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Zusammenfassung

Titel:
Methoden der Erregerdiagnostik in der Augenheilkunde

von der Kultur iiber PCR bis hin zu Next Generation Sequencing

Hintergrund:

Die Keratitis und die Endophthalmitis sind zwei bedrohliche Erkrankungen in der
Ophthalmologie, die die Einleitung einer frithestmoglichen, addquaten Therapie erfordern.
Zur Diagnostik wird an den meisten Zentren bei Verdacht ein Abstrich bzw. eine Probe
entnommen und anschlieBend eine Kultur angelegt oder eine PCR durchgefiihrt.

Leider sind diese Diagnostikmethoden in vielen Féllen wenig sensitiv, trotzdem gelten sie
bis heute als Goldstandard. Inzwischen gibt es jedoch modernere Verfahren wie die Next
Generation Sequencing Methoden.

In dieser Diplomarbeit werden die drei Diagnostikmethoden einander gegeniibergestellt

und wertend verglichen.

Methoden:

Die Gegeniiberstellung erfolgt anhand einer Literaturrecherche. Dazu wurden geeignete
Suchbegriffe definiert, bei denen auf Synonyme geachtet wurde.

Alle Publikationen mit Aussagen oder konkreten Werten zur Sensitivitét, Spezifitét,
Auswertungsdauer, Kosten oder Verfligbarkeit der Diagnostikmethoden wurden
eingeschlossen. Des Weiteren wurde ein Filter gewihlt, der die Suche auf die letzten fiinf
Jahre einschrinkt, Tierstudien und Fallberichte wurden ebenfalls ausgeschlossen. Die
Suche hat zu 327 Ergebnissen gefiihrt, von denen jeweils das Abstract auf Ein- und
Ausschlusskriterien gepriift wurde. Am Ende blieben 30 Publikationen {ibrig, jeweils
fiinfzehn fiir Keratitis und flinfzehn fiir Endophthalmitis, die in der Arbeit behandelt

werden.

Ergebnisse:
Sowohl bei der Keratitis als auch bei der Endophthalmitis ist NGS die sensitivste
Diagnostikmethode. Dabei spielt es keine Rolle, ob die Infektion auf Bakterien, Pilze oder

Protozoen zuriickzufiihren ist. Die Spezifitit wird fiir alle Diagnostikmethoden mit an



100% grenzenden Werten angegeben. Wéhrend die Auswertungsdauer von NGS und PCR
nur wenige Stunden bis Tage dauert, ist die Auswertungsdauer der Kultur deutlich ldnger
und benétigt je nach Erregerart und Keimzahl bis zu mehreren Wochen. Die Kosten sind
fiir die Kultur am geringsten, PCR ist etwas teurer und NGS ist am kostspieligsten.
Weiterhin bietet NGS die Moglichkeit, das ganze Augenmikrobiom in kurzer Zeit zu

sequenzieren und analysieren.

Schlussfolgerung:

Die Kultur ist die kostengiinstigste und im Zusammenspiel mit der Klinik der
Patient*innen eine bewihrte Diagnostikmethode. Es ist davon auszugehen, dass sie in
naher Zukunft trotz ihrer vergleichsweisen geringen Sensitivitdt der Goldstandard in der
Diagnostik bleiben wird. Es gibt einige Ursachen wieso in der Kultur keine Erreger
nachweisbar sind, wie beispielsweise eine niedrige Keimzahl in der Probe, schwer zu
kultivierende Erreger wie Pseudomonas, eine Antibiotikabehandlung vor der
Probenentnahme sowie die Gewebeart der Probe. In diesen Fillen wird in der untersuchten
Literatur das Zuriickgreifen auf PCR und NGS als Ergéinzung vorgeschlagen. Noch besser
wire es, wenn die beiden sensitiveren Methoden direkt eingesetzt werden, beispielsweise
indem die Entscheidung auf der Grundlage eines Algorithmus getroffen wird, der
ebendiese Faktoren berticksichtigt. Die Moglichkeit von NGS das gesamte
Augenmikrobiom in kiirzester Zeit zu analysieren, ist aktuell Gegenstand weiterer
Forschungen. Es bleibt offen, welchen diagnostischen Wert Verdnderungen des

Mikrobioms bei infektiosen Erkrankungen haben.



Abstract

Titel:

Purpose:

Methods:

Results:

Conclusion:

Methods of pathogen diagnostics in ophthalmology - from culture via PCR
to next generation sequencing

Keratitis and endophthalmitis are two threatening diseases that require a
quick diagnosis and adequate therapy as early as possible. Unfortunately,
conventional diagnostic methods as culture and PCR often show a low
sensitivity. There are modern techniques such as Next Generation
Sequencing methods, that seem to provide more results. In this thesis,
culture and PCR are compared to Next Generation Sequencing methods by
an evaluation of their sensitivity, specificity, duration and costs.

The comparison is based on a literature search. For this purpose, suitable
search terms were defined, with attention to synonyms.

All publications with concrete values on sensitivity, specificity, evaluation
time, costs or availability of the diagnostic methods were included. A filter
was chosen to limit the search to the last five years, animal studies and case
reports were excluded. The search yielded 327 results, of which the abstract
of each was screened. In the end, 30 publications remained, fifteen each for
keratitis and for endophthalmitis, that are discussed in the paper.

For both keratitis and endophthalmitis, NGS is the most sensitive diagnostic
method. Specificity is reported to be close to 100% for all diagnostic
methods. While the evaluation time of NGS and PCR takes only a few hours
to days, the evaluation time of culture is significantly longer and requires up
to several weeks. The costs are lowest for culture, PCR is slightly more
expensive, and NGS is most expensive. Furthermore, NGS offers the
possibility to sequence and analyse the whole ocular microbiome in a short
period of time.

Culture is the most cost-effective and in the clinical context a proven
diagnostic method. It is expected that culture remains goldstandard for the
next few years despite its comparatively low sensitivity. There are a few
reasons why culture does not provide adequate results like low bacterial
count, pathogens that are difficult to cultivate, or antibiotic treatment before
sample collection and the sample type. In these cases, PCR and NGS could
be used as supplements. It would be even better to use the more sensitive
methods directly, for example by making the decision based on an algorithm
including these factors.



1 Einleitung

1.1 Keratitis

Unter Keratitis versteht man die Entziindung der Hornhaut des Auges, die durch einen
biologischen, chemischen, physikalischen oder mechanischen Reiz entstehen kann. Alle
Schichten der Hornhaut konnen betroffen sein, tiefe und oberflachliche Schichten konnen
auch isoliert betroffen sein. Man kann die Keratitis grob in infektidse und nicht infektiose
Keratitis einteilen. Die nicht erregerbedingten Formen sind die Keratitis superficialis
punctata, Keratitis neuroparalytica und Keratitis e lagophthalmo. Erregerbedingt sind die
bakterielle Keratitis, Pilzkeratitis, Viruskeratitis und die Protozoenkeratitis.

Da diese Arbeit die Erregerdiagnostik behandelt, werden im Nachfolgenden die

erregerbedingten Keratitiden erldutert. (1)

1.1.1 Bakterielle Keratitis
1.1.1.1 Definition

Die bakterielle Keratitis ist eine Infektion der Hornhaut, die durch Bakterien verursacht
wird. Normalerweise schiitzt ein intaktes Hornhautepithel vor dem Eindringen von
Bakterien, kleinere oberflachliche Epitheldefekte stellen jedoch eine Eintrittspforte fiir
hochvirulente Bakterien dar. (1)

Des Weiteren konnen Bakterien wie Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningtidis,
Corynebacterium diphteriae und Haemophilus influenzae auch intaktes Hornhautepithel
durchdringen. (2)

Sind Bakterien in die Hornhaut eingedrungen, lduft eine entziindliche Reaktion ab,

Leukozyten wandern ein und ein Hornhautulkus entsteht. (1)

1.1.1.2 Epidemiologie

Laut WHO betrégt der Zusammenhang zwischen infektidser Hornhauterkrankung und

Erblindung 1,5-2 Millionen Félle pro Jahr. (3) Die Privalenz belduft sich je nach Quelle



auf 6,3-700 pro 100.000 Einwohner (4) und unterscheidet sich aufgrund klimatischer und

geographischer Gegebenheiten, sowie soziookonomischen Faktoren. (5)

1.1.1.3 Risikofaktoren

Zu den hédufigsten Risikofaktoren gehoren unter anderem das Tragen von Kontaktlinsen,
Traumata und Fremdkorper, chirurgische Eingriffe, Immunsuppression,

Systemerkrankungen wie Diabetes mellitus, Dakryozystitis und Tradnenwegsverschliisse.

(6)

1.1.1.4 Erregerspektrum

Die héufigsten Erreger sind Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus und
Streptokokken.

Pseudomonas aeruginosa ist ein gramnegatives Stabchenbakterium, das vor allem im
Gastrointestinaltrakt vorzufinden ist. (2) Die Infektion hat meist einen aggressiven, rasch
progredienten Verlauf und ist hdufig mit Kontaktlinsentrager*innen assoziiert.
Endophthalmitis ist eine hdufige Komplikation. (1)

Staphylokokkus aureus ist ein grampositives, koagulasepositives Bakterium, das im
Nasenbereich, sowie auf der Haut und auf den Konjunktiven vorkommt. Die Infektion
verlduft anfangs hdufig mit unscharf begrenzten weillichen oder gelblichen Infiltraten.
Streptokokken kommen in den oberen Atemwegen, dem Rachen und in der Vagina vor.
Der Verlauf ist meist sehr aggressiv. (2)

Zu den selteneren Keimen zdhlen Moraxella lacunata, Escherichia coli, Serratia
marcescens und Treponema pallidum. (1)

In 20-30 Prozent der Félle konnen auch Mischinfektionen mit anderen Bakterienstimmen,

Viren oder Pilzen vorliegen. (6)

1.1.1.5 Klinisches Erscheinungsbild

Die Klinik hingt vom Erreger ab und tritt grundséitzlich immer mit einer Konjunktivitis
auf. Die haufigsten Symptome sind Photophobie, Schmerzen, verschwommenes Sehen,

Lidkrampf, mukopurulentes oder purulentes Sekret und Ulzerationen. (7) In der



Spaltlampenuntersuchung konnen unter anderem Epitheldefekte mit Infiltrat und ziliarer
Gefdlinjektion, Stromaddeme, Descement-Falten, (2) graue Lisionen mit wallartig
aufgeworfenem, dichten Leukozytenrand beobachtet werden. Ein Hypopyon ist ebenfalls
ein hdufiger Befund. Zu den Komplikationen zéhlen das Ulkus serpens, das rasch
progredient ist und zur Hornhauperforation fiihren kann, sowie eine Skleritis, oder
Endophthalmitis. Ein bakterielles Hornhautulkus ist als Notfallsituation zu betrachten, da
Erblindungsgefahr besteht. (1)

1.1.1.6 Diagnostik

Neben einer griindlichen Anamnese wird standardmifig ein Abstrich durchgefiihrt und der
Keim anschlieBend klassifiziert. Des Weiteren muss bei einem Hornhautulkus sofort auf
ein aerobes und ein anaerobes Kulturmedium sowie ein Pilzndhrmedium, verimpft werden.
(1) Die Probe wird nach Applikation eines Lokalandsthetikums, zum Beispiel
Proxymetacain 0,5 Prozent, mittels Hockeymesser, Kimura-Spatel, Subkutannadel, oder
Skalpell durch Kiirettage gewonnen. Lockerer Schleim und nekrotisches Gewebe miissen
im Vorhinein vorsichtig entfernt werden, die Probe wird von Basis und Réndern der Lésion
entnommen. Bei den Ndahrmedien handelt es sich standardmaBig um Blut-, Schokoladen-
und Sabouraud-Agar. Zusitzlich sollten Abstriche der Konjunktiva und dem Augenlid
durchgefiihrt werden, (8) sowie bei Kontaktlinsentrdger*innen vom
Kontaktlinsenaufbewahrungsbehilter, der Linsenfliissigkeit und den Linsen. Eine rasche
Diagnostik mit Kultur und Antibiotika-Resistenztestung ist fiir eine zielfithrende
Behandlung essenziell. (2)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist genauso eine praktizierte Diagnostikmethode (6)
mit dem Vorteil, Erreger bei geringen Keimzahlen nachzuweisen. So eignet sie sich
beispielsweise zur Detektion von Pseudomonas aeruginosa. (9) Die hohe Sensitivitit kann
aber auch zu falschen Ergebnissen fiihren, wenn die Probe anderwirtig kontaminiert
wurde. Die PCR kommt auch zum Einsatz devitaler Erreger, wenn vorab Antibiotika

eingesetzt wurden und das Anziichten einer Kultur nicht mehr moglich ist.



1.1.1.7 Therapie

Da bei der bakteriellen Keratitis Erblindungsgefahr besteht, wird mit einer empirischen
Breitband-Antibiotikatherapie begonnen, bevor die Ergebnisse der mikroskopischen
Untersuchung vorhanden sind. Diese erfolgt lokal und wird in Form von Tropfen 24 bis 48
Stunden lange, Tag und Nacht, stiindlich appliziert. Einer antibiotischen Monotherapie
steht eine Kombinationstherapie gegeniiber. Die zu priferierende Therapieform ist in der
Literatur unterschiedlich, eine Metaanalyse der zwei Optionen konnte keine Tendenz
liefern. (10) Die Monotherapie hat den Vorteil einer geringeren Oberflachentoxizitdt, meist
wird ein Fluorchinolon Préparat gewihlt. Je nach geographischer Resistenzlage werden
entweder Ciprofloxacin und Ofloxacin, oder Moxifloxacin und Gatifloxacin eingesetzt. (2)
Die Kombinationstherapie ist die bevorzugte Wahl bei aggressiveren Varianten. Eine
Studie aus Oxford gibt fiir die Kombination aus Cefuroxim und einem Aminoglykosid eine
Wirkung von 99,5% an. (11)

Systemische Antibiotika sind nur bei systemischer Beteiligung, Sklerabeteiligung oder
starker Hornhautausdiinnung mit drohender Perforation indiziert. Bei der isolierten
Keratitis ist die systemische Applikation nicht zielfiihrend, da nur eine geringe
Konzentration die Hornhaut erreicht. (1)

Neben der antibiotischen Therapie sollte eine Steroidtherapie zum Einsatz kommen, sofern
eine Pilz-, Herpes-simplex Virus-, oder Mykobakterien-Keratitis ausgeschlossen wurde.
Glukokortikoide hemmen die Entziindung, steigern das Wohlbefinden und reduzieren die
Vernarbung. (2) Des Weiteren weisen Patient*innen, die eine rasche Steroid Therapie
erhalten, bessere Visus-Ergebnisse auf als welche, die keine oder eine spétere Steroid
Therapie erhalten. (12)

Mydriatika, zum Beispiel Atropin 1%, verhindern die Bildung von hinteren Synechien und
lindern durch Cycloplegie den Schmerz.

