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1. Einleitung

1.1 Die vorderen Augenabschnitte und ihre Entziindungen

Keratitis und Uveitis anterior zahlen unter anderem zu den Entzindungen des

vorderen Augenabschnittes.
Unter einer Keratitis versteht man eine entzindliche Erkrankung der Hornhaut.

Die Uveitis anterior stellt laut internationaler Uveitis-Studiengruppe einen zu-
sammenfassenden Begriff fur Iritis und Iridozyklitis dar (Bloch-Michel, Nussenb-
latt, 1987).

Entzindungen des Auges konnen akut, subakut oder chronisch auftreten. Zu
den Kardinalsymptomen einer akuten Entzindung zahlen Schmerzen, Rétung,
Schwellung und Beeintrachtigung der Funktion. In Folge der Vasodilatation und
der Verlangsamung des Blutflusses kommt es zum Austritt von Plasmaprotei-
nen und Leukozyten sowie zur Emigration von neutrophilen und eosinophilen

Granulozyten in den Extravasalraum.

Eine chronische Entzindung kann Monate bis Jahre andauern. Dabei infiltrie-
ren mononukleadre Zellen wie Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen in
das Gewebe, welches dadurch zerstort wird. Derart chronische Entzindungen
konnen entweder Folge einer akuten Reaktion sein oder kdnnen von selbst mit

asymptomatischem Verlauf in Erscheinung treten.
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1.2 Epidemiologie und Inzidenz
1.2.1 Epidemiologie und Inzidenz von Keratitiden

Eine Infektion der Cornea gilt als einer der Hauptgrunde fur einen Sehverlust,
und es wird vermutet, dass es derzeit weltweit 100.000 Keratitiden pro Jahr
gibt, 30.000 Falle davon in den USA (Knox et al, 1998).

1.2.2 Epidemiologie und Inzidenz von Uveitiden

Eine Uveitis kommt in jedem Alter Uberall auf der Welt vor. Eine gravierende
Komplikation stellt die Erblindung dar. Dabei wird oftmals Ubersehen, dass die
Uveitis selbst fur die Erblindungen verantwortlich ist und nicht die mit ihr haufig

auftretenden Komplikationen wie Glaukom und Katarakt.

In den USA, in Frankreich und Danemark ist die Pravalenz von Uveitiden sehr
ahnlich. Sie betragt in den USA 38 pro 100.000 Einwohner, in Frankreich 17
Falle pro 100.000 Einwohner und in Danemark 14 Falle pro 100.000 Einwoh-

ner.

Die Inzidenz betragt in den USA 38.000 Falle pro Jahr (Foster, Vitale, 2002).

In Entwicklungslandern sind keine Daten zu Pravalenz und Inzidenz von Uveiti-

den vorhanden.

Die akuten Uveitis lasst sich in die Uveitis anterior und die Uveitis posterior un-
terteilen, wobei erstere deutlich haufiger auftritt. Eine seltene Form stellt die

Uveitis intermedia dar.

Weiter verbreitet als die akuten Formen sind chronische Uveitiden und treten
haufig gleichzeitig mit einer Uveitis intermedia auf. Nicht-infektiose Uveitiden
treten weitaus haufiger auf als infektiose Uveitiden. Diese erregerbedingten
Uveitiden sind oft bei Patienten anzutreffen, die gleichzeitig unter einer Panu-

veitis oder Uveitis anterior leiden (Foster, Vitale, 2002).
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Abb. 1.2: Diffuse Narbenbildung nach Keratitis®

Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Gabel, Universitatsaugenklinik Regensburg
Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Gabel, Universitatsaugenklinik Regensburg
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Abb. 1.4: Uveitis anterior®

Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Gabel, Universitatsaugenklinik Regensburg
Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. H. Busse
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1.3 Keratitis und Uveitis anterior-derzeitige diagnostische Mog-

lichkeiten

Zu Beginn spielen wie bei allen Erkrankungen die sorgfaltige Anamnese und die
Untersuchung des Auges durch den klinisch tatigen Arzt eine herausragende
Rolle. Entsprechend der Verdachtsdiagnose wird dann Patientenmaterial fur die
mikrobiologische Untersuchung entnommen. Schnellstmdglich werden die Pro-
ben in speziellen Medien, um eine Vermehrung der irrelevanten Keime zu ver-
hindern, ins Labor transportiert. Die Labordiagnostik bietet nun verschiedene
Moglichkeiten des Erregernachweises. Dieser beginnt bei Erkrankungen durch
Bakterien, Pilze und Protozoen in der Regel mit der direkten mikroskopischen

Untersuchung des Patientenmaterials.

Das Anzuchten der Erreger in Reinkultur hat groRe Bedeutung, zum einen, um
durch Betrachten der Koloniemerkmale die Bakterienart zu identifizieren, zum

anderen um Antibiotikaresistenzen zu bestimmen.

Serologisch lassen sich sowohl Antigene als auch Antikdrper nachweisen. Dies
ist vor allem bei viralen und parasitaren Infektionen bedeutungsvoll. Die Erken-
nung der induzierten Immunkomplexe erfolgt zum Beispiel mittels Enzymen.
Dafur stehen der ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent-Assay), der IFT

(Immunfluoreszenztest) oder der RIA (Radio-Immuno-Assay) zur Verfligung.

Ein Fortschritt in der Erregerdiagnostik ist in der Entwicklung von molekularbio-
logischen Verfahren zu sehen. Man unterscheidet hierbei die Methode der Hyb-
ridisierung (spezifische Bindung von Erreger-Nukleinsauresequenzen an gen-
technologisch hergestellte, markierte, komplementare DNA-Sonden) von Chain

Reaction).
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der Amplifizierung erregerspezifischer Gensequenzen (PCR = Polymerase

Keratitiden und Uveitiden und ihre Ursachen

Keratopathien, das Tragen von Kontaktlinsen und Traumen stellen die Risiko-
faktoren fur die Entwicklung einer Keratitis dar. Virale Keratitiden sind oftmals
durch Adenoviren verursacht. Koagulasenegative Staphylokokken lassen sich
haufig bei bakteriell bedingten Entzindungen isolieren. Mykobakterien, Parasi-
ten und Pilze stellen recht seltene Ausloser einer Keratitis dar (Bialasiewicz,
1996).

Traumen, immunologische Mechanismen und Infektionen konnen im Allgemei-
nen eine Uveitis verursachen. Sehr haufig kommt es auch unter immunsupp-
ressiven Zustanden zu entzindlichen Reaktionen im Auge, denn der Organis-
mus ist dann anfalliger fir Infektionen mit Pathogenen. Uveitis anterior, Uveitis
intermedia und Panuveitis sind meist idiopathischer Herkunft. Die Uveitis poste-
rior wird oftmals durch Toxoplasmen verursacht (Foster, Vitale, 2002). In fol-
genden Abbildungen sind die haufigsten Ursachen von Uveitiden dargestellt
(Abbildungen 1.5.-1.8.).
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Abb. 1.5: Die haufigsten Ursachen einer Uveitis anterior*
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1.4 Vorliegende Arbeit - ihre Ziele

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Studie Uber 84 Patienten
mit Uveitis anterior und 87 Patienten mit Keratitis, behandelt an der Universi-

tats-Augenklinik Regensburg im Zeitraum von 1996-2003.

Es wurde versucht die diese Entzindungen verursachenden Erreger mittels
PCR, einer molekularbiologischen Methode, zu identifizieren. Diese Studie soll
den Stellenwert der PCR in der mikrobiologischen Diagnostik von Uveitis ante-
rior und Keratitis untersuchen und verdeutlichen. Dafiir werden die Erfolgsraten
herkdbmmlicher Untersuchungsmethoden (Kultur und Serologie) berechnet und
im Vergleich zur PCR dargestellt. Schlief3lich sind auch die bei positiven mikro-

biologischen Ergebnissen nachgewiesenen Erreger von Interesse.

