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4 Einleitung

Die folgende Arbeit soll einen Baustein zur besseren Interpretation mikrobiologischer Befunde in
der Augenheilkunde liefern. Es ist oft schwierig mikrobiologische Ergebnisse richtig einzuordnen
und wirkungsvolle therapeutische Entscheidungen zu treffen. Im Folgenden nur einige Faktoren, die

zu einer Fehleinschitzung des Befundes beitragen kénnen:

Die Augenoberfliche ist kein steriler Ort (65). Es existiert eine Normalflora, die bei einer
mikrobiologischen Untersuchung mitkultiviert wird, sodass Testverfahren intrinsisch eine geringere
Spezifitit zeigen und es oftmals schwierig ist die Pathogenitit eines nachgewiesenen Keims richtig
einzuschitzen. AuBerdem kénnten mikrobiologisch nachgewiesene Keime als Ausléser der
Erkrankung akzeptiert, ohne griindlich hinterfragt zu werden. Dies kann zum einen dazu fithren, dass
niedriger pathogene Keime therapiert werden, wihrend ein nicht nachgewiesener Keim weiter
florieren kann. Zum anderen wird durch die Wahl des in diesem Fall potenziell falschen
Antibiotikums die Resistenzbildung geférdert (34, 42). Im Nachgang einer antibiotischen Therapie

ist das Auge aullerdem empfinglicher fiir erneute bakterielle Infektionen (60).

4.1 Anatomie & Physiologie

Konjunktiva und Cornea bilden gemeinsam die Oberfliche des Auges, die direkt mit der Umwelt in
Kontakt steht. Die Funktionen dieser beiden Strukturen sind vielfiltig und reichen von

immunologischen bis refraktiven Aspekten.

4.1.1 Konjunktiva

Die Konjunktiva ist eine transparente Schleimhaut, die von der posterioren Seite der Lider Gber die
Vorderfliche des Bulbus bis zur Cornea reicht. Der palpebrale Teil der Konjunktiva ist fest mit dem
posterioren Tarsus verbunden. Der bulbire Teil hingegen ist nur limbusnah fest mit der Tenonkapsel
verwachsen und liegt dieser ansonsten verschieblich auf. Die Umschlagsfalten zwischen bulbirem
und palpebralem Anteil werden Fornices conjunctivae genannt. Am Unterlid bildet dieser Teil den

Saccus conjunctivae (7).

Histologisch besteht ihr Stroma aus lockerem Bindegewebe, das durch eine Basalmembran vom
dariiberliegenden mehrschichtigen nicht-verhornenden Epithel getrennt ist. Die Morphologie des
Epithels variiert zwischen den Anteilen der Konjunktiva und ist im palpebralen Teil vorrangig
hochprismatisch, im bulbidren Teil eher abgeflacht. Im Bereich der Fornices verfigt das Epithel
zusdtzlich tber Becherzellen (7, 36, 47). Im superioren palpebralen Teil enthilt die Konjunktiva die
akzessorischen Trinendriisen und trigt damit zur Bildung eines suffizienten Tridnenfilms bei (30).
Weiterhin gehort auch die Einleitung und Regulierung von Abwehrmechanismen zur Aufgabe der
Konjunktiva. Insbesondere in ihrem palpebralen Teil ist sie reich an lymphatischem Gewebe.
Vorherrschende Zellpopulationen sind einerseits regulatorische und zytotoxische T-Zellen,

andererseits Plasmazellen und T-Helferzellen, die sich in Follikeln organisieren kénnen. Diese
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Formation wird als Konjunktiva-assoziiertes lymphatisches Gewebe (cwnjunctiva-associated lymphatic
tissue, CALT) interpretiert und ist maligeblich fir die Immunabwehr der Augenoberfliche

verantwortlich (30).

4.1.2 Cornea

Die Cornea ist der zentrale Teil der Augenvorder- und -oberfliche. Sie bildet den Anteil der
Augenoberfliche, durch den das Licht in die Vorderkammer einféllt und ist fiir etwa drei Viertel der
Brechkraft des Auges verantwortlich. Sie ist eine klare, nahezu kreisrunde Struktur mit einem
durchschnittlichen Durchmesser von etwa 11,5mm. Der Ubergang zwischen Cornea und Sklera, der
sie unmittelbar angrenzt, wird Limbus genannt. Im Zentrum betrdgt ihre Dicke etwa 540um und
nimmt in der Peripherie zu. Die Hornhautdicke kann interindividuell variieren und ist z.B. fir die
Durchfiihrbarkeit bestimmter operativer Eingriffe oder die Messung des intraokularen Drucks von

Relevanz (8).

Nach auflen hin wird die Cornea durch ein mehrschichtiges unverhorntes Plattenepithel bedeckt, das
einer Basalmembran aufliegt, die in der Tiefe wiederum in die Bowman-Membran iibergeht. Dieses
Epithel hat die Fahigkeit sich aus der basalen Zellschicht heraus zu regenerieren und alte Zellen an
der Oberfliche in den Trinenfilm abzugeben. Es schiitzt einerseits die Cornea vor dulleren
Einflissen, indem die dulleren Zellrethen durch Zonulae occludentes (Tight Junctions) zu einer
regelrechten Barriere verbunden sind. Andererseits vergréBert es die Oberfliche durch Mikrovilli auf
der duBersten Zellschicht. So wird eine bessere Nahrstoffversorgung der Cornea gewihrleistet, indem

der Trinenfilm besser gebunden und zusitzlich die Diffusionsfliche vergréfert werden kann (5, 8).

Zur Vorderkammer hin befindet sich das Endothel. Es liegt der Descemetmembran auf, ist mit dieser
jedoch nicht fest verbunden, sondern wird viel mehr durch den Augeninnendruck an der Membran
gehalten. Der Zellverband des Endothels steht iiber Maculae communicantes (Gap Junctions) in
Kommunikation und ist untereinander nicht okklusiv verbunden, sodass Kammerwasser parazelluldr
ins Stroma gelangen kann. Gleichzeitig sind die Endothelzellen die metabolisch aktivsten Zellen der
Cornea und verfigen Uber ionengesteuerte Pumpen, mit deren Hilfe Fliissigkeit aus dem Stroma
abgepumpt wird. Das Endothel sorgt dadurch daftir, dass Hornhautédeme vermieden werden und

die Cornea klar bleibt (5, 8).

Das Stroma selbst besteht zum gréften Teil aus parallel angeordneten Kollagenfasern. Diese Struktur
ist fir die Stabilitit und Transparenz der Cornea von Bedeutung. Knapp 5% des Stromas machen
Keratozyten aus. Sie produzieren Kollagen und Material zur Aufrechterhaltung der extrazelluliren

Mattix (5, 8).

Die Cornea selbst ist nicht vaskularisiert und erhilt die notwendigen Nahrstoffe durch Diffusion zum
einen aus dem Kammerwasser, zum anderen aus dem Trinenfilm. Stoffwechselprodukte werden
ebenfalls durch Diffusion entsorgt (8). Die Versorgung wird tber verschiedene Mechanismen

optimiert: einerseits sorgt die Anatomie des cornealen Epithels mit seinen Villi fiir eine grofie
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Diftusionsfliche zwischen Cornea und Trinenfilm (5), andererseits reguliert die Cornea die
Trinenfilmproduktion selbst. Gewihrleistet werden kann diese Funktion durch die dichte
Innervation: die Cornea ist der am dichtesten innervierte Teil des Kérpers (8). Sie wird tber den
Nervus ophthalmicus durch den Nervus trigeminus versorgt. Innerhalb der Cornea erfolgt die
Innervation durch sensorische Fasern, die bis in die oberflichlichen Epithelschichten ragen. Diese
vereinigen sich unterhalb der Bowman-Membran zu einem subbasalen Plexus, der iiber stromale

Nerven und die Nervi ciliares longi mit dem Nervus nasociliaris verbunden ist (60).

4.1.3 Tranenfilm

Der Trinenfilm liegt der Augenoberfliche dauerhaft auf. Er besteht aus drei Schichten, um
verschiedene Schutzfunktionen zu ibernehmen und die konstante Konfrontation mit der Umwelt zu

toletieren.

Die duBere Schicht ist eine Lipidschicht, deren Hauptfunktionen der Schutz vor Austrocknung und
die Reduktion der Oberflichenspannung zur suffizienten Verteilung des Films auf der Oberfliche

ist. Sie wird von den Meibom-Driisen produziert (6).

Die mittlere Schicht ist eine wissrige Schicht mit gelésten Elektrolyten, Muzinen und Proteinen und
wird zum groBten Teil in den Haupttrinendriisen und zu einem kleinen Teil in den akzessorischen
Trinendriisen produziert. Ihre Funktionen sind vielfiltig: sie versorgt die Cornea mit Sauerstoff und
gleicht UnregelmiBigkeiten in ihrer Oberfliche aus (6). Des Weiteren ist sie an der Regulation
entziindlicher Prozesse beteiligt, denn sie verfiigt iiber Interleukine und Immunglobuline der Klasse
A (IgA). Zusitzlich ist sie durch die Kombination aus mechanischem Auswaschen und dem
Vorhandensein bakterizider Stoffe wie Lysozym und bakteriostatischer Stoffe wie Laktoferrin und

Lipocalin zur Eradikation schidlicher Keime in der Lage (36, 41).

Die innere Schicht ist eine Muzinschicht. Sezernierte Muzine werden hauptsichlich von den
konjunktivalen Becherzellen gebildet, wihrend Transmembranmuzine von konjunktivalen und
cornealen Epithelzellen produziert werden. IThre Funktion besteht in der Konvertierung des
hydrophoben cornealen Epithels in einen hydrophilen Film und damit der Bindung der wissrigen

Schicht (0).

4.1.4 Zusammenfassung

Die Bestandteile der Augenoberfliche sind ein komplexes Gebilde, dessen Gesamtstruktur fiir gleich
mehrere Funktionen verantwortlich, jedoch auch recht fragil ist. Die Funktionen reichen von
optischen und refraktiven Aspekten, iiber die komplex organisierte Versorgung mit Nahrstoffen, bis
zu vielseitigen Schutzmechanismen. Diese Funktionen sind von einem intakten Zusammenspiel der
einzelnen Strukturen abhingig. Beispielsweise reguliert die Cornea durch ihre afferenten
Nervenfasern die Trinenproduktion und kann den Lidschluss zum mechanischen Schutz des Auges
bzw. zum Auswaschen von Fremdkdrpern oder Keimen initiieren. Gleichzeitig werden

immunologische Reaktionen durch das CALT vermittelt und uw.a. Giber den Trinenfilm verbreitet.
8



Werden Teile oder Schichten von Cornea oder Konjunktiva durch degenerative, traumatische oder
entzindliche Prozesse beschidigt bzw. narbig umgebaut, kann dies dazu fithren, dass einzelne
Funktionen, aber auch das Zusammenspiel der einzelnen Strukturen, erheblich eingeschrinkt

werden.

4.2 Infektionen der Augenoberflache - eine epidemiologische Einordnung

Welchen Stellenwert Entzindungen der Augenoberfliche haben, zeigt die Tatsache, dass heutzutage
weltweit etwa 3% aller Erblindungen auf Trachome (51) und etwa 5% auf Hornhautnarben, z.B. in
Folge von Keratitiden, (9, 22, 51) zuriickzufiihren sind. Dass es sich hierbei um Werte fiir beidseitige
Erblindung handelt, lisst vermuten, dass der Anteil an einseitigen erheblichen Seheinschrinkungen,
bzw. beidseitigen Seheinschrinkungen, die die Kiriterien der Weltgesundheitsorganisation (World
Health Organization, WHO) fir Blindheit noch nicht erfiillen, deutlich héher ist. In Deutschland
erscheinen entziindliche Geschehen nicht unter den hiufigsten Erblindungsursachen (20). Mogliche
Griinde hierfir sind z.B. die bessere Verfiigbarkeit ophthalmologischer Versorgungsstrukturen und
héhere Hygienestandards im Vergleich zu vielen Entwicklungslindern. Obwohl diese Daten
aufgrund fehlender Meldepflichten liickenhaft sind und daher von einer Dunkelziffer auszugehen ist,
zeigen diese Zahlen, welch schwerwiegende Auswirkungen Entziindungen der Augenoberfliche
haben konnen. Neben der visuellen Relevanz koénnen Keratitiden zu sekundiren
behandlungsbedtrftigen = Problemen, beispielsweise Descemetocelen, Perforationen oder
Sekundirglaukomen fihren (58). Um diesen Risiken vorzubeugen und eine adidquate Therapie
ecinzuleiten, ist die Identifikation des Erregers notwendig. Denn Fehldiagnosen sind hiufig der
Grundstein fiir therapieresistente Keratitiden (18). Trotz spezifischer klinischer Aspekte
verschiedener Erreger, ist es selbst auf Hornhaut spezialisierten Kliniker:innen nur selten moglich
ohne mikrobiologische Untersuchungen das Keimspektrum austreichend zu differenzieren. Zwar
kann in etwa zwei Drittel der Fille rein klinisch zwischen bakteriellen und Pilzinfektionen
unterschieden werden, doch bereits das Verhalten in der Gram-Firbung kann in nur weniger als der

Hilfte der Fille richtig vorausgesagt werden, die Gattung nur in etwa einem Viertel (12).

Dies veranschaulicht die hohe Relevanz mikrobiologischer Diagnostik im Rahmen der Versorgung

entzindlicher Prozesse der Augenoberfliche.

4.3 Diagnostik bei bakterieller Konjunktivitis und Keratitis

Im Falle eines entziindlichen Geschehens auf der Augenoberfliche sollte vor Therapiebeginn mit
Antibiotika Material zur Keimbestimmung gewonnen werden (64). Hinweise zur Vorgehensweise
finden sich in den Leitlinien zur bakteriellen Konjunktivitis und Keratitis der Deutschen
Ophthalmologischen Gesellschaft (IDOG) und des Berufsverbands der Augenirzte Deutschlands
e.V. (BVA) (14, 15) .

Zur Materialgewinnung bei Keratitiden heif3t es in der ,,Leitlinie Nr. 13 Keratitis* der DOG und des

BVA, es solle eine ,,oberflichliche Biopsie aus dem Ulcusgrund zur Keimbestimmung und zum
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Erhalt eines Antibiogramms® entnommen werden (15). Fir Konjunktivitiden ist laut ,,Leitlinie Nr.
12 Bakterielle Konjunktivitis* det DOG und des BVA ein ,,Abstrich auf Bakterien oder Chlamydien,

gof. mit Resistenztestung® vorgesehen (14) .

Genauere Anweisungen finden sich in der Leitlinie fiir ,,Mikrobiologische Diagnostik bei Infektionen
des Auges® der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) von 2011 (64).
Hier finden sich sowohl allgemeine Hinweise zur Probennahme und Laboranalytik, als auch spezielle
Hinweise fur Konjunktivitiden und Keratitiden. Zum Zeitpunkt der Enstehung dieser Arbeit ist eine

Uberpriifung dieser Leitlinie angekiindigt, eine Aktualisierung jedoch ausstehend.