Ergénzend muss noch bedacht werden, dass auf das Tragen von Kontaktlinsen verzichtet
werden muss und dass ein Augenschutz bei Perforation zum Schutz des Auges angebracht
werden kann. (2)

In schweren Fillen mit groferer Perforation ist eine operative Behandlung, eine
Keratoplastik, anzustreben. Kleinere Perforationen werden mittels therapeutischer

Kontaktlinse oder Gewebekleber versorgt. (1)
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1.1.1.8 Prognose

Die Prognose ist abhingig von Ulkusgrofle, Alter der Patient*innen, Erreger und Therapie.
Die bakterielle Keratitis ist eine ernst zu nehmende Pathologie und bedarf raschen

Handelns. (8)

1.1.2 Mykotische Keratitis

1.1.2.1 Definition

Die mykotische Keratitis ist eine Entziindung der Hornhaut des Auges, die durch einen Pilz
ausgelost wird. Wiahrend diese Infektion in geméBigten Klimazonen selten ist, tritt sie in
den Tropen und Entwicklungsldndern hiufig auf. Gleich wie bei der bakteriellen Keratitis
besteht das Risiko zur Hornhautperforation, zum Visusverlust sowie Erblindungsgefahr.

Die dominanten zwei Arten sind fadenformige und hefeartige Pilze. (7)

1.1.2.2 Epidemiologie

In Asien ist die pilzbedingte Keratitis Hauptursache fiir Erblindungen, insgesamt macht sie
bis zu 50% aller infektiosen Keratitiden aus. In geméBigten Zonen wie in Europa betrigt
die Rate meist weniger als 10%. (7) In Siidindien und Nepal werden die hochsten
Inzidenzen beschrieben. (13) Betroffen sind verhdltnisméBig oft junge, ménnliche

Landarbeiter.

1.1.2.3 Risikofaktoren

Die Langzeittherapie mit Steroiden, lokalen oder systemischen Antibiotika oder
Immunsuppression gilt als Risikofaktoren fiir die mykotische Keratitis. Auch diverse
Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus, Alkoholabusus, das Tragen von Kontaktlinsen
oder chronische Erkrankungen der Augenoberfliche begiinstigen das Auftreten. Des

Weiteren konnen Traumata mit pflanzlichem Material pradisponierend sein. (14)
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1.1.2.4 Erregerspektrum

Fadenpilze und Hefepilze 16sen die mykotische Keratitis am héufigsten aus. Zu ersteren
zdhlen Fusarium und Aspergillus, sie produzieren Hyphen und kommen eher in tropischen
Gebieten vor. Der Verlauf ist meist aggressiv. (2) Zu den Hefepilzen zdhlen Candida

albicans und weitere Candida Arten, sie kommen in gemifigten Zonen vor. (7)

1.1.2.5 Klinisches Erscheinungsbild

Die Klinik ist schwer von einer bakteriellen Keratitis zu unterscheiden. (2) Der Verlauf der
Entziindung ist bei der mykotischen Keratitis deutlich ldnger. Klassische Beschwerden
sind verminderte Sehschirfe, verschwommenes Sehen, Rotung, Trianenfluss,
Fremdkorpergefiihl, Schmerzen, Photophobie und Sekretion. (14) Haufig treten
Satelliteninfiltrate auf, bei denen um ein groBeres mehrere kleinere Infiltrate angeordnet
sind. (1) Hefepilze weisen typisch ein dichtes, gelb-weiles, eitriges Infiltrat auf,
Fadenpilze ein graues oder gelb-weilles Infiltrat mit unscharfen Rindern. Auch wenn es
gewisse Charakteristika gibt, sollte eine zuverldssige Diagnose nicht allein aufgrund der

Klinik gestellt werden. (15)

1.1.2.6 Diagnostik

Die diagnostische Vorgehensweise ist dhnlich wie die bei der bakteriellen Keratitis. Ein
Hornhautabstrich wird mikroskopisch ausgewertet, parallel dazu wird eine Kultur angelegt.
Bei den Féarbungen ist das Kaliumhydroxid Préparat sensitiver als die Gram- und Giemsa-
Férbung. (16) Die Probe wird durch Abkratzen gewonnen und sollte vor Therapiebeginn
entnommen werden. Fiir die Kultur werden die Proben auf Sabouraud-Dextrose-Agar und
Blutagar verimpft. Die Spezifitdt ist hoch, die Sensitivitit gering, daher sollte auf
ausreichende Probenahme geachtet werden. (17) Zusétzlich werden Kontaktlinsen und

deren Kontaktlinsenaufbewahrungsbehélter ebenfalls mikrobiologisch untersucht.
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Weiters ist die Diagnostik mittels PCR eine sehr gute Moglichkeit, eine rasche
Erregeranalyse zu gewihrleisten. Da sie weit sensitiver als die Kultur ist, (18) ist sie meist
Goldstandard zur Analyse von mykotischen Keratitiden. (19)

Wird nach 72 Stunden keine Besserung der Beschwerden erzielt, sollte eine
Hornhautbiopsie durchgefiihrt werden. Fadenpilze sind in der Regel anterior der
Descement-Membran lokalisiert, daher sollte die Biopsie Entnahme aus dem tiefen Stroma
erfolgen.

Zusitzlich stehen die konfokale Mikroskopie und ein Kammerwasseraspirat zur Diagnostik

zur Verfiigung. (2)

1.1.2.7 Therapie

Auch therapeutisch geht man dhnlich wie bei der bakteriellen Keratitis vor. Epithelgewebe,
Mukus und nekrotisches Gewebe sollten entfernt werden, um das Eindringen von
Antimykotika zu erleichtern.

Klassisch werden Amphotericin B 0,15% oder Econazol 1% bei hefeartigen Pilzen
eingesetzt, bei fadenartigen Pilzen wird Natamycin 5% oder Econazol 1% angewendet. Die
Palette an einsetzbaren Antimykotika ist aber weit groBer.

Ein zusitzliches Breitbandantibiotikum kann zur Therapie von bakteriellen
Begleitinfektionen eingesetzt werden. (2)

Chirurgische Interventionen kdnnen bei Perforation, Descementozele-Bildung oder nicht
wirksamer medikamentoser Therapie indiziert sein. Debridement oder Keratektomie wird
bei kleinen oberflachlichen Lédsionen angewandt, penetrierende Keratoplastik bei schwerer

Keratitis. (20)

1.1.3 Viruskeratitis

Die héufigsten Erreger der Viruskeratitis sind Herpes-simplex-Viren, Varizella-Zoster-

Viren und Adenoviren. Seltenere sind Zytomegalie-, Masern-, oder Rotelviren.
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1.1.3.1 Herpes-simplex-Keratitis

Die Privalenz von Herpes-simplex-Virus in der Bevolkerung ist sehr hoch. Wahrend
HSV2 vor allem im Genitalbereich zu finden ist und nur selten auf das Auge iibertragen
wird, ist HSV1 haufiger fiir Krankheitsbilder am Auge verantwortlich. (2) Die
Primédrinfektion verlduft oft asymptomatisch, das Virus verbleibt jedoch im Ganglion des
betreffenden Dermatoms in einem latenten Stadium, produziert keine infektiosen

Viruspartikel, kann aber jederzeit Reaktivierungszyklen durchlaufen. (21)

1.1.3.1.1 Epidemiologie

Okuldre HSV1- Infektionen treten meist im jugendlichen Alter oder bei jungen
Erwachsenen auf. Die jéhrliche Inzidenzrate variiert geographisch, in den USA liegt sie bei

11,8 pro 100.000. (22)

1.1.3.1.2 Klinisches Erscheinungsbild

Die Herpeskeratitis wird in drei Formen klassifiziert, bei denen sich die Klinik gering
unterscheidet.

Bei der Keratitis dendritica ist das Hornhautepithel betroffen, sie weist astférmige
Lisionen auf, durch die sie auch ihren Namen erhalten hat. An den Spitzen der Astfiguren
befinden sich sogenannte Knospen, nekrotische Endothelzellen. Mittels Fluoreszeins
konnen die Astfiguren in der Spaltlampe gut dargestellt werden. Die Infektion tritt einseitig
auf, die Patient*innen klagen {iber Schmerzen und Fremdkorpergefiihl, das Auge ist
gerotet. Die Keratitis herpetica interstitialis betrifft das Hornhautstroma. Sie tritt selten
isoliert auf und ist durch helles Stromainfiltrat gekennzeichnet.

Bei der Keratitis disciformis ist das Hornhautendothel betroffen. Es zeigt sich eine
scheibenférmige Hornhauttriibung, da infizierte Endothelzellen anschwellen und die
Entwisserung der Hornhaut nicht mehr vollziehen kdnnen. Eine Regeneration des

Hornhautendothels ist nicht moglich. (1)

14



1.1.3.1.3 Diagnostik

Die Diagnose wird aufgrund der Symptomatik vor allem klinisch gestellt. Ein
Oberflédchenabstrich oder Aspirat von Kammerwasser aus der vorderen Augenkammer
wird mittels PCR ausgewertet. In der Spaltlampe sind nach Fiarbung die dendritischen
Ausléufer erkennbar. (23) Eine Antikorpertiter-Bestimmung ist aufgrund der hohen

Durchseuchungsrate wenig zielfiihrend.

1.1.3.1.4 Therapie

Die medikamentdse Therapie besteht aus der Verabreichung von hochwirksamen
Virostatika. Bei der Keratitis dendritica ist das entweder eine Aciclovir oder Ganciclovir
Augensalbe. Auch Trifuorthymidin-Augentropfen konnen verwendet werden. Um den
Heilungsverlauf effizienter zu gestalten, kann das infizierte Epithel entfernt werden. (1)
Mit dieser Therapie heilen 99% Prozent der Félle innerhalb von zwei Wochen. (2)
Glukokortikoid haltige Augentropfen sind bei der epithelialen Keratitis kontraindiziert, da
sie die Ausbreitung der Viren fordern und die Regeneration des Epithels verlangsamen.
Bei der Keratitis herpetica interstitialis und der Keratitis disciformis ist ebenfalls Aciclovir
oder Ganciclovir Augensalbe indiziert, in schweren Féllen muss Aciclovir systemisch

verabreicht werden. (2)

1.1.3.2 Herpes Zoster Keratitis

Das Varicella-Zoster-Virus gehort zur Unterfamilie der Herpesviren und verursacht
Windpocken und Herpes Zoster, im Volksmund auch als Giirtelrose bekannt. Am Auge
spricht man von Herpes Zoster, wenn der erste Ast des Nervus trigeminus, ndmlich der
Nervus ophthalmicus, betroffen ist und es zu einem Rezidiv der Windpockenerkrankung
kommt. (1) Es handelt sich dann um einen Zoster ophthalmicus, der eine Keratitis als

schwere Begleiterkrankung haben kann. (2)
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1.1.3.2.1 Epidemiologie

Die Durchseuchung mit Varizellen ist weltweit sehr hoch und steigt kontinuierlich. Damit
steigt auch die Haufigkeit der Augenbeteiligung. (24) Die betroffenen Patient*innen haben

oft Immunschwéchen durch Grunderkrankungen oder immunsuppressive Medikation.

1.1.3.2.2 Klinisches Erscheinungsbild

Die Symptome sind meist auf die Haut beschrinkt, eine Beteiligung des Auges kann daher
oft tibersehen werden. Vor dem Exanthem haben die Betroffenen ein Prodromalstadium
mit unspezifischen Symptomen wie Fieber, Miidigkeit, Abgeschlagenheit. Danach entsteht
ein erythematdser Bereich mit Blidschen. (2)

Am Auge findet man, wenn die Keratitis auf die Oberfldche beschrinkt ist, punktformige
bis fleckenformige Epithelldsionen. Ist die Keratitis in die Tiefe gehend, treten
Endothelitis, Trabekulitis und Iridozyklitis auf. Der Zoster ophthalmicus ist fast immer
eine einseitige Erkrankung. (1) Entziindungsbldschen auf der Haut der Nase werden als
Hutchinson-Zeichen beschrieben und sind charakteristisch fiir eine Beteiligung des

Augeninneren.

1.1.3.2.3 Diagnostik

Diagnostisch achtet man auf das Hutchinson-Zeichen und neben einer griindlichen
Anamnese und einem augenérztlichen Status kann man Bldscheninhalt mittels PCR,

Immunmikroskopie oder Kultur bestimmen.

1.1.3.2.4 Therapie

Die Therapie erfolgt aufgrund des Hautbefalls systemisch und lokal. Statt Aciclovir setzt
man heute eher Valaciclovir und Famciclovir ein, da sie bei gleicher Wirksamkeit besser

vertraglich sind und das Dosierungsschema einfacher ist. (25)
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Im Idealfall sollte die Therapie wéhrend der ersten 72 Stunden beginnen und 7 bis 10 Tage
dauern. Lokal wird Aciclovir oder Ganciclovir Augensalbe geschmiert.
In Kombination konnen Kortikosteroide oral verabreicht werden, da diese nachweislich die

Dauer der Schmerzen wihrend der akuten Phase der Erkrankung verkiirzen. (26)

1.1.3.3 Epidemische Keratokonjunktivitis

Adenoviren hauptsdchlich vom Typ 8, 19, 37 und weitere konnen eine Bindehaut-, sowie
gleichzeitig eine Hornhautentziindung auslosen. Die Infektion ist hoch ansteckend und
beginnt fast immer auf einem Auge, weitet sich aber nach ungefahr einer Woche auf das
zweite Auge aus. Klassisch sind miinzférmige Hornhauttriibungen, sogenannte Nummuli,

die liber Monate persistieren und den Visus vermindern konnen. (1)

1.1.3.3.1 Epidemiologie

Die Erkrankung ist hochinfektios und wird durch direkten Kontakt, fékal-oral und durch
kontaminiertes Wasser iibertragen. Sie kann unter Umstinden auch bei
Augenuntersuchungen iibertragen werden. Patient*innen jeden Alters konnen betroffen

sein, Immunsuppression zdhlt als Risikofaktor. (27)

1.1.3.3.2 Klinisches Erscheinungsbild

Die Betroffenen klagen tliber Trénentrdufeln, Fremdkdrpergefiihl und Photophobie.
Zusitzlich konnen auch grippedhnliche Symptome auftreten. Das Auge kann gerétet sein

und in der Spaltlampe kdnnen Nummuli beobachtet werden. (27)

1.1.3.3.3 Diagnostik

Die Diagnose basiert hauptsiachlich auf der klinischen Untersuchung. Auflerdem gibt es
noch diverse Labortests wie beispielsweise die PCR oder den Antigennachweis, wodurch

Adenoviren nachgewiesen werden konnen. (27)
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1.1.3.3.4 Therapie

Die Therapie erfolgt symptomorientiert, eine standardisierte spezifische Therapie hat sich
noch nicht durchgesetzt. Da die epidemische Keratokonjunktivitis sehr infektios ist, gilt es

strenge Hygienemalinahmen zu ergreifen. (28)

1.1.4 Protozoenkeratitis

Protozoen sind einzellige, eukaryotische Organismen, die zahlreiche Erkrankungen

hervorrufen konnen.

1.1.4.1 Akanthamoben-Keratitis

Akanthamdben sind ubiquitdr vorkommende Protozoen, die {iber mikroskopische
Epithelldsionen ins Auge eindringen konnen. In der Natur findet man sie hdufig im Boden

und im Trinkwasser vor, daher auch in verschmutzten Kontaktlinsenbehéltnissen. (1)

1.1.4.1.1 Epidemiologie

Die Prévalenz ist von Region zu Region unterschiedlich, dies hingt von der Kontamination
von Haus- und Schwimmbadwasser, der amdbiziden Wirksamkeit von Kontaktlinsen-
Reinigungssystemen und der Verwendung von wiederverwendbaren weichen
Kontaktlinsen ab. Sie kommt bei 1- 33 Fillen pro einer Million Kontaktlinsentrager*innen

vor. (29)

1.1.4.1.2 Klinisches Erscheinungsbild

Die Symptomatik tritt einseitig auf und ist meist sehr schmerzhaft. Die ersten Symptome
sind haufig Photophobie, starke Schmerzen, die nicht in Relation zur Klinik sind,
Epiphorie und verminderte Sehschirfe.