Insgesamt gilt es herauszufinden, ob es sinnvoll ist, die PCR trotz hdherer Kos-
ten zusatzlich zur Kultur, Serologie und Mikroskopie einzusetzen. Es sollen die
Schwachstellen der einzelnen diagnostischen Verfahren aufgedeckt und Ver-

besserungsvorschlage gegeben werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Datengewinnung aus dem Patientengut

Fir diese retrospektive Studie wurden den Krankenakten von Patienten, die im
Zeitraum von 1996-2003 in der Augenklinik der Universitat Regensburg wegen
Entzindungen der vorderen Augenabschnitte (Uveitis anterior und Keratitis)

behandelt wurden, Daten entnommen.

Die Studie wurde an insgesamt 171 Patienten aller Altersgruppen durchgefuhrt.
Davon entfielen 84 Akten an Patienten mit Uveitis anterior und 87 Akten an Pa-

tienten mit Keratitiden (Tabelle 2-1).

Tabelle 2-1

Weibliche Patienten

Mannliche Patienten

Uveitis anterior 45 39
Keratitis 43 44
Summe 88 83

Das Hauptaugenmerk bei der Analyse der Daten fiel auf die mikrobiologische

Diagnostik.

Aus der Durchsicht der Akten wurden die einzelnen Diagnosen, die Ergebnisse
der mikrobiologischen Untersuchungen, sowie bei deren positiven Ausgang die

Erreger erfasst.

Um die positiven bzw. negativen PCR-Ergebnisse, aber auch die Uber- bzw.
Unterlegenheit dieser neuen Methode zu demonstrieren, wurden bei der Aus-

wertung verschiedene Gruppen gebildet (Tabelle 2-2).
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Tabelle 2-2

PCR+ PCR+ | PCR- PCR- PCR+ PCR+ PCR- PCR-

Kultur+ | Kultur- | Kultur+ | Kultur- | Serologie+ | Serologie- | Serologie+ | Serologie-

Uveitisanterior

Keratitis

Durch diese Unterscheidung war es moglich, diejenigen Falle zu ermitteln, bei
denen PCR und herkémmliche mikrobiologische Untersuchungsmethoden eine
Bestimmung des Erregers ermdoglichten. Es konnten aber auch die Schwach-

stellen in den jeweiligen diagnostischen Verfahren aufgedeckt werden.
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2.2 Mikrobiologische Methoden

Entnahme von
Proben

PCR -

el Vikroskopie
Nativpréparate Farbepraparate

Primarkultur Reinkultur

Antigen-
/Antikérpernachweis

Abb. 2.1: Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Kultur

Damit eine Speziesdiagnose von Bakterien und Pilzen gemacht werden kann,
werden die Erreger zunachst vermehrt. Es entsteht die Primarkultur, die erste
Kultur aus dem Untersuchungsmaterial. Prinzipiell werden die Pathogene, die
im Untersuchungsmaterial enthalten sind, auf festen und auf flissigen Nahrbo-
den zur Vermehrung gebracht. Bei Betrachten der Kultur auf festen Medien un-
terscheidet man Hamolyseart (vollstandig, unvollstandig, fehlend), Form, Erhe-
bung und Randzustand der Kolonien. Bei flussigem Untersuchungsmaterial ist
es wichtig darauf zu achten, unter welcher Sauerstoffzufuhr die Erreger wach-

sen, ob sie eine Kahmhaut bilden oder ob die Losung getrubt ist.

Um dann aus der Primarkultur eine Reinkultur herzustellen, ist es von Bedeu-
tung, dass die klinischen Symptome in eine bestimmte Verdachtsrichtung wei-
sen. Nur so ist es mdglich, die Nahrstoffbedingungen des mutmalilichen Erre-

gers zu schaffen (Hahn et al, 1994).
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2.2.2 Serologie

Falls der direkte Nachweis der Erreger nicht mdglich ist (z.B. das infizierte Ge-
biet ist fur eine Probenentnahme nicht geeignet oder der Keim ist schon ver-
schwunden) gibt es die Moglichkeit, spezifische Antikdrper im Serum nachzu-
weisen. Falls der Organismus Kontakt mit dem Erreger hat, bilden sich in den
meisten Fallen zuerst IgM—Antkorper, die nur eine kurze Verweildauer haben.
Nach einer gewissen Zeit werden IgG-Antikoper produziert. Nun kann anhand
der Antikorperklasse entschieden werden, ob eine akute Infektion (IgM-
Antikorper) vorliegt, ob die Infektion eine gewisse Zeit zurlickliegt oder ob es

sich um einen Durchseuchungstiter handelt (IgG-Antikorper).

Um spezifische Antikdrper nachzuweisen gibt es Verfahren wie beispielsweise
Neutralisationstests, Prazipitationsreaktionen, Agglutinationsreaktionen, Komp-
lementbindungsreaktionen, Enzymimmunassays (ELISA), indirekte Immunflou-

reszenztests (IFT) und Immunoblots.

Zu beachten ist aber, dass der besondere Immunstatus des Auges die serologi-
sche Diagnostik bei z.B. viralen Infektionen begrenzt. Es existiert eine Blut-
Retina- und Blut-Kammerwasser-Schranke, die im gesunden Auge den Blut-
kreislauf von den Flussigkeiten im Auge trennt. In Folge einer intraokularen
Entzindung kénnen diese Schranken durchlassig werden und Antikérper kon-
nen passiv aus dem Blut in das Auge diffundieren. Antikdrper kdnnen aber auch

direkt im Auge von B-Zellen produziert werden.

Aufgrund dieser beiden moglichen Produktionsorte ist flr eine aussagekraftige
Bestimmung des Antikorpertiters sowohl eine Untersuchung des peripheren
Blutes als auch des Kammerwassers notwendig. Mit Hilfe der Ergebnisse lasst

sich der Goldmann-Witmer-Koeffizient (K) berechnen:
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Formel:

Antikorpertiter im Kammerwasser x Immunglobulinkonzentration im Serum

Antikorpertiter im Serum x Immunglobulinkonzentration im Kammerwasser

Dieser Koeffizient lasst eine Interpretation der gefundenen Antikorpertiter zu.

Bei K = 0.5-2 werden keine Immunglobuline im Auge gebildet. Bei einem Wert
grolRer 4 kann man sicher von einer intraokularen Antikorperproduktion ausge-
hen. Folglich ist der alleinige Nachweis von Antikdrpern im Serum nicht bewei-

send fur eine Infektion im Auge (Thurau, 2003).
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2.3 PCR

2.3.1 Durchfuhrung der PCR (= Polymerase Chain Reaction)

Jeder Organismus (Bakterien, Viren, Pilze) enthalt in seinem Inneren die Erbin-
formation in Form von Desoxyribonukleinsaure (DNA) oder Ribonukleinsaure
(RNA). Diese besteht aus derart charakteristischen Frequenzbereichen, dass

es maoglich ist, alle bekannten Organismen zu typisieren.

Die PCR, erstmals beschrieben durch Saiki et al (Saiki et al, 1985), entwickelte
sich in den letzten Jahren zu einer sehr sensitiven Methode, um DNA oder RNA
in klinischen Untersuchungsmaterialien (Blut, Liquor, Zellmaterial) nachzuwei-
sen. Sie imitiert in groben Zugen den Prozess, der bei der DNA-Verdopplung

wahrend der natlrlichen Zellteilung stattfindet.

Bei der Durchfihrung der PCR wird die DNA zunachst erhitzt und dadurch in
zwei Einzelstrange zerlegt. Liegt das Genom in Form von RNA vor, so wird die-
se durch die Reverse Transkriptase (RT-PCR) in komplementare DNA umge-

wandelt.

Nun muss eine speziesspezifische Struktur der Nukleinsdure bekannt sein, um

zwei zu ihr komplementare Primer herzustellen.

Von der thermostabilen DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) werden diese Pri-
mer erkannt. Dieses Enzym erstellt durch den Einbau von Desoxynukleotidtri-
phosphaten zwei zu den urspriinglichen DNA-Strangen komplementare Nuk-

leinsauren.