Generell gilt, dass zu mikrobiologischen Zwecken Gewebeproben Abstrichen vorzuzichen sind.
Aufgrund der geringeren Invasivitit werden Abstriche dennoch hiufig genutzt. Die DGHM
empfiehlt fiir Abstriche der Augenoberfliche die Nutzung von Kunstfaser-Tupfern mit
Kunststoffschaft. Fiir Konjunktivitiden gilt, dass ,,mit einem Abstrichtupfer nach Abzichen des
Unterlides die Konjunktiva im unteren Fornix in der gesamten Linge abgestrichen und der
Abstrichtupfer ein paar Sekunden bis zur vélligen Durchtrinkung dort belassen werden® soll (64).
Aufgrund der potenziell bakterizid wirkenden Konservierungsmittel sollten die Abstriche ohne
Lokalanisthetika durchgefithrt werden. Angaben zu konservierungsmittelfreien Priparaten finden
sich nicht. Fir Keratitiden wird empfohlen, Material vom Ulkusgrund und Ulkusrand zu gewinnen

(64).

Fir den Transport der Proben hilt die DGHM fest, dass die heutigen Transportmedien bei einer
Transportzeit bis 24 Stunden eine ausreichende Konservierung gewihrleisten. Im Labor selbst wird

eine semiquantitative Analyse mittels Dreiésenausstrich angeraten (64).

Beztglich der Nukleinsdurediagnostik, beispielsweise der Echtzeit-Polymerasekettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR), besteht ein Konsens, dass sie bei Infektionen des Auges aufgrund nur
kleiner Mengen Untersuchungsmaterial und geringer Konzentration an Erregern vor allem bei viralen
Infektionen von Relevanz ist. Zum Zeitpunkt der Verdffentlichung der Leitlinie in 2011 hielt die
DGHM jedoch folgendes fest: ,,Aufgrund der bislang spitlichen Datenlage sowie dem fehlenden
Vortliegen standardisierter Assays koénnen eubakterielle Nukleinsdureamplifikationsverfahren bei
Vorliegen einer ausreichenden Probenmenge als zusitzliche Verfahren, jedoch nicht als Ersatz fiir

die konventionell mikrobiologische Diagnostik eingesetzt werden® (64) .

4.4 Gegenstand bisheriger Forschung

4.4.1 Normalflora

Es gibt einige wissenschaftliche Erkenntnisse dartiber, welche Rolle die Besiedlung des Auges fiir
dessen Gesundheit spielt. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass das lymphatische Gewebe in
Anwesenheit einer Normalflora Keime effektiver abwehren kann (38). Infektionen werden dabei

durch die dauerhafte Besiedlung der Augenoberfliche unwahrscheinlicher (13, 60) und im Anschluss
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an eine topische Antibiotikatherapie wahrscheinlicher (60). Des Weiteren besteht eine Korrelation
zwischen einigen Syndromen, wie dem trockenen Auge, und dem Nachweis vermehrter

Keimbesiedlung (23).

Die Bestimmung der Normalflora selbst spielt seit dem frithen 20. Jahrhundert eine Rolle in der
Forschung (59). Seitdem konnten neben der Keimbestimmung auch wertvolle pathophysiologische
Merkmale bestimmt werden. Hierzu gehdrt unter anderem, dass die meisten Bakterien nicht in der
Lage sind, das intakte corneale Epithel zu durchdringen, wihrend einige Spezies wie Corynebacterinm,

Neisseria, Listeria und Haemophilus auch bei intaktem Epithel Infektionen hervorrufen kénnen (63).

In einer der dltesten auffindbaren Dokumentationen zum Thema berichtete Smith 1954 (59), dass in
etwas mehr als der Hilfte aller konjunktivalen Abstriche Keime nachweisbar waren. Hierunter waren
Corynebacterium xerosis und Staphylokokken, insbesondere Koagulase-negative Staphylokokken,
fithrend, die in etwa einem Dirittel aller Proben kultivierbar waren. In einigen Fillen gelang es auch
verschiedene Streptokokken, insbesondere Streptococens pneumoniae, Moraxellen und ,,Coliforme*, d.h.
gramnegative auf MacConkey-Agar wachsende Keime, nachzuweisen. Unter den Augen mit
Entziindungszeichen gelang in knapp zwei Drittel der Proben ein Keimnachweis. Unter antibiotisch
vorbehandelten Augen war der Anteil an positiven Kulturergebnissen um ca. 10% bei gesunden, bzw.

16% bel infizierten Augen niedriger (59).

In Bezug auf frihere Arbeiten stellte Smith Unterschiede in der Beschreibung der konjunktivalen
Normalflora fest und duBlerte bereits den Verdacht, dass diese Unterschiede unter anderem von
geographischen Aspekten, insbesondere dem Klima, abhingen kénnten (59). Mittlerweile liefern
einige Studien Hinweise darauf, dass nicht nur lokale (24), sondern auch saisonale Unterschiede

bestehen (57).

Insgesamt ist festzuhalten, dass unter den kultivierbaren Keimen hauptsichlich grampositive Keime
zu finden sind. Fithrend sind hierbei Koagulase-negative Staphylokokken, insbesondere Staphylococcus
epidermidis. Sie werden in etwa 50% aller konjunktivalen Proben nachgewiesen (65), je nach Quelle
variiert dieser Wert zwischen etwa 30% (10) und 70% (52). Auch Actinomycetales, wie
Propionibakterien und Corynebakterien, sowie Staphylococcus aurens, Streptokokken und Mikrokokken
werden als Teil der kultivierbaren Normalflora beschrieben. Zusitzlich sind in seltenen Fillen
Enterokokken oder gramnegative Keime wie Enterobacterales oder Pseudomonaden nachweisbar
(10, 11, 52, 65). Die Rate an Proben, die keinen Keimnachweis erbrachten, variiert global sehr stark
und hingt neben echten lokalen Unterschieden in der Normalflora am ehesten von Faktoren wie
Entnahmetechnik, Probentransport und Kultivierbedingungen ab (24, 50, 65). In Bezug auf die
Keimmenge werden generell kleine Mengen angegeben, die in der Regel unter 20 koloniebildenden

Einheiten liegen (28, 40, 50, 61, 65).

Bisher konnten einige Studien zeigen, dass durch kulturbasierte Methoden nicht die gesamte Vielfalt

des Mikrobioms erfasst werden kann (23). Aus diesem Grund werden zunechmend Daten mittels
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Sequenzierung von 16S ribosomaler RNA und DNA gewonnen. In diesen Arbeiten zeigt sich eine
erheblich gréBere Vielfalt der bakteriellen Besiedlung. Teilweise werden @iber 600 verschieden Genera
detektiert (67). Genera, die dabei immer wieder auftauchen, sind beispielsweise Corynebacterinm,

Psendomonas, Acinetobacter, Bacillus, Streptococcus, Staphylococcus, und Propionibacterinm (16, 23, 32, 53, 67).

4.4.2 Erregerspektrum bei Keratitis und Konjunktivitis

Zu den hiufigsten nachgewiesenen Erregern bei bakterieller Keratitis gehdren in erster Linie
Koagulase-negative Staphylokokken und Pseudomonaden (vor allem Psexdomonas aernginosa). Aber
auch Staphylococens anreus, Streptokokken (vor allem Streptococens pnenmoniae und Viridans
Streptokokken), Corynebakterien und Moraxellen werden hiufig beobachtet (49). Fur bakterielle
Konjunktivitiden gilt Haemophilus influenzae als hiufigster Erreger im Kindesalter, gefolgt von
Streptococcus pnenmoniae und Moraxella catarrhalis. Im Erwachsenenalter machen Staphylococcus anrens
und Koagulase-negative Staphylokokken den gré3ten Anteil der Erreger aus. Doch auch hier
werden Haemophilus influenzae und Streptococcus pnenmoniae, sowie Viridans-Streptokokken, Moraxella

catarrhalis und Enterobacterales regelmiBig als Konjunktivitiserreger beobachtet (2, 19, 31, 54).

4.4.3 Zusammenfassung und Problematik

Bereits 1884 formulierte Robert Koch die zentrale Frage nach dem Zusammenhang zwischen einem
Erreger und einer Infektionskrankheit. In den Kochschen Postulaten heif3it es, um den kausalen
Zusammenhang zwischen Erreger und Erkrankung sicherzustellen musse ein Keim lediglich bei
Infektion, nicht jedoch bei gesunden mikroskopisch nachweisbar sein. Weiterhin miisse er kulturell

anziichtbar sein und bei Ubertragung auf ein Versuchstier eben jene Infektionskrankheit auslésen

(37, 44).

Auch heute ist die Frage der Kausalitit zwischen Keim und Infektion ein zentraler Aspekt, der
insbesondere fiir Therapieentscheidungen von grofler Bedeutung ist. Die bisherige Forschung zur
Besiedlung der Augenoberfliche konnte zeigen, dass diese im Gesunden kein steriler Ort ist. Jedoch
wird trotz Anwesenheit bestimmter Bakterien im gesunden Zustand keine Immunreaktion durch
Konjunktiva und Cornea hervorgerufen, das heillt bestimmte Keime scheinen zur dauerhaften
Standortflora zu gehéren (35). Es ist davon auszugehen, dass Abstriche bei entziindeten Augen jene
Normalflora miterfassen, denn insbesondere Koagulase-negative Staphylokokken, aber auch
Staphylococens anrens und Corynebakterien sind sowohl in gesunden als auch entziindeten Stadien
hiufig nachweisbar. Durch PCR kénnen sogar Keime wie Pseudomonaden und Streptokokken bei

Gesunden zu finden sein.

Aufgrund dieser groBen Schnittmenge an Keimen, die bei Gesunden und Infizierten nachgewiesen
werden, ist die Bewertung der mikrobiologischen Ergebnisse, also der Pathogenitit eines
identifizierten Keims, im klinischen Umfeld oft schwer. Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation einiger
Parameter als Indikatoren zur besseren Beurteilbarkeit der Befunde. Hierzu werden einerseits die

Keimnachweisraten der einzelnen Keime statistisch aufgearbeitet. Andererseits soll analysiert werden,
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ob die Keimmenge fiir bestimmte Erreger einen Mehrwert als zusitzlicher Parameter zur
Unterscheidung zwischen eher pathogen, das heif3t die Infektion tatsdchlich bedingend, und cher
apathogen, das heil3t koinzidenziell aus der Normalflora mitbestimmt, darstellt. Hierdurch wollen wir

einen Baustein fiir bessere und sicherere Therapieentscheidungen liefern.
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5 Material und Methoden

5.1 Studienpopulation

Grundsitzlich wurden in dieser Studie zwei Personengruppen betrachtet.

Die erste Gruppe wird im Folgenden als Gruppe der Augengesunden bezeichnet. Als Proband:innen
dieser Gruppe wurden Patientinnen rekrutiert, die zwischen Mai und September 2020 fur ihre
Behandlung die Hochschulambulanz in der Klinik fiir Augenheilkunde oder die Station 123 des
Universititsklinikums GieBen Marburg (UKGM) am Standort Marburg besuchten.

Eingeschlossen wurden volljahrige Patient:innen, die mit einer Probenentnahme einverstanden waren
und keines der Ausschlusskriterien erfiillten. Als Ausschlusskriterien galten aktive Entziindungen der
Augenoberfliche, sowie lokale und/oder systemische antibiotische Behandlung innerhalb der zwei
Wochen vor Probenentnahme. Die Patientinnen wurden mindlich und schriftlich tber das

Studienvorhaben und mégliche Risiken informiert und erteilten schriftlich ihr Einverstindnis.

Da es sich hier um medizinische Forschung am Menschen handelt wurde vor Studienbeginn die
Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitit Marburg hinzugezogen. Diese
fuhrt die Studie unter dem Aktenzeichen ,,Studie 45/20° und erteilte am 08.05.2020 ein positives

Votum.

Die zweite Gruppe wird im Folgenden als Gruppe mit vermuteter Infektion bezeichnet. Fiir diese
Gruppe wurden Daten von Bindehaut- und Hornhautkratzabstrichen des Instituts fur Mikrobiologie
des UKGM am Standort Marburg gesichtet. Hierbei wurden nur Abstriche berticksichtigt, die
zwischen Januar und 2016 und September 2020 aufgrund des klinischen Bilds einer Infektion der

Augenoberfliche durchgefithrt wurden.

5.2 Studiendesign

Fiir die Gruppe der Augengesunden wurde die Studie als monozentrische Querschnittsstudie geplant.
In Kombination mit den Daten der Gruppe mit vermuteter Infektion handelt es sich um eine

historisch kontrollierte Studie.

Die Proband:innen beider Gruppen wurden zusitzlich in zwei Untergruppen geteilt. Dies diente dazu
Keime einerseits insbesondere auf der Konjunktiva und andererseits auf der Cornea zu ermitteln. Im

Folgenden werden die Abliufe in jeder der beiden Untergruppen separat dargestellt.

5.3 Probengewinnung

Die Verfahren zur Probengewinnung orientierten sich an den Standardverfahren der Klinik fiir

Augenheilkunde des UKGM am Standort Marburg fiir Abstriche der Augenoberfliche.
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Abbildung 1: Abstrich in der Fornix conjunctivae inferior

Ziel der Probennahme in der ersten der beiden
Untergruppen  war es insbesondere die
Keimbesiedlung der Konjunktiva darzustellen.
Hierzu  wurde in der Gruppe der
Augengesunden dieselbe Technik genutzt wie
zur Gewinnung von Proben bei Vorliegen einer

Konjunktivitis:
Die Augenoberfliche wurde zundchst mit
Augentropfen  betiubt.  Hierbei  wurde
entsprechend den Informationen aus der
DGHM Leitlinie aufgrund der bakteriziden

Wirkung von Konservierungsmitteln (64) ein

konservierungsmittelfreies Priaparat gewihlt: Oxybuprocain (Conjucain EDO®). Zur Probennahme

wurde anschlieBend mit einem Nylon-Flockfaser Abstrichtupfer (eSwab™) fiir einige Sekunden mit

einer rotierenden Bewegung tiber die Fornix inferior conjunctivae gestrichen. Der Transport in das

Labor erfolgte in einem fliissigen Transportmedium (modified liquid Amies, eSwab™).

Abbildung 2: Abstrich iiber der peripheren Cornea

Ziel der Probennahme in der zweiten
Untergruppe war es, insbesondere die
Keimbesiedlung der Cornea darzustellen.
StandardmiBig  werden bei Keratitiden
Hornhautkratzabstriche  entnommen. Da
hierbei der Cornea, beispielsweise mithilfe
eines scharfen Loffels, Gewebe entnommen
wird, stellt dies ein sehr invasives Verfahren
da. Der Ablauf des fir die Gruppe der
Augengesunden verwendeten wenig invasiven
Verfahrens wich daher wie folgt von der

Standardprozedur ab:

Wie in der Gruppe, die Bindehautabstriche erhielt, wurde die Augenoberfliche zunichst mit

konservierungsmittelfreien Oxybuprocain Augentropfen betdubt. Statt nun corneales Gewebe wie

bei einem Hornhautkratzabstrich zu entnehmen, wurde zur Probennahme mit einem Nylon-

Flockfaser Abstrichtupfer fiir einige Sekunden mit einer rotierenden Bewegung tiber den peripheren,

d.h. limbusnahen, Teil der Cornea gestrichen. Fir den Transport ins Labor wurde, wie bei

Hornhautkratzabstrichen tblich, eine Hirn-Herz Bouillon (Brain Heart Infusion, BHI) gewahlt.
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Bindehautabstriche Hornhautabstriche

Betaubung:

Oxybuprocain Augentropfen

Abstrichtupfer:

Nylon Flockfaser Tupfer

/\

Lokalisation: Lokalisation:
Fornix inferior conjunctivae periphere Cornea
A A4
Transportmedium: Transportmedium:
flissiges Amies Medium Hirn-Herz Boullion

Abbildung 3: Schanbild zum Ablanf der Abstriche fiir die Gruppe der Angengesunden

5.4 Mikrobiologische Analysen

Die Probenanalyse erfolgte durch unseren Kooperationspartner, das Institut fiir Mikrobiologie des

UKGM am Standort Marburg,.