Im Frithstadium finden sich eine graue, unregelméBige Epitheloberflédche,

Pseudodendriten, epitheliale oder subepitheliale und perineurale Infiltrate. (30) Die
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Infiltrate nehmen an GréBe zu und verschmelzen zu einem Ringabszess, der
charakteristisch fiir die Akanthamoben-Keratitis ist. (2) Wenn die Krankheit fortschreitet,
kann sich eine Skleritis, Ulzerationen, und eine sekundare sterile vordere Uveitis mit
Hypopyon entwickeln. Eine Stromatriibung und —vaskularisierung kénnen zu einer

Hornhauteinschmelzung fiihren. (30)

1.1.4.1.3 Diagnostik

Fiir den Arzt bzw. die Arztin ist das friihe Stadium der Akanthamdben-Keratitis leicht mit
einer Herpes simplex Infektion und das Spétstadium mit einer mykotischen Keratitis zu
verwechseln. Zur korrekten Diagnosestellung wird eine Kultur angelegt, indem E-coli-
Agarplatten verimpft werden. Ein Abstrich wird mikroskopisch mittels Gram- oder
Giemsafdarbung betrachtet, um etwaige Zysten zu beschreiben. Zusitzlich kann eine

Immunhistochemie, konfokale Mikroskopie, oder PCR durchgefiihrt werden. (30)

1.1.4.1.4 Therapie

Vor dem Einsatz einer medikamentdsen Therapie sollte ein Débridement durchgefiihrt
werden, um das infizierte Epithel zu entfernen und damit anschlieend eine bessere
Resorption der zu verabreichenden Augentropfen zu erméglichen.

Lokal verwendet man Mittel gegen Akanthamoben wie Biguanide und Diamidine, sowie
Glukokortikoide und bei Schmerzen nichtsteroidale Antiphlogistika.

Biguanide, vor allem Polyhexamethylenbiguanid und Chlorhexidin, stéren die
zytoplasmatische Membran und schédigen Zellbestandteile und Atemwegsenzyme. Sie
téten damit Trophozoiten und wirken zystizid.

Diamidine wie Propamidinisethionat und Hexamidin wirken auf die Durchléssigkeit der
Zellmembran, sie wirken ebenfalls gegen Trophozoit und Zyste. (31)

Eine ideale Therapiefolge wurde noch nicht bestimmt, meist wird
Polyhexamethylenbiguanid mit Chlorhexidin, oder eines von beiden mit Hexamidin
kombiniert. (2)

Der Einsatz von Glukokortikoiden ist umstritten. Man kann bei schwerer Entziindung
mindestens zwei Wochen nach dem Beginn der gegen die Amdben gerichteten Therapie

auf sie zuriickgreifen.
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Im Fall einer Perforation oder wenn die Antiamobentherapie nicht die gewlinschte

Wirkung erzielt, sollte eine therapeutische Keratoplastik in Betracht gezogen werden (30)

1.2 Endophthalmitis

Die Endophthalmitis ist eine schwere Entziindung des Augeninneren und kann zur
Erblindung fiihren. Sie ist auf eine Infektion zuriickzufiihren, die sich entweder durch
einen entfernten Infektionsherd himatogen auf das Auge ausgeweitet hat, oder sie kommt
durch direkten Kontakt des Erregers mit dem Auge zustande. Je nach Ubertragungsweg
kann man die Endophthalmitis daher in eine endogene oder in eine exogene klassifizieren.

(32)

1.2.1 Endogene Endophthalmitis

Bei der endogenen Endophthalmitis gibt es im Korper einen Infektionsherd, der hdmatogen
in das Auge gestreut hat.

Sie tritt seltener als die exogene Endophthalmitis auf, die Haufigkeit ist von genetischen,
geographischen und erndhrungsbedingten Faktoren abhéngig. Je nach Literatur und Region
variiert der relative Anteil an endogener Endophthalmitis, bezogen auf die absolute Zahl an
Endophthalmitisféllen. Bei einer groferen Studie in Indien liegt der Anteil im einstelligen
Prozentbereich. (33)

Die Infektion ist auf grampositive Bakterien, gramnegative Bakterien und Pilze
zuriickzufiihren. In Ostasien {iberwiegen die gramnegativen, in Europa und Nordamerika
die grampositiven Bakterien und Pilze. (34)

Als Risikofaktoren fiir die endogene Endophthalmitis zéhlen chronische
Stoffwechselerkrankungen, Immunsuppression, Malignitit, intravendser
Drogenmissbrauch, langfristiges Vorhandensein eines intrakorporalen Fremdkdrpers und

invasive Chirurgie. (32)
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1.2.1.1 Klinisches Erscheinungsbild

Obwohl die Ursache eine himatogene Streuung ist, ist meist nur ein Auge betroffen.
Wiahrend am Auge Schmerz, Rétung, Schwellung, verschwommenes Sehen und Sekretion
vorliegen, sind die systemischen Symptome selbst bei schweren Verldaufen oft gering
ausgepragt und unspezifisch. Daher kann es leicht passieren, dass der eigentliche
Infektionsherd iibersehen wird und damit beispielsweise eine Endokarditis gar nicht erst
diagnostiziert wird. (32) Aus einer Studie in Stidtaiwan geht hervor, dass 20% der
Patient*innen, die eigentlich primér von einem Leberabszess betroffen waren, als erstes

einen Augenarzt oder eine Augendrztin aufgesucht haben. (35)

1.2.1.2 Diagnostik

Die Diagnose wird klinisch gestellt und mittels Kultur oder PCR bestitigt. (36) Des
Weiteren sollten systemische Ursachen wie Malignome, Leberabszesse und

Endokarditiden abgeklart werden. (32)

1.2.1.3 Therapie

Die Therapie sollte sofort nach dem Stellen der klinischen Diagnose eingeleitet werden,
noch vor der Bestétigung durch das Labor. Je nach Infektion wird mit einem
Breitbandantibiotikum in Kombination mit einer intravitrealen Antibiotikainjektion, oder
mit einem Antimykotikum, beispielsweise Amphotericin B, begonnen.

Der Einsatz von Glukokortikoiden ist umstritten, lokal werden sie gegebenenfalls zur
Hemmung von Entziindung und Linderung von Schmerz eingesetzt. (32)

Operativ ist bei anhaltenden Entziindungen eine pars plana Vitrektomie moglich. Diese
dient der Entfernung von Krankheitserregern und ermdglicht die Applikation von

Medikamenten. (37)
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1.2.1.4 Prognose

Die Prognose ist im Allgemeinen schlecht, insbesondere wenn es sich bei dem Erreger um

Klebsiella pneumonia handelt. Das Risiko auf Visusverlust ist hier deutlich erhoht. (32)

1.2.1.5 Erregerspektrum

1.2.1.5.1 Endogene bakterielle Endophthalmitis

Der Verlauf ist meist akut und gekennzeichnet durch vermindertes Sehvermogen,
Augenschmerz, Hypopyon und Vitritis. Systemische Symptome sind grippedhnlich und
mit Fieber, falls sie iberhaupt vorhanden sind. (38) Das Erregerspektrum belduft sich auf
Staphylokokkus aureus, Streptokokken, einschlieBlich Viridans streptococci, Streptococcus
pneumoniae und gramnegative Bazillen wie Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae.
(36) Therapeutisch werden Antibiotika eingesetzt, ebenso kann eine Vitrektomie indiziert

sein. (38)

1.2.1.5.2 Endogene Pilzendophthalmitis

Der haufigste Erreger bei der Pilzendophthalmitis ist Candida albicans und tritt als Folge
von Candiddmie auf. Sie manifestiert sich als Chorioretinitis, wobei die Symptome héiufig
erst bei einer Vitritis auftreten. Risikofaktoren sind unter anderem ein zentralvendser
Katheter, totale parenterale Erndhrung, Breitbandantibiotika, kiirzlich durchgefiihrte
Bauchoperationen, Neutropenie und Glukokortikoidtherapie. Bei vielen Patient*innen ist
die Infektion aber auf das Injizieren von Drogen zurilickzufiihren. (34)

Bei der Augenuntersuchung finden sich typischerweise flauschige, weille chorioretinale
Lésionen vor, bestdtigt wird die Diagnose mittels Glaskorperkultur.

Die Behandlung erfolgt mit einer systemischen Therapie, sowie gegebenenfalls
intravitrealen Antimykotika, oder bei Glaskorperbefall mittels Vitrektomie.

Aspergillus fumigatus ist selten und tritt bei Immunsuppression auf. (36)
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1.2.2 Exogene Endophthalmitis

Bei der exogenen Endophthalmitis gelangen die Erreger durch direkten Kontakt mit der

Augenoberfliche in das Auge. Man unterscheidet je nach Atiologie eine posttraumatische

oder eine postoperative exogene Endophthalmitis. (39) Die akute postoperative

Endophthalmitis tritt meistens zwei bis vier Tage nach der Operation auf. Sie kann aber

auch deutlich spiter auftreten und wird dann als subakute bzw. sechs Wochen postoperativ

als chronische Endophthalmitis bezeichnet.

Die Bakterien, die ins Auge verschleppt werden, befinden sich meistens am Lidrand, oder

in der Bindehaut.

Die Inzidenz variiert nach Literatur und geographischem Standort, sowie Hygienestandard

der Kliniken. Nach einer Katarakt-OP betragt sie zwischen 0,03% und 0,2%, (40) nach
intravitrealen Injektionen 0,016%. (41) Die Inzidenz der posttraumatischen

Endophthalmitis wird zwischen 0,9% und 17% angegeben. (42)

1.2.2.1 Klinisches Erscheinungsbild

Die héufigsten Symptome sind Visusverlust und Schmerzen, Hornhautédem, Hypopyon
und Glaskorperinflammation. (43) Weitere Hinweise sind Augenlidschwellung, Rétung,
Photophobie, Sekretion, fibrindse Membranen in der Vorderkammer und Floater. Bei
chronischer Endophthalmitis weisen Patient*innen geringe Entziindungszeichen in der

Vorderkammer sowie Vitritis auf. (39)

1.2.2.2 Diagnostik

Diese erfolgt klinisch mittels Spaltlampenuntersuchung, Sonografie und OCT und wird

mittels Kultur und PCR bestétigt.(39)
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1.2.2.3 Therapie

Behandelt wird lokal mit Kortison und zwei Antibiotika, meist Vancomycin und
Ceftazidim, gegen grampositive und gramnegative Bakterien und nach Antibiotika-
Resistenztestung gezielt gegen den Erreger.

Intravitreale Injektionen ermoglichen hohe Konzentrationen des Arzneimittels, ohne damit
verbundene systemische Nebenwirkungen zu riskieren.

Chirurgisch kann eine Vitrektomie indiziert sein. (39)

1.2.2.4 Prognose

Die Prognose der exogenen Endophthalmitis unterscheidet sich je nach Atiologie. Das ist
auf das unterschiedliche Erregerspektrum zuriickzufiihren. Insgesamt ist die Prognose
jedoch schlecht und die Unterschiede halten sich in Grenzen. Die verzogert einsetzende
postoperative Endophthalmitis hat eine bessere Prognose als die akut einsetzende. (44)
Auch die Bleb-assoziierte Endophthalmitis nach Trabekulektomie hat aufgrund der hohen
Préavalenz virulenter Krankheitserreger wie Arten von Streptokokken und gramnegativer
Bakterien eine schlechte Prognose. Ebenso finden sich bei Endophthalmitis nach
intravitrealen Injektionen hiufig virulente Arten von Streptokokken. Eine Studie berichtet,
dass sich der Visus bei 80% der Patient*innen auf Handbewegungen beschriankt oder noch
schlechter ausfillt. (45) Fiir die posttraumatische Endophthalmitis beschreibt eine Studie
45% der Teilnehme*innen, die nur noch Handbewegungen und 23%, die nur noch

Lichtreaktionen wahrnehmen kénnen. (46)

1.2.2.5 Erregerspektrum

1.2.2.5.1 Akute postoperative Endophthalmitis

Sie ist durch das Auftreten innerhalb sechs Wochen postoperativ, meist nach einer
Kataraktoperation, definiert. In der Regel tritt sie bereits zwei bis vier Tage postoperativ
auf. Zu den Risikofaktoren zéhlen Blepharitis, Diabetes mellitus, hoheres Alter, sowie

intraoperative Komplikationen, beispielsweise eine hintere Kapselruptur. Die hiufigsten
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Erreger sind Koagulase-negative Streptokokken (70%), gefolgt von Staphyloccocus aureus
(10%) und Arten von Streptokokken (9%). (34) Verminderte Sehschérfe,
Augenschmerzen, gerotete Augen sind klassische Symptome. Ein Augenlidédem kann
vorkommen, Hypopyon findet sich haufig. (47)

Therapeutisch werden Vancomycin und Ceftazidim intravitreal injiziert.

1.2.2.5.2 Chronische postoperative Endophthalmitis

DefinitionsgeméR tritt die chronisch postoperative Endophthalmitis nach frithestens sechs
Wochen postoperativ auf, in einigen Féllen erst nach einem Jahr. (44) Sie ist seltener als
die akute Form und verliuft symptomatisch milder. Das kann eine leichte Entziindung sein
und Augenschmerzen, selten ein Hypopyon miteinschlieBen. Der Erreger ist meistens

Propionibacterium acnes, das mit intravitrealen Vancomycin behandelt wird. (34)

1.2.2.5.3 Bleb-assoziierte Endophthalmitis

Bleb assozierte Endophthalmitis tritt auf, wenn sich infektioses Material bei einer
bestehenden Blebitis iiber die Vorderkammer im Auge ausweitet. Sie kommt nach einer
Trabekulektomie innerhalb von 4 Wochen postoperativ akut oder verzogert vor. Im
Unterschied zur Blebitis besteht zumindest eine Glaskdrperbeteiligung. Symptomatisch
stehen Schmerzen, verminderte Sehschirfe, relativ afferenter Pupillendefekt und
Hypopyon im Vordergrund. Bei der akuten Variante sind Koagulase-negative
Staphylokokken und Staphylokokkus aureus die hdufigsten Erreger, bei der verzogerten
sind es Arten von Streptokokken und Moraxella catarrhalis. Die Therapie besteht in der

Verabreichung von intravitrealem Vancomycin und Ceftazidim und lokaler Antibiose. (40)

1.2.2.5.4 Post-intravitreale Injektion Endophthalmitis

Intravitreale Injektionen von Anti-VEGF werden zur Behandlung der neovaskularen
Makuladegeneration verabreicht. Die Inzidenz ist gering, eine Metaanalyse beschreibt sie
mit 0,02-0,32%. (48) Die Symptome treten gewohnlich akut innerhalb weniger Tage auf
und beinhalten vermindertes Sehvermdgen, Augenschmerzen und Rétung mit

Vorhandensein von Vorderkammerzellen, Hypopyon und Vitritis. Koagulase-negative
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Staphylokokken und Streptokokken sind die hdufigsten Erreger. Die Behandlung ist gleich
der akuten postoperativen Endophthalmitis. (34) Es wird auBerdem eine nichtinfektiose
Endophthalmitis beschrieben, die auf eine entziindliche Reaktion auf das