Da diese neu entstandenen DNA-Strange genau identisch mit den Ursprungs-
strangen sind, kénnen sie selbst wieder als Ausgangsmaterial fur einen weite-
ren Replikationszyklus fungieren (vgl. Abbildung 2.2.). Theoretisch erreicht man
nach 30 Temperaturzyklen einen Amplifikationsfaktor von 10°. In der Praxis

werden jedoch aufgrund des Aktivitatsverlustes der DNA-Polymerase und des

Verbrauches von Primermolekilen und Nukleotiden ,nur® Werte um 10° erzielt
(Ehrlich et al, 1991; Reischl, Mayer, 1993).
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Durch Hybridisierung mit Gensonden, durch Spaltung mit Restriktionsenzymen
oder durch Sequenzierung kénnen die Produkte nach der Amplifikation typisiert
werden. Daneben ist auch eine Grolienbestimmung durch Gelelektrophorese

maglich.

Als Ausgangsmaterialien flr die Gewinnung von Nukleinsauren werden in der
Ophthalmologie Flussigkeiten (Tranenflissigkeit, Kammerwasser, Glaskorpe-

raspirat) oder Gewebeproben (Tranendrlise, Hornhaut, Netzhaut) verwendet.
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Abb. 2.2: Die PCR aus Hahn et al, 1994
2.3.2Die PCR - ihre Vorteile

Als Ausgangsmaterialien fur die Gewinnung von Nukleinsauren werden in der
Ophthalmologie Flussigkeiten (Tranenflissigkeit, Kammerwasser, Glaskorpe-
raspirat) oder Gewebeproben (Tranendrise, Hornhaut, Netzhaut) verwendet.
Dabei kommt es vor, dass die Menge der extrahierten Erreger nicht ausreicht.
Hier stoRen die Ublichen Nachweisverfahren an ihre Grenzen. Um jedoch Erre-
ger mit der PCR nachweisen zu konnen, sind 1ul Glaskorper- oder Vorder-

kammerflussigkeit zur Infektionsdiagnostik ausreichend.
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Es mussen nur 10-100 Erreger pro ml Probe vorhanden sein, d.h. die PCR be-

sitzt eine sehr hohe Sensitivitat (Becker et al, 2003).

Der Erregernachweis ist zum Beispiel nach Antibiotikagabe oftmals schwierig,
da die Anzahl der Pathogene auf ein Minimum reduziert ist. Somit wird ein
Nachweis durch kulturelle Anzucht hinfallig, und es ist sinnvoll die PCR einzu-

setzen.

Ein weiterer grof3er Vorteil der PCR liegt darin, dass die medikamentose Thera-
pie friher eingeleitet werden kann, da schon wenige Stunden nach Probenent-

nahme erste Ergebnisse vorliegen (Reischl, 2003).

Bei viralen Infektionen besteht oft ein Problem darin, dass Antikorper spat ge-
bildet werden und der serologische Nachweis deshalb negativ ist. Um diese
diagnostische Lucke zu schlieRen, wird zusatzlich die PCR verwendet, mit de-

ren Hilfe ein direkter Virusnachweis mdglich ist.

Eine groRe Bedeutung der PCR fur die Klinik besteht darin, auch schwer oder
nicht anzichtbare Erreger bestimmen zu kdénnen (Chlamydien, Coxiellen, My-

kobakterien, Legionellen, Treponemen und Listerien).

Auch der Nachweis ganzer Erregergruppen stellt fir die PCR kein Problem dar,

was sich im Sinne der Ausschlussdiagnostik als sinnvoll erweist.

2.3.3Die PCR - ihre Nachteile und Fehlermoglichkeiten

Da die PCR ein sehr empfindliches Nachweisverfahren ist, konnen durch Kon-
taminationen leicht falsch positive Ergebnisse entstehen. Eine strikte raumliche
Trennung von Probenaufbereitung, Herstellung des Reaktionsgemisches und
der Analyse der Amplifikationsprodukte sind erforderlich, um solche Ergebnisse

zu verhindern (Lohmann, Reischl, 1997).

Nicht nur falsche Primer oder DNA-Polymerase Inhibitoren wie z.B. Hamoglobin
oder Heparin im Untersuchungsmaterial, sondern auch die falsche Entnahme

des Probenmaterials konnen zu falsch negativen Ergebnissen fuhren. Trotz
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zahlreicher Techniken zur DNA-Praparation gelingt es nicht immer, diese Inhibi-
toren zu entfernen. Durch Positiv- und Negativkontrollen versucht man diese

Fehler zu vermeiden.

Ein positiver Nachweis durch die PCR stellt sicher, dass die DNA des jeweiligen
Erregers vorhanden ist. Daraus ist aber weder ersichtlich, ob der Erreger tot
oder lebendig ist, noch kann eine latente Infektion von einer floriden unter-
schieden werden. Deshalb sollte in jede Diagnose das klinische Bild und die

Anamnese mit einbezogen werden.

Genauso wenig wird deutlich, ob Resistenzen vorhanden sind oder nicht.

Mangelnde Standardisierung zwischen den verschiedenen diagnostischen La-

boratorien sowie die hohen Kosten eines Nachweises durch die PCR verzogern

ihre Durchsetzung im klinischen Alltag (Reischl, 2003).
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2.4 Statistische Auswertung

Nach dem ,exakten Test von McNemar“ wurden Signifikanzen berechnet (Wit-

ting, 1985) und es wurde ein Promill als Signifikanzniveau akzeptiert.

Im Anhang befindet sich die ausfuhrliche statistische Auswertung.
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3. Ergebnisse

3.1 Altersverteilung

Bei allen Entziindungen des vorderen Augenabschnittes ist eine Haufung im

héheren Lebensalter feststellbar (Abbildungen 3.1 und 3.2).
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Uveitis anterior
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3.2 Untersuchungsmaterialien
3.2.1 Keratitis

Bei 59 von den 87 Keratitis-Patienten wurde ein Hornhautscraping (Abtragung
der Hornhaut) durchgeflihrt. In diesem Material konnte in 37 Fallen ein Erreger
nachgewiesen werden. Bei 28 Patienten wurde Kammerwasser aus der Vor-
derkammer entnommen, in 11 Fallen konnte darin ein Erreger identifiziert wer-
den (Tabelle 3-1).

Tabelle 3-1
Hornhautscraping Vorderkammerpunktion Gesamt
Entnahmen 59 28 87
67,8% 32,2% 100%
Erregernachweis 37 11 48
erfolgreich 62,7% 39,3% 55,2%

Diese Untersuchungsmaterialien dienten als Grundlage fur die Durchfuhrung
von 87 PCR- Reaktionen (100%), 16 serologische Untersuchungen (18,4%)
und die Anlage von 71 Kulturen (81,6%).

3.2.2 Uveitis anterior

Kammerwasser aus der Vorderkammer wurde bei 70 der 84 Patienten mit Uvei-
tis anterior entnommen. In 23 Fallen konnte ein Erreger nachgewiesen werden.
Glaskorpermaterial wurde in 14 Fallen entnommen. Bei 7 Patienten war der Er-

regernachweis erfolgreich (Tabelle 3-2).
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Tabelle 3-2
Vorderkammerpunktion Glaskorperaspirat Gesamt
Entnahmen 70 14 84
83,3% 16,7% 100%
Erregernachweis 23 7 30
erfolgreich 32,9% 50% 35,7%

Ausgehend von diesen Untersuchungsmaterialien wurde bei 84 Patienten eine
PCR (100%) und bei 25 Patienten (29,8%) eine serologische Untersuchung

durchgefuhrt. In 59 Fallen (70,2%) wurde eine Kultur angelegt.

Sophie Kohlein
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3.3 Erfolge der mikrobiologischen Diagnostik
3.3.1 Erfolge der mikrobiologischen Diagnostik bei Keratitis

Das Material, das von 87 Patienten mit Keratitis untersucht wurde, lieferte in 8
Fallen ein gleichzeitig positives Ergebnis von PCR und Kultur (9%). In 14 Fallen
war die PCR der Kultur Gberlegen (16,1%) und in 10 Fallen (11,5%) unterlegen.
Bei 39 Patienten konnte weder mit PCR noch mit Kultur ein Erreger identifiziert
werden (44,8%). PCR und Serologie erzielten in 11 Fallen gleichzeitig ein posti-
tives Ergebnis (12,6%). Die Serologie war der PCR in einem Fall unterlegen
(1%) und in 4 Fallen Uberlegen (5%) (Tabellen 3-3 und 3-4).