Je Probe wurden entsprechend dem klinischen Standard des Instituts fiir Mikrobiologie des UKGM

am Standort Marburg Columbia-, Kochblut- und MacConkey-Agarplatten zur bakteriologischen

Analytik mit einem Dreibsenausstrich beimpft. Dies diente dazu, Keime mit verschiedenen

Anspriichen kultivieren zu kénnen:

1.

Columbia-Agar dient der Kultivierung von sowohl grampositiven als auch gramnegativen
Bakterien, sowie Pilzen der Gattung Candida. Es erméglicht auflerdem die
Himolyseeigenschaften der Bakterien zu differenzieren.

Kochblut-Agar dient dazu, auch Bakterien, die nicht hdmolysierend wirken, z.B. Haemophilus
influenzae, kultivieren zu kénnen.

MacConkey-Agar ist ein Selektivnihrboden zur Kultivierung gramnegativer Bakterien und

ermoglicht zusitzlich die Differenzierung der Fermentierungseigenschaften der Bakterien.

Bei Bindehautabstrichen wurde zusitzlich zu den Agarplatten eine Hirn-Herz Boullion beimpft,

sodass in beiden Gruppen drei Agarplatten und eine Hirn-Herz Boullion bei 36°C und 5% CO: fir

zundchst 24 Stunden bebritet wurden. Sofern danach auf den Agarplatten kein Wachstum
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nachweisbar war, die Hirn-Herz Boullion sich jedoch triib firbte, wurden erneut Agarplatten mit
Material aus der BHI beimpft und fir 24 Stunden bebriitet. Zur Auswertung des Wachstums wurden

die Agarplatten nach 24 und 48 Stunden beurteilt.

Bei Bindehautabstrichen wurde zusitzlich die Keimmenge eingeschitzt und in folgende Kategorien

cingeteilt:

1. Als ,,spirlich® wurde die Keimmenge beschrieben, wenn es nur vereinzelte koloniebildende
Einheiten im Ausstrich der ersten Ose gab.

2. Als ,,miBig* wurde die Keimmenge beschrieben, wenn auch im Ausstrich der zweiten Ose
koloniebildenden Einheiten nachweisbar

3. Als ,,reichlich” wurde die Keimmenge beschrieben, wenn auch im Ausstrich der dritten Ose
noch koloniebildende Einheiten zu finden waren.

4. Als ,,nach Anreicherung® wurde die Keimmenge beschrieben, wenn erst nach Beimpfung der
Agarplatten mit Material einer bereits 24 Stunden bebriiteten Hirn-Herz Boullion nachweisbar
war.

5. ,»Kein Keimnachweis“ wurde angegeben, sofern nach 48 Stunden weder Agarplatten noch die

Hirn-Herz Boullion Wachstum zeigten.

Fir Hornhautabstriche war eine Bestimmung der Keimmenge nicht méglich, da die Hirn-Herz
Boullion nicht nur Transport- sondern auch Nihrmedium ist und daher bereits wihrend des

Transports ein relevantes Keimwachstum stattfand.

Zur Identifikation der gefundenen Keime wurde mithilfe des Maldi Biotyper der Firma Bruker eine
matrixunterstitzte Laser-Desorptions/Ionisations-Flugzeitmassenspektromettie  (matrix  associated
laser desorption/ionisation - time of flight — massspectrometry, MALDI-TOF-MS) und fir potenziell
pathogene Keime eine Resistenztestung mittels automatisierter Mikrodilutionsmethode im
MicroScan WalkAway der Firma Beckman Coulter durchgefiihrt. Das heil3t auf einer Mikrotiterplatte
wurden Verdiinnungsreihen verschiedener Antibiotika mit dem gefunden Keim beimpft und fiir 12
Stunden bebritet. Ob und bei welcher Antibiotikakonzentration Wachstum auftrat, konnte
anschlieBend automatisiert optisch ausgelesen werden, da bei Keimwachstum die Losung im

entsprechenden Nipfchen eintriibte.
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So konnte die Empfindlichkeit des gefunden Keims gegeniiber verschiedenen Antibiotika inklusive

minimaler Hemmkonzentrationen bestimmt werden.

Beimpfung: -
ru

Columbia-, Kochblut-, MacConkey-Agar, [¢

Brain Heart Infusion

Bebriitung: BHI Klar

24h, 36°C, 5% CO>

Keimmengen- _Bei Bindehaut-
bestimmung Abstrichen
Wachstum Kein Wachstum
MALDI-TOF-MS Verwerfen,
+ Antibiogramm wenn BHI nach
48 klar

Abbildung 4: Schanbild zum Ablauf der mikrobiologischen Analysen

5.4.1 Exkurs: Keimbestimmung per Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) ist ein in den Naturwissenschaften weit verbreitetes Verfahren, um

organische wie anorganische Substanzen auch in kleinsten Mengen bestimmen zu kénnen.

Masse . . .
-Verhiltnisses von Ionen zu Nutze. Diese Ionen

Das Prinzip der MS macht sich das

Ladung
entstehen in der klassischen MS in einem Hochvakuum durch Beschuss der Zielsubstanz mit
Elektronen hoher kinetischer Energie. Die neu entstandenen Ionen werden danach mithilfe eines

elektrischen Feldes in Richtung eines Detektors beschleunigt und dort analysiert.

In der modernen mikrobiologischen Analytik wird eine Variante der MS genutzt, die insbesondere
zur Analyse von Proteinen geeignet ist: die MALDI-TOF-MS. Sie hat tiber die letzten zwei Jahrzehnte
einen besonderen Stellenwert in der Mikrobiologie erlangt, da sie die Keimbestimmung selbst sehr

kleiner Probenmengen mit hoher Genauigkeit innerhalb weniger Minuten ermdglicht.

Ein wesentliches Charakteristikum dieser MS-Variante ist die Ionisationsmethode, die

matrixassoziierte Laserdesorption/Tonisation (MALDI). Bei dieser Methode werden Desorption und
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Ionisation nicht durch Beschuss mit hochenergetischen Elektronen, sondern mit Photonen erreicht.
Dabei ist es wichtig der Zersetzung der groBen Molekiile der zu analysierenden Substanz
vorzubeugen. Um dies zu gewihrtleisten wird die Probensubstanz vor der lonisation in eine Matrix
eingebettet, auf die die Wellenlinge der Photonen abgestimmt ist. Diese Matrix dient dazu, die
Photonenenergie zu absorbieren und an die Probensubstanz weiterzugeben. FEin zweites
Charakteristikum ist die Art der Analyse. Die Ionen werden hier nach ihrer Flugzeit (#me of flight,

TOPF) analysiert. Hierzu wird jedem lon in einem Hochvakuum durch ein elektrisches Feld die gleiche

Masse
Ladung

kinetische Energie zugefithrt. In Abhingigkeit ihres -Verhiltnis erreichen die lonen nun

unterschiedliche Geschwindigkeiten. Durch Messung der Zeit, die die Ionen fiir den Weg durch einen
feldfreien Raum bis zum Detektor bendtigen, entsteht ein Spektrum, dass die Identifikation der

Makromolekiile, aus denen sich die Probe zusammensetzt, ermdglicht.

Da ein Grofteil der analysierten Proteine zytoplasmatischen und ribosomalen Ursprungs sind,
unterscheiden sich die Spektren verschiedener Keime voneinander. Das gemessene Spektrum wird
im letzten Schritt mit bereits bekannten Spektren einzelner Keime, die in einer Datenbank hinterlegt
sind, verglichen. Ubereinstimmungen liefern dabei die entscheidenden Informationen zur

Bestimmung des Keims (4, 406).

5.5 Endpunkte der Studie

Die Hauptfragestellung der Studie war, welche Keime die Augenoberfliche -einerseits als
Normalflora, andererseits als Erreger von Entzindungen besiedeln und in welcher Menge diese
jeweils vorliegen. Nebenzielkriterien stellten hierbei Alter und Geschlecht der Proband:innen, sowie

eine gegebenenfalls stattgehabte antibiotische Vorbehandlung dar.

5.6 Statistische Analysen

Zur Gewihrleistung einer guten Vergleichbarkeit wurde die statistische Analyse der Daten separat
fir die Gruppe mit vermuteter Infektion und die Gruppe der Augengesunden vorgenommen.
Aufgrund der zuvor beschriebenen verschiedenen Abstrich- und Analyseverfahren wurden beide

Gruppen zusitzlich nach dem Abstrichverfahren, d.h. Bindehaut- bzw. Hornhautabstrich, unterteilt.

In der detaillierten deskriptiven Darstellung der Ergebnisse wurden sowohl absolute Zahlen als auch
relative Angaben genutzt. Relative Angaben beziehen sich hierbei stets auf die Gesamtheit der

jeweiligen Gruppe (z.B. die Anzahl aller Bindehautabstriche bei Augengesunden).

Neben der Beschreibung der einzelnen nachgewiesenen Keime wurden diese zur besseren
Ubersichtlichkeit und effektiveren Analyse nach ihrem Erscheinungsbild und dem Verhalten in der

Gram-Firbung unterteilt.
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Untersucht wurden dementsprechend:

Grampositive Kokken

Grampositive Stibchen und Pleomorphe
Gramnegative Kokken

Gramnegative Stibchen

Pilze

A

Wie in der Einleitung erwihnt sind einige bestimmte Keime bereits als Teil der okularen Normalflora
identifiziert. Haufig werden diese Keime ebenfalls als klassische und hiufige Keime, die bei
Keratitiden und/oder Konjunktivitiden auftreten, beschrieben. Es erfolgte daher die separate
statistische Analyse einiger einzelner Keime bzw. Familien zusitzlich zur Analyse nach der oben

genannten Finteilung,

Auf Grundlage der bisherigen Forschung war zu erwarten, dass die Fraktion der grampositiven
Kokken die gréBte unter den nachgewiesenen Keimen sein wiirde. Um diese Gruppe niher zu
beleuchten, wurden innerhalb dieser Fraktion Koagulase-negative Staphylokokken, Staphylococcus
anrens und Streptokokken separat statistisch analysiert. Da auch Coryne- und Propionibakterien
cinerseits als Teil der Normalflora, andererseits als hiufige Erreger von Infektionen vorbeschrieben
sind, wurden auch diese separat statistisch analysiert. Neben den bisher genannten wurden
Psendomonas aernginosa bei Hornhautabstrichen und Haemophilus influenzae bei Bindehautabstrichen
niher betrachtet, da sie als hiufigste Erreger von Keratitiden bzw. Konjunktivitiden gelten, die eher

nicht bei Augengesunden zu erwarten sind.

Zusammengefasst ergeben sich folgende Klassen, die neben der oben genannten Einteilung separat

statistisch betrachtet wurden:

Koagulase-negative Staphylokokken
Staphylococcus aurens

Streptokokken

Corynebakterien und Propionibakterien

Psendomonas aernginosa (bei Hornhautabstrichen)

S )

Haemophilus influenzae (bei Bindehautabstrichen)

AnschlieBend wird untersucht, ob die beobachteten Effekte beztiglich der Unterschiede zwischen der
Gruppe mit vermuteter Infektion und der Gruppe der Augengesunden statistisch signifikant sind.

Untersucht wurden Unterschiede beziiglich

1. Keimnachweisrate
2. Nachweisraten der einzelnen Klassen
3. Nachgewiesene Keimmenge (nur fiir Bindehautabstriche).
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Die Beschreibung der generellen Keimnachweisrate bzw. der Nachweisraten fiir die einzelnen
Klassen, Keime und Familien erfolgte mithilfe von Vierfeldertafeln. Hierzu wurden die Tafeln nach

folgendem Schema angelegt:

Tabelle 1: 1 orlage einer Vierfeldertafel

Gruppe 1 Gruppe 2
PriifgroRe 1 a b
PriifgrofRe 2 C d

Neben der Nullhypothese, es gebe keinen Unterschied zwischen der Gruppe mit vermuteter
Infektion und der Gruppe der Augengesunden, wurden zweiseitige Alternativhypothesen formuliert,
die besagen, dass es einen Unterschied zwischen den beiden Gruppen gibe. Als Zielparameter zur

Evaluation der Giiltigkeit der Hypothesen wurde die Odds Ratio (OR) gewihlt.
Es ergibt sich das Hypothesenpaar: Hy: OR = 1; H;: OR # 1.

Zur Evaluierung des Einflusses eines Selektionsbias wurde zusitzlich untersucht, welchen Einfluss
die antibiotische Vorbehandlung, d.h. Einleitung einer antibiotischen Behandlung im Vorfeld des
Abstrichs, einerseits auf die generelle Keimnachweisrate, andererseits auf die Rate des Nachweises
mehrerer Keime hat. Die Analyse erfolgt deskriptiv. Sofern nicht sicher war, ob eine antibiotische

Vorbehandlung erfolgte, wurden die Abstriche fiir diese Analyse nicht berticksichtigt.

Zur Berechnung der statistischen Signifikanz und Akzeptanz bzw. Verwerfung der Hypothesen wird
der exakte x2-Test nach R.A. Fisher (17, 21) genutzt. Die Durchfithrung erfolgt mithilfe der Statistik-
Softwatre R (55) und der Funktion fisher.test.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte neben der Angabe der p-Werte fiir die einzelnen Priifgréfien
auch grafisch durch Markierung des Signifikanzniveaus in den Abbildungen (*-p<0,05; **- p<0,01;
*% .p<0,001) und durch die Angabe der OR mit zugeh6rigem 95%-Konfidenzintervall (K1) fir die
cinzelnen PrifgréBen. Nach der Vorlage aus Tabelle 1 zeigt eine Odds Ratio OR > 1, dass die
PriferoBe 1 eher mit der Gruppe 1 kotreliert, wihrend eine OR < 1 eine Kotrelation eher mit der
Gruppe 2 darstellt. Als PriifgréBie 1 gilt jeweils der Nachweis, als PriifgroB3e 2 der fehlende Nachweis
der untersuchten Klasse/des untersuchten Keims. Als Gruppe 1 gilt in der Regel die Gruppe der
Augengesunden, als Gruppe 2 die Gruppe mit vermuteter Infektion. Fir die Berechnung des
Einflusses der antibiotischen Vorbehandlung gilt die Gruppe mit Vorbehandlung als Gruppe 1 und
die Gruppe ohne Vorbehandlung als Gruppe 2.