Medikamentenvehikel zuriickzufiihren sein konnte. (49)

1.2.2.5.5 Posttraumatische Endophthalmitis

Diese tritt selten auf, Risikofaktoren sind vor allem Metall- und Holzsplitter oder
allgemein intraokuldre Fremdkorper, Beteiligungen der Linse und verzdgerte Behandlung.
(50) Die Symptome treten meist innerhalb von Stunden auf und kénnen Hypopyon,
vermindertes Sehvermdgen, Schmerzen in keinem Verhéltnis zum Grad des Traumas,
Retinitis, Vitritis, Netzhautnekrose und Periphlebitis umfassen. Ein wichtiger Erreger ist
Bacillus cereus, der fiir einen fulminanten Verlauf sorgt. Weiters sind es Koagulase-
negative Staphylokokken und Streptokokken, die zu dem Erregerspektrum zédhlen. Die
Behandlung sollte aggressiv sein, mit Vitrektomie, intravitrealen Vancomycin plus

Ceftazidim, sowie Kortison und systemischer Therapie. (34)

1.2.2.5.6 Candida Endophthalmitis

Auch wenn die Mehrheit der Candida Endophthalmitis Félle endogen bedingt sind, gibt es
selten exogene Fille durch Operationen. Die Infektion tritt meistens zuerst in der
Vorderkammer auf und weitet sich dann auf den Glaskorper aus. Einer der hdufigsten
Erreger ist Candida parapsilosis, die Kontamination mit ihm ist durch sein Auftreten in
Spiilfliissigkeit assoziiert. (51) Die Therapie umfasst die intraokulare Injektion von
Ampbhotericin oder Voriconazol, Vitrektomie und systemischem Voriconazol oder

Fluconazol. (34)

1.2.2.5.7 Schimmelpilz Endophthalmitis

Die Schimmelpilz Endophthalmitis ist ebenfalls selten, doch wenn sie auftritt, dann
meistens exogen durch ein Trauma, eine Operation, oder als Folge einer Keratomykose bei
der der Schimmelpilz durch die Hornhaut in die Vorderkammer eindringt. Die

Haupterreger sind Aspergillus und Fusarium. Klinisch prisentiert sie sich oft subakut
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einige Wochen nach der Operation. (52) Die Spaltlampenuntersuchung des Auges zeigt oft
ein Hypopyon und Klumpen aus dickem weilem Material in der Vorderkammer. Die
Diagnosestellung erfolgt mittels Kultur von Kammerwasser und Glaskorper. Die Therapie
beinhaltet das operative Entfernen von Material im Kammerwasser, die Vitrektomie bei
signifikanter Vitritis und die intravitreale Injektion von Antimykotika wie Amphotericin

oder Voriconazol, sowie systemische Voriconazoltherapie. (34)

1.3 Kaultivierung von Mikroorganismen

Die Kultur zur Anziichtung von Mikroorganismen ist in der heutigen Medizin nicht
wegzudenken. Obwohl es modernere Verfahren wie die 16s rRNA-Sequenzierung gibt, ist
die Kultur nach wie vor eine erprobte, kostengiinstige Methode zur Bestimmung von
Krankheitserregern und deren Resistenzen. Der Prozess reicht von der Probengewinnung,
beispielsweise durch einen Abstrich, liber das Anlegen der Kultur auf ein passendes
Nihrmedium, dem Auftrennen und Bestimmen der Bakterien, bis zum Erstellen eines
Antibiogramms. Die Anlage einer Kultur l4sst sich auch nicht durch die direkte
mikroskopische Untersuchung ersetzen, denn diese ist erst ab einer Erregerzahl von 105
Zellen pro Milliliter Untersuchungsmaterial mdglich. Um ein falsch negatives Ergebnis zu

vermeiden, wird praktisch immer parallel eine Kultur geziichtet. (53)

1.3.1 Probengewinnung

Die Klinik der Patient*innen spielt bei der Wahl des richtigen Néhrbodens eine wichtige
Rolle, da diese auf den mutmaBlichen Erreger riickschlieBen ldsst und nicht jeder Erreger
auf jedem Medium wéchst. Es gilt auf den richtigen Entnahmeort, Zeitpunkt und die
korrekte Abnahmetechnik zu achten. Konkret sollte die Entnahme vor Beginn einer
Antibiotika Therapie erfolgen, da die Bakterien sonst hidufig absterben und folglich ein
falsch negatives Ergebnis erzielt wird. Das richtige Timing ist infektionsspezifisch, so
sollte beispielsweise bei einer Sepsis die Blutkultur zu Beginn des Fieberanstiegs angelegt
werden. Der Entnahmeort weist idealerweise eine hohe Erregerlast auf und kann

oberflachlich mittels Abstriches oder invasiv erreicht werden. Zur Verfiigung stehen unter
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anderem Osen, Tupfer und Wattestéibchen. In invasiven Fillen ist eine Punktion
erforderlich.

Die physiologische Bakterienflora muss bei der Auswertung beriicksichtigt werden. Um
die Kontamination durch Korperregionen mit Standort-Flora weitestgehend zu vermeiden,
muss die Haut vor der Entnahme adéquat desinfiziert werden.

Der anschlieSende Transport kann mit speziellen Transportmedien durchgefiihrt werden,

die in der Lage sind, eine Bakterienkultur fiir 24 bis 72 Stunden zu stabilisieren. (53)

1.3.2 Von der Bebritung zur Auswertung

Nachdem die geeigneten Nahrbdden beimpft sind, erfolgt die Bebriitung bei meist 37°C.
Die erste Kultur aus dem Untersuchungsmaterial wird auch Primérkultur genannt. Diese ist
abhéngig vom Ort der Materialgewinnung und ist in der Regel eine Mischkultur mit
mehreren Erregerspezies. Das Ziel ist die Gewinnung einer Reinkultur. Aus der
Primérkultur werden Subkulturen geziichtet, bis eine Reinkultur entstanden ist, aus der
dann der Erreger bestimmt wird. Bereits die Morphologie der Bakterienkultur kann erste
Hinweise auf die Art liefern. Streptokokken bilden beispielsweise kleine Kolonien aus,
Sporenbildner wirken pelzig oder wurzelformig. Aerobier wie Pseudomonas aeruginosa
wachsen in fliissigen Medien an der sauerstoffreichen Oberfliche. Grundsitzlich wird der
Rand, die Form, Erhebungen oder Hdmolyse bei Kulturen in festen Medien beschrieben.
Bei den fliissigen Medien unterscheidet man zwischen Bodensatz- und Pfropfbildungen,
sowie Triibungen.

Ebenso ist der Zeitraum bis zum sichtbaren Ausbilden der Kultur richtungsweisend und
relevant fiir das anschlieBende Antibiogramm. Enterobakterien, wie E. coli, haben eine
rasche Vermehrungszeit und kénnen bereits nach 24 Stunden abgelesen werden. Bei
Sprosspilzen ist die Ablesung nach wenigen Tagen moglich, bei Mykobakterien sind es oft
mehrere Wochen. Endgiiltige Ergebnisse bringen mikrobiologische
Identifizierungsverfahren wie die biochemische Leistungspriifung, oder der Nachweis
erregerspezifischer Antikdrper im Zusammenhang mit der Klinik der Patient*innen. Bei
der biochemischen Leistungsiiberpriifung konzentriert man sich auf die Substratumsetzung
der Bakterienkultur. Je nach Spezies kann bei der Substratumsetzung ein charakteristischer
Farbumschlag mittels zugesetzter Indikatoren beobachtet werden. Am Ende muss das

Ergebnis noch richtig interpretiert werden, es muss beurteilt werden, ob der gefundene
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Keim auch die tatsdchliche Ursache fiir die Erkrankung ist. Stammt der Erreger aus einer
isolierten Korperregion wie dem Blut, ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass der gefundene
Keim auch der Ursdchliche ist. Bei Regionen mit Standort-Flora, wie beispielsweise der
Konjunktiva, wird zwischen obligat und fakultativ pathogenen Keimen unterschieden. Bei
Zweiterem wird die Grenzzahl mit einbezogen, sprich die Hohe der Erregerzahl im

Vergleich zum Normalzustand. (53)

1.3.3 Nahrboden

Zur Kultivierung von Mikroorganismen werden, je nach deren Anspruch, geeignete
Néhrmedien benétigt. Man kann diese in feste und fliissige Nahrboden einteilen, wobei die
festen meist mit Agar verfestigt wurden.

Zusitzlich unterscheidet man zwischen synthetischen und komplexen Nahrbdden. Erstere
enthalten chemisch exakt definierte Bestandteile in bekannter Konzentration, in zweiteren
ist die genaue chemische Zusammensetzung unbekannt, sie bestehen aus nicht weiter
definierten Naturprodukten wie Hefe- oder Fleischextrakt. Auf Komplexndahrboden kénnen
viele verschiedene Mikroorganismen gleichzeitig wachsen, synthetische Nahrboden
werden fiir stoffwechselphysiologische Untersuchungen verwendet.

Je nach Verwendungszweck kann auch zwischen Universal- und Selektivndhrboden
differenziert werden. Auf Selektivndahrboden wird gezielt eine Spezies geziichtet, das
Wachstum anderer Organismen wird gehemmt. Universalndhrbdden, zu denen die
komplexen Néahrboden zédhlen, bieten Nihrstoffe fiir viele verschiedene Mikroorganismen.
Zur Identifikation von Organismen gibt es Differentialndhrboden, die mit bestimmten

Stoffwechselprodukten reagieren und eine Verfarbung verursachen. (54)

1.4 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Amplifikation von DNA- oder
RNA-Regionen, so dass diese ausreichend nachgewiesen werden kann. In der Medizin

spielt sie eine wichtige Rolle in der Diagnostik von Erbkrankheiten, zum Erregernachweis
und in der Forschung. Zusitzlich wird sie beispielsweise auch bei Vaterschaftstests und in

der Forensik angewendet.
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Fiir die PCR werden vier Hauptkomponenten bendtigt. Diese sind die originale DNA mit
dem zu vervielfaltigenden Abschnitt, zwei Primer, eine thermostabile DNA-Polymerase
und Desoxyribonukleosidtriphosphate, die als Baustoffe zur Synthese des neuen DNA-
Strangs dienen. Primer sind spezielle Oligonukleotide, die komplementér zu einem
gewissen Abschnitt auf den beiden Einzelstringen der Ausgangs-DNA sind und den
Startpunkt der Synthese markieren. (55)

Wihrend frither die Polymerase bei jedem Denaturierungsschritt zerstort wurde, bedient
man sich heute einer thermostabilen DNA-Polymerase, die aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus gewonnen wird und bei Temperaturen von 94°C nicht

denaturiert. Kary Mullis gilt als der Entwickler der PCR. (56)

1.4.1 Ablauf der PCR

Es gibt drei Hauptschritte im Verlauf einer PCR, ndmlich die Denaturierung, die
Primerhybridisierung und die Elongation. Im ersten Schritt wird die Ausgangs-DNA auf
94°C erhitzt und dadurch in zwei Einzelstrange geteilt. AnschlieBend wird die Temperatur
auf 45°C-60°C gesenkt, wodurch sich die Primer an die komplementdren Stellen auf der zu
vervielfaltigenden DNA anlagern konnen. Nun konnen sich im letzten Schritt bei 72°C mit
Hilfe der DNA-Polymerase die passenden Desoxyribonukleosidtriphosphate anlagern und
ein identischer DN A-Abschnitt entsteht. Da beide Einzelstrange der aufgespaltenen DNA
wihrend des PCR-Prozesses kopiert werden, wéchst die Anzahl der Genkopien
exponentiell. (55)

Die Aufreinigung von PCR-Produkten kann mittels Agarose-Gelelektrophorese geschehen,

wodurch diese anhand deren Grof3e bestimmt werden konnen. (57)

1.4.2 Varianten der PCR

Seit der Entdeckung der PCR wurden verschiedene Varianten entwickelt, die je nach
Fragestellung angewendet werden konnen. Die hdufigsten werden im Folgenden erlautert.
Bei der Digital PCR (dPCR) handelt sich um eine Methode, bei der eine
Mengenbestimmung durchgefiihrt werden kann. Dazu wird eine DNA-Probe verdiinnt und
in Reagenzgldsern in bis zu einer Million Teilproben aufgeteilt. Enthélt eine Teilprobe

DNA, dann gibt es ein Digitalsignal, wodurch die absolute Quantifizierung der
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DNA/RNA-Kopienzahl moglich ist. (56) Die quantitative Echtzeit PCR (qPCR) dient
ebenfalls zur Bestimmung der Menge des vervielfiltigten DNA-Abschnitts. Dies erfolgt
durch Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffs, der proportional zur Menge der in der Probe
vorhandenen DNA ist. Bei jedem Zyklus, ,,in Echtzeit”, kann mittels Messung des
Fluoreszenzfarbstoffs auf die Menge der DNA riickgeschlossen werden, wohingegen bei
der normalen PCR lediglich die eine Endpunktmessung erfolgt. Die PCR &hnelt einer
Sattigungskurve mit exponentiellem Anstieg der Produkte zu Beginn bis zu einem
Erreichen einer Plateauphase, aufgrund des Verbrauchs der zugefiihrten Substrate wie
Primer und Nukleoside. Das Erreichen eines definierten Schwellenwerts in der
Sattigungskurve ist abhingig von der urspriinglichen Anzahl an Kopien und lésst so auf die
Ausgangsmenge schlieBen. (58)

Mit der Reverse-Transkriptase-PCR (rtPCR) kann RNA amplifiziert werden, die zuvor
mittels reverser Transkriptase in DNA umgeschrieben wurde. Die Ausgangs-RNA kann
anschlieBend quantifiziert werden. Sie wird beispielsweise zum Nachweis von viraler RNA
eingesetzt. (59)

Die Nested-PCR (nPCR) (dt. ,,verschachtelt) ist niitzlich, wenn nur sehr geringe Mengen
der zu amplifizierenden DNA relativ zur Gesamtprobenmenge an DNA vorhanden sind. Es
werden in der Regel zwei aufeinander folgende Amplifikationsreaktionen durchgefiihrt, bei
denen jeweils ein anderes Primerpaar verwendet wird. Das Produkt der ersten
Amplifikationsreaktion wird als Matrize fiir die zweite PCR verwendet, wodurch die
Nested-PCR eine sehr hohe Spezifitit aufweist. Durch die Verwendung von zwei
Primerpaaren kann eine hohere Anzahl von Zyklen durchgefiihrt werden, was eine hohe

Sensitivitét zur Folge hat. (60)

1.5 Next Generation Sequencing

Next Generation Sequencing zdhlt zu den DNA-Sequenzierungsmethoden mit hoherer
Durchsatzrate und damit hoherer Geschwindigkeit als ihre Vorgénger Modelle. Heutzutage
kann mittels NGS das gesamte menschliche Genom innerhalb eines Tages sequenziert
werden. Im Gegensatz dazu benétigt die davor verwendete Sanger-Sequenzierung dafiir
ein Jahrzehnt. NGS hat verschiedene Anwendungsgebiete, unter anderem wird es in der
Genetik zum Nachweis von Mutationen und in der Onkologie eingesetzt. Aullerdem wird

es in der Mikrobiologie zur Charakterisierung von Krankheitserregern verwendet, wodurch
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genauere Resultate erzielt werden kdnnen als mit konventionellen Methoden wie
Charakterisierung durch Morphologie, Farbeeigenschaften und metabolische Kriterien.
(61) Voraussetzung fiir die Sequenzierung ist eine DNA-Bibliothek. Die Nukleinsduren
miissen isoliert, fragmentiert und mit der verwendeten Sequenzierungsplattform
kompatibel gemacht werden. Nach der Sequenzierung folgt die Datenanalyse, die

angesichts der enormen Datenanzahl mit speziellen Programmen erfolgt. (62)

1.5.1 Sequenzierung der ersten Generation

Die Sanger-Sequenzierung gilt als Sequenzierungsmethode der ersten Generation. Sie wird
auch Kettenabbruch-Synthese genannt und basiert auf der Zugabe von
Didesoxynukleosidtriphosphat (ddNTP). Durch den Einbau von
Didesoxynukleosidtriphosphat (ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP) in den Strang, der
gerade neu synthetisiert wird, stoppt die DNA-Polymerase und als Folge entsteht ein
DNA-Fragment. Mittels Gelelektrophorese werden die DNA-Fragmente anschlieend der
Léange nach aufgetrennt. Durch die Sortierung nach der Linge sowie Markierung der
unterschiedlichen Didesoxynukleosidtriphosphate mit Fluoreszenz ldsst sich auf die

Sequenz der Basen des sequenzierten DNA-Stranges schlieen. (62)

1.5.2 Sequenzierung der zweiten Generation

Die Sequenzierungsmethoden, die nach der Sanger-Sequenzierung entwickelt wurden,
werden als Next Generation Sequencing beschrieben. Hier kann man wiederum
Sequenzierungsmethoden der zweiten bzw. dritten Generation unterscheiden. Zur zweiten
Generation zdhlt die Sequenzierung durch Hybridisierung und die Sequenzierung durch
Synthese.