Tabelle 3-3
PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ PCR+ PCR- PCR-
Kultur+ Kultur- Kultur+ Kultur- Serologie+ | Serologie- | Serologie+ | Serologie-
8 14 10 39 1 1 4 0
Tabelle 3-4
PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ PCR+ PCR- PCR-
Kultur+ Kultur- Kultur+ Kultur- Serologie+ | Serologie- | Serologie+ | Serologie-
9% 16,1% 11,5% 44,8% 12,6% 1% 5% 0%

Die positiven und negativen PCR-, Kultur- und Serologie-Ergebnisse wurden

addiert. Ebenso wurde mit den negativen Ergebnissen verfahren.

Die PCR hatte insgesamt in 38,7% der Falle Erfolg. Die Kultur war in 20,5% der
Falle positiv, serologisch erzielte man in 17,6% der Falle ein positives Ergebnis.
Mittels PCR konnte in 61,3% der Falle kein Erreger nachgewiesen werden.
Auch die Kultur erreichte bei 60,9% der Untersuchungsmaterialien kein positi-

ves Ergebnis. Die Serologie war in 1% der Falle negativ (Tabelle 3-5).
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Tabelle 3-5

PCR+

Kultur+

Serologie+

PCR-

Kultur-

Serologie-

38,7%

20,5%

17,6%

61,3%

60,9%

1%

Positive Ergebnisse von PCR, Kultur und Serologie im Vergleich; bezogen auf

87 Untersuchungsmaterialien von Keratitis-Patienten (Abbildung 3.3)
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Negative Ergebnisse von PCR, Kultur und Serologie im Vergleich; bezogen auf

87 Untersuchungsmaterialien von Keratitis-Patienten (Abbildung 3.4)
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3.3.2Erfolge der mikrobiologischen Diagnostik bei Uveitis anterior

Aus dem Material, das von 84 Patienten mit Uveitis anterior untersucht wurde,
konnte mit Hilfe der PCR in 6 Fallen ein positives Ergebnis bestimmt werden,
bei gleichzeitig negativem Kulturergebnis (7,1%). In einem Fall waren PCR und
Kultur einander ebenbdrtig (1%). Die PCR war der Kultur bei 4 Patienten unter-
legen (4,8%). In 48 Fallen wurde weder mit PCR noch mit Kultur ein Erreger
identifiziert (57,1%). PCR und Serologie waren bei 3 Patienten gleichzeitig posi-
tiv (3,6%) und bei 6 Patienten gleichzeitig negativ (7,1%). Die Serologie war der
PCR in 15 Fallen Uberlegen (17,9%) und in nur einem Fall unterlegen (1,2%)
(Tabellen 3-6 und 3-7).

Tabelle 3-6
PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ PCR+ PCR- PCR-
Kultur+ Kultur- Kultur+ Kultur- Serologie+ | Serologie- | Serologie+ | Serologie-
1 6 4 48 3 1 15 6
Tabelle 3-7
PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ PCR+ PCR- PCR-
Kultur+ Kultur- Kultur+ Kultur- Serologie+ Serologie- | Serologie+ Serologie-
1% 7,1% 4,8% 57,1% 3,6% 1,2% 17,9% 7,1%

Die positiven PCR-, Kultur- und Serologie-Ergebnisse wurden addiert. Ebenso

wurde mit den negativen Ergebnissen verfahren.

Die PCR hatte insgesamt in 13,1% der Falle Erfolg. Die Kultur war in 6,0% der
Falle positiv, serologisch erzielte man in 21,5% der Falle ein positives Ergebnis.
Die PCR konnte in 86,9% der Falle kein Pathogen nachweisen. Auch die Kultur
erreichte in 64,2% der Untersuchungsmaterialien kein positives Ergebnis. Die

Serologie war in 8% der Falle negativ (Tabelle 3-8).
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Tabelle 3-8

PCR+

Kultur+

Serologie+ PCR-

Kultur-

Serologie-

13,1%

6,0%

21,5% 86,9%

64,2%

8%

Positive Ergebnisse von PCR, Kultur und Serologie im Vergleich; bezogen auf

87 Untersuchungsmaterialien von Uveitis anterior-Patienten (Abbildung 3.5)
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Negative Ergebnisse von PCR, Kultur und Serologie im Vergleich; bezogen auf

87 Untersuchungsmaterialien von Uveitis anterior-Patienten (Abbildung 3.6)
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3.4 Nachgewiesene Erreger

3.4.1 Keratitis

3.4.1.1 Kultureller Nachweis der Erreger

Insgesamt konnten durch Anzucht 18 Erreger nachgewiesen werden. Dabei lie-
Ren sich Staphylococcus spp. in 6 und Pseudomonas spp. in 5 Fallen identifi-
zieren. Candida, Streptococcus spp., Serratia, Stenotrophomonas maltophilia,
Pneumokokken, Propionibacterium acnes und Enterokokken konnten bei je-

weils einem Patienten bestimmt werden (Tabelle 3-9).

Tabelle 3-9

Erreger Erregeranzahl Anteil der einzelnen Erreger
(Gesamtzahl: 18 Erreger)

Bakterien
Staphylococcus spp. 6 33,3%
Pseudomonas spp. 5 27,8%
Streptococcus spp. 1 5,6%
Serratia 1 5,6%
Stenotrophomonas maltophilia 1 5,6%
Pneumokokken 1 5,6%
Propionibacterium acnes 1 5,6%
Enterokokken 1 5,6%
Pilze
Candida spp. 1 5,6%
Gesamt 18 100%

3.4.1.2 Serologischer Nachweis der Erreger

Bei 14 Patienten konnten Herpes-simplex-Viren (HSV) nachgewiesen werden.
In einem Fall war das Varizella-zoster-Virus (VZV) das die Entzindung ausl6-

sende Pathogen. Insgesamt wurden 15 Erreger identifiziert (Tabelle 3-10).
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Tabelle 3-10
Erreger Erregeranzahl Anteil der einzelnen Erreger (Gesamtzahl: 15 Erreger)
Viren
HSV 14 93,3%
vzv 1 6,7%
Gesamt 15 100%

3.4.1.3 Nachweis der Erreger mit PCR

Bei 5 Patienten wurden mittels PCR Pseudomonas spp. nachgewiesen. Staphy-
lokokken galten in 3 Fallen, Streptokokken in einem Fall als Ausléser der Ent-
zundung. Bei jeweils 2 Patienten wurden Pneumokokken, Stenotrophomonas
maltophilia und Candida spp. nachgewiesen. Verursacher von 4 Keratitiden

waren Moraxella spp.

Serratia, Bartonella henselae und Aspergillus waren jeweils fir eine Entzin-
dung verantwortlich. Bei 12 Patienten wurden mittels PCR Herpes-simplex-
Viren (HSV) identifiziert (Tabelle 3-11).

Tabelle 3-11

Erreger Erregeranzahl Anteil der einzelnen Erreger
(Gesamtzahl: 34 Erreger)

Bakterien
Pseudomonas spp. 5 14,7%
Staphylococcus spp. 3 8,8%
Streptococcus spp. 1 2,9%
Pneumokokken 2 5,9%
Moraxella spp. 4 11,8%
Serratia 1 2,9%
Stenotrophomonas maltophilia 2 5,9%
Bartonella henselae 1 2,9%
Pilze
Aspergillus spp. 1 2,9%
Candida spp. 2 5,9%
Viren
HSV-1 12 35,3%
Gesamt 34 100%
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3.4.1.4 Erregerspektrum bei Keratitis

Insgesamt konnten bei den Keratitis-Patienten 48 Erreger nachgewiesen wer-

den. Das Spektrum der Pathogene ist folgender Tabelle zu entnehmen (Tabelle

3-12).