Wie unter ,,Mikrobiologische Analysen® beschrieben war es bei Bindehautabstrichen neben der
Identifikation des Keims auch méglich Aussagen iiber die Keimmenge zu treffen. Die hier gewonnen

Daten wurden auf dem Niveau einer Ordinalskala angegeben:
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1 — nach Anreicherung

2 — spirlich
3 — maBig
4 — reichlich

Die Daten wurden wie folgt in Form einer Tabelle gesammelt:

Tabelle 2: Auszng ans dem ugrunde liegenden Datensary,

Keimmenge Gruppe

1 0
1 1
1 0
3 0
4 0
2 0
2 1
3 0
2 1
1 1

Jede Zeile entspricht Angaben zu den Ergebnissen eines einzelnen nachgewiesenen Keims. Linke Spalte: ordinalskalierte Angabe der
Keimmenge, rechte Spalte: Angabe zur Gruppenzugehirigkeit (1 — Gruppe der Augengesunden; 0 — Gruppe mit vermunteter Infektion)

Ob die beobachteten Unterschiede statistisch signifikant sind, wurde mithilfe des exakten Wilcoxon-

Mann-Whitney-Tests bestimmt. Unter Zuhilfenahme der Funktion wilcox_test (30) wurde auch

hierfir die Statistik-Software R genutzt.

Zur Beurteilung des Unterschieds beziiglich der Keimmenge zwischen den beiden Gruppen wurde
die einseitige Alternativhypothese formuliert, dass die nachgewiesene Keimmenge in der Gruppe mit
vermuteter Infektion regelhaft gréBer sei als in der Gruppe der Augengesunden. Dementsprechend
gilt als Nullhypothese, dass die nachgewiesene Keimmenge in der Gruppe der Augengesunden
regelhaft gleich oder gréBer als in der Gruppe mit vermuteter Infektion sei. Wenn 6 denjenigen Wert
angibt, um den die Verteilung der Werte fiir die Keimmenge in der Gruppe mit vermuteter Infektion
gegentiber der Verteilung in der Gruppe der Augengesunden verschoben ist, ergibt sich folgendes
Hypothesenpaar:

Hy:6 £0; Hi: 6 > 0.

Neben der Untersuchung der Gesamtheit aller positiven Abstriche wurden 4quivalent zur
Untersuchung des Keimnachweises zusitzlich diejenigen Keime bzw. Klassen separat untersucht, die
sowohl als Teil der Normalflora, als auch als klassische Erreger bei Infektionen vorbeschrieben sind.

D.h. Staphylococcus aurens, Streptokokken, sowie Coryne- und Propionibakterien. Aufgrund der zu
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erwartenden grolen Fraktion der Koagulase-negativen Staphylokokken wird der Test ebenso fiir

diese Fraktion durchgefiihrt.

5.7 Material und Gerate

Tabelle 3: Material

Material
Zweck Artikel Hersteller Firmensitz
Lokalanasthetikum | Conjucain®EDO® Dr. Gerhard Mann Berlin, Deutschland
Augentropfen chem.-pharm. Fabrik
GmbH
Abstrichtupfer eSwab™ Copan ltalia SpA Brescia, Italien
Transportmedium | Liquid amies Copan ltalia SpA Brescia, Italien
preservation
medium
Transport-und Brain Heart Infusion  Becton Dickinson Heidelberg,
nahrmedium GmbH Deutschland
Oxoid Deutschland Wesel, Deutschland
GmbH
Nahrmedien Blut-, Kochblut-, zur Verfugung gestellt vom
MacConkey- Kooperationspartner:
Agarplatten Institut fir Mikrobiologie des UKGM am
Standort Marburg
Tabelle 4: Geriite
Gerate
Zweck Artikel Hersteller Firmensitz
Maldi-tof-ms Maldi Biotyper Bruker Billerica,
Massachusetts, USA
Resistenztestung | MicroScan WalkAway Beckman Coulter Brea, Kalifornien, USA
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6 Ergebnisse

6.1 Demographie

Im Rahmen dieser Studie wurden zwei Gruppen miteinander verglichen:

1. eine Gruppe mit klinisch vermuteter Infektion der Augenoberfliche, welche in der klinischen
Routine einen Abstrich (Bindehautabstrich oder Hornhautkratzabstrich) zwischen Januar 2016
und September 2020 erhielt,

2. eine Gruppe ohne erkennbare Erkrankung der Augenoberfliche, welche als Vergleichsgruppe
einen Bindehaut- oder Hornhautabstrich im Zeitraum zwischen Mai und September 2020

erhielt, im Folgenden Gruppe der Augengesunden genannt.

Insgesamt wurden 713 Abstriche von 689 Augen und 672 Personen analysiert. Davon fielen 499
Abstriche von 475 Augen und 458 Personen auf die Gruppe mit vermuteter Infektion, sowie 214
Abstriche von 214 Augen und Personen auf die Gruppe der Augengesunden. Zur Analyse der Daten

wird mit den Ergebnissen aller Abstriche gearbeitet.

Die Gruppe der Augengesunden, die einen Bindehautabstrich erhielten, bestand aus 106 Abstrichen
von 106 Personen. Hiervon waren 51 von Frauen im Alter von 19 bis 86 Jahren und 55 von Minnern
zwischen 18 und 89 Jahren. Das mittlere Alter in dieser Gruppe betrug 63 Jahre mit einer
Standardabweichung von 18,6 Jahren. Die Gruppe von Bindehautabstrichen bei vermuteter Infektion
bestand aus 222 Abstrichen. Hiervon fielen 94 auf Frauen im Alter von 0 bis 94 Jahren und 128 auf
Minner zwischen 0 und 92 Jahren. In dieser Gruppe betrug das mittlere Alter 52,5 Jahre mit einer

Standardabweichung von 24,6 Jahren.

Die Gruppe von Augengesunden, die einen Hornhautabstrich erhielten, beinhaltete 108 Abstriche.
Sie setzte sich aus 61 Abstrichen bei Frauen zwischen 19 und 92 Jahren und 47 von Minnern
zwischen 21 und 83 Jahren zusammen. Das mittlere Alter in dieser Gruppe lag bei 65 Jahren mit
ciner Standardabweichung von 15,8 Jahren. Die Gruppe von Hornhautkratzabtstrichen bei
vermuteter Infektion bestand aus 277 Abstrichen, wovon 145 bei Frauen im Alter von 5 bis 92 Jahren
und 132 bei Minnern zwischen 5 und 90 Jahren durchgefithrt wurden. Das mittlere Alter dieser

Gruppe betrug 55,2 Jahre mit einer Standardabweichung von 22,6 Jahren.
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Tabelle 5: Zusammensetzung der Studienpopulation

Gesamt
Bindehautabstriche Hornhautabstriche
Vermutete Vermutete
Augengesunde Augengesunde
Infektion Infektion
713
Abstriche 328 385
106 222 108 277

Alter zum Zeitpunkt der Bindehautabstriche
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Abbildung 5: 1 erteilung von Alter und Geschlecht der Personen zum Zeitpunkt der Bindebantabstriche



Alter zum Zeitpunkt der Hornhautabstriche
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Abbildung 6: 1 erteilung von Alter und Geschlecht der Personen zum Zeitpunkt der Hornhantabstriche

6.2 Keimnachweisrate

Die Untersuchungen der Keimnachweisrate zeigten fur die Gruppe der Augengesunden, dass 85 der
106 (80%) Bindehautabstriche und 86 der 108 (80%) Hornhautabstriche einen Keimnachweis
erbrachten. 12 (11%) Bindehautabstriche erbrachten dabei den Nachweis von mindestens zwei
verschiedenen Keimen, wihrend es bei Hornhautabstrichen 5 (4,6%) waren. In der Gruppe mit
vermuteter Infektion zeigten 132 von 222 (60%) Bindehautabstrichen und 169 von 277 (61%)
Hornhautabstrichen einen Keimnachweis, wobei 34 (15) Bindehautabstriche und 19 (6,9%)

Hornhautabstriche den Nachweis von mindestens zwel verschiedenen Keimen erbrachten.

In der Gegentiberstellung der Keimnachweisraten der Gruppe der Augengesunden und der Gruppe
mit vermuteter Infektion ergab sich fur Bindehautabstriche ein hoch signifikant hiufigerer
Keimnachweis in der Gruppe der Augengesunden (OR=2,75; 95%-KI: 1,56-5,0; p<0,001). Auch fir
Hornhautabstriche ergibt sich dieser Effekt (OR=2,49; 95%-KI: 1,44-4,4; p<0,001), sodass fiir beide
Abstrichtechniken die Nullhypothese verworfen und die Alternativhypothese angenommen werden

konnte.

Beziiglich der Untersuchung, wie hiufig mindestens zwei verschiedene Keime nachgewiesen wurden
ergab sich weder fir Bindehautabstriche (OR=0,71; 95%-KI: 0,32-1,48; p=0,4), noch fir
Hornhautabstriche (OR=0,66; 95%-KI: 0,19-1,89; p=0,5) ein Signifikanzniveau, dass fiir die
Annahme der Alternativhypothese spriche, sodass die Nullhypothese hier nicht verworfen werden

konnte.

Tabelle 6: Ergebnisse der Gegeniiberstellung der Keimnachweisrate bei Augengesunden und Patient:innen it vermuteter Infektion in exakten
X?-Test nach Fisher

Nachweis mind. zweier verschiedener
Keimnachweis Keime
OR 95%-KI p-Wert OR 95%-KI p-Wert
BH 2,75 1,56-5,0 <0,001 0,71 0,32-1,48 0,4
HH 2,49 1,44-4.4 <0,001 0,66 0,19-1,89 0,5
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Abbildung 7: Keinnachweisraten bei Bindehantabstrichen
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Abbildung 8: Keinmachweisraten bei Hornhautabstrichen

Abbildungen 7 und 8: Anteil von Abstrichen it Keimnachweis an der Gesamtmenge von Abstrichen innerbalb der jeweiligen Gruppe. Die

zusarzliche Unterteilung eigt den Nachweis eines Kezms (jeweils nnten) sowie Nachweis mind. Zweier verschiedener Keime (jeweils oben).

-

Kennzeichnungen fiir p-Werte gelten fiir die Keinnachweisrate, nicht fiir den Nachweis mebrerer Keime.

6.3 Keimnachweisrate unter Beriicksichtigung der Vorbehandlung

Unter Bertcksichtigung einer antibiotischen Behandlung im Vorfeld des durchgefithrten Abstrichs
verschieben sich die oben genannten Werte. Fiir Proband:innen der Gruppe der Augengesunden galt
eine antibiotische Vorbehandlung als Ausschlusskriterium, sodass fiir die folgende
Gegeniiberstellung die unter 5.2 genannten Werte dieser Gruppe Giiltigkeit behalten. In der Gruppe
mit vermuteter Infektion fand bei 115 von 222 (52%) Bindehautabstrichen im Vorfeld bereits eine

antibiotische Behandlung statt. Bei 5 Bindehautabstrichen war unbekannt, ob eine Vorbehandlung
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stattfand. Von den 277 Hornhautabstrichen erfolgten 125 (45%) nach antibiotischer Vorbehandlung.

Bei 2 Hornhautabstrichen war der Status der Vorbehandlung unbekannt.

In der Betrachtung der Bindehautabstriche ergab sich ein Keimnachweis in 55 von 115 (48%)
Abstrichen nach antibiotischer Vorbehandlung und in 75 von 102 (74%) ohne vorherige antibiotische
Behandlung. Bei Hornhautabstrichen erfolgte der Keimnachweis in 67 von 125 (54%) Abstrichen
nach antibiotischer Vorbehandlung und in 101 von 150 (67%) ohne antibiotische Vorbehandlung.

In der Gegentberstellung der einzelnen Gruppen lief3 sich der zuvor beschriebene hoch signifikante
Unterschied zwischen der Gruppe mit vermuteter Infektion und der der Augengesunden nicht
verallgemeinern. So zeigte sich hinsichtlich der Keimnachweisrate in der Betrachtung ausschlieB3lich
der Bindehautabstriche ohne vorherige antibiotische Therapie kein signifikanter Unterschied zur

Gruppe der Augengesunden (OR=1,45; 95%-KI: 0,73-2,95; p=0,3).

Fir Hornhautabstriche zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe der
Augengesunden und der Gruppe mit vermuteter Infektion und ohne antibiotische Vorbehandlung

(OR=1,89; 95%-KI: 1,03-3,56; p=0,03).

Unter den 115 Bindehautabstrichen bei vermuteter Infektion und mit antibiotischer Vorbehandlung
erfolgte in 10 (8,7%) der Nachweis mindestens zweier verschiedener Keime. Ohne antibiotische
Vorbehandlung war der Nachweis mindestens zweier verschiedener Keime in 23 der 102 Fille (23%)
zu beobachten. Von 125 Hornhautabstrichen bei vermuteter Infektion und mit antibiotischer
Vorbehandlung zeigten 5 (4,0%) den Nachweis mindestens zweier verschiedener Keime. Ohne

antibiotische Vorbehandlung waren es 19 von 150 (6,9%).

Hierbei zeigte sich in der Gegeniiberstellung der einzelnen Gruppen, die einen Bindehautabstrich

erhielten zwischen Augengesunden und Unvorbehandelten mit vermuteter Infektion ein signifikanter

Unterschied (OR=0,44; 95%-KI: 0,19-0,99; p=0,04).

Fir Hornhautabstriche konnte fiir die Gegentiberstellung der Gruppe der Augengesunden und der
Gruppe ohne Vorbehandlung kein signifikanter Unterschied beziiglich des Nachweises mindestens

zweler verschiedener Keime ermittelt werden (OR=0,47; 95%-KI: 0,13-1,45; p=0,2).

Tabelle 7: Ergebnisse der Gegeniiberstellung der Keimmachweisrate bei Augengesunden und Patient:innen mit vermuteter Infektion unter
Ausschluss der Vorbehandelten im exakten x2-Test nach Fisher

Nachweis mind. zweier verschiedener
Keimnachweis Keime
OR 95%-KI p-Wert OR 95%-KI p-Wert
BH 1,45 0,72-2,95 0,3 0,44 0,19-0,99 0,04
HH 1,89 1,03-3,56 0,03 0,47 0,13-1,45 0,2
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Abbildung 9: Keinnachweisraten bei Bindehantabstrichen unter Ausschluss der 1 orbebandelten
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Abbildung 10: Keinmachweisraten bei Hornbautabstrichen unter Ausschluss der 1 orbehandelten

Abbildungen 9 und 10: Anteil von Abstrichen mit Keimnachweis an der Gesamtmenge von Abstrichen innerbalb der jeweiligen Gruppe. Die
Gruppe mit vermuteter Infektionen wird bier auf diejenigen ohne antibiotische 1 orbebandlung reduziert. Die zusdtzliche Unterteilung eigt den
Nachweis eines Keims (jeweils unten) sowie Nachweis mind. gweier verschiedener Keime (jeweils oben). Kennzeichnungen fiir p-Werte gelten fiir

die Keimnachweisrate, nicht fiir den Nachweis mebrerer Keinze.

6.4 Nachweisrate nach Gram-Verhalten und Erscheinungsbild

Unter allen Bindehaut- und Hornhautabstrichen wurden jeweils 37 verschiedene Keime

nachgewiesen. Insgesamt wurden 54 verschiedene Keime nachgewiesen.

Unabhingig von der Zugehérigkeit zur Gruppe der Augengesunden oder zu der mit vermuteter
Infektion waren grampositive Kokken die mit Abstand am haufigsten nachgewiesenen Keime. Fir
Augengesunde ergab sich, dass in 106 Bindehautabstrichen 95 (90%) Fille eines Nachweises

grampositiver Kokken vorlagen. In 108 Hornhautabstrichen waren es 88 (82%). In der Gruppe mit
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vermuteter Infektion lagen in 222 Bindehautabstrichen 132 (60%) Fille eines Nachweises

grampositiver Kokken vor, in 277 Hornhautkratzabstrichen waren es 142 (51%)).

