsprechend 
machen epidemiologische Untersuchungen wahrschein
lich, daß Patienten mit fortgeschrittener Krankheit HIV-1 
leichter durch Samen oder Blut übertragen können als 
Personen mit einer asymptomatischen HIV-1-Infektion 
(30, 31). 

Auch wenn in dieser Studie HIV-1 aus 
Tränenflüssigkeit nicht isoliert werden konnte, und das 
Risiko einer Transmission von HIV-1 durch Tränenflüs
sigkeit sehr gering erscheint, ist die Möglichkeit einer 
Transmission von HIV-1 durch Tränenflüssigkeit damit 
nicht auszuschließen. Folglich sollten in der augenärztli
chen Praxis alle Maßnahmen der Hygiene und Infektions
prophylaxe streng durchgeführt werden. 
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