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Stellenwert der PCR zur Diagnostik von entziindlichen Erkrankungen des Glaskorpers und der Netzhaut

1 Einleitung

1.1 Entziindungen der hinteren Augenabschnitte

Zu den Entziindungen des hinteren Augenabschnittes gehoren die Entziindung des Glas-
korpers (Vitritis), der Aderhaut (Choroiditis) und der Netzhaut (Retinitis). Diese werden

unter dem Begriff Uveitis posterior zusammengefasst.

Eine Retinitis ist eine primére Entziindung der Retina, die zusatzlich zu Glaskorper- und

Vorderkammer-Reiz fihren kann.

Laut internationaler Uveitis-Studiengruppe stellt eine Uveitis posterior einen zusammen-
fassenden Begriff fiir Chorioretinitis (exsudative Verdnderungen der Choroidea, sekundér
auch der Retina, die zu einer Glaskorper-Infiltration fithren konnen) und Retinochoroiditis
(primér entziindliche Verdanderung der Retina, welche sekundir auf die Choroidea {iber-

greift) dar.

Entziindungen aller intraokularen Gewebe mit Ausnahme der Bulbuswand werden als

Endophthalmitis bezeichnet (Bloch-Michel, Nussenblatt, 1987).
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1.2 Inzidenz und Epidemiologie von Uveitiden, Endophthalmitiden und
Retinitiden

Die Uveitis kommt bei Menschen aller Altersstufen vor, tritt weltweit auf und kann zu

einer Erblindung fiihren.

In den USA betrdgt die Inzidenz 38.000 pro Jahr. Die Priavalenz betrdgt dort 38 pro
100.000 Einwohner, wobei sie in anderen Liandern sehr dhnlich ist: 14 pro 100.000 Ein-

wohner in Ddnemark und 17 pro 100.000 Einwohner in Frankreich.

Uber Privalenz und Inzidenz von Uveitiden in Entwicklungslindern sind keine Daten

vorhanden.

Die am héufigsten auftretende Form der Uveitis ist die Uveitis anterior (Iritis und Irido-
zyklitis), gefolgt von der Uveitis posterior. Die Uveitis intermedia (Entziindung der Pars
plana corporis ciliaris, der peripheren Retina und der Glaskorperbasis) ist die Form, die

am seltensten vorkommt.

Chronische Uveitiden sind weiter verbreitet als die akuten Formen und treten hiufig
gleichzeitig mit einer Uveitis intermedia auf. Desweiteren kommen nicht-infektiose Uvei-
tiden weitaus haufiger vor als infektidse und sind besonders bei Patienten anzutreffen, die

unter einer Panuveitis oder Uveitis anterior leiden (Foster, Vitale, 2002).

Wihrend Endophthalmitiden aufgrund von allergischen Reaktionen auf korperfremdes
oder korpereigenes Material (nicht-infektiose Form der Endophthalmitis) selten sind, fin-
det man infektiose Endophthalmitiden sehr oft. In der Literatur weichen die Angaben iiber
die Hiufigkeitsverteilung der einzelnen Formen dieser infektids bedingten Entziindung
sehr stark auseinander. Es zeigt sich jedoch, dass die Endophthalmitis nach einem intra-
okularen Eingriff die hdufigste Form darstellt und mehr als 70% der Félle ausmacht. Da-
nach folgen mit 7-30% die posttraumatische, mit 2-8% die endogene und die Kerato-

pathie-assoziierte Endophthalmitis.
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Retinitiden stellen geldufige Probleme in der klinischen Praxis dar. Nicht selten manifes-
tiert sich AIDS als erstes in Form einer Retinitis. Dabei gelten Zytomegalie-Viren und

Toxoplasma gondii als die hdufigsten auslosenden Pathogene (Zierhut, 1993).
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Stellenwert der PCR zur Diagnostik von entziindlichen Erkrankungen des Glaskdérpers und der Netzhaut

Abb. 1-1:  Bild einer Uveitis posterior®

Abb. 1-2:  Bild einer Endophthalmitis; Entziindung im Glask("_')rperratum2

! Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. H. Busse

2 Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Gabel; Universitiatsaugenklinik Regensburg
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Abb. 1-3:  Bild einer Endophthalmitis; Entziindung im Glaskdrperraum®

Abb. 1-4:  Bild einer milden Endophthalmitis; Entziindung im Glaskérperraum?
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Abb. 1-5:  Bild einer Endophthalmitis; Entziindung im Glaskorperraum®

Abb. 1-6:  Bild einer abgelaufenen Chorioretinitis (Narbenbildung)*
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Abb. 1-7:  Bild einer Chorioretinitis’

Abb.1-8:  Bild einer Chorioretinitis’
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Abb. 1-9:  Bild einer Chorioretinitis®

Abb. 1-10: Bild einer Uveitis posterior; der Einblick in den Fundus ist durch Entziin-

dungszellen beeintrichtigt®
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1.3 Ursachen von Uveitiden, Endophthalmitiden und Retinitiden

Es sind Infektionen und immunologische Mechanismen, die im allgemeinen zu einer
Uveitis fithren konnen. Auch unter immunsuppressiven Zustinden kommt es sehr hdufig
zu entziindlichen Reaktionen im Auge, aufgrund erhohter Anfilligkeit des Organismus fiir

Infektionen mit Pathogenen.