Grampositive Stibchen und Pleomorphe wurden bei Augengesunden in 1 (0,9%) von 106
Bindehautabstrichen und 0 (0%) von 108 Hornhautabstrichen gefunden. In der Gruppe mit
vermuteter Infektion waren es 12 (5,4) von 222 Bindehautabstrichen und 21 (7,6%) von 277

Hornhautabstrichen.

Weiterhin wurden in einem (0,9%) der Bindehautabstriche und keinem der Hornhautabstriche bei
Augengesunden gramnegative Kokken gefunden. Bei vermuteter Infektion konnten gramnegative
Kokken in 4 (1,8%) der Bindehautabstriche und 5 (1,8%) der Hornhautabstriche nachgewiesen

werden.

Der Nachweis gramnegativer Stibchen gelang in keinem der Bindehautabstriche und 3 (2,8%) der
Hornhautabstriche bei Augengesunden, wihrend es 25 (11%) der Bindehautabstriche und 21 (7,6%)

der Hornhautabstriche bei vermuteter Infektion waren.

Pilze konnten in einem (0,9%) der Bindehautabstriche und keinem der Hornhautabstriche bei

Augengesunden nachgewiesen werden. In der Gruppe mit vermuteter Infektion gelang der Nachweis

in einem (0,5%) der Bindehautabstriche und 2 (0,7%) der Hornhautabstriche.

In der Gegeniiberstellung der einzelnen Gruppen ergab sich, dass grampositive Kokken
hochsignifikant hiufiger bei Augengesunden nachgewiesen werden konnten. Dies war sowohl bei
Bindehautabstrichen (OR=5,9; 95%-KI: 2,92-13; p<0,001), als auch bei Hornhautabstrichen
(OR=4,2; 95%-KI: 2,39-7,6; p<0,001) der Fall.

Fir grampositive Stibchen und Pleomorphe ergab sich kein signifikanter Effekt bei
Bindehautabstrichen (OR=0,167; 95%-KI: 0,004-1,16; p=0,07), jedoch ein sehr signifikanter Effekt
fir Hornhautabstriche (OR=1x1019%; 95%-KI: 1x1019-0,47; p=0,002) im Sinne eines hiufigeren

Nachweises bei vermuteter Infektion.

Die Betrachtung der gramnegativen Kokken zeigte weder fiir Bindehautabstriche (OR=0,70; 95%-
KI: 0,01-8,8; p=1), noch fur Hornhautabstriche (OR=1x10-19; 95%-KI: 1x10-19-3,89; p=0,06) einen
signifikanten Effekt.

Fir gramnegative Stibchen ergab sich ein hochsignifikanter Effekt bei Bindehautabstrichen
(OR=1x10-19; 95%-KI: 1x10-19-0,29; p<0,001) im Sinne eines hiufigeren Nachweises bei
vermuteter Infektion. Fiir Hornhautabstriche zeigte sich kein signifikanter Effekt (OR=0,33; 95%-

KI: 0,06-1,14; p=0,07).

Fir die Gruppe der Pilze ergab sich weder fiir Bindehautabstriche (OR=2,10; 95%-KI: 0,03-165;
p=0,5), noch fiir Hornhautabstriche (OR=1x10-19; 95%-KI: 1x10-19-13; p=1) ein signifikanter
Effekt.
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Tabelle §: Ergebnisse der Gegeniiberstellung der Nachweisrate nach Gram-V erbalten bei Augengesunden nnd Patient:innen mit vermuteter
Infektion im exakten x?-Test nach Fisher

OR 95%-KI p-Wert
rampositive Kokken BH 2,9 2,92-13 <0,001
gramp HH 42 2,39-7,6 <0,001
grampositive BH 0,167 0,004 -1,16 0,07
Stabchen und
Pleomorphe HH 1x10%° 1x10°- 0,47 0,002
. BH 0,70 0,01-8,8 1
gramnegative Kokken ) )
HH 1x10"° 1x101°- 3,89 0,6
. .. BH 1x107° 1x107%%°- 0,29 <0,001
gramnegative Stabchen
HH 0,33 0,06-1,14 0,07
Pilze BH 2,10 0,03-165 0,5
HH 1x10™*° 1x10'°-13 1

Pravalenz der durch Bindehautabstriche nachgewiesenen Keime
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Abbildung 11: Keinmachweisraten der Keimgruppen bei Bindehantabstrichen

31



Pravalenz der durch Hornhautabstriche nachgewiesenen Keime
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Abbildung 12: Keinmachweisraten der Keimgruppen bei Hornbautabstrichen

5.5 Nachweisrate innerhalb spezieller Klassen

Unter den Klassen, die in den Fokus gertickt wurden, waren die Koagulase-negativen Staphylokokken
die groBte Fraktion. Sie konnten unter 106 Bindehautabstrichen in 85 (80%) Fillen und unter 108
Hornhautabstrichen in 81 (75%) Fillen bei Augengesunden nachgewiesen werden. Bei vermuteter

Infektion konnten sie in 78 (35%) von 222 Bindehautabstrichen und 83 (30%) von 277

Hornhautabstrichen nachgewiesen werden.

Staphylococcns anrens wurde in 10 (9,4%) der Bindehautabstriche und 5 (4,6%) der Hornhautabstriche
bei Augengesunden nachgewiesen. Bei vermuteter Infektion wurde er in 37 (17%) der

Bindehautabstriche und 41 (15%) der Hornhautabstriche nachgewiesen.

Der Nachweis von Streptokokken erfolgte in keinem der Bindehautabstriche und einem (0,9%) der
Hornhautabstriche bei Augengesunden, sowie bei 14 (6,3%) der Bindehautabstriche und 15 (5,4%)

der Hornhautabstriche bei vermuteter Infektion.

Coryne- und Propionibakterien konnten in einem (0,9%) der Bindehautabstriche und keinem der
Hornhautabstriche bei Augengesunden nachgewiesen werden. Bei vermuteter Infektion waren es 7

(3,2%) der Bindehautabstriche und 16 (5,8%) der Hornhautabstriche.

Fir Bindehautabstriche wurde der Nachweis von Haemophilus influenzae niher betrachtet. Dieser
konnte in keinem der Abstriche bei Augengesunden und 8 (3,6%) der Abstriche bei vermuteter

Infektion nachgewiesen werden.

Aquivalent wurde fiir Hornhautabstriche die Nachweisrate von Pseudomonas aernginosa untersucht. Er
wurde in keinem der Abstriche bei Augengesunden und 12 (4,3%) der Abstriche bei vermuteter

Infektion nachgewiesen.
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In der statistischen Analyse ergab sich, dass Koagulase-negative Staphylokokken bei
Bindehautabstrichen (OR=7,4; 95%-K1: 4,2-13; p<0,001) und Hornhautabstrichen (OR=7,0; 95%-
KI: 4,1-12; p<0,001) hochsignifikant hiufiger in der Gruppe der Augengesunden nachgewiesen

wutrden.

Far Staphylococens anrens konnte bei Bindehautabstrichen kein signifikanter Effekt beobachtet werden
(OR=0,52; 95%-KI: 0,22-1,13; p=0,09), wihrend bei Hornhautabstrichen ein sehr signifikanter
Effekt im Sinne eines hiufigeren Nachweises bei vermuteter Infektion beobachtet werden konnte

(OR=0,28; 95%-KI: 0,08-0,74; p=0,005).

In der Betrachtung der Gruppe der Streptokokken zeigte sich, jeweils im Sinne eines hiufigeren
Nachweises bei vermuteter Infektion, ein sehr signifikanter Effekt bei Bindehautabstrichen
(OR=1x10-1%; 95%-KI: 1x10-19-0,61; p=0,006) und ein signifikanter Effekt bei Hornhautabstrichen
(OR=0,16; 95%-KI: 0,004-1,09; p=0,05).

Fir Coryne- und Propionibakterien konnte bei Bindehautabstrichen kein signifikanter Effekt
beobachtet werden (OR=0,29; 95%-KI: 0,006-2,33; p=0,4). Fiir Hornhautabstriche ergab sich jedoch
ein sehr signifikanter Effekt im Sinne eines haufigeren Nachweises bei vermuteter Infektion

(OR=1x10-1% 95%-KI: 1x10-1°-0,64; p=0,008)

In der Untersuchung der Nachweisraten von Haemophilus influenzae bei Bindehautabstrichen ergab

sich kein signifikanter Effekt (OR=1x10-19; 95%-KI: 1x10-1%-1,21; p=0,00).

In der analogen Untersuchung von Pseusdomonas aeruginosa bei Hornhautabstrichen zeigte sich ein

signifikanter Unterschied (OR=1x10-19; 95%-KI: 1x10-10-0,90; p=0,02).

Tabelle 9: Ergebnisse der Gegeniiberstellung der Nachweisrate der einzelnen Keime bzmw. Keimbklassen bei Augengesunden und Patient:innen
mit vermuteter Infektion im exakten X°-1est nach Fisher

OR 95%-KI p-Wert
Koagulase-negative BH 7,4 42-13 1x10*
Staphylokokken HH 7,0 4,1-12 1x107*
Staphylococcus aureus BH 0,52 0,22-1,13 0,09
HH 0,28 0,08-0,74 0,005
Streptokokken BH 1x1071 1x10° - 0,61 0,006
HH 0,16 0,004 -1,09 0,049
Coryne- & BH 0,29 0,006 - 2,33 0,4
Propionibakterien HH 1x107° 1x10°- 0,64 0,008
Haemophilus influenzae BH 1x101% 1x101°-1,21 0,06
Pseudomonas aeruginosa HH 1x10°° 1x10?°-0,90 0,02
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Pravalenz der durch Bindehautabstriche nachgewiesenen Keime
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Abbildung 14: Keimnachweisraten der einzelnen Keime bzw. Keim#lassen bei Hornhantabstrichen
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Tabelle 10: Privalenz der durch Bindebautabstriche nachgewiesenen Keinme

Keim Bei vermuteter Infektion  Bei Augengesunden
n (%) n (%)
Gram-positive Kokken 132 (60) 95 (90)
Enterococcus sp. 3(1,4) 0(0)
Staphylococcus aureus 37 (17) 10 (9,4)
Staphylococcus capitis 1(0,5) 6 (5,7)
Staphylococcus cohnii 0(0) 1(0,9)
Staphylococcus epidermidis 0(0) 71 (67)
Staphylococcus hominis 0 (0) 1(0,9)
Staphylococcus lugdunensis 1(0,5) 4 (3,8)
Staphylococcus pasteuri 0 (0) 1(0,9)
Staphylococcus sp. (koag.-neg.*) 75 (34) 0(0)
Staphylococcus warneri 1(0,5) 1(0,9)
Streptococcus pneumoniae 2(0,9) 0(0)
Streptococcus pyogenes 2(0,9) 0 (0)
Streptococcus sp. (n. hém.**) 1(0,5) 0(0)
Streptococcus sp. (vergriinend) 9(4,1) 0(0)
Gram-positive Stabchen und Pleomorphe 12 (5,4) 1(0,9)
Actinomyces israelji 1(0,5) 0(0)
Bacillus sp. 2(0,9) 0(0)
Corynebacterium accolens 0 (0) 1(0,9)
Corynebacterium sp. 6(2,7) 0(0)
Lactobacillus sp. 2(0,9) 0 (0)
Propionibacterium propionicum 1(0,5) 0(0)
Gram-negative Kokken 4 (1,8) 1(0,9)
Moraxella catarrhalis 2(0,9) 0(0)
Moraxella osloensis 1(0,5) 1(0,9)
Neisseria sp. 1(0,5) 0(0)
Gram-negative Stabchen 25 (11) 0 (0)
Acinetobacter Iwoffii 1(0,5) 0(0)
Burkholderia cepacia species 1(0,5) 0 (0)
Escherichia coli 1(0,5) 0(0)
Fusobacterium nucleatum 1(0,5) 0 (0)
Haemophilus influenzae 8(3,6) 0(0)
Klebsiella oxytoca 1(0,5) 0 (0)
Klebsiella pneumoniae 1(0,5) 0(0)
Morganella morganii 1(0,5) 0(0)
Pantoea agglomerans 1(0,5) 0(0)
Proteus mirabilis 1(0,5) 0(0)
Pseudomonas aeruginosa 6(2,7) 0(0)
Serratia marcescens 1(0,5) 0(0)
Stenotrophomonas maltophilia 1(0,5) 0(0)
Pilze 1(0,5) 1(0,9)
Candida albicans 1(0,5) 0(0)
Candida parapsilosis 0 (0) 1(0,9)

Keimmamen wie in den Befunden des Instituts fiir Mzkrobiologie angegeben. Detailbestimmungen innerhalb einer Species sind im klinischen
Alltag zum Teil nicht erfolgt bzw. waren zum Teil nicht miglich; *-Koagulase-negativ, **-nicht hamolysierend
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Tabelle 11: Nachweisraten der einzgelnen Keime bei Hornhautabstrichen

Keim Bei vermuteter Infektion  Bei Augengesunden
n (%) n (%)
Gram-positive Kokken 142 (51) 88 (82)
Enterococcus faecalis 2(0,7) 0(0)
Enterococcus sp. 0 (0) 1(0,9)
Staphylococcus aureus 41 (15) 5(4,6)
Staphylococcus capitis 8(2,9) 5 (4,6)
Staphylococcus cohnii 1(0,4) 0(0)
Staphylococcus epidermidis 54 (20) 72 (67)
Staphylococcus hominis 5(1,8) 2(1,9)
Staphylococcus lugdunensis 1(0,4) 2(1,9)
Staphylococcus saprophyticus 1(0,4) 0(0)
Staphylococcus sp. 1(0,4) 0 (0)
Staphylococcus sp (koag.-neg*.) 10(3,6) 0(0)
Staphylococcus warneri 3(1,1) 0 (0)
Streptococcus oralis 1(0,4) 0 (0)
Streptococcus pneumoniae 6(2,2) 0 (0)
Streptococcus pyogenes 2(0,7) 0 (0)
Streptococcus sp (vergriinend) 5(1,8) 1(0,9)
Streptococcus suis 1(0,4) 0(0)
Gram-positive Stabchen und Pleomorphe 21 (7,6) 0 (0)
Bacillus sp. 1(0,4) 0(0)
Brevibacillus borstelensis 1(0,4) 0 (0)
Corynebacterium macginleyi 1(0,4) 0 (0)
Corynebacterium striatum 1(0,4) 0 (0)
Micrococcus luteus 3(1,1) 0 (0)
Propionibacterium acnes 14 (5,1) 0 (0)
Gram-negative Kokken 5(1,8) 0(0)
Moraxella catarrhalis 1(0,4) 0 (0)
Moraxella nonliquefaciens 3(1,1) 0(0)
Neisseria sp.. 1(0,4) 0 (0)
Gram-negative Stabchen 21(7,6) 3(2,8)
Acinetobacter Iwoffii 1(0,4) 0 (0)
Citrobacter sp. 1(0,4) 0 (0)
Enterobacter cloacae komplex 1(0,4) 0 (0)
Escherichia coli 2(0,7) 1(0,9)
Morganella morganii 0(0) 1(0,9)
Proteus mirabilis 1(0,4) 1(0,9)
Proteus vulgaris 1(0,4) 0 (0)
Pseudomonas aeruginosa 12 (4,3) 0 (0)
Serratia liquefaciens 1(0,4) 0 (0)
Serratia marcescens 1(0,4) 0 (0)
Pilze 2(0,7) 0 (0)
Aspergillus terreus 1(0,4) 0(0)
Candida albicans 1(0,4) 0 (0)

Tabelle 10 und 11: Keimnamen wie in den Befunden des Instituts fiir Mikrobiologie angegeben. Detailbestimmungen innerhalb einer Species
sind im klinischen Alltag zum Teil nicht erfolgt bza. waren zum Teil nicht moglich; *-Koagulase-negativ
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6.6 Keimmenge

Hinsichtlich der Bestimmung der Keimmengen bei Bindehautabstrichen, die einen Keimnachweis
erbrachten, ergab sich, dass in der Gruppe der Augengesunden 20 (20%) der 98 gefundenen Keime
erst nach prolongierter Anreicherungsphase in der Hirn-Herz Bouillon nachweisbar waren. In der
Gruppe mit vermuteter Infektion waren es 36 (21%) von insgesamt 174 gefundenen Keimen. 73
(75%) der bei Augengesunden nachgewiesenen Keime lagen in sparlicher Menge vor, wihrend es bei
vermuteter Infektion 94 (54%) waren. Eine miBige Keimmenge konnte in 5 (5,1%) Fillen bei
Augengesunden und 37 (21%) Fillen bei vermuteter Infektion beobachtet werden. Reichliche
Keimmengen wurden bei Augengesunden nicht beobachtet, bei vermuteter Infektion lagen sie in 4

(2,3%) Fillen vor.