Tabelle 3-12
Erreger Erreger- Anteil der einzelnen Erreger

anzahl (Gesamtzahl: 48 Erreger)

Bakterien
Pseudomonas spp. 8 16.7%
Staphylococcus spp. 8 16,7%
Moraxella spp. 4 8,3%
Pneumokokken 2 4,2%
Stenotrophomonas maltophi- 2 4,2%

lia
Streptococcus spp. 1 2,1%
Serratia 1 2,1%
Bartonella henselae 1 2,1%
Propionibacterium acnes 1 2,1%
Enterokokken 1 2,1%
Pilze
Candida spp. 2 4,2%
Aspergillus spp. 1 2,1%
Viren
HSV 15 31,3%
VzV 1 2,1%
Gesamt 48 100%

3.4.2 Uveitis anterior

3.4.2.1 Kultureller Nachweis der Erreger

Mittels Kultur konnten 5 Erreger nachgewiesen werden. In einem Fall konnte

das Pathogen nicht identifiziert werden. Bei 4 Patienten wurden Staphylococcus

spp. bestimmt (Tabelle 3-13).
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Tabelle 3-13
Erreger Erregeranzahl Anteil der einzelnen Erreger
(Gesamtzahl: 5 Erreger)
Bakterien
Staphylococcus spp. 4 80%
unbekannt 1 20%
Gesamt 5 100%

3.4.2.2 Serologischer Nachweis der Erreger

Serologisch konnten 18 Erreger bestimmt werden. Bei 12 Patienten wurden

Borrelia burgdorferi identifiziert. Toxoplasmen galten in 2 Fallen als Ausléser

einer Uveitis anterior. Uveitiden wurden bei 3 Patienten von Herpes-simplex-

Virus (HSV) und bei einem Patienten von (Varizella-zoster-Virus (VZV) verur-
sacht (Tabelle 3-14).

Tabelle 3-14
Erreger Erregeranzahl Anteil der einzelnen Erreger
(Gesamtzahl: 18 Erreger)
Bakterien
Borrelia burgdorfe- 12 66,7%
ri
Viren
HSV 3 16,7%
VZV 1 5,6%
Parasiten
Toxoplasma gondii 2 11,1%
Gesamt 18 100%

3.4.2.3 Nachweis der Erreger mit PCR

Die PCR war bei Uveitis anterior-Patienten in 11 Fallen positiv. Bei jeweils 2 Pa-

tienten wurden Pseudomonas spp., Candida spp. und Toxoplasma gondii

nachgewiesen. Die Nukleinsaure von Borrelia burgdorferi und Varizella-zoster-

Virus (VZV) wurde in jeweils einem Fall identifiziert. In 3 Fallen war eine Be-

stimmung des Erregers nicht moglich (Tabelle 3-15).
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Tabelle 3-15

Erreger Erregeranzahl Anteil der einzelnen Erreger
(Gesamtzahl: 11 Erreger)

Bakterien
Pseudomonas spp. 2 18,2%
Borrelia burgdorferi 1 9,1%
Pilze
Candida spp. 2 8,2%
Viren
\4Y 1 9,1%
Parasiten
Toxoplasma gondii 2 18,2%
unbekannt 3 27,3%
Gesamt 11 100%

3.4.2.4 Erregerspektrum bei Uveitis anterior

Insgesamt konnte bei 30 Uveitis anterior-Patienten ein Erreger nachgewiesen

werden. Das dabei gefundene Erregerspektrum kann folgender Tabelle ent-

nommen werden (Tabelle 3-16).

Tabelle 3-16

Erreger Erregeranzahl Anteil der einzelnen Erreger
(Gesamtzahl: 30 Erreger)

Bakterien
Pseudomonas spp. 2 6,7%
Staphylococcus spp. 4 15,3%
Borrelia burgdorferi 12 40%
Pilze
Candida spp. 2 6,7%
Viren
HSV 3 10%
VZV 1 3,3%
Parasiten
Toxoplasma gondii 3 10%
unbekannt 3 10%
Gesamt 30 100%
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4. Diskussion

4.1 Keratitis

Schon durch kleinste Verletzungen der Hornhaut kdnnen Pathogene ins Auge

eindringen und zur Bildung einer Keratitis fuhren.

Das klinische Bild ist durch Ulcera im Stroma gekennzeichnet (Wilhelmus et al,
1994). Die betroffenen Patienten klagen haufig Uber Schmerzen und eine zu-

nehmende Sehverschlechterung.

Der mikrobiologische Keimnachweis kann kulturell, serologisch und neuerdings
auch mit einer molekularbiologischen Methode, der PCR erfolgen. Das Material
hierflr wird durch Hornhautscraping oder Vorderkammerpunktat gewonnen. In
der aktuellen Studie wurde bei 59 Patienten eine Hornhautbiopsie durchgefiihrt,
wobei in 37 Fallen Pathogene nachgewiesen werden konnten. Kammerwasser
aus der Vorderkammer wurde bei 28 Patienten entnommen. In 11 Fallen ist der

Erregernachweis in diesem Untersuchungsmaterial gegluckt.

Wegen der hohen Keimausbeute, sowie zur genaueren Keimdifferenzierung
und Antibiotikatestung empfiehlt sich eine Anlage von Kulturen. Diese Stan-
dardmethode ist jedoch in ca. 40%-60% der Falle negativ (Knox et al, 1998). In
der aktuellen Studie an 87 Keratitis-Patienten konnte dieses Ergebnis bestatigt
werden, da in 60,9% der Falle kein Erregernachweis mittels Kultur moglich war.
Ein Grund dafir kann sein, dass vor Probenentnahme schon Antibiotika gege-
ben wurden und deshalb die Anzahl der Pathogene auf nicht mehr nachweisba-
re Werte gesunken war. Knox et al konnten an ihrer Institution in 40%-60% der
Keratitis—Falle positive Kulturergebnisse erzielen (Knox et al, 1998). Ahnliche
Werte wurden auch in anderen amerikanischen Labors erreicht (Levey et al,
1997; O'Brien et al, 1995; Wahl et al, 1991; Pepose et al, 1996).

In unserer Studie war eine Anzuchtung in nur 20,5% der Falle erfolgreich. Eine
Ursache hierfur ist nicht ersichtlich. Da die Kultivierbarkeit eines Keimes artspe-

zifisch ist, von der absoluten Keimzahl, der Vorschadigung des Keimes, sowie
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eventuell vorhandenen wachstumshemmenden Faktoren abhangt, kdnnen die-
se Faktoren moglicherweise zu einem solch niedrigen positiven Kulturergebnis

gefuhrt haben.

Bei 17,6% der Keratitis-Patienten konnte in der aktuellen Studie ein Serologie-
positives Ergebnis erzielt werden. Es handelte sich bei den nachgewiesenen
Antikorpertitern nicht um Durchseuchungstiter, sondern um die Antikorper, die
gegen die, die Entzindung auslésenden Erreger gerichtet sind. Diese Unter-
scheidung konnte anhand von den verschiedenen Antikorperklassen getroffen
werden. Bei einem Durchseuchungstiter sind nur IgG-Antikérper nachweisbar,
wahrend bei einer akuten Entzindung IgM- und spater auch IgG-Antikorper auf-

treten.

Zum Nachweis von extrem geringen Keimzahlen, also Bedingungen wie man
sie gerade am Auge vorfindet, eignet sich vor allem die PCR. Diese molekular-
biologische Methode ist auch besonders zur Anwendung bei Patienten geeig-
net, bei denen mit herkdmmlichen Verfahren ein Nachweis des Keimes nicht
maoglich war oder die sich schon vor Enthahme des Probenmaterials einer Anti-

biotikabehandlung unterzogen hatten.

Zusammengefasst lasst sich das Grundprinzip der PCR folgendermalien be-
schreiben: Die DNA von potentiellen Pathogenen wird aus dem Untersu-
chungsmaterial isoliert und mit Hilfe der PCR auf eine Anzahl vermehrt, die

dann im Labor leicht nachgewiesen werden kann.

Lohmann et al konnten in einer klinischen Studie bei 16 Patienten die Erreger
von Keratitiden in 15 von 16 Fallen mittels PCR bestimmen (Lohmann et al,
2000).

Neun (82%) von 11 Patienten mit bakterieller Keratitis waren in einer Studie von
Knox et al PCR-positiv (Knox et al, 1998).