Bei der Sequenzierung durch Hybridisierung binden fragmentierte, mit Farbstoffen
markierte DNA-Fragmente an Oligonukleotide auf einer Matrix. Durch wiederholtes
Hybridisieren und Auswaschen ungebundener Fragmente lésst sich das
Hybridisierungsmuster anhand der Farbmarkierungen und deren Stédrke ablesen. Die
Oligonukleotide auf der Matrix, sowie deren Uberlappungsbereiche sind bekannt, wodurch
ein Riickschluss aus dem Farbmuster auf die Gesamtsequenz der DNA moglich ist.

Grundsitzlich werden bei der Sequenzierung durch Synthese keine Didesoxy-
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Terminatoren verwendet, in einigen Technologien kommen jedoch reversible
Terminatoren zum Einsatz. Im Unterschied zur Sanger Sequenzierung werden nur sehr
kurze Fragmente parallel sequenziert, die anschlieBend wieder zusammengefiigt werden.
Das macht diese Methoden auch fehleranfilliger, je 6fter die Fragmente sequenziert
werden, desto hoher ist die Sensitivitit. Drei bekannte Sequenzierungsmethoden werden
im Folgenden in Kiirze beschrieben, ndmlich die Pyrosequenzierung, die lonen-Halbleiter-
DNA-Sequenzierung und die Sequenzierung mit Briickensynthese.

Vereinfacht entsteht bei der Pyrosequenzierung bei Einbau des richtigen Nukleotids in den
neusynthetisierten DNA-Strang ein Signal. Wird das falsche Nukleotid eingebaut, bleibt
das Signal aus. Folglich gibt es spitestens ab dem vierten Einbau ein Signal. Wird zweimal
hintereinander das gleiche Nukleotid eingebaut ist das Signal stirker. Die Methode basiert
auf einem speziellen Enzymsystem. Bei Einbau des passenden Nukleotids wird
Pyrophosphat frei, das zu ATP umgewandelt wird, wodurch wiederum Luziferin in
Oxyluziferin umgesetzt wird, und einen Lichtblitz auslost, welcher detektierbar ist.
Ahnlich wird bei der Ionen-Halbleiter-DNA-Sequenzierung bei Einbau des richtigen
Nukleotids ein Wasserstoffatom freigesetzt, welches den pH-Wert einer Losung dndert und
als Spannungsénderung gemessen werden kann. Die Sequenzierungsdaten werden so tiber
eine Halbleiterchip-Detektion von besagten lonen gewonnen.

Bei der Sequenzierung mit Briickensynthese werden DNA-Fragmente, die mit jeweils
einem unterschiedlichen Adapter an beiden Seiten markiert sind, auf eine Tragerplatte
aufgebracht, auf der bereits komplementére Oligonukleotide fixiert sind. Die
Oligonukleotide auf der Platte sind in einem gewissen Abstand aufgebracht, sodass die
DNA-Fragmente sich ,,briickenartig* von einem auf das nachste Oligonukleotid
amplifizieren konnen. So entstehen sogenannte Cluster, die die gleiche Sequenz aufweisen.
Mittels fluoreszendierendem Farbstoffs kann bei der Sequenzierung wiederum in Echtzeit

die eingebaute Base bestimmt werden. (63)

1.5.3 Sequenzierung der dritten Generation

Im Gegensatz zur zweiten Generation werden hier lange DNA- und RNA-Molekiile
sequenziert. Eine Sequenzierung durch vorrausgehende Amplifikation kann entfallen,
wodurch Verzerrungen durch ungleichméfBige Amplifikationen auf fritheren Modellen

wegfallen. Als Signale fungieren unter anderem abermals Fluoreszenz und Protonen. (62)
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Bei der Nanoporen Sequenzierung werden Spannungsverdnderungen gemessen. Diese
entstehen beim Passieren der Nukleotide durch eine winzige Pore, die durch das Einbetten
von zwei Transmembranproteinen in eine Lipidmembran entstanden ist. Je nachdem
welches der vier Nukleotide durch die Pore wandert, gibt es einen spezifischen
Spannungsabfall, der detektiert wird und dadurch die Sequenzierung der DNA ermdglicht.
(63)
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2 Material und Methoden

Das Ziel dieser Arbeit ist es einen Vergleich von Erregerdiagnostikmethoden in der
Ophthalmologie auf Basis bestehender Literatur aus der medizinischen Datenbank pubmed
zu schaffen. Diese Gegeniiberstellung wird anhand zweier Krankheitsbilder, der Keratitis
und der Endophthalmitis, erarbeitet.

Nach Riicksprache mit dem Institut fiir Medizinische Informatik Graz wurden geeignete
Schlagworte kombiniert, um eine passende Literaturauswahl zu treffen. Da drei
Diagnostikmethoden jeweils an zwei verschiedenen Pathologien verglichen werden,
wurden sechs Suchbegriffe definiert. Dabei wurde auf Synonyme geachtet. Die Keratitis
wurde auch als ,,corneal ulcer” gesucht, die PCR zusétzlich ausgeschrieben als
»polymerase chain reaction und ,,nanopore sequencing* als Synonym von ,,next
generation sequencing®. Diese sechs Suchbegriffe sind im nachfolgenden Flowchart
dargestellt. Zusétzlich wurde ein passender Filter fiir die Literatur-Recherche gewihlt.
Dieser schrinkt einerseits die Literaturauswahl auf die letzten fiinf Jahre ein, andererseits
schlief3t er Studien aus, die sich auf Tiere beziehen.

Die Einschriankung der Suche hat fiir die Diagnostikmethoden der Endophthalmitis 151
Ergebnisse, fiir die der Keratitis 176 Ergebnisse und in Summe 327 Ergebnisse geliefert.
Von den 327 Publikationen wurde anhand des Abstracts entschieden, ob diese in die
Diplomarbeit miteinflieBen oder nicht berticksichtigt werden.

Arbeiten wurden ausgeschlossen, wenn keine klare Aussage und kein Riickschluss auf
Sensitivitit, Spezifitit, Zeitaufwand, Kosten oder Verfligbarkeit zu mindestens einer
Diagnostikmethode enthalten waren. Des Weiteren wurden Fallberichte ausgeschlossen.
Schlussendlich blieben 30 Publikationen {ibrig, anhand derer ein bewertender Vergleich

gezogen wurde.
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Erstellung des Konzepts

/

Vergleich zwischen
Erregerdiagnostikmethoden:
Kultur, PCR und Next
Generation Sequencing anhand
zweier Pathologien

~

/ e
[ Keratitis ]

ﬂ

Definition der Suchbegriffe
& Filter

;

(culture) AND (sensitivity) = 116 Ergebnisse

PCR: ((corneal ulcer) OR (keratitis)) AND
((pcr) OR (polymerase chain reaction)) AND
(sensitivity) = 40 Ergebnisse

NGS: ((corneal ulcer) OR (keratitis)) AND
((nanopore sequencing) OR (next generation
sequencing)) = 20 Ergebnisse

Qumme 176 Ergebnisse

ﬁ(ultur: ((corneal ulcer) OR (keratitis)) AND\

/\

[ Endophthalmitis ]

ﬂ

Definition der Suchbegriffe
& Filter

ﬂ

ﬁ(ultur: ((Endophthalmitis) AND (culture)) \

AND (sensitivity) = 77 Ergebnisse

PCR: (Endophthalmitis) AND ((PCR) OR
(Polymerase chain reaction)) = 65 Ergebnisse

NGS: (Endophthalmitis) AND ((nanopore
sequencing) OR (next generation
sequencing)) = 9 Ergebnisse

Summe 151 Ergebnisse /

\ /

Summe: 327 Ergebnisse

H

Selektion im Hinblick auf Ein-
und Ausschlusskriterien

N

297 Publikationen werden
nicht beriicksichtigt

H

[ Finale Summe: 30 Publikationen }

36



3 Ergebnisse

3.1 Erregerdiagnostik bei Keratitis

3.1.1 Kultur

3.1.1.1 Sensitivitat

Die Angaben zur Sensitivitit der Kultur variieren je nach Literatur stark. Dies ist unter
anderem auf unterschiedliche Referenzstandards zuriickzufiihren, die die Studien zur

Berechnung verwenden, sowie auf die unterschiedlichen Erreger.

Drei Publikationen vergleichen die Kultur mit der PCR zur Diagnostik von
Akanthamdbenkeratitis und liefern folglich Werte fiir die Sensitivitit.

Die geringste Sensitivitét lag bei 33,3%, als Grundlage fiir den Referenzstandard wurde ein
positives Ergebnis in der in vivo konfokalen Mikroskopie (IVCM-), der PCR- und / oder
der Akanthamobenkulturen sowie Genesung bei Anti-Akanthamdben-Therapie gewihlt.
(64)

Ein dhnlicher Referenzstandard wurde bei der zweiten Publikation gewihlt, und zwar eine
latente Klassenanalyse, die auf der Grundlage einer Kreuzklassifizierung der Ergebnisse
von verschiedenen PCR-Assays, deren Kombinationen und den Ergebnissen der Kulturen
basiert. Die ermittelte Sensitivitit liegt bei 66,7% und ist damit deutlich héher als in der
ersten Studie. (65)

Die dritte Studie zur Diagnostik der Akathamdbenkeratitis gibt die hochste Sensitivitét fiir
die Kultur an, diese liegt bei 81,82%. Als Referenz gelten positive Proben, die durch je
zwei Verfahren, nimlich Kultur, Abstrich, cPCR oder qPCR, als positiv bestétigt wurden.
(66)

Weitere zwei Publikationen liefern Richtwerte fiir die Sensitivitit der Kultur zur

Diagnostik der Pilzkeratitis, eine liefert eine Positivrate.

Die Studie mit der niedrigsten Sensitivitdt bzw. Positivrate vergleicht die ,,nested PCR*,
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eine Modifikation zur klassischen PCR, mit der Kultur. Von 59 Proben waren 24 Kultur
und 38 PCR positiv. Bei 11 Proben lag ein bakterielles Wachstum vor und bei 10 Proben
gar kein Wachstum. Alle kulturpositiven Proben waren auch in der PCR positiv und die
PCR positiven, die in der Kultur positiv waren, sind weiter sequenziert worden. Die
Positivrate wird mit 40,67% angegeben. (67)

Eine hohere Sensitivitdt zur Diagnostik von Pilzkeratitis mittels Kultur liegt bei 71,43%
und wird in einer Studie, in der Hochdurchsatz Sequenzierung mit der Kultur, [IVCM und
Kaliumhydroxid (68) (KOH)-Abstrichen verglichen werden, ermittelt.

Referenz sind Proben, die allesamt durch mindestens eine der oben genannten
Diagnostikmethoden als positiv getestet worden sind. (69)

Der hochste Sensitivitdtswert stammt aus einer Publikation, die ebenfalls Next Generation
Sequencing mit herkdmmlichen Methoden vergleicht. Hier wird die Sensitivitit der Kultur

mit 81% angegeben, sie wird ebenfalls mit der latenten Klassenanalyse berechnet.

Dieselbe Studie hat fiir die Sensitivitdt der Kultur nach gleichen Kriterien einen Wert von
75% ermittelt, diesmal zur Diagnostik von bakterieller Keratitis. (70)

In weiteren Publikationen, die sich primdr mit anderen Diagnostikmethoden befassen,
werden Sensitivitdtswerte nur zitiert. Diese liegen fiir bakterielle Keratitis und Pilzkeratitis
zwischen 40% und 70%. (71)

Zwei Studien, die allerdings vom selben Autor stammen, zitieren die Sensitivitét allgemein
fiir die Kultur bei mikrobieller Keratitis mit 50%. (68, 72)

Das folgende Balkendiagramm verbildlicht die Durchschnittswerte der Sensitivitit der
Kultur zu den unterschiedlichen Erregern, die sich aus der Literaturrecherche berechnen

lieBen.
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Sensitivitat der Kultur

0,9
0,8
0,7

0,5
0,4

0,2
0,1

Bakterielle Keratitis Mykotische Keratitis Protozoenkeratitis
M Sensitivitat

Durchschnittswerte der untersuchten Studien fiir die Sensitivitdit der Kultur bei Keratitis

3.1.1.2 Spezifitat

Wihrend die Sensitivitdt in den einzelnen Publikationen und von Erreger zu Erreger
variiert, sind die Angaben fiir die Spezifitit viel eindeutiger. In allen drei Studien zur
Akanthamdbenkeratitis wird die Spezifitit mit 99,9% bzw. 100% beschrieben. Die
Referenzstandards sind die gleichen wie bei der Ermittlung der Sensitivitét. (64) (65) (66)
In der Publikation, in der NGS mit der Kultur verglichen wird, liegt die Spezifitét der
Kultur fiir die bakterielle Keratitis ebenfalls bei 100% und die fiir die mykotische Keratitis
bei 96%. (70)

Auch weitere Studien, die zwar keinen direkten Prozentsatz ermitteln, beschreiben die

Spezifitit als sehr hoch. (67)
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3.1.1.3 Dauer der Kultivierung

Die richtige Behandlung ist vom Erreger abhingig und muss frithestmoglich erfolgen,
daher ist auch der Zeitfaktor flir die Kultivierung relevant.