In der Analyse durch den Wilcoxon-Mann-Whitney-Test zeigte sich, dass die beobachtete
Keimmenge in der Gruppe mit vermuteter Infektion signifikant groBBer war als in der Gruppe der

Augengesunden (p=0,01)
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Abbildung 15: Darstellung der Keinmenge unter Beriicksichtigung aller Keine

In der Betrachtung ausschlief3lich der Koagulase-negativen Staphylokokken zeigte sich, dass 19 (22%)
von 85 gefundenen Keimen erst nach Anreicherung nachweisbar waren. Bei vermuteter Infektion
waren es 23 (30%) von 78. Bei Augengesunden lagen sie in 62 (73%) Fillen spirlich vor, bei
vermuteter Infektion in 51 (65%) Fillen. MidBig lagen in der Gruppe der Augengesunden 4 (4,7%)
und in der Gruppe mit vermuteter Infektion 3 (3,8%) Keime vor. Reichlich war 1 (1,3%) Keim in

der Gruppe mit vermuteter Infektion zu beobachten.

Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test ergab sich hinsichtlich groBerer Keimmengen bei vermuteter

Infektion keine Signifikanz (p=0,8).
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Abbildung 16: Darstellung der Keimmenge unter Beriicksichtigung Koagulase-negativer Staphylokokken
Staphylococcns anrens war bei Augengesunden in 1 (10%) von 10 Fillen nach Anreicherung
nachzuweisen, bei vermuteter Infektion war dies in 5 (14%) von 37 der Fall. Sparlich war er in 8
(80%) Fillen bei Augengesunden und in 14 (38%) bei vermuteter Infektion nachzuweisen. In 1 (10%)
Fall der Augengesunden und 15 (41%) bei vermuteter Infektion lag er miBig vor. Reichlich war er in

3 (8,1%) Fillen bei vermuteter Infektion zu beobachten.

Im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test ergab sich hierbei, dass die Keimmenge bei vermuteter Infektion

signifikant hoher ist als bei Augengesunden (p= 0,04).
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Abbildung 17: Darstellung der Keimmenge unter Beriicksichtigung von Staphylococcus anrens

Streptokokken lagen bei vermuteter Infektion in 2 (15%) von 13 Fillen nach Anreicherung, in 4
(31%) spiirlich, in 7 (54%) miBig und in keinem Fall reichlich vor. Da sie in Bindehautabstrichen bei
Augengesunden nicht zu finden waren, war eine Analyse im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test nicht

moglich.
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Abbildung 18: Darstellung der Keimmenge unter Beriicksichtigung der Streptokokken

Coryne- und Propionibakterien waren nur in 1 Fall bei Augengesunden nachweisbar, hier lagen sie
spirlich vor. Bei vermuteter Infektion lagen sie in 1 (14%) von 7 Fillen nach Anreicherung und in 6
(86%) Fillen spirlich vor. In miBiger oder reichlicher Menge waren sich nicht vorzufinden. Im

Willcoxon-Mann-Whitney-Test ergab sich keine Signifikanz (p=1,000)
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Abbildung 19: Darstellung der Keimmenge unter Beriicksichtignng der Coryne- und Propionibakterien
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Tabelle 12: Hanfigkeitsverteilung der Keinmmenge, sowze die Ergebnisse des Wilcoxon-Mann-W hitney-Tests

Koagulase-
ti Strepto- Coryne- &
Alle negative Staphylococcus P Propioni-
Staphylo- kokken .
aureus bakterien
kokken
p 0,01 0,8 0,04 X 1
Infektion 2,3 1,3 8,1 0 0
reichlich
gesund 0 0 0 0 0
Infektion 21 3,8 41 54 0
maRig
gesund 51 4.7 10 0 0
Infektion 54 65 38 31 86
sparlich
gesund 75 73 80 0 100
nach Infektion 21 30 14 15 14
Anreiche-
rung gesund 20 22 10 0 0

Angabe der Keimmenge in Prozent; p-Werte ans dem Wilcoxon-NMann-W hitney-Test,
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7 Diskussion

In dieser Arbeit wurden mikrobiologische Proben der Augenoberfliche untersucht. Hierbei wurden
Proben von Proband:iinnen mit gesunder Augenoberfliche und Patient:innen mit vermuteter
Infektion der Augenoberfliche verglichen. Die Grundannahme war, dass sich die Standortflora
sowohl bei Gesunden als auch, neben den die Krankheit bedingenden Erregern, bei Erkrankten

finden lasst.

Ziel der Studie war die Interpretation von mikrobiologischen Befunden zu erleichtern. Hierzu
wurden Aspekte eines mikrobiologischen Befunds gesucht, die es plausibler machen, dass es sich um
einen pathogenen Erreger der Augeninfektion (und nicht um einen apathogenen Keim der

Standortflora) handelt.

Untersucht wurde hierzu ecinerseits die Keimnachweisrate, d.h., ob Keime angeziichtet werden
konnten oder nicht. Andererseits die Keimdifferenzierung, d.h. welche Keime angeziichtet werden
konnten. Zusitzlich ermittelten wir die Keimmenge, d.h. wie viele koloniebildende Einheiten

nachgewiesen wurden.

Hintergrund ist die schwierige Beurteilbarkeit mikrobiologischer Befunde bei Keratitiden und
Konjunktivitiden bei gleichzeitig hoher Relevanz der Ergebnisse. Die schwierige Beurteilbarkeit
ergibt sich unter anderem aus einer hohen Zahl an Proben, die ohne Erregernachweis bleiben, bzw.
nur den Nachweis fraglich apathogener oder niederpathogener Keime erbrachten (49) . Die klinische
Relevanz zeigt sich bei Betrachtung mdéglicher Folgen von Infektionen der Augenoberfliche,
insbesondere der Keratitiden. Hierzu zdhlen zum Beispiel Descemetocelen, Perforationen,
Sekundirglaukome (58) welche bis zur Erblindung fithren kénnen (20, 22, 51), aber auch die

Foérderung von Resistenzbildung bei Anwendung ineffektiver Antibiotika (34, 42).

Diese Studie soll daher einen Baustein zur besseren Beurteilung und folglich effektiveren Therapie
von Infektionen der Augenoberfliche bilden und so zur Privention schwerwiegender

Komplikationen beitragen.

7.1 Keimnachweisrate

Hinsichtlich der Keimnachweisrate konnten wir zeigen, dass unabhingig von der Lokalisation des
Abstrichs bei Augengesunden hiufiger Keime nachweisbar sind (je ca. 80%), als bei Patienten mit

vermuteter Infektion (je ca. 60%).

Es scheint zunichst paradox, dass bei Augengesunden hiufiger Keime nachgewiesen werden
konnten, als bei vermutlich infizierten Augen. Als entscheidender Aspekt hierflir erscheint, dass ein
groBer Anteil (45-52%) der Abstriche erst nach Einleitung einer antibiotischen Therapie durchgeftihrt
wurde. Bei dieser zuvor durchgeftihrten Therapie handelte es sich, wie in der Leitlinie der DOG und
des BVA (15) empfohlen, gehduft um Priparate mit breitem Spektrum. Hierzu zdhlen beispielsweise

Fluorchinolone wie Ofloxacin und Moxifloxacin, sowie Aminoglykoside wie Gentamicin und
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Neomycin. Letzteres wurde hidufig in Kombinationspriparaten mit weiteren Antibiotika wie
Polymyxin B und Gramicidin verwendet. Insgesamt wurde bei etwa der Hilfte aller Abstriche bereits
vor Erreichen unserer Klinik eine antibiotische Therapie eingeleitet (ca. 52% der Bindehautabstriche,
ca. 45% der Hornhautabstriche). In den Untersuchungen unserer Studie differenzierten wir diesen
Prozentsatz nicht weiter nach einzelnen Priparaten, sondern betrachteten stets die Gesamtheit

verschieden vorbehandelter Proben.

Bei Patienten mit vermuteter Infektion fithrte die antibiotische Vorbehandlung zu einer Reduktion
der Keimnachweisrate bei Bindehautabstrichen um etwa ein Viertel, bei Hornhautabstrichen um etwa
14%. Unter Ausschluss der Abstriche nach Vorbehandlung war zumindest fiir Bindehautabstriche
kein signifikanter Unterschied in der Keimnachweisrate mehr zu ermitteln (bei gleichzeitig geringerer
Fallzahl), wenngleich die Tendenz einer héheren Rate (ca. 6%) bei Augengesunden blieb. Bei
Hornhautabstrichen zeigte sich weiterhin ein signifikanter Unterschied, nun allerdings mit geringerer

Differenz der Nachweisraten im Vergleich zu den Augengesunden (ca. 13%).

Bei der Betrachtung der Hornhautabstriche kann eine artifizielle Verschiebung der
Keimnachweisraten leider nicht sicher ausgeschlossen werden. Durch die unterschiedlichen
Techniken der Probengewinnung (Kratzabstrich/Tupferabstrich) konnte sich die Materialmenge, die

die Laborergebnisse beeinflusst, unterschiedlich sein.

Dennoch sind auch pathophysiologische Mechanismen ein zu berticksichtigender Aspekt. Hierzu
zihlt insbesondere die Initiierung von Abwehrmechanismen, z.B. mechanisches Auswaschen infolge
ciner infektionsbedingten vermehrten Trinenproduktion, oder der Hochregulierung der Sekretion
von Lysozym und anderen antibakteriell wirksamen Substanzen, die spezifisch und unspezifisch
gegen Bakterien wirken kénnen, durch das Conjunktiva-assoziierte lymphatische Gewebe (56). Dies
fithrt nicht ausschlieBlich zur Eradikation der infektionsauslésenden Erreger, sondern zeitgleich zur

Reduktion der Normalflora.

7.2 Keimdifferenzierung

Durch unsere Untersuchungen kénnen wir bestitigen, dass bei Augengesunden grampositive
Kokken (90% bei Bindehaut-, bzw. 82% bei Hornhautabstrichen), im speziellen Koagulase-negative
Staphylokokken (80% bei Bindehaut-, bzw. 75% bei Hornhautabstrichen), den gré3ten Anteil der

nachweisbaren Flora ausmachen.

Hierbei zeigte sich die von uns beschriebene Normalflora erheblich weniger vielfaltig als sie es in der
Literatur vorbeschrieben ist. Sowohl bei Bindehaut- als auch bei Hornhautabstrichen wurden fast
ausschlieBlich Staphylokokken gefunden. Nur in wenigen Einzelfillen wurden andere Keime
nachgewiesen. Zweitgr6Bte Fraktion waren gramnegative Stibchen, die sich in etwa 3% der
Hornhautabstriche von Augengesunden nachweisen lieBen (Morganella morganii, Escherichia coli nnd

Protens mirabilis jeweils einmal). Hierbei bleibt fraglich, ob diese Keime tatsdchlich dauerhafter
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Bestandteil der okularen Standortflora sind, oder nur temporir infolge von Schmieriibertragungen

nachweisbar waren.

Zwar wird auch in der Literatur beschrieben, dass Staphylokokken, insbesondere Koagulase-negative,
den Grof3teil der nachweisbaren Flora ausmachen, doch auch andere Keime wie Streptokokken,
Coryne- und Propionibakterien, sowie Mikrokokken werden haufig als Teil der okularen Normalflora

beschrieben (50, 52, 57).

Ein moéglicher Grund fiir die geringere Vielfalt sind lokale bzw. globale Unterschiede. Zwar sind
hierzu bisher keine detaillierten Untersuchungen auffindbar, jedoch weist eine Arbeit von
Grzybowski (24) auf die Unterschiede hin. Unabhingig von der Region zeigen sich Koagulase-
negative-Staphylokokken als gréf3te Fraktion (10, 11, 23, 43, 45, 48, 52, 62). Corynebakterien werden
jedoch insbesondere in einer Arbeit aus Japan (62), gramnegative Bakterien und Pilze insbesondere
in einer Arbeit aus Sierra Leone (10) als Teil der Normalflora beschrieben. Ferner wurden andere

grampositive Keime vermehrt in Regionen wie Brasilien und Sierra Leone beschrieben (10, 24).

Hinzu kommt, dass unsere Proben fiir Augengesunde ab Ende Mai, vor Allem aber zwischen Juli
und September gesammelt wurden, sodass saisonale Unterschiede gegebenenfalls nicht detektiert
werden konnten. Zuvor konnte gezeigt werden, dass klimatische Verdnderungen im Jahresverlauf
Keimnachweisraten beeinflussen. In den Frihlingsmonaten April bis Juni fillt die generelle
Nachweisrate héher aus als im Rest des Jahres. Aber auch fir einzelne Keime sind saisonale
Schwankungen zu beobachten, sodass beispielsweise Streptococcus pnenmoniae und Haemophilus influenzae

Spitzen in einzelnen Monaten zeigten (57).

Als weiterer Faktor, der Keimnachweisraten verringern kann, wird regelmifige Tropfenapplikation
beschrieben (29). Diese fithrt laut Suto et al. selbst bei Patienten, die unter dem Syndrom des
trockenen Auges leiden zu reduzierten Keimnachweisraten (62). Hiufiger wird das Syndrom des
trockenen Auges jedoch in Zusammenhang mit einer erhdhten Keimnachweisrate, sowie gréf3eren
Diversitit der nachgewiesenen Keime beschrieben (23, 33). Einige zusitzliche Faktoren, die Einfluss
auf Keimnachweisraten haben, sind Diabetes mellitus (45) und Alkoholismus (25), die im
Zusammenhang mit einem Anstieg der Nachweisraten von Staphylococcus anrens gesehen werden, sowie
Morbus Behget, bei dem zusitzlich auch héhere Nachweisraten fiir Moraxellen und Streptokokken
auftraten (20). Alter, Korpergewicht, der Hormonstatus von Frauen, sowie der Augeninnendruck

scheinen keinen Einfluss auf die Keimbesiedlung der Augenoberfliche zu haben (3).