In der aktuellen Studie mit 87 Keratitis-Patienten war die PCR in 38,7% der Fal-
le erfolgreich. Die verschiedenen Werte der einzelnen Studien kdnnen aus den

unterschiedlich grof3en Patientenzahlen resultieren, denn mit 87 Patienten wird
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ein grolkeres Patientenspektrum abgedeckt als mit 16 oder 11 Patienten. Ab-

weichungen werden bei gro3en Fallzahlen eher kompensiert.

Allen erwahnten Studien gemeinsam ist aber, dass sich die PCR als sensitivere

mikrobiologische Methode als die Kultur erweist.

Bei der Befundinterpretation eines PCR-Ergebnisses ist immer zu beachten,
dass die hohe Sensitivitat der PCR auch zu falsch positiven Ergebnissen fuhren
kann. So ist es madglich, dass bei Gewinnung des Untersuchungsmaterials
(Durchflihrung eines Hornhautscrapings oder Entnahme von Kammerwasser)
periokulare Erreger oder auch z.B. Normalflora der Haut dieses kontaminieren.
Die PCR kann nicht zwischen dem auslésenden Keim und dieser Kontaminati-
on unterscheiden. Deshalb erfolgte die Gewinnung und Verarbeitung des Pro-
benmaterials unter hochsten Reinheitsbedingungen. Um falsch negative Er-
gebnisse bei der PCR auszuschlie3en, wurden bei der Amplifikationsreaktion
Positiv- und Negativkontrollen mitgefuhrt. In jedem Fall muss der mit der PCR

erhobene Befund mit der Anamnese und Klinik abgeglichen werden.

In den folgenden Tabellen werden das Erregerspektrum aller infektios beding-
ten Keratitiden weltweit und die in der aktuellen Studie nachgewiesenen Patho-

gene dargestellt (Tabellen 4-1 und 4-2).

Tabelle 4-1
Erregerspektrum weltweit *

Viren

Adenovirus 92%
Enterovirus 4%
HSV 4%
Bakterien

Koagulasenegative Staphylokokken 10-40%
Staphylococcus aureus 10-15%
Andere grampositive Bakterien 5-10%
Gramnegative Bakterien 15-30% (-44%)
Mykobakterien, Parasiten, Pilze <5%
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Tabelle 4-2
Erregerspektrum der Erregerspektrum der aktuellen Studie
aktuellen Studie (auf (auf 29 nachgwiesene Bakterien, 16 Vi-
48 nachgewiesene ren und 3 Pilze bezogen)
Erreger bezogen)
Viren
HSV 31,3% 93,8%
\Y4Y 2,1% 6,3%
Bakterien (gram-positiv)
Staphylococcus spp. 16,7% 27,6%
Moraxella spp. 8,3% 13,8%
Pneumokokken 4,2% 6,9%
Streptococcus spp. 2,1% 3,4%
Propionibacterium acnes 2,1% 3,4%
Enterokokken 2,1% 3,4%
Bakterien (gram- negativ)
Pseudomonas spp. 16,7% 27,6%
Stenotrophomonas maltophi- 4.2% 6,9%
lia
Serratia 2,1% 3,4%
Bartonella henselae 2,1% 3,4%
Pilze
Candida spp. 4,2% 66,7%
Aspergillus spp. 2,1% 33,3%

Bemerkenswert ist, dass in der vorliegenden Studie die viral bedingten Keratiti-
den nicht durch Adenoviren ausgeldst wurden, welche weltweit als haufigste Er-
reger einer viralen Keratitis bekannt sind. Vielmehr waren Herpes-simplex-Viren
(HSV) eine haufige Ursache von Keratitiden (31,3% aller Keratitis-Falle). Ente-
roviren konnten in der aktuellen Studie nicht nachgewiesen werden. Die Anga-
ben Uber die Haufigkeit von bakteriell bedingten Keratitiden, ausgeldst durch
Staphylokokken (10-40%), stimmen mit unseren Ergebnissen (27,6%) Uberein.
Andere grampositive Bakterien wie zum Beispiel Moraxella spp. (13,8%) waren
in der aktuellen Studie etwas haufiger Ausloser bakterieller Keratitiden als in
den weltweiten Angaben (5-10%). Die Haufigkeit von bakteriellen Keratitiden
ausgelost durch gramnegative Bakterien liegt im Bereich der allgemeinen Hau-
figkeit (15-44%). Pilze sind auch in dieser Arbeit die seltensten Verursacher ei-
ner Keratitis. Unterschiede in der Erregerverteilung kbnnen aus der geringeren
Patientenzahl (n=87) der aktuellen Studie gegenuber dem weltweit erfassten
Erregerspektrum resultieren. Auch sind regionale Unterschiede in der Erreger-

verteilung als Ursache denkbar.
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Lohmann et al konnten in ihrer Studie an 16 Keratitis-Patienten in 15 Fallen den
Erreger mittels PCR nachweisen. Pseudomonas aeruginosa konnten bei 4 Pa-
tienten mit akuter Keratitis mit PCR und Kultur bestimmt werden. In jeweils 3
Fallen konnten HSV und Moraxella catarrhalis isoliert werden. Borrelia burgdor-
feri und VZV wurden bei jeweils zwei Patienten mittels PCR nachgewiesen. Der
Ausloser einer Keratitis war Bartonella henselae. Mittels Kultur konnten dane-
ben nur noch zwei weitere Erreger, namlich Moraxella catarrhalis bestimmt

werden (Lohmann et al, 2000).

In einer Studie von Knox et al waren Staphylococcus spp. der dominierende
Ausloser von bakteriellen Keratitiden. Diese wurden in 8 von 11 Fallen mittels
PCR nachgewiesen. Bei wiederum 8 Patienten konnten Staphylokokken auch

mittels Kultur bestimmt werden (Knox et al, 1998).

Das Erregerspektrum der aktuellen Studie ist in etwa deckungsgleich mit dem
der fruheren Studien. Jedoch wurden bei uns aufgrund der grof3eren Patienten-
zahl auch seltenere Erreger nachgewiesen. Die PCR war bei 34 Patienten er-
folgreich. In 5 Fallen wurden Pseudomonas spp. nachgewiesen, die auch mit-
tels Kultur identifiziert werden konnten. Candida, Pneumokokken und Stenotro-
phomonas maltophilia konnten mit der PCR in jeweils 2 Fallen, mit Kultur in je-
weils einem Fall nachgewiesen werden. Bei 12 Keratitis-Patienten konnte HSV
mittels PCR bestimmt werden. Die Serologie konnte das Virus in 14 Fallen
nachweisen. VZV wurde bei einem Patienten mittels Serologie als verursa-
chendes Pathogen identifiziert. Staphylokokken lie3en sich bei 6 Patienten an-
zuchten und in 3 Fallen mittels PCR bestimmen. Die Nukleinsaure von Moraxel-
la spp. wurde viermal amplifiziert. Streptococcus spp., Serratia, Propionibacte-
rium acnes und Enterokokken wurden je einmal mittels Kultur identifiziert.
Streptococcus spp., Serratia, Bartonella henselae und Aspergillus konnte man

bei je einem Patienten mit PCR nachweisen.
Die ahnlichen Erfolgsquoten von Kultur (20,5%) und Serologie (17,6%) spiegeln

die Tatsache wieder, dass Keratitiden sowohl von Bakterien als auch von Viren

ungefahr im gleichen Verhaltnis ausgeldst werden.
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Zusammenfassend ist die PCR ein wichtiges Instrument zur mikrobiologischen
Diagnostik einer Keratitis. Es durfen aber auch die herkdmmlichen Methoden
nicht aulRer acht gelassen werden, da man durch Anlage einer Kultur Antibiog-

ramme erstellen kann, die es mdglich machen, eine noch gezieltere Therapie
einzuleiten.
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4.2 Uveitis anterior

Da bei einer Uveitis anterior Visusverschlechterungen auftreten konnen, ist eine
rasche und genaue Diagnosestellung und ein schnellstmdglicher Therapiebe-
ginn von sehr grol3er Bedeutung. Die Mdglichkeiten einer mikrobiologischen
Diagnostik bestehen in herkdbmmlichen Verfahren wie Kultur und Serologie so-

wie auch in neueren Methoden wie der PCR.