In der Literatur finden sich wenige exakte Zeitangaben, oft wird die Kultur fiir 14 bis 21
Tage angelegt und tiglich tiberpriift. Bei der Akanthamobenkeratitis wird die mittlere
Dauer mit 10 Tagen (65) angegeben, was die beiden anderen Studien zur
Protozoenkeratitis ungefahr bestétigen. Hier wird die Kultivierungsdauer mit ,,langer als
eine Woche* beschrieben. (64) (66)

Die Zeitspanne fiir die Kultivierung der Pilzkeratitis ist &hnlich und wird mit 5-14 Tagen
(67) beziffert. Zu dem dhnlichen Ergebnis kommt eine Studie, die die mittlere Dauer der
mykotischen Keratitis mit 6 Tagen angibt. (69)

Das Anlegen der Kultur bei der bakteriellen Keratitis unterscheidet sich geringgradig von
den anderen und wird mit zwei Tagen bis zwei Wochen beschrieben. (71)

Grundsatzlich ldsst sich zusammenfassen, dass die Kultur recht zeitaufwéndig ist. In der
Praxis héngt die Dauer zu einem grof3en Teil von der Verfiigbarkeit des Labors ab. Wenn
die Probe freitagnachmittags eingeschickt wird, kann sich die Diagnostik erheblich

verzogern.

3.1.1.4 Kosten

Zu den Kosten gibt es wenig bis keine Aussagen, die einzige Angabe wird mit zwei Dollar
pro Isolat beziffert. (66) Zum Vergleich wurden die Tarifkosten vom Institut fiir Hygiene
der medizinischen Universitit Graz angefragt, das die Kosten fiir die Bakterienkultur mit
26 Euro, fiir die Pilzkultur mit 23,30 Euro und fiir das Antibiogramm mit 22 Euro

beziffern.
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3.1.2 PCR

3.1.2.1 Sensitivitat

Die Werte fiir die Sensitivitdt der PCR variieren ebenfalls, wenn auch weniger als bei der
Kultur. Das ist unter anderem auf die unterschiedlichen Assays und die verwendeten
unterschiedlichen Referenzstandards zuriickzufiihren. Drei Publikationen ermitteln die
Sensitivitét fiir die PCR bei Protozoenkeratitis. Die Ergebnisse liegen bei 66,7% bis 75%
(64), 73,3% bis 86% (65) und in der dritten Studie erreicht sie sogar 100%. (66) Als
Referenz dient wie bei der Kultur eine positive konfokale Mikroskopie, PCR oder Kultur,
sowie Besserung nach Anti-Akanthamobentherapie, oder eine latente Klassenanalyse.

Die erste und dritte Studie ermitteln die Sensitivitit fiir die konventionelle und die Real-
time PCR, die zweite vergleicht fiinf PCR Assays miteinander, die alle eine Sensitivitdt im
Bereich von 73,3 bis 86% aufweisen. Bei Kombination der PCR Assays wird sogar eine
Sensitivitdt von 93,8% bis 100% erreicht.

Bei der bakteriellen Keratitis findet sich leider kein Sensitivitdtswert fiir die PCR, bei der
Pilzkeratitis liefert nur eine Publikation eine Positivrate von 64,4%. In der PCR waren 38
von 59 Proben positiv, allerdings waren 11 von 59 Proben in der Kultur positiv auf
bakterielles Wachstum. Es ist in dieser Studie also davon auszugehen, dass die Sensitivitét

hoher als die beschriebene Positivrate liegt. (67)

3.1.2.2 Spezifitat

Unabhéngig vom Erreger wird die Spezifitit, egal ob bei der bakteriellen, mykotischen
oder Protozoenkeratitis als sehr hoch beschrieben. Die drei Publikationen, die sich mit der
Akanthamdbenkeratitis befassen ermitteln eine Spezifitdt von annédhernd 100%. Fiir die
bakterielle wird sie ebenfalls mit 100% und fiir die Pilzkeratitis mit 96% (70) bzw. mit
100% (73) bei Multiplex-PCR angegeben.

3.1.2.3 Dauer des PCR-Verfahrens

Die Auswertung mittels PCR beansprucht meist nur wenige Stunden. Fiir die

konventionelle PCR wird sie mit 3-4 Stunden beziffert, die Real-Time PCR bendétigt 2,5
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bis 3 Stunden. (66) Die Studie zur Pilzkeratitis kommt mit 6 Stunden Auswertungszeit auf
ein dhnliches Ergebnis. (67)

Andere Studien beschreiben die Dauer bis zum Erhalt des Ergebnisses, was aber vom
Labor und dessen Verfiigbarkeit abhéngig ist. Die Dauer bis zum Erhalt belduft sich dann
auf wenige Tage (64), sie wird mit zwei bis maximal acht Tagen angegeben. (65) Auf

jeden Fall ist die Auswertungszeit um einiges geringer als bei der Kultur.

3.1.2.4 Kosten

Zu den Kosten finden sich wenige Anhaltspunkte in der Literatur. Eine Publikation
beschreibt die Kosten mit 7 Dollar pro Isolat fiir die konventionelle und 14 Dollar pro

Isolat fiir die Real-Time PCR.

3.1.3 Next Generation Sequencing

3.1.3.1 Sensitivitat

Next Generation Sequencing hat grundsitzlich eine recht hohe Sensitivitét. Das ldsst sich
auch der Literatur entnehmen, in der die Sensitivitdat von 74% bis 100% beschrieben wird.
Die hochste Sensitivitidt wird NGS in einer bereits angefiihrten Studie zugeschrieben, die
einen Vergleich zur Kultur zieht und sowohl fiir die bakterielle als auch fiir die mykotische
Keratitis, eine Sensitivitit von 100% ermittelt. (70) Fiir eine dhnlich hohe Sensitivitit
spricht die Positivrate einer Studie zu NGS bei bakterieller Keratitis von 98,4%. (74)

In einer weiteren Publikation zur Pilzkeratitis wird die Sensitivitdt von NGS mit 74,29%
vergleichsweise geringer ermittelt. (69)

Ein 16s-18s-NGS-Assay ermittelt fiir die Diagnostik von Akanthamdbenkeratitis eine
Sensitivitit von 88%, als Referenz werden positive Real-Time PCR Proben herangezogen.

(75)
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3.1.3.2 Spezifitat

Die Spezifitit ist gleich wie bei den anderen Diagnostikmethoden beinahe 100%. Fast alle
eben zitierten Studien beschreiben sie mit 100%, eine Ausnahme ermittelt eine Spezifitét

von 97%. (70)

3.1.3.3 Sequenzierungsdauer bei NGS

In einer Ubersichtsarbeit zu NGS werden 13 Sequenzierungstechnologien angefiihrt, die
eine Sequenzierungsdauer von 0,5 Stunden bis 14 Tagen haben. Allerdings belduft sich die
Dauer bei 9 von 13 NGS-Technologien auf unter 48 Stunden, und bei 6 von 13 auf unter
24 Stunden. Je nach der Anzahl an Durchldufen benotigt NGS 3,5 bis 4 Tage. (71)

Eine weitere Publikation zur Kultur und NGS beschreibt eine Dauer von 7 Tagen, bis die
Rohdaten verfiigbar sind. (69)

Hier muss berticksichtigt werden, dass die unterschiedlichen NGS Techniken
unterschiedlich lange Sequenzierungsdauern aufweisen. Die gesamte Sequenzierungsdauer
ist auch nicht gleichzusetzen mit der Sequenzierungsdauer bis zur Feststellung des

Erregers. Diese gelingt in der Regel fiir NGS Varianten innerhalb von wenigen Stunden.

3.1.3.4 Kosten

Zu den Kosten ist keine exakte Aussage zu finden, in einer Publikation wird NGS als

unerschwinglich teuer beschrieben. (68)

3.1.4 Vergleich der Diagnostikmethoden

3.1.4.1 Sensitivitat

Die Sensitivitdt der Diagnostikmethoden ist bei NGS klar am hochsten. Dabei macht es
keinen Unterschied, ob es sich um die bakterielle, mykotische oder Akanthamdbenkeratitis

handelt.
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Mogliche Erklérungen fiir die vergleichsweise niedrigere Sensitivitét bei der Kultur sind
vorangegangene antibiotische bzw. antimykotische Therapien, unzureichende
Probenahmen oder geringe Probengrof3en, das Vorhandensein von nicht lebensfahigen
Organismen, sowie das Vorhandensein einer kleinen Anzahl von Keimen zu Beginn der
Infektion. (64) PCR und NGS konnen den Erreger hingegen auch bei geringerer
Probenmengen identifizieren, wobei NGS der PCR in den untersuchten Studien tiberlegen
ist. Dies hat wiederum zur Folge, dass NGS und PCR anfilliger fiir Verunreinigungen sind.
Das nachfolgende Balkendiagramm, in dem die Durchschnittswerte aus den behandelten
Publikationen verwendet wurden, soll diesen Unterschied verbildlichen. In der behandelten
Literatur finden sich keine Werte fiir die Sensitivitit der PCR fiir die bakterielle und die
mykotische Keratitis. Anhand der Positivraten ist aber davon auszugehen, dass diese Werte

ahnlich der Sensitivitat der Protozoenkeratitis sind.

Sensitivitat der Diagnostikmethoden

92,2%
1
87,64% 88%
0,9 83,5%
0,8 76,21%
0,7 65%
60,6%

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

bakterielle Keratitis mykotische Keratitis Protozoenkeratitis

| Kultur m PCR B NGS

Durchschnittswerte fiir die Sensitivitdt der Diagnostikmethoden bei Keratitis in den
untersuchten Studien
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Folgende Balkendiagramme stellen die Werte einzelner Studien fiir die Sensitivitét bzw.

Positivraten von der bakteriellen, mykotischen und der Akanthamdbenkeratitis dar.
Wurden in Studien Wertebereiche angegeben, wurde fiir die Grafik der Mittelwert
berechnet. Auch hier kann man fiir alle drei Krankheitsbilder den klaren Vorteil in der

Sensitivitit zu Gunsten vom NGS erkennen.

Sensitivitat oder Positivrate fiir Kultur, PCR und NGS bei
Akanthamobenkeratitis

1 Studie C 100%
Studie D 88%
Studie C 81,82% Studie B
Studie B 6 Studi
Studzi>|

Kultur
Studie A: Goh et al. (2018) Studie C: Megha et al. (2021)
Studie B: Yera et al. (2020) Studie D: Holmgaard et al. (2021)

Sensitivitat oder Positivrate fir Kultur und NGS bei
Pilzkeratitis

1
Studie F 81%
0,8 Studie E 71,43 Studie E 74,299
0,6
0,4
0,2
0

Kultur

Studie E: Ren et al. (2020)
Studie F: Lalitha et al. (2020)
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Sensitivitat oder Positivrate fir Kultur und NGS bei
bakterieller Keratitis

Studie F 100%

1 Studie H 98,4%
0,8 Studie F 75%
0.6 Studie G 559
0,4
0,2
0

Kultur

Studie F: Lalitha et al. (2020) Studie H: Ren et al. (2021)
Studie G: Ma et al. (2019)

3.1.4.2 Spezifitat

Alle Diagnostikverfahren erzielen eine sehr hohe Spezifitit, die nahezu an die 100% reicht.

Falsch positive Ergebnisse sind daher sehr gering. Folgende Grafik zeigt diesen Vergleich.

100% 100/ Spe2|f|tat der Dlagnostlkmethod 99,0%99,88% 100%
0 0 gﬁty 98% 0 0 0

bakterielle Keratitis mykotische Keratitis Protozoenkeratitis

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

o

B Kultur ®mPCR  ®mNGS
Durchschnittswerte fiir die Spezifitdt der Diagnostikmethodenbei Keratitis in den

untersuchten Studien

46



3.1.4.3 Dauer

Die Dauer der Auswertung ist fiir die Keratitis relevant, um rasch die richtige Therapie
einzuleiten und schwerwiegende Komplikationen zu vermeiden. Die Kultivierungszeit ist
definitiv am ldngsten und dauert wenige Tage bis zwei Wochen. Doch auch die
Sequenzierungszeit bei NGS kann bis zu wenigen Tagen in Anspruch nehmen. Am besten
schneidet die PCR mit einer Auswertungsdauer von wenigen Stunden ab. Die
Auswertungsdauer variiert je nach Erreger, Keimlast und zuvor eingeleiteter antibiotischer
Therapien. Den groBten Einflussfaktor bis zum Erhalt des Ergebnisses hat aber die Wahl
der richtigen Diagnostikmethode.

In der nachfolgenden Grafik ist die Durchschnittsdauer von allen, sprich bakterieller,

mykotischer und Protozoenkeratitis dargestellt.

Auswertungsdauer
10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
. ad

Kultur PCR NGS

B Dauerin Tagen

Durchschnittswerte fiir die Auswertungsdauer der Diagnostikmethoden bei Keratitis in den
untersuchten Studien
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3.1.4.4 Kosten

Leider gibt es nur wenige Publikationen, die Stellung zu den Kosten beziehen. Trotzdem
gilt, dass die Kultur am giinstigsten ist, wihrend die PCR und NGS aufgrund des

technischen Aufwands und der Auswertung um einiges kostspieliger sind.

3.1.5 Schlussfolgerungen

Die Kultur ist am kostengilinstigsten, gut verfligbar und in Zusammenhang mit der Klinik
eine bewihrte Diagnostikmethode. Es ist davon auszugehen, dass sie in den nichsten
Jahren der Goldstandard zusammen mit dem Abstrich und gegebenenfalls noch mit der

PCR bleibt.

In einigen Studien wird geschlussfolgert, dass PCR (67) aber auch NGS als Erginzung zur
konventionellen Kultur verwendet werden kann. Insbesondere wenn sich Erreger nicht
zlichten lassen, die Antibiose nicht anschldgt (76) oder schwer kultivierbare Erreger

vorliegen. Dann konnten zusitzlich sensitivere Diagnostikmethoden eingesetzt werden.

Noch besser wire es, wenn in solchen Féllen direkt zu den sensitiveren
Diagnostikmethoden gegriffen wiirde. Dies spart Zeit und vermeidet gegebenenfalls
kostspielige Komplikationen und weitere Eingriffe. Dazu konnte beispielsweise ein Score
oder ein Algorithmus, welcher die genannten Faktoren beriicksichtigt und die

Entscheidungsfindung der richtigen Diagnostikmethode erleichtert, entwickelt werden.

Ein weiterer interessanter Punkt ist die Fahigkeit von NGS innerhalb kiirzester Zeit ein
ganzes Genom zu sequenzieren. Abgesehen von spezifischer Erregerdiagnostik wird es
durch NGS mdglich sein, das gesamte Augenmikrobiom zu analysieren, dessen
Gleichgewicht diagnostisch von hohem Wert ist. Dies ist Gegenstand der derzeitigen
Forschung. (77)

Aller Wahrscheinlichkeit nach wird das nicht nur fiir Infektionskrankheiten von Relevanz

sein, sondern sehr viele Bereiche in der Ophthalmologie betreffen.
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Zusétzlich zu bemerken ist, dass NGS eine relativ junge Technik ist, die stindig
weiterentwickelt wird. Es ist davon auszugehen, dass es mit der Zeit auch preislich

attraktiver wird.

Obwohl NGS vielversprechend klingt, gibt es vom aktuellen Standpunkt aus gesehen
einige Nachteile. Die Verfligbarkeit ist noch stark limitiert und die Kosten sind
vergleichsweise hoch.

Es bleibt abzuwarten, wie sich diese neuartige Methode entwickelt, der diagnostische Wert

ist jedenfalls hoch einzustufen.
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3.2 Erregerdiagnostik bei Endophthalmitis

3.2.1 Kultur

3.2.1.1 Sensitivitat

Alle ausgewdéhlten fiinfzehn Publikationen beschéftigen sich mit dem diagnostischen Wert
der Kultur. Im Gegensatz zur Literatur zur Keratitis liefern nur zwei Studien konkrete
Zahlen fiir die Sensitivitit. Die restlichen fithren Positivraten an, die auf die Sensitivitét
riickschlieBen lassen.