Auch technische Aspekte kommen in Frage unterschiedliche Ergebnisse in verschiedenen Arbeiten
zu bedingen. Neben den Staphylokokken sind vor allem Corynebakterien, aber auch Mikrokokken
gleichzeitig als Teil der Normalflora der Haut beschrieben (13). Aufgrund der anatomischen Nihe
zwischen Konjunktiva und Lidhaut ist denkbar, dass diese Keime akzidenziell in den Beschreibungen
der konjunktivalen Flora auftauchen, jedoch eher Zeichen einer Uberlagerung der konjunktivalen

Flora durch die Hautflora sind. Verstirkt werden konnte dieser Effekt auch durch mangelnde
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Compliance der Proband:innen, beispielsweise durch Blepharospasmus. Infolgedessen wiren lokale
Unterschiede der Hautflora, sowie die Abstrichtechnik und die Compliance der Proband:innen
Faktoren, die die Vielseitigkeit der konjunktivalen Flora beeinflussen konnten. Zusitzlich
unterscheidet sich die lokale Infrastruktur, sodass Rahmenbedingungen, die insbesondere bei kleinen
Probenmengen relevant sind, wie die Transportzeit bis in das Labor, variieren und Ergebnisse

beeinflussen kénnen (27) .

Wie eingangs beschrieben zihlen zu den ,klassischen® Keratitiserregern, bzw. denjenigen Keimen,
die klassischerweise bei Keratitiden nachgewiesen werden, vor allem Koagulase-negative
Staphylokokken wund Psexdomonas —aernginosa, aber auch Staphylococcus anrens, Streptokokken,
Corynebakterien und Moraxellen (49). Auch in unserer Arbeit zeigten sich Koagulase-negative
Staphylokokken (30%) und Staphylococcus anrens (15%) als hdufigste Vertreter bei Hornhautabstrichen.
Die tbrigen zu erwartenden Keime zeigten sich seltener (Psexdomonas aernginosa: 4%, Streptokokken:
5%). Moraxellen und Corynebakterien zeigten sich nur in Einzelfillen, jedoch konnte Propionibacterinm

acnes in 5% der Fille nachgewiesen werden.

Fiir bakterielle Konjunktivitiden gelten Koagulase-negative Staphylokokken und Staphylococcus aurens,
sowie Haemophilus influenzae, Streptokokken, Moraxella catarrhalis und Enterobacterales als hiufigste
nachgewiesene Keime (2, 19, 31, 54). Wir konnten dies bezlglich Koagulase-negativer
Staphylokokken (35%) und Staphylococcus aurens (17%) bestitigen. Auch hier zeigten sich andere
klassische Keime seltener (Streptokokken 6%, Haemophilus influenzae 4%, Enterobacterales 4%,

Moraxella catarrhalis 1%). Zusitzlich zeigte sich Pseudomonas aeruginosa in 3% der Fille.

Im Vergleich der Gruppe der Augengesunden mit der mit vermuteter Infektion konnten wir zeigen,
dass grampositive Kokken, im speziellen Koagulase-negative Staphylokokken, sowohl bei
Augengesunden als auch bei Patienten mit vermuteter Infektion bei Bindehaut- und
Hornhautabstrichen den groB3ten Anteil der nachgewiesenen Keime ausmachten. Es zeigte sich
jedoch, dass sie bei Augengesunden signifikant hdufiger als bei Patienten mit vermuteter Infektion zu
beobachten waren. Diese Beobachtung passt zur Annahme, dass grampositive Keime bei Infektion
hiufig koinzidenziell mit nachgewiesen werden, sodass eine klare Zuordnung als Infektionserreger

nur schwer méglich ist.

Fir Hornhautabstriche kénnen wir festhalten, dass nach detaillierter Betrachtung der grampositiven
Kokken Staphylococcus aurens und Streptokokken signifikant eher bei vermuteter Infektion gefunden
werden konnten und dass unter anderen grampositiven Keimen insbesondere Coryne- und
Propionibakterien eher bei vermuteter Infektion auftraten. Hierbei ist zu betonen, dass grampositive
Stibchen und Pleomorphe bei Augengesunden nicht gefunden wurden. In der Betrachtung aller
gramnegativer Kokken, die insgesamt nur sehr selten (4 Fille bei vermuteter Infektion) vorkamen,
und gramnegativer Stibchen konnten wir keine signifikanten Unterschiede zwischen Augengesunden

und Patienten mit vermuteter Infektion beschreiben. Bei isolierter Betrachtung des Psexdomonas
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aeruginosa viel auf, dass auch dieser lediglich bei vermuteter Infektion nachweisbar war. Trotz der

geringen Fallzahl ergab sich hierbei eine statistische Signifikanz.

Fir Bindehautabstriche gilt, dass gramnegative Stibchen, aber auch Streptokokken signifikant
hiufiger bei vermuteter Infektion auftraten — diese beiden Gruppen waren in unserer Studie in

Bindehautabstrichen bei Gesunden tiberhaupt nicht zu finden.

Alle weiteren in Hinblick auf Nachweisraten untersuchten Aspekte blieben ohne Signifikanz. Hiervon
sind insbesondere der Nachweis von Pilzen in Bindehaut- und Hornhautabstrichen hervorzuheben,
aber auch der Nachweis gramnegativer-Stibchen in Hornhautabstrichen, sowie der Nachweis von
Staphylococcus anrens und Haemophilus influenzae in Bindehautabstrichen. Hier ist jedoch die geringe

Fallzahl zu betonen, die statistische Auswertungen erschwert.

Unsere Daten iber die oben beschriebenen am hiufigsten nachgewiesenen Keime bei Infektionen
der Augenoberfliche reihen sich in die bestehende Literatur ein und stimmen in wesentlichen
Punkten mit ihr iberein. Hierzu geh6rt neben den oben genannten insbesondere der gro3e Anteil an
Staphylokokken. Weiterhin bleibt aber fraglich, ob diese tatsichlich reale Pathogene sind, oder ob es

sich hierbei um eine Mitanzucht der Normalflora handelt.

7.3 Keimmenge

In Hinblick auf die Keimmenge konnten Analysen lediglich fiir Bindehautabstriche durchgefiihrt
werden. Dies liegt darin begriindet, dass im klinischen Alltag Proben aus Hornhautabstrichen in einer
Hirn-Herz Boullion in das Labor transportiert werden, um die Sensitivitit zu verbessern. Diese
fungiert im Gegensatz zum Transportmedium bei Bindehautabstrichen nicht nur der Konservierung
der Keime sondern auch als Anzuchtmedium, sodass eine Quantifizierung mittels Dreiésenausstrich

nicht moglich war.

In der Analyse der Bindehautabstriche fiel auf, dass unter Beriicksichtigung aller nachgewiesenen
Keime die Keimmenge bei vermuteter Infektion signifikant gréer war als bei Augengesunden. In
detaillierten Untersuchungen fiir einzelne Keime und Klassen zeigte sich ausschlieBlich fir
Staphylococens anrens eine Signifikanz im Sinne einer héheren Keimmenge bei vermuteter Infektion.

Fiir alle anderen untersuchten Keime konnte keine Signifikanz festgestellt werden.

Trotz des Nachweises einer Signifikanz ist die Beurteilung, ob die Keimmenge ein klarer Indikator
fir die Pathogenitit ist, schwierig. Die Beobachtungen zeigen, dass die Keimmenge einerseits ein
Parameter ist, der im klinischen Alltag zur Bewertung mikrobiologischer Befunde hinzugezogen
werden kann. Dies basiert auf der der Beobachtung, dass unter Betrachtung von Staphylococcus anrens,
oder aller nachgewiesenen Keime groflere Keimmengen hiufiger bei vermuteter Infektion auftreten
und dass diese Beobachtung statistisch signifikant ist. Andererseits sind auch bei vermuteter Infektion

geringe Keimmengen hdufig vertreten. Staphylococcus anrens liegt beispielsweise neben 90% bei
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Augengesunden (nach Anreicherung 10%; spirlich: 80%) auch bei vermuteter Infektion in 52% der

Fille in geringen Keimmengen vor (nach Anreicherung 14%; spitlich: 38%).

7.4 Bedeutung fiir den klinischen Alltag

Aufgrund der méglichen schwerwiegenden Komplikationen von Infektionen der Augenoberfliche
liegt die klinische Relevanz der mikrobiologischen Diagnostik darin, eine optimale antibiotische
Therapie wihlen zu kénnen. Diese Wahl kann insbesondere beim Nachweis von Keimen schwierig
sein, die sowohl der Normalflora als auch den klassischen Pathogenen zugeordnet werden. Wie
eingangs erwihnt postulierte bereits Robert Koch die Wichtigkeit zwischen Keimen, die wihrend
einer Infektion nachgewiesen wurden, und tatsdchlich infektionsbedingenden Keimen zu
unterscheiden (37, 44). Heute gilt es herauszufinden mithilfe welcher zusitzlichen Parameter
Ergebnisse von Abstrichen der Augenoberfliche sicherer bewertet werden kénnen, d.h. bewerten zu
koénnen, ob ein Keim der Normalflora als Artefakt in einem mikrobiologischen Befund erscheint,
ohne dass der tatsdchlich pathogene Keim identifiziert wurde. Hierzu ist in erster Linie eine
statistische Betrachtung der Keimbesiedlung der Augenoberfliche bei gesunden und entziindeten
Augen von Nutzen. Denn bei Nachweis von Keimen, die nicht als Teil der Normalflora beschrieben
sind, ist eher davon auszugehen, dass sie die Ursache der Infektion sind. Aufgrund der Schnittmenge
zwischen Normalflora und pathogenen Keimen sind jedoch weitere Parameter nétig, um die
Beurteilung zu erleichtern. Einer dieser Parameter scheint die Keimmenge zu sein. Zwar lief3 sich in
unserer Studie ein signifikanter Unterschied zwischen der Keimmenge innerhalb der Normalflora
und derjenigen bei vermuteter Infektion zunichst nur fiir Staphylococcus aureus bestitigen, doch ergab
sich auch in der Gesamtheit aller gefundenen Keime eine Signifikanz bzgl. der Keimmenge.
Nichtsdestotrotz sollte sie hierbei nicht der einzige Indikator sein. Denn auch wenn die Keimmenge
bei Infektionen tendenziell gréBer ist, bleibt in unserem Fall festzuhalten, dass ein groB3er Anteil der
Keime auch auf infizierten Augen in nur kleinen Mengen nachgewiesen werden konnten (75% nach

Anreicherung oder spirlich).

Weiterhin ist der Nachweis einiger Keime, die eher der Normalflora zugehérig scheinen, in
Abstrichen vermutlich infizierter Augen nicht zu vernachlissigen. Viele Keime, darunter diejenigen,
die wir cher als Teil der Normalflora identifizieren konnten, sind allein nicht in der Lage Epithelien
zu durchwandern (39, 63). Im Fall einer Infektion mit einem Erreger, der eine Durchtrittspforte
durch das Epithel bildet, oder einer anderweitigen, beispielsweise mechanischen Schidigung der
Barriere, kénnen auch sonst harmlose Keime wie Koagulase-negative Staphylokokken Infektionen
unterhalten (1). Es kann zu Mischinfektionen kommen, sodass im klinischen Verlauf, insbesondere
bei therapierefraktiren Befunden stets reevaluiert werden sollte, ob bei Nachweis nur eines Keims
gegebenenfalls eine Mischinfektion iibersehen wurde. In diesem Zusammenhang sind Regionen
hervorzuheben, in denen die Normalflora diverser zu sein scheint und aus unserer Sicht eher
pathogene Keime miteinschlief3t. In Sierra Leone wird in 6% der Abstriche bei Gesunden Psexdononas

aeruginosa, sowie in 9% Aspergillus sp. nachgewiesen (10). In Japan werden in 27% der Abstriche
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Corynebacterium sp. nachgewiesen (62). In dhnlicher Weise spielt die lokale antibiotische Therapie mit
Augentropfen bei Endophthalmitiden eine Rolle. In diesem Fall ist nach Keimidentifizierung hiufig
eine Anpassung der systemischen Antibiose im Sinne eines schmaleren Wirkspektrums zu Gunsten
besserer Gewebegingigkeit von Noten. Die antibiotische Therapie der Augenoberfliche kann in
diesem Fall prophylaktisch breit gehalten werden, um z.B. bei Durchwanderungskeratitiden oder
anderen potenziellen Eintrittspforten eine sekundire Mischinfektion aus Keimen der Normalflora zu
vermeiden. Dies spielt insbesondere dann eine Rolle, wenn die Normalflora als sehr divers

beschrieben ist.

7.4.1 Exkurs: klinische Befunde zur Evaluation von Erregern

Aufgrund der kulturellen Anzucht dauert es meist einige Tage bis zum Erhalt der mikrobiologischen
Ergebnisse. Daher ist die Einleitung einer empirischen Therapie zunichst unabdingbar. Hierzu ist
einerseits zu beachten, welche Keime unter Berticksichtigung der stets mitkultivierten Normalflora
statistisch am hiufigsten Konjunktivitiden und Keratitiden ausldsen. Andererseits gibt es unter den
Infektionszeichen typische morphologische Erscheinungsbilder, die durch verschiedene Erreger

hervorgerufen werden:

o systemische Symptome, initial beispielsweise allgemeines Schwichegefithl oder Fieber, bei
Konjunktivitiden, die durch Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Chlamydia und/oder
Haemophilus influenzae hervorgerufen werden (7),

o Erytheme und Lidédeme neben anderen insbesondere bei Konjunktivitiden durch Neisseria
gnorrhoeae (7),

o Konjunktivitiden mit peripheren Hornhautulzerationen durch Neisseria gonorrboeae oder
meningitidis (7),

° starker Schmerz, der mit gelb-griinlichem purulentem Exsudat, rascher Stromaausdinnung
und Descemetocele einhergeht, bei Pseudomonas-Infektion (18),

o Ringabszesse mit flichigen Einschmelzungen bei Infektionen mit Psexdomonas aernginosa (39),

. runde Ulzerationen, die auf das Areal eines Epitheldefekts begrenzt sind mit nur minimaler

O6dematdser Beteiligung des umliegenden Stromas bei staphylokokkenbedingten Keratitiden

(18),
o eenig schmerzhafte Verldufe mit langsamer Progression bei Staphylokokken (39),
o geschlingelte Ulzerationen, die sich tber Cornea erstrecken bei Infektionen mit S#reptococcus

prenmoniae (18),
° schnelles Durchwandern des Stromas mit konsekutiv frither intraokularer Beteiligung und

starkem Schmerz bei Infektionen mit Streprococcus pnenmoniae (39),

° schmerzfreier Verlauf mit nur langsamer Progredienz und cher ovaler, inferior gelegener

Ulzeration bei Infektion mit Moraxellen (39).
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Anhand dieser Hinweise kann eine entsprechende erste antibiotische Therapie gewihlt werden, die
im Verlauf mit Erhalt der mikrobiologischen Ergebnisse und unter Betrachtung der Gesamtheit aller
gesammelten Informationen gegebenenfalls angepasst werden kann. Hierbei sollte im Vorfeld der
Deeskalation der antibiotischen Therapie die Validitit des mikrobiologischen Befundes kritisch

hinterfragt werden.