Das klinische Bild der Uveitis anterior ist durch das Vorhandensein von Entzin-
dungszellen in der Vorderkammer und ein mogliches Hypopyon gekennzeich-
net. Weiterhin findet man eine Zunahme der Proteinmasse im Kammerwasser.
Das klinische Bild wird begleitet von Rétungen, Schmerzen, Photophobie und
herabgesetzter Sehkraft (Smith, Nozik, 1989)

Untersuchungsmaterial wird standardmafllig entweder durch eine Vorderkam-
merpunktion oder durch Vitrektomie (Glaskdrperaspirat) gewonnen (Thurau,
2003). In der aktuellen Studie wurde bei 70 Patienten eine Vorderkammerpunk-
tion durchgefuhrt, und es konnte in diesem Material in 23 Fallen ein Erreger
nachgewiesen werden. Bei 14 Patienten wurde Glaskorpermaterial entnom-

men, wobei aus diesem in 7 Fallen ein Erreger isoliert werden konnte.

Zur genauen Differenzierung und Sensibilitatstestung der Bakterien gegenuber
Antibiotika ist eine Anlage von Kulturen sinnvoll. In unserer Studie war die An-
zuchtung in 6% der Falle erfolgreich. Dieses geringe positive Ergebnis resultiert
daraus, dass Viren und Parasiten, die mittels Serologie nachgewiesen werden,
haufige Verursacher von Uveitiden sind. Das stimmt auch mit dem Serologie-

Ergebnis Uberein, das mit 21,5% deutlich Uber dem Kultur-Ergebnis liegt.

Bornand und de Gottrau fuhrten eine klinische Studie an 90 Patienten durch.
Ziel war es die anhand der Klinik gestellte Diagnose einer okularen Toxoplas-
mose mikrobiologisch nachzuweisen. Die Serologie lieferte in 41,1% der Falle
(37 Patienten) ein positives Ergebnis. In 12 Fallen (13,3%) war das Ergebnis
unklar. Bei 41 Patienten (45,6%) fand sich mittels Serologie kein Hinweis auf
ein Pathogen (Bornand, de Gottrau, 1997). Trotz ahnlicher Grof3e der Patien-

tengruppe (84 Uveitis anterior- Patienten in der aktuellen und 90 Patienten in
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der Studie von 1997) schnitt unsere Studie mit 21,5% auf den ersten Blick
schlechter ab. Zu beachten ist aber, dass Bornand und de Gottrau die serologi-
schen Untersuchungen nur an Patienten mit potentieller Toxoplasmose durch-
fuhrten. Die aktuelle Studie hingegen machte keine Einschrankungen hinsich-

tlich des Erregerspektrums der Patienten.

Bei serologischen Untersuchungen ist immer zu beachten, dass fur eine aussa-
gekraftige Bestimmung des Antikorpertiters sowohl eine Untersuchung des pe-
ripheren Blutes als auch des Kammerwassers notwendig ist. Erst dann lasst
sich der flr die Beurteilung des Ergebnisses wichtige Goldmann-Witmer-

Koeffizient bestimmen.

Die PCR, eine molekularbiologische Nachweismethode, ist fir die Bedingun-
gen, die bei Entzindungen am Auge vorliegen, nahezu optimal. Das geringe
Volumen der Untersuchungsmaterialien, das entsprechend wenige Pathogene
enthalt, bedarf einem sehr empfindlichen Verfahren. Die Nukleinsaure der im
Probenmaterial vorhandenen Erreger wird mit Hilfe eines Enzyms amplifiziert

und kann dann im Labor nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Studie wurden 84 Patienten mit Uveitis anterior untersucht.
In 13,1% der Falle war die PCR positiv. Die Serologie war bei 21,5% der Pa-
tienten erfolgreich. Da die Uveitis anterior haufig idiopathisch bedingt ist, finden
sich sowohl in der aktuellen Studie als auch in der Studie von Bornand und de

Gottrau (8%) ahnlich wenige positive Nachweise mit Hilfe der PCR.

Die vielen negativen Ergebnisse der mikrobiologischen Verfahren lassen sich
dadurch erklaren, dass bei Patienten mit Uveitis die eigentliche Ursache der
Entzindung oft ungeklart bleibt oder nicht-erregerbedingte Formen der Uveitis

im Rahmen einer Systemerkrankung wie Sarkoidose auftreten.

Virale Uveitiden werden am haufigsten durch Paramyxoviridae (insbesondere
Morbilli-Viren), Herpes-simplex-Viren (HSV), Varizella-zoster-Viren (VZV) und
seltener durch Epstein-Barr-Viren (EBV) verursacht. In der aktuellen Studie
konnten bei 84 Patienten 30 Erreger identifiziert werden. HSV machte 10% und
VZV nur 3,3% der Pathogene aus.
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Yersinia spp., Borrelia burgdorferi und Treponema pallidum gelten als Ausléser

bakterieller Uveitiden.

Borrelien (40% der Erreger) verursachten in dieser Studie die meisten der Ent-
zundungen. Das liegt wohl daran, dass der Raum Regensburg/Passau zu den
Zeckenballungszentren Deutschlands gehort. Weiterhin wurden Pseudomonas

(6,7%) und Staphylococcus spp. (13,3%) isoliert.

Eine Infektion mit Candida spp., die als Ursache fungaler Uveitiden angesehen
wird, machte in der aktuellen Studie 6,7% der Falle aus. Toxoplasmen (10% der
Erreger) I0sten parasitare Uveitiden aus. In 10% der Falle konnte der Erreger
nicht identifiziert werden (Tabelle 4-3).

Tabelle 4-3
Erregerspektrum der aktuellen Studie (auf
30 nachgewiesene Erreger bezogen)

Viren
HSV 10,0%
VZV 3,3%
Bakterien (gram-positiv)
Staphylococcus spp. 13,3%
Bakterien (gram-negativ)
Borrelia burgdorferi 40,0%
Pseudomonas spp. 6,7%
Pilze
Candida spp. 6,7%
Parasiten
Toxoplasma gondii 10,0%
unbekannt 10,0%

Oft ist die Uveitis anterior auch Folge einer systemischen Erkrankung.

Dies fanden McCannel et al unter anderem in einer Studie mit Patienten, die an
Uveitis erkrankt waren und in sog. ,community-based ophthalmology practice*

und ,, tertiary referral centers® behandelt wurden, heraus. Weiterhin stellten sie
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fest, dass innerhalb ihrer Patientengruppe in ,community-based ophthalmology
practice® VZV-Uveitiden 4% der Falle ausmachte (McCannel et al, 1996). Dies
stimmt mit der von uns gefundenen Zahl (3,3%) in etwa uberein. Die Uveitiden
von Patienten, die in ,, tertiary referral centers” behandelt wurden, waren in 5%
der Falle durch HSV bedingt. In der aktuellen Studie, in welcher die Patienten
nicht primar an einer systemischen Erkrankung leiden, wurde eine Zahl von

10% gefunden.
Die PCR erreichte bei der mikrobiologischen Diagnostik einer Uveitis anterior im

Vergleich zur Serologie weniger Erfolgsquoten, ist jedoch schon alleine wegen

der schnellen Durchfuhrbarkeit von groRem diagnostischem Wert.
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5. Zusammenfassung

Bei Patienten, die an einer Uveitis anterior erkrankt waren, konnte in der aktuel-
len Studie mit serologischen Nachweisverfahren ein besseres mikrobiologi-
sches Ergebnis erreicht werden als mit der PCR. Diese war in nur 13,1% der
Falle positiv, wahrend die Serologie in 21,5% der Falle ein positives Ergebnis

lieferte. Eine Ursache flr das niedrige PCR-Ergebnis ist nicht erkennbar.

In dieser Studie konnten bei den Keratitis-Patienten mit dem PCR-Nachweis die
besten Erfolge erzielt werden (38,7%). Kultur und Serologie waren mit 20,5%

und 17,6% weniger erfolgreich.