Auch wenn die Positivrate nicht mit der Sensitivitdt gleichzusetzen ist, stellt sie
gewissermallen einen Richtwert dar, der einen Vergleich mit anderen Diagnostikmethoden
ermoglicht. Des Weiteren besteht bei dem Patientengut in allen Studien ein hochgradiger
klinischer Verdacht auf Endophthalmitis, wodurch man davon ausgehen kann, dass die

Positivrate nicht allzu weit von der zu ermittelnden Sensitivitét divergiert.

In der einen Studie wird NGS mit der Kultur anhand von Glaskérperproben bei Patienten
und Patientinnen mit klinischem Verdacht auf Endophthalmitis verglichen. 15 von 34
Proben waren in der Kultur positiv und in allen kulturpositiven Proben werden auch
Erreger durch NGS nachgewiesen. Die Sensitivitit belduft sich auf 44%. (78)

In der zweiten Studie werden Kammerwasser- und Glaskorperproben, ebenfalls bei
Patienten und Patientinnen mit klinischem Verdacht, kultiviert. Als richtig positiv werden
Ergebnisse gewertet, die einen positiven Test haben, sowie bei denen die auf eine
Antibiotika Therapie ansprechen. Falsch negativ sind Proben, die einen negativen Test
liefern und bei denen die Patient und Patientinnen trotzdem auf die Antibiotika Therapie
ansprechen. Nachdem ausnahmslos alle auf die Therapie ansprechen, wird jedes negative
Testergebnis als falsch negativ gewertet. Nach dieser Methode ergibt sich eine Sensitivitit

fiir die Kultur von 20%, 6 von 30 Proben sind positiv. (79)
Die Positivraten bewegen sich in einem Bereich von 17,7% bis zu 75%. Die Streuweite des

Bereichs lasst sich unter anderem auf unterschiedliche Studienkonstellationen

zuriickfiihren, wie Art der Proben, ndmlich von Glaskorper oder Kammerwasser,

50



Keimzahlen, Anzahl der Proben und vorausgegangene Antibiotika Therapie. Auch die Art
des Erregers spielt bei der Kultivierung eine Rolle. Pilze werden seltener detektiert als
Bakterien.

Die Studie mit der geringsten Kulturpositivitdt beschiftigt sich mit der Diagnostik von
Pseudomonas aeruginosa. 8 von 45 Proben, also 17,7% sind insgesamt kulturpositiv.
Beschriankt man sich auf die Diagnostik von P. aeruginosa sind es nur 15,4%, allerdings
bei einer viel kleineren Probenmenge von 13 Proben. (80) Auch der obere Grenzwert des
Bereichs der Positivrate mit 75% stammt aus einer Studie mit einer sehr kleinen
Ausgangsmenge von 8 Proben. (81)

Eine Publikation zum Erregerspektrum bei postoperativer Endophthalmitis hat die grofite
Probenanzahl, 195 von 418, also 46,7% der Proben waren kulturpositiv. (82) Ebenfalls
Studien mit groBer Anzahl an Proben kommen auf 45% bei 60 von 133 (83), oder 30,76%
bei 60 von 195 kulturpositiven Proben. (84) Meistens bewegt sich die Anzahl aber
zwischen 20 und 50 Proben, vor allem dann, wenn Diagnostikmethoden miteinander
verglichen werden. So betrigt die Positivrate 60,9% bei einer Probenmenge von 41, in
einer Studie die den diagnostischen Wert von Laktatwerten mit der Kultur vergleicht (85),
bzw. 59,4% bei einer Studie, die das Erregerspektrum bei posttraumatischer
Endophthalmitis erforscht und eine Probenanzahl von 32 aufweist. (86)

Des Weiteren stellen drei Publikationen fest, dass auch wenn Kammerwasserproben
leichter zu gewinnen sind als Glaskdrperproben, die Ausbeute an positiven
Kulturergebnissen um einiges besser bei Glaskdrperproben ist. (81, 83) Dies ist auch dann

der Fall, wenn vor der Kultivierung mit Antibiotika behandelt wurde. (87)
Das nachfolgende Boxplot dient der Veranschaulichung der Positivraten. Der Median liegt

bei 46,7%, Q1 betrigt 35%, Q3 59,4%, Minimum und Maximum wurden oben

beschrieben. Von den fiinfzehn Publikationen liefern dreizehn (n=13) Positivraten.
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Kulturpositivitatsrate bei Endophthalmitis

0 10 20 30 40 50 60 70 80
(n=13, Min: 17,7%,; Q1: 35%, Median: 46,7%, Q3: 59,4% Max: 75%, Studien C-O)

Studie C: Mishra et al. (2019) Studie J: Tanaka et al. (2019)
Studie D: Kosacki et al. (2019) Studie K: Kehrmann et al. (2018)
Studie E: Selva et al. (2021) Studie L: Feng et al. (2020)
Studie F: Dong et al. (2021) Studie M: Xu et al. (2019)

Studie G: Jun et al. (2021) Studie N: Mitra et al. (2021)
Studie H: Huang et al. (2021) Studie O: Teng et al. (2016)

Studie I: Naik et al. (2019)

3.2.1.2 Spezifitat

Die Spezifitit der Kultur bei Endophthalmitis ist sehr hoch. In keiner einzigen Studie wird
ein falsch positives Testergebnis beschrieben. In der bereits zitierten Studie, in der die
Kultur mit NGS verglichen wird, betriagt die Spezifitdt 100%. In diesem Fall wird die
klinische Diagnose einer Endophthalmitis als Referenz herangezogen. (78)

Ebenso beziffert eine weitere Publikation die Spezifitit der Kultur mit 100%. (79) In
einigen Studien, in denen die Kultur mit anderen Diagnostikmethoden verglichen wird, ist
die Spezifitdt zwar nicht explizit angefiihrt, es ldsst sich jedoch trotzdem auf eine an 100%
grenzende Spezifitit schlieBen, da alle positiven Kultur Ergebnisse auch in den anderen

Diagnostikmethoden positiv sind. (81, 84, 88, 89)
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3.2.1.3 Dauer der Kultivierung

Gerade bei der Endophthalmitis ist der Zeitfaktor der Diagnostik wesentlich, um schwere
Komplikationen zu vermeiden. Auch hier haben vor allem die Art des Erregers, sowie die
Keimlast einen grofen Einfluss. In den meisten Fillen wird die Kultur fiir zwei bis drei
Wochen auf Blut-, Schokolade-, Thioglykolat-, oder Sabouraud-Dextrose-Agar-Platten
geziichtet.

In der Literatur variiert die mittlere Kultivierungsdauer stark. Am kiirzesten wird sie in
einer Publikation mit zwei bis drei Tagen fiir Pilze und Bakterien angegeben. (90) Eine
zweite Studie bestitigt dies, beschreibt aber auch Zeitrdume von bis zu drei Wochen. (81)
Es werden auch exakte Werte von mittleren Dauern angegeben, wie 5,39 + 0,56 Tage, (91)
was sich mit einer beschriebenen Dauer von vier bis fiinf Tagen aus einer weiteren
Publikation deckt. (78)

Zwei Studien beschreiben die Kultivierungsdauer mit zirka sieben Tagen. (79, 92)

Die Kultur ist ein zeitaufwendiges Verfahren, das zusitzlich von den Offnungszeiten der

Labors abhéngig ist.

3.2.1.4 Kosten

Nur eine einzige Studie liefert mit 25 Dollar pro Isolat einen Richtwert. (78) Dies dhnelt
dem Vergleich mit dem Institut fiir Hygiene der Medizinischen Universitit Graz, welches
die Kosten fiir die Bakterienkultur mit 26 €, fiir die Pilzkultur mit 23,30 € und fiir das
Antibiogramm mit 22 € beziffert.
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3.2.2 PCR

3.2.2.1 Sensitivitat

Die Datenlage zur PCR in der Literatur ist &hnlich der Kultur. Fiinf von flinfzehn
Publikationen behandeln den diagnostischen Wert der PCR bei Endophthalmitis, in einer
Publikation wird die Sensitivitdt beschrieben, die anderen vier ziechen Vergleiche anhand
der Positivraten.

Die Sensitivitdt wird in einer Arbeit ermittelt, die die qPCR mit der Kultur vergleicht. Von
30 Proben werden 26 durch die qPCR als positiv erkannt, da jedes negative Ergebnis als
falsch negativ eingestuft wird, liegt die Sensitivitét bei 85%. (79)

Eine weitere Studie beschiftigt sich mit der qPCR und vergleicht die Positivrate von
Kammerwasser- und Glaskorperproben. Gleich wie bei der Kultur ist die Ausbeute bei
Glaskorperproben deutlich besser mit 63% versus 30% bei Kammerwasser. (87) Eine sehr
niedrige Positivrate gibt es bei der Pseudomonas aeruginosa Diagnostik mit einer
Positivrate von 13,3%. (80)

In der Studie mit der groBBten Anzahl an Proben erreicht ein Breitband-PCR-Test, der auf
die 16S rRNA-Region von Bakterien abzielt, eine Positivrate von 65,13% bei 195
Glaskorperproben. (84) Ein PCR-Assay das ebenfalls 16s Regionen bei Bakterien, bzw.
28s Regionen bei Pilzen detektiert, erreicht 34% bei einer Grof3e von 88 Proben. (88)

3.2.2.2 Spezifitit

Keine der Publikationen liefert einen expliziten Wert fiir die Spezifitit der PCR. Eine
einzige beschreibt, dass es keine falsch positiven Ergebnisse gibt. Es ist daher davon
auszugehen, dass die Spezifitdt in dieser Studie an 100% grenzt. (87) Des Weiteren werden
auch in den anderen Studien keine falsch positiven Werte erwédhnt. Bei den Patient*innen
besteht hingegen in allen Studien der klinische Verdacht bzw. die klinische Diagnose auf
Endophthalmitis. Auch in diesen Fillen ist eine an 100% grenzende Spezifitat

anzunehmen.
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3.2.2.3 Dauer des PCR-Verfahrens

Die Auswertung der PCR beléuft sich meistens nur auf wenige Stunden. Auch hier spielt
die Verfiigbarkeit des Labors eine wichtige Rolle. Die ldngste Dauer von 36 Stunden
bendtigt die qPCR in einer Studie zur Detektion von Erregern bei exogener und endogener
Endophthalmitis. (79) Bei der 16s spezifischen Breitband PCR wird die Dauer mit unter 24
Stunden beschrieben. (84) Die schnellste Diagnostikzeit liefert eine quantitative Real-
Time-PCR zur Auswertung von postoperativer Endophthalmitis. Diese betrdgt nur ein bis

zweil Stunden. (87)

3.2.2.4 Kosten

In der ausgewéhlten Literatur gibt es nur eine Angabe, die die Kosten betrifft. Diese

werden mit 25 Dollar pro Probe beziffert. (79)

3.2.3 Next Generation Sequencing

3.2.3.1 Sensitivitat

Drei Publikationen befassen sich mit der Sensitivitit bzw. Positivrate von Next Generation
Sequencing bei Endophthalmitis. Alle drei vergleichen die Ergebnisse mit denen der
Kultur.

Eine Studie berichtet iiber die Sensitivitdt und beziffert sie mit 88%. Sequenziert werden
Glaskorperproben von Patient*innen mit klinischem Verdacht auf Endophthalmitis. 30 von
34 Proben detektierten den Erreger. (78)

Die anderen zwei Publikationen liefern Positivraten, ndmlich 94,4% und 100%, die damit
noch hoher liegen als die vorhin besprochene Sensitivitit. Bei der hundertprozentigen
Positivrate ist allerdings die Probenmenge mit einer Anzahl von 8 relativ gering. (81) Mit
einem Nachweis von 17 von 18 Proben weist die andere Studie zwar eine mehr als doppelt

so hohe Probenzahl auf, kommt jedoch auf eine &hnliche Positivrate. (89)
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Ergebnisse fiir eine sehr hohe Sensitivitat

sprechen.

3.2.3.2 Spezifitat

Neben der Sensitivitdt wird auch die Spezifitét in der Studie mit den Glaskorperproben bei
Patient*innen mit klinischem Verdacht auf Endophthalmitis beschrieben und mit 100%
beziffert. (78) Bei den anderen beiden Studien gibt es keinen Hinweis auf falsch positive
Tests. Ein hoher Anteil an positiven NGS Ergebnissen wird von positiven

Kulturergebnissen bestitigt, alle Teilnehmer*innen weisen klinische Zeichen einer

Endophthalmitis auf. (81, 89)

3.2.3.3 Sequenzierungsdauer bei NGS

Die Durchlaufzeit betrdgt einige Stunden bis wenige Tage. Diese hingt unter anderem von
der Sequenzierungsart ab.

Es wird eine Durchschnittsdauer einer Nanopore-Sequenzierung von 8 Stunden (81), sowie
die durchschnittliche Dauer einer weiteren Nanopore-Sequenzierung bis zum Erhalt der
Ergebnisse von 12 Stunden (89) beschrieben. Die ldngste Durchlaufzeit einer vollstindigen

NGS-Analyse wird bei einer [llumina Sequenzierung mit vier bis fiinf Tagen angegeben.

3.2.3.4 Kosten

Nur eine Publikation beschreibt die Kosten fiir die Sequenzierung einer Probe und beziffert

diese mit 90 Dollar pro Probe. (78)
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3.2.4 Vergleich der Diagnostikmethoden

3.2.4.1 Sensitivitat

Von den drei untersuchten Diagnostikmethoden hat NGS sowohl die hochste Sensitivitét
als auch die hochste Positivrate. Darauf folgt die PCR, die in fast allen Studien sensitiver
als die Kultur ist. Nur eine Publikation beschreibt in ihren Ergebnissen, dass die Kultur bei
der Diagnostik von P. aeruginosa minimal sensibler mit 13,3% versus 17,7% ist. (80)

NGS liefert auch dann positive Tests, wenn die Erregerlast durch die Probenentnahme oder
vorausgegangener Antibiotika Therapie gering ist. Das nachfolgende Balkendiagramm

verbildlicht den Vergleich der durchschnittlichen Sensitivitdten sowie der Positivraten.

Sensitivitat der Diagnostikmethoden

1 97,2%
0,9 85% 88%
0,8
0,7
0,6
0,5 45,8% 43,85%
0.4 32%
0,3
0,2
0,1

0

Kultur PCR NGS

M Sensitivitat  ® Positivrate

Durchschnittswerte fiir die Sensitivitdt der Diagnostikmethoden bei Endophthalmitis in den
untersuchten Studien

Wihrend die durchschnittliche Sensitivitdt von der Kultur Richtung NGS zunimmt, ist die
durchschnittliche Positivrate bei PCR kleiner als die der Kultur. Der Grund liegt darin,
dass es nur die kleine Anzahl von 4 Positivwerten fiir die PCR gibt und ein Ausreil3er

durch die oben erwédhnte Pseudomonas Diagnostik Studie miteinbezogen wurde. Ohne
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diesen Ausreiller wire die Positivrate der PCR bei 54% und damit zwischen den Werten

fur die Kultur und NGS.

Zwei Studien vergleichen die Sensitivitidtswerte von Kultur, PCR und NGS.