7.5 Zusammenfassung & Ausblick

Unsere Arbeit konnte einige Aspekte zeigen, welche bei der Interpretation mikrobiologischer

Befunde hilfreich sein konnen.

Einen Parameter oder eine Kombination von Parametern zur sicheren Unterscheidung zwischen
einer apathogenen Normalflora und einem pathogenen Erreger einer Konjunktivitis oder Keratitis
konnten wir nicht identifizieren. Dies war jedoch auch nicht zu erwarten, da die Schnittmenge an
Keimen, die sowohl bei vielen Augengesunden, aber auch bei vermuteter Infektion gefunden werden,
grof} ist. Hierzu gehéren insbesondere Koagulase-negative Staphylokokken. Da aber nicht sicher
auszuschlieen ist, dass diese Keime, beispielsweise durch traumatische Verschleppung, im Hornhaut
Stroma eine Keratitis hervorrufen kénnen, kommt der klinischen Beurteilung des Befundes bei der

Behandlung eine wichtige Rolle zu.

In der Tendenz konnten wir aber einige Aspekte identifizieren, welche bei der Befundbeurteilung

hilfreich sein konnen:

o Zu den wichtigsten Aspekten zihlen die héhere generelle Keimnachweisrate bei
Augengesunden, aber auch das signifikant hiufigere Vorkommen von grampositiven Kokken,
mit Ausnahme von Staphylococcus anrens, bei Augengesunden. Somit ist der Nachweis dieser
Keime unabhingig von einer Erkrankung zu erwarten und muss bei isolierter Betrachtung der
mikrobiologischen Befunde eher nicht einer Erkrankung zugeordnet werden.

o Bei Hornhautabstrichen zeigten sich unter den grampositiven Kokken Szaphylococcus anrens und
Streptokokken, im Gegensatz zu Koagulase-negativen Staphylokokken, signifikant hdufiger
bei vermuteter Infektion. Auch Coryne- und Propionibakterien, sowie Psexdomonas aeruginosa
zeigten sich in unserer Arbeit eher bei vermuteter Infektion. Bei Bindehautabstrichen zeigten
sich gramnegative Stibchen und Streptokokken signifikant hiufiger bei vermuteter Infektion.
Diese Daten helfen, um bei passendem klinischem Befund die Therapie den
mikrobiologischen Ergebnissen entsprechend einzuleiten bzw. zu reevaluieren. Unabhingig
von unseren Ergebnissen ist insbesondere bei hochpathogenen und selten nachgewiesenen
Erregern wie Neisseria  gonorrhoeae  oder  Chlamydia  trachomatis aber allein schon der
mikrobiologische Befund wegweisend.

° Unter Betrachtung aller nachgewiesener Keime waren gréflere Keimmengen bei vermuteter
Infektion, insbesondere bei Staphylococens anrens, zu verzeichnen. Der reichliche Nachweis eines

Keimes ist daher ein Faktor, der fiir eine Behandlung des entsprechenden Keims spricht.
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Wir konnen in unserer Arbeit nicht ausschlieBen, dass die von uns bestimmte Normalflora durch
einen Selektionsbias verzerrt wurde, da die meisten unserer Proben in einem Zeitraum von 3 Monaten
genommen wurden (Juli bis September). Die Proben der Erkrankten wurden dem entgegen tber das
ganze Jahr eingeschlossen. Aufgrund der zuvor geschilderten saisonalen Unterschiede ist eine
gleichmiBige Verteilung tiber mindestens ein Jahr bzw. mehrfache Probennahme der Probanden im
Jahresverlauf anzustreben, um nicht nur generelle Hinweise zur Beurteilung der mikrobiologischen

Befunde zu erstellen, sondern auch jahreszeitspezifische Merkmale festzuhalten.

Vorbeschriebene  Einflussfaktoren — auf  die  Keimbesiedlung  der  Augenoberfliche
(Tropfenapplikation, trockenes Auge, Diabetes Mellitus, Alkoholismus, etc.) wurden bei uns nicht
erfasst und kénnten ebenfalls zu einem Bias fithren. Dies sollte bei zukiinftigen Projekten miterfasst

werden.

Fir die Beurteilung wire zusitzlich ein gréBeres Patientenkollektiv, vor allem zur Evaluierung der
Rolle von Keimen, die nur sehr selten nachgewiesen werden kénnen, hilfreich. In unserem Fall
konnten zu einigen Keimen keine signifikanten Ergebnisse ermittelt werden. Dies fithren wir
insbesondere bei als pathogen vorbeschriebenen Erregern am chesten auf die insgesamt niedrigen
Nachweisraten zuriick. Diese Problematik zeigt sich auch in der Analyse der Keimmengen. Mit
unseren Keimmengenanalysen konnten wir dennoch zeigen, dass sie zur Beurteilung der Befunde
beitragen kann. Um hierzu in Zukunft sicherere Aussagen treffen zu kénnen, sind gréBere
Datenmengen von Noten. Es kann zum Beispiel eine multizentrische Studie geplant werden. Sofern
diese prospektiv geplant wird, kann zusitzlich eine zeitliche Ditferenz der beiden Gruppen vermieden
werden. Hierbei ist allerdings unbedingt auf ecine einheitliche Methodik zu achten, da
Probentransportmedium, Transportzeit und Durchfiihrung der Keimanzucht einen Einfluss auf die
Nachgewiesenen Keime haben. In unserem Fall sind alle Proben in vergleichbarer Zeit in dasselbe
Labor und dort nach denselben Standards analysiert worden, sodass Messchwankungen durch

Unterschiede in der Analytik sehr unwahrscheinlich sind.

Die Daten aus der Vergangenheit zeigen, dass eine grof3e Schnittmenge zwischen Keimen, die hiufig
bei gesunden Augenoberflichen und denjenigen, die haufig bei Keratitiden und/oder
Konjunktivitiden nachweisbar sind, besteht. Es ist davon auszugehen, dass nicht jeder dieser Keime
den Kochschen Postulaten entspricht. Die Interpretation mikrobiologischer Befunde bei Infektionen
der Augenoberfliche kann daher im Einzelfall komplex sein. Auf der Grundlage unserer Arbeit sind

wir optimistisch einige der Punkte darstellen zu kénnen, welche bei dieser Beurteilung helfen.

8 Zusammenfassung

Hintergrund:

Infektionen der Augenoberfliche kénnen schwerwiegende Komplikationen mit sich bringen. Hierzu

gehéren Descemetocelen, Perforationen oder das Sekundirglaukom bis hin zur Erblindung.
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Aufgrund dessen ist eine addquate Therapie unverzichtbar. Die Beurteilung mikrobiologischer
Befunde in der Augenheilkunde ist oft nicht einfach, denn einerseits existiert eine Normalflora und
andererseits sind die detektierten Keimmengen sehr gering. Daher ist die Beurteilung, ob ein
nachgewiesener Keim tatsichlich kausal mit der Infektion zusammenhingt, oder aber der
Normalflora entspringt oft nicht klar. In der Folge ist die Wahl eines Antibiotikums nach
Resistenztestung nicht immer moglich. In unserer Arbeit geht es daher darum, Parameter zu finden,

die der besseren Beurteilbarkeit mikrobiologischer Befunde in der Augenheilkunde dienen kénnen.
Material und Methoden:

Wir verglichen mikrobiologische Ergebnisse aus Abstrichen von Patient:innen mit vermuteter
Infektion zwischen Januar 2016 und September 2020 mit Daten aus Abstrichen von Proband:innen
ohne Infektion der Augenoberfliche aus den Monaten Mai bis September 2020. Beurteilt wurden die
generelle Keimnachweisrate, Keimnachweisraten der einzelnen Keime, sowie die Keimmenge. In den
Analysen wurde jeweils in eine Gruppe mit vermuteter Infektion und eine Gruppe der
Augengesunden, sowie in Bindehaut- und Hornhautabstriche unterteilt. Mithilfe des exakten x-Test
nach R.A. Fisher wurde bestimmt auf welchem Signifikanzniveau Keime cher bei vermuteter
Infektion bzw. bei Augengesunden auftraten. Ob ein signifikanter Unterschied in der Keimmenge

zwischen den beiden Gruppen vorlag, ermittelten wir mithilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests.
Ergebnisse:

Insgesamt wurden 713 Abstriche analysiert. Hierunter waren 106 Bindehautabstriche von
Augengesunden und 222 Bindehautabstriche bei vermuteter Infektion, sowie 108 Hornhautabstriche
von Augengesunden und 277 Hornhautabstriche bei vermuteter Infektion. Hinsichtlich der
Keimnachweisraten zeigte sich bei Bindehaut- (p<0,001) und Hornhautabstrichen (p<<0,001) eine
signifikant hohere Rate bei Augengesunden. Nach Ausschluss der Abstriche nach antibiotischer
Vorbehandlung konnte fiir Bindehautabstriche kein signifikanter Unterschied ermittelt werden
(p=0,3), fiir Hornhautabstriche jedoch schon (p=0,03). Bei Bindehautabstrichen traten grampositive
Kokken (p<0,001) signifikant hiufiger bei Augengesunden, gramnegative Stidbchen (p<0,001)
signifikant hdufiger bei vermuteter Infektion auf. Fir grampositive Stibchen und Pleomorphe
(p=0,07) gramnegative Kokken (p=1) und Pilze (p=0,5) konnte, bei insgesamt jedoch geringer
Fallzahl, keine Signifikanz gezeigt werden. Bei Hornhautabstrichen traten grampositive Kokken
(p<0,001) ebenfalls signifikant hdufiger bei Augengesunden, grampositive Stibchen und Pleomorphe
(p=0,002) signifikant hiufiger bei vermuteter Infektion auf. Fir gramnegative Stibchen (p=0,07)
gramnegative Kokken (p=0,6) und Pilze (p=1) konnte, bei ebenfalls geringer Fallzahl, keine
Signifikanz gezeigt werden. In den Analysen einzelner Keime bzw. Klassen zeigte sich fiir
Bindehautabstriche ein signifikant hiufigeres Vorkommen von Koagulase-negativen Staphylokokken
(p<0,001) bei Augengesunden, sowie von Streptokokken (p=0,006) bei vermuteter Infektion. Fur
Staphylococcns anrens (p=0,09), Coryne- und Propionibakterien (p=0,4) und Haemophilus influenzae
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(p=0,00) zeigten sich keine Signifikanzen. Bei Hornhautabstrichen lagen Koagulase-negativen
Staphylokokken (p<0,001) signifikant hdufiger bei Augengesunden vor. Staphylococcus anrens
(p=0,005), Streptokokken (p=0,05), Coryne- und Propionibakterien (p=0,008) und Pseudomonas
aeruginosa (p=0,02) lagen signifikant hiufiger bei vermuteter Infektion vor. Hinsichtlich der
Keimmenge zeigte sich unter Berticksichtigung aller Keime (p=0,01), sowie bei Staphylococcus
aureus (p=0,04) eine signifikant hohere Keimmenge bei vermuteter Infektion. Fir Koagulase-
negative Staphylokokken (p=0,8), Streptokokken und Coryne- und Propionibakterien (p=1) war

keine Signifikanz darstellbar.
Schlussfolgerungen:

Einen Parameter oder eine Kombination von Parametern zur sicheren Unterscheidung zwischen
einer apathogenen Normalflora und einem pathogenen Erreger einer Konjunktivitis oder Keratitis
konnten wir nicht identifizieren. Wir konnten jedoch zeigen, dass einige Keime cher mit der
natiirlichen Flora oder mit Infektionen assoziiert sind und dass die Keimmenge ein mdglicher

Indikator zur besseren Beurteilbarkeit in Grenzfallen sein konnte.
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9 Summary

Background:

Ocular surface infections can cause serious complications. These include descemetoceles,
perforations or secondary glaucoma up to blindness. Because of this, adequate therapy is essential.
Unfortunately, the evaluation of microbiological findings in ophthalmology is often not easy, because
on the one hand a normal flora exists and on the other hand the detected amounts of pathogens are
very low. Therefore, the assessment whether a detected bacterium or fungus is actually causally related
to the infection or originates from the normal flora is often not clear. As a consequence, the selection
of an antibiotic based on resistance testing s not always possible. Therefore, our work‘s aim was to
find parameters that can serve to improve the assessability of microbiological findings in

ophthalmology.
Material and Methods:

We compared microbiological results from swabs of patients with presumed infection from 2016 to
2020 with data from swabs of patients without infection of the ocular surface from May to September
2020. The general germ detection rate, germ detection rates of individual germs, as well as the amount
of germs were evaluated. In the analyses, each were divided into a group with presumed infection
and a group of healthy eyes, as well as into conjunctival and corneal swabs. R.A. Fisher‘s exact x?-test
was used to determine the significance level at which germs were more likely to occur in presumed
infection or in healthy subjects. We determined whether there was a significant difference in the

amount of germs between the two groups using the Wilcoxon-Mann-Whitney test.
Results:

A total of 713 smears were analyzed. These included 106 conjunctival swabs from healthy eyes and
222 conjunctival swabs from eyes with presumed infection, and 108 corneal swabs from healthy eyes
and 277 corneal swabs from eyes with presumed infection. Regarding the germ detection rates,
conjunctival (p<<0.001) and corneal (p<<0.001) smears showed a significant higher rate in ocular
healthy subjects. After exclusion of smears that were made after antibiotic pretreatment, no significan
difference was found for conjunctival smears (p=0.3), but for corneal smears it was (p=0.03). For
conjunctival swabs, gram-positive cocci (p<<0.001) were significantly more frequent in ocular healthy
patients, gram-negative rods (p<<0.001) were significantly more frequent in presumed infection. No
significance was shown for gram-positive rods and pleomorphs (p=0.07), gram-negative cocci (p=1)
and fungi (p=0.5). For corneal smears, gram-positive cocci (p<<0.001) also occurred significantly more
often in ocular healthy individuals, gram-positive rods and pleomorphs (p=0.002) significantly more
often in eyes with presumed infection. No significance was shown for gram-negative rods (p=0.07),
gram-negative cocci (p=0.0) and fungi (p=1). In the analyses of individual germs or classes, for

conjunctival swabs there was a significantly more frequent occurrence of coagulase-negative
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staphylococci (p<<0.001) in ocular healthy individuals and of streptococci (p=0.006) in eyes with
presumed infection. For Staphylococens anrens (p=0.09), coryne- and propionibacteria (p=0.4) and
Haemophilus influenzae (p=0.06) there were no significances. In corneal smears, coagulase-negative
staphylococci (p<0.001) were significantly more abundant in ocular healthy subjects. Staphylococcns
anrens (p=0,005), streptococci (p=0,05), coryne- and propionibacteria (p=0,008) and Pseudomonas
aernginosa (p=0,02) were significantly more frequent in presumed infections. Regarding the amount
of germs, considering all germs (p=0.01), as well as Staphylococcns aurens (p=0.04) showed a significantly
higher amount of germs in presumed infection. For coagulase-negative staphylococci (p=0.8),

streptococci and coryne- and propionibacteria (p=1) no significance was presentable.
Conclusions:

We could not identify one parameter or a combination of parameters for reliable differentiation
between an apathogenic normal flora and a pathogenic agent of conjunctivitis or keratitis. However,
we could show that some germs are rather associated with the natural flora or with infections and

that the amount of germs could be a possible indicator for a better assessability in borderline cases.
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