Wihrend die Uveitis anterior, Uveitis intermedia und die Panuveitis meist idiopathi-
scher Herkunft sind, ist die Uveitis posterior oftmals durch Toxoplasmen verursacht
(Foster, Vitale, 2002).

Augenverinderungen bei Toxoplasmose resultieren {iberwiegend aus sekundér initiierten
Immunmechanismen, eventuell auch Autoimmun-Mechanismen, insbesondere wenn To-

xoplasmazysten rupturieren.

Bei Neugeborenen mit kongenitaler Toxoplasmose ist in 50-70% der Fille mit einer Au-
genbeteiligung zu rechnen, welche sich dann in massiven Glaskorper- und auch Vorder-

kammerreaktionen, Vaskulitiden und subretinalen Neovaskularisationen duf3ern.

Im Vergleich dazu fiihren die erworbenen Toxoplasmosen seltener zu intraokuldren Infek-

tionen, dann meist im Rahmen einer Enzephalitis (Zierhut, 1993).

In der folgenden Abbildung ist eine Klassifizierungsmoglichkeit von Uveitiden dargestellt

(Abbildung 1-11).
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Table 2.1
Ways of Classifying Uveitis
Location of Principle Lesion Severity and Pathology Demography Laterality Associ- Etiology
- Course ) ated Factors 3
Anterior Acute Nongranu- Sex distribution Bacterial: Tuberculosis
Iritis Subacute lomatous Race distribution Syphilis
Iridocyclitis Chronic Granuloma- Age distribution Viral: Herpes simplex
Intermediate Recurrent tous Geographic factors : Herpes zoster
Uveitis Unilaterality or bi- .Cytomegalovirus disease
Posterior : laterality Vogt-Koyanagi-Harada disease
Retinitis Associated illness Behcet's syndrome
Retinochoroiditis Stress factors ) Fungal: i Histoplasmosis
Chorioretinitis : Personality factors Coccidioidomycosis -
Choroiditis T Use of tobacco, al- Parasitic - Toxoplasmosis
Disseminated cohol, drugs . Onchocerciasis
Diffuse . ) Etc. Toxocariasis
" Immunological: Lens-induced iridocyclitis
Sympathetic ophthalmia
Systemic: Reiter’s disease
Sarcoidosis

Collagen disease
Rheumatoid arthritis
Multiple sclerosis
Vascular disease

Neoplastic: Reticulum sarcoma
Lymphoma
Miscellaneous: Heterochromic iridocyclitis

Pigmentary syndromes

Abb. 1-11: Klassifizierungsmoglichkeit von Uveitiden aus Smith, Nozik, 1989

Ausloser infektioser Endophthalmitiden sind vor allem Bakterien und Pilze, wihrend
Viren und Parasiten extrem selten zu finden sind. Die akute, postoperative Endophthalmi-
tis wird am hdufigsten von gram-positiven Bakterien, insbesondere von Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis und Streptokokken verursacht (de Kaspar et al, 1993;

Forster et al, 1980; Puliafito et al, 1982; Rowsey et al, 1982).

Zwei Einteilungsmdglichkeiten von Endophthalmitiden werden in untenstehenden Abbil-
dungen dargestellt (Abbildungen 1-12 und 1-13). Zum einen kann man die Endophthalmi-
tis in eine infektiose und eine nicht infektiose (Abbildung 1-12), zum anderen in eine aku-
te und eine chronische Form untergliedern (Abbildung 1-13). Infektiose Endophthalmiti-
den werden durch Pathogene ausgeldst. Die akute Entziindung findet sich haufig nach ei-
ner Operation oder einer Verletzung. Chronische Endophthalmitiden treten oft Monate
nach einer Kataraktoperation auf (Baum, 1995; de Kaspar et al, 1993; Fisch et al, 1991;
Hatano et al, 1991; Kampik, Dabov, 1986; Peyman, Bassili, 1995; Rowsey et al, 1982;
Wilson, 1987; Yanoff, Fine, 1982).
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Endophthalmitis

nicht infektiose
Endophthalmitis

postoperativ: . endogen: Candida
nach Verletzung: Bacillus . . . e
Staphylococcus aureus u. spp bei Keratopathie Aspergillus, Listeria

epidermidis, Streptokokken . monocytogenes

Abb. 1-12:  Mogliche Einteilung einer Endophthalmitis und mogliche Erreger

Endophthalmitis

chronisch

z.B. nach
Kataraktoperation,
Propionibact. acnes,
Actinomyces israelii,
Corynebacterium spp.

postoperativ oder
posttraumatisch

Abb. 1-13:  Mogliche Einteilung einer Endophthalmitis und mogliche Erreger

Herpes-simplex-Virus (HSV), Varizella-zoster-Virus (VZV), Epstein-Barr-Virus (EBV)

und Cytomegalievirus (CMV) gelten als