Sensitivitat fiir Kultur, PCR & NGS

1 Studie B 85% Studie A 88%
0,8

0,6  studie A 44%

0.4 dle B 20%
0,2
0
Kultur
Studie A: Deshmuk et al. (2019) Studie B: Sandhu et al. (2018)

3.2.4.2 Spezifitit

Auf die Spezifitit wird in der Literatur nur wenig eingegangen. Wenn sie beschrieben
wird, dann mit 100% sowohl bei der Kultur, bei der PCR, als auch bei NGS. Die Kultur
wird in zwei Publikationen mit einer Spezifitit von je 100% beziffert, bei PCR und NGS
liefert jeweils eine Studie auch einen Wert von 100%.

Des Weiteren wird in keiner einzigen Studie von einem falsch positiven Ergebnis von
einem Testverfahren berichtet. Es ist daher anzunehmen, dass die Spezifitit fiir alle drei

Diagnostikmethoden an 100% grenzt.
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Spezifitat der Diagnostikmethoden
1,2
99,99% 99,99% 99,99%
0,8
0,6
0,4

0,2

Kultur PCR NGS
B Spezifitat

Durchschnittswerte fiir die Spezifitit der Diagnostikmethoden bei Endophthalmitis in den
untersuchten Studien

3.2.4.3 Dauer

Die lidngste Zeit benotigt die Kultur mit einer Auswertungsdauer von mehreren Tagen.
NGS liefert innerhalb von Stunden bis wenigen Tagen Ergebnisse, was unter anderem von
der Art der Sequenzierung abhéngt. Die PCR weist mit wenigen Stunden die kiirzeste

Zeitspanne bis zum Erhalt des Ergebnisses auf.
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Auswertungsdauer

10

9

8

7

6 ~5,28d

5

4

3

5 ~1,7d
; ]

Kultur PCR NGS

W Dauerin Tagen

Durchschnittswerte fiir die Auswertungsdauer der Diagnostikmethoden bei
Endophthalmitis in den untersuchten Studien

3.2.4.4 Kosten

Die Kosten fiir die Diagnostikmethoden bei Endophthalmitis unterscheiden sich nicht von
denen der Keratitis, eine Kultur oder PCR-Auswertung kostet immer gleich viel und ist
eher vom Labor bzw. Standort abhéngig.

Folglich ist die Kultur am kostengiinstigsten, gefolgt von der PCR und am teuersten ist
NGS. Allerdings ist Endophthalmitis ein absoluter ophthalmologischer Notfall, der schnell
zu Komplikationen fithren kann und damit verbunden intensivierte medizinische
MafBnahmen erfordert. Sollte der Erreger durch beispielsweise NGS rasch identifiziert
werden, eine addquate medikamentdse Therapie folglich schnell in die Wege geleitet
werden konnen, ist davon auszugehen, dass die beschriebenen 90 $ pro Auswertung die

anderwértigen Kosten aufwiegen.
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3.2.5 Schlussfolgerungen

Gleich wie bei der Keratitis ist aktuell auch bei der Endophthalmitis nach wie vor die
Kultur und teilweise auch die PCR Goldstandard in der Diagnostik. Dies ist auf die
Verfligbarkeit und das Preisniveau zuriickzufiihren und wird sich voraussichtlich auf kurze

Sicht nicht dndern.

Allerdings liegt die Ergebnisausbeute deutlich unter der von NGS. Dies ist vor allem dann
der Fall, wenn Kammerwasserproben statt Glaskdrperproben ausgewertet werden.
Kammerwasserproben sind leichter zu gewinnen, was in der Praxis von Vorteil ist und es
konnte auch hier ein Score oder Algorithmus entwickelt werden. Dieser muss neben den
bereits angefiihrten Faktoren wie potenziell geringe Keimzahl, schwer zu kultivierende
Erreger, oder Antibiotikagabe vor Probenentnahme auch die Probenart beriicksichtigen.

In der Literatur wird empfohlen, NGS bei Patient*innen mit klinischem Verdacht und
kulturnegativen Proben einzusetzen. (78) Sinnvoller wire es, bei besagten Fillen direkt mit

den sensitiveren Methoden zu beginnen.

Auch bei der Endophthalmitis bleibt es spannend, wie sich das Augenmikrobiom im Falle
einer Infektion verdndert. Mit NGS wire eine Sequenzierung und Analyse innerhalb kurzer

Zeit moglich.

Bakterien, Pilze und Viren kénnen mit nur einem NGS Assay ausgewertet werden, was
sich in einer deutlich kiirzeren Auswertungszeit widerspiegelt und weshalb NGS auch der
PCR {iberlegen ist.

Zusitzlich konnen wieder Kosten eingespart werden, wenn durch NGS-
Zusatzuntersuchungen vermieden werden.

Es gilt die technische und preisliche Entwicklung von NGS abzuwarten, womdglich kann

es in Zukunft viel umfassender eingesetzt werden.
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4 Diskussion

Sowohl bei Endophthalmitis als auch bei Keratitis ist eine rasche Diagnostik erforderlich,
um schnellstmdglich eine addquate Therapie einzuleiten und schwerwiegende
Komplikationen, die bis zur Erblindung reichen konnen, zu vermeiden. In der
Diplomarbeit werden die Kultur, die PCR und NGS miteinander verglichen und deren

diagnostischer Wert fiir die beiden Erkrankungen erarbeitet.

Natiirlich hat diese Arbeit auch Einschrankungen. Eine systematische Recherche zu dieser
Forschungsfrage wiirde iiber den Rahmen einer Diplomarbeit hinausgehen und wurde
daher auch vom Institut fiir Medizinische Informatik Graz nicht empfohlen. Passende Filter
wurden definiert, die die Arbeit eingrenzen. Aullerdem wurde nur auf eine medizinische
Datenbank, ndmlich pubmed, zuriickgegriffen.

Weiter limitierend ist, dass man nicht mit Sicherheit davon ausgehen kann, dass die
behandelten Publikationen frei von Fehlern sind. Zusétzlich unterscheiden sie sich in ihren
Methodiken voneinander. Es wurden unterschiedliche Referenzstandards verwendet, die
Patient*innen waren teilweise vor der Probenentnahme prétherapiert, die Kulturen wurden
unterschiedlich lang geziichtet und die Probenanzahl der verschiedenen Studien divergiert

stark.

Obwohl die Bewertung der Diagnostikmethoden von klinischer Relevanz ist, finden sich
nur sehr wenige Studien, die konkrete Werte fiir die Sensitivitit, Spezifitdt, Durchlaufzeit,
oder Kosten liefern.

Nichtsdestotrotz ist ein Vergleich der Diagnostikmethoden gelungen, der zwar nicht
absolute Zahlen fiir die untersuchten Werte liefern kann, aber doch einen klaren Trend
aufzeigt und den Diagnostikmethoden eine Wertigkeit zuschreibt. Fiir exakte Angaben zu
den Sensitivitdten etc. wire es erforderlich, weiterfithrende Studien mit einheitlich

definierten Referenzstandards, sowie einer grofftmoglichen Probenanzahl durchzufiihren.

Als Resultat aus dieser Literaturrecherche ist ein ganz klarer Trend beziiglich der
Sensitivitdt zu Gunsten von Next Generation Sequencing Methoden zu erkennen, worauf

die PCR folgt und die Kultur weit davon entfernt ist. Auch die Auswertungsdauer ist bei

62



der Kultur im Vergleich zu NGS oder PCR mit mehreren Tagen deutlich langer. Beziiglich
der Sensitivitdt ist der Unterschied zwischen PCR und NGS geringer, wobei NGS mittels
nur einem Assay Bakterien, Pilze und Viren auswerten kann und damit hinsichtlich der
Auswertungsdauer der PCR iiberlegen ist. Aullerdem bietet NGS die Moglichkeit, das
gesamte Augenmikrobiom innerhalb kiirzester Zeit zu sequenzieren, dessen Verdnderung
voraussichtlich von hohem diagnostischem Nutzen, nicht nur bei infektiésen
Erkrankungen, ist.

Die Kultur ist beziiglich Verfiigbarkeit und Kosten unschlagbar, die PCR ist zwar auch gut
verfiigbar, aber etwas teurer, eine NGS Analyse ist am kostspieligsten. Andererseits konnte
der Umstand, dass weiterfiihrende Untersuchungen und Komplikationen vermieden
werden konnen, die einmaligen und anfanglichen Mehrkosten rechtfertigen.

Diese Trends treten in allen Studien deutlich hervor. Es gibt keine Studie, in der die
Auswertungszeit zur Erregerdiagnostik bei NGS ldnger ist, oder die Sensitivitdt geringer ist

als bei der Kultur.

Vergleicht man die Resultate mit anderen Studien, so wird bestitigt, dass die Werte fiir die
Sensitivitit stark divergieren, NGS gefolgt von PCR aber immer noch die hochsten Zahlen
dafiir aufweist. Die Spezifitit hingegen ist in fast allen Studien fiir alle untersuchten
Diagnostikmethoden zwischen 90% und 100%.

Gopinathan et al. erzielt fiir die Sensitivitit der Kultur bei bakterieller Keratitis 56,6%,
89,8% bei der Pilzkeratitis und 73,3% fiir die Akanthamoebenkeratitis. Die Spezifitdt wird
mit Werten von 93,7%-99,8% angegeben. Fiir die Studie wurden 5897 Hornhautabstriche
ausgewertet. (93)

Eleinen et al. erreicht eine Sensitivitdt fiir die Kultur bei der bakteriellen Keratitis von
57,58%, fiir die Pilzkeratitis 59,09%. (94)

Die Sensitivitdt der Akanthamoeben Kultur variiert hdaufig zwischen 30% und 70%.
Boggild et al. berichtet von einer Sensitivitit von 55% (95), dhnlich hoch liegt sie bei Tu et
al. mit 52%. (96) Eine weitere Studie mit einer groBen Anzahl an Proband*innen berichtet
von einer sehr niedrigen Sensitivitdt von 7%. (97)

Die PCR zur Akanthamoeben Diagnostik bewegt sich ebenfalls in anderen Studien in
einem Sensitivitdtsbereich von zirka 77% (98) bis iiber 88%, (99) was auch den Werten in
den behandelten Studien entspricht. Yera et al. berichtet von kombinierten PCR Assays die
eine Sensitivitidt von 94% erreichen. (97)

Auch bei der bakteriellen und fungalen Keratitis erreicht die PCR deutlich héhere Werte
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als die Kultur in Vergleichsstudien. Eleinen et al. beschreibt eine Sensitivitit von 87,88%
fiir die bakterielle und 90,91% fiir die Pilzkeratitis. (94) Ebenso berichtet Zhao et al. von
einer Sensitivitit von 98% bei Verwendung von PCR zur Diagnostik von Pilzkeratitis.
(100) An et al. vergleich die Illumina Sequenzierung mit der Kultur, wéhrend die
Kultivierung nur eine Positivrate von 69,4% der Proben liefert, betrdgt die Positivrate von
NGS 100%. Die Diagnosestellung bei den Studienteilnehmer*innen ist durch klinische
Zeichen einer infektiosen Keratitis, oder durch positive konfokale in-vivo-Mikroskopie

oder mikroskopischer Untersuchung von Hornhautabstrichen erfolgt. (101)

Die Zahlen fiir die Sensitivitdt der Kultur bei der Endophthalmitis variieren ebenfalls. Ein
Faktor ist der unterschiedliche Entnahmeort der Proben. Die meisten Entnahmen
entstammen dem Glaskorper, manche der Vorderkammer. Glaskorperproben gelten als
Goldstandard und haben eine hohere Sensitivitit als die Vorderkammerproben. Sjoholm-
Gomez de Liano et al. untersucht die Sensitivitit von Vorderkammerpunktionen bei
bakterieller Endophthalmitis. Je nach Genese der Endophthalmitis, sei es traumatisch oder
postoperativ, gibt es eine unterschiedliche Sensitivitit fiir die Kultur, die sich zwischen
20% und 62,5% bewegt. Die Gesamtsensitivitidt wird mit nur 38,21%, die Gesamtspezifitit
mit nur 75,51% beziffert. (102) AlBloushi et al. erreicht einen Sensitivitdtswert von
51,43%, sowie eine Spezifitdt von 92,52% fiir Kulturen beimpft mit Kammerwasserproben
bei ebenfalls bakterieller Endophthalmitis. Trotz der vergleichsweise hoheren Sensititvitat
schnitten Glaskorperproben in der Studie beziiglich der Ausbeute besser ab. (103) Die
Positivraten von Glaskorperproben in fritheren Studien befinden sich in einem dhnlichen
Bereich wie die Positivraten in den untersuchten Studien. Diese liegen zwischen 32,3%
(103) und 64,7%. (102) Barza et al. beschreibt bei einer gro3en Stichprobe von 420
Teilnehmer*innen eine Positivrate von 54,9% fiir Glaskorper- und 22,5% fiir
Kammerwasserproben bei postoperativer Endophthalmitis. (104)

In der behandelten Literatur erzielt die PCR weit hohere Sensitivititswerte als die Kultur.
Auch iltere Studien schreiben der PCR dahingehend eine Uberlegenheit zu, bei Sowmya et
al. wird eine Sensitivitit bei 72 Proben von 100% erreicht, wihrend die Kultur nur in
37,5% der Proben Erreger nachweist. Allerdings gibt es in dieser Studie keine negative
Kontrollgruppe. (105) Okhravi et al. beschreibt eine ebenfalls 100%ige Erkennungsrate der
PCR bei 37 Glaskorper- und Kammerwasserproben bei Patient*innen mit klinisch
bakterieller Endophthalmitis. Die Kultur weist den Erreger bei selbigen Proben nur in

33,3% im Kammerwasser und in ca. 68% im Glaskorper nach. In dieser Studie wird auch
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eine Kontrollgruppe von 38 Proben angefiihrt, bei der die PCR aufgrund von
Kontamination in 5% falsch positive Ergebnisse liefert. (106) Chiquet et al. vergleicht PCR
und Kultur bei Patient*innen mit klinischer Endophthalmitis, die bereits antibiotisch
behandelt werden. Hier identifiziert die PCR in 61% der Proben den Erreger, wéhrend die
Kultur dies in 32% schafft. (107)

Zhu et al. vergleicht NGS mit der Kultur anhand von 36 Glaskorper- oder
Kammerwasserproben bei Patient*innen mit klinisch diagnostizierter Endophthalmitis.
NGS erreicht eine Positivrate von 88,89%, wihrend die Kultur nur 27,78% erreicht. (108)
Li et al. berichtet von einer dhnlichen Positivrate fiir die Nanopore Sequenzierung von

86,05% im Vergleich zur Kultur mit 20,93%. (109)

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die groBe Mehrheit der Vergleichsstudien die
beschriebenen Trends in der Wertigkeit der Diagnostikmethoden bestétigen.

In der Behandlung von Patient*innen wire es von Vorteil, wenn es klare Richtlinien
beziiglich der Auswahl der entsprechenden Diagnostikmethode geben wiirde, um die
Ausbeute an Resultaten zu erhohen. Diese Richtlinien konnten in zukiinftigen Projekten
erarbeitet werden.

Ebenso bleibt offen, wie sich NGS-Methoden technisch und preislich entwickeln werden,
sowie die anstehenden Forschungen zur Sequenzierung ganzer Augenmikrobiome und

deren Veranderungen bei Erkrankungen.

Im Rahmen der Diplomarbeit wurde ein Poster auf der [IUSG in Utrecht verdffentlicht, das
die behandelten Studien kompakt gegeniiberstellt und die beschriebenen Trends beziiglich

der untersuchten Parameter graphisch darstellt. (110)
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