Beim Vergleich mit fruheren Studien fallt auf, dass diese oft eine deutlich gerin-

gere Patientenzahl aufwiesen und deshalb weniger aussagekraftig sind.

Die fur Uveitis anterior und Keratitis beschriebenen Erregerspektren in der ak-
tuellen Studie konnten im Vergleich mit Ergebnissen aus der Literatur und aus

friheren Studien bestatigt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die PCR trotz guter Ergebnisse beim
Erregernachweis einer Keratitis immer in Kombination mit den herkdmmlichen
Verfahren eingesetzt werden sollte, um die Vorteile jeder einzelnen Methode zu

nutzen und Nachteile besser ausgleichen zu kdnnen.
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6. Schlussfolgerung

In den letzten Jahren hat sich die PCR bei Entzindungen der vorderen Augen-
abschnitte zu einer wesentlichen Erganzungsmethode zu den herkdmmlichen

Nachweisverfahren wie Mikroskopie, Kultur und Serologie entwickelt.

Die PCR schafft es zum einen, sehr kleine Erregermengen in kurzer Zeit nach-
zuweisen sowie Erreger zu bestimmen, die mit herkommlichen Methoden nicht

zu identifizieren sind.

Der Nachweis der Pathogene mit Hilfe des Mikroskops erfolgt zwar auch in kur-
zer Zeit, jedoch ist eine sehr hohe Zahl von Erregern notwendig, um ein positi-
ves Ergebnis zu erzielen. Daruberhinaus kann die Mikroskopie nur Hinweise
auf das Aussehen der Erreger liefern, was bedeutet, dass Identifizierungen im-

mer einen grof3en subjektiven Anteil beherbergen.

Als grol3er Vorteil der Kultur ist sicherlich die damit mdgliche Resistenztestung
zu nennen, die es moglich macht, eine gezieltere Antibiotikabehandlung einzu-
setzen. Dies spielt vor allem im klinischen Alltag eine entscheidende Rolle. Je-
doch ist die kulturelle Anzucht ein Verfahren, welches vergleichsweise lange
dauert bis ein eindeutiger Nachweis erfolgen kann (ca. 24 h). Desweiteren stof3t

die Kultur bei nicht oder schwer anzichtbaren Erregern an ihre Grenzen.

Mit Hilfe von serologischen Methoden konnen akute und chronische Infektionen
sowie Durchseuchungstiter bestimmt werden. Diese Form der Pathogenbes-
timmung erfolgt ahnlich rasch wie der Nachweis durch Mikroskopie oder PCR,
jedoch fluhrt die besondere immunologische Stellung des Auges zu einer Min-

derung der Aussagekraft.

Im klinischen Alltag sollte eine Kombination der herkdmmlichen Methoden zu-
sammen mit der PCR erfolgen. Auf die kulturelle Anzucht mit der Antibiotikates-
tung und der anschlieBenden Erstellung von Antibiogrammen kann genauso
wenig verzichtet werden wie auf die durch serologische Methoden nachgewie-

senen Durchseuchungstiter des Patienten.
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Um ein optimales Zusammenspiel von bendtigter Schnelligkeit, Sensitivitat und
Spezifitat des Erregernachweises zu erreichen, ist es von grof3er Wichtigkeit,
die herkdommlichen Methoden als auch die PCR im Kontext zu sehen. Abgerun-
det wird dieses Zusammenspiel durch das klinische Bild des Patienten, das bei

der Diagnosestellung ebenso einen wichtigen Platz einnehmen sollte.
Die PCR hat sich in den letzten Jahren als sehr sensitive Methode entwickelt.

Es ist zu erwarten, dass diese Form des Erregernachweises in den kommen-

den Jahren als ,Standard” eingesetzt wird.
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Anhang

Statistische Auswertung:

Positive Ergebnisse der mikrobiologischen Nachweisverfahren in ihrer Uber-

sicht
Tabelle 7-1
PCR+ Kultur+ Serologie+
Keratitis 38,7% 20,5% 17,6%
Uveitis anterior 13,1% 6,0% 21,5%

Signifikanzen

Diese wurden mit dem ,exakten Test nach McNemar” berechnet. Der Test ba-

siert auf einer 2x2 Matrix (Kontingenztafel, Vierfeldertafel).

Tabelle 7-2
B+ B-
A+ n++ n+-
A n-+ n--

LA“ und ,B“ beschreiben die mikrobiologischen Verfahren (PCR, Kultur, Serolo-
gie), die angewendet wurden. ,+“ bzw. ,-“ beschreibt jeweils, ob der Erreger-
nachweis mit der jeweiligen Methode erfolgreich war oder nicht. ,n“ beschreibt
die Patientenanzahl (Tabelle 7-2).
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Nullhypothese (nach Mdglichkeit abzulehnen): , Altes Verfahren (Kultur, Sero-
logie) hat eine héhere Erfolgswahrscheinlichkeit das Pathogen nachzuweisen
als neues Verfahren (PCR).

Keratitis
Ubersicht:
Tabelle 7-3
PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ Se- PCR+ Se- PCR- PCR-
Kultur+ Kultur- Kultur+ Kultur- rologie+ rologie- Serologie+ Serologie-
8 14 10 39 11 1 4 0

Test nach McNemar:

Tabelle 7-4
Kultur+ Kultur-
PCR+ 8 14
PCR- 10 39
p-Wert: 0,270

Sophie

Man nimmt eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,270 in Kauf, wenn man die Hy-
pothese ablehnt, dass Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) < Erfolgswahrschein-
lichkeit (Kultur).

Entsprechend nimmt man eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1-0,270=0,730 in
Kauf, wenn man die Hypothese ablehnt, dass die Erfolgswahrscheinlichkeit

(PCR) > Erfolgswahrscheinlichkeit (Kultur).

=> keine 1-promill-, keine 1-prozent, keine 5-prozent-signifikante Aussage mdg-
lich
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Tabelle 7-5
Serologie+ Serologie-
PCR+ 1 1
PCR- 4 0
p-Wert: 0,969
Man nimmt eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,969 in Kauf, wenn man die Hy-
pothese ablehnt, dass Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) < Erfolgswahrschein-
lichkeit (Serologie).
Entsprechend nimmt man eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1-0,969=0,031 in
Kauf, wenn man die Hypothese ablehnt, dass die Erfolgswahrscheinlichkeit
(PCR) > Erfolgswahrscheinlichkeit (Serologie).
=> keine 1-promill- und keine 1-prozent-signifikante Aussage maoglich
=> |etzte Aussage zu 5-prozent-Signifikanzniveau gesichert
Uveitis anterior
Ubersicht:
Tabelle 7-6
PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ Sero- | PCR+ Se-| PCR- PCR-
Kultur+ Kultur- Kultur+ Kultur- logie+ rologie- Serologie+ | Serologie-
1 6 48 3 1 15 6

Sophie
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Test nach McNemar:

Tabelle 7-7
Kultur+ Kultur-
PCR+ 1 6
PCR- 4 48
p-Wert: 0,377
Man nimmt eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,377 in Kauf, wenn man die Hy-
pothese ablehnt, dass Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) < Erfolgswahrschein-
lichkeit (Kultur).
Entsprechend nimmt man eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1-0,377=0,623 in
Kauf, wenn man die Hypothese ablehnt, dass die Erfolgswahrscheinlichkeit
(PCR) > Erfolgswahrscheinlichkeit (Kultur).
=> keine 1-promill-, keine 1-prozent, keine 5-prozent-signifikante Aussage mdg-
lich
Tabelle 7-8
Serologie+ Serologie-
PCR+ 3 1
PCR- 15 6
p-Wert: 1,000

Sophie

Man nimmt eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1,000 in Kauf, wenn man die Hy-
pothese ablehnt, dass Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) < Erfolgswahrschein-
lichkeit (Serologie).

Kéhlein 50




Stellenwert der PCR zur Diagnostik von Keratitis und Uveitis anterior

Entsprechend nimmt man eine Fehlerwahrscheinlichkeit von nahezu 0 in Kauf,
wenn man die Hypothese ablehnt, dass die Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) >

Erfolgswahrscheinlichkeit (Serologie).

=> Aussage zu 1-promill-Signifikanzniveau gesichert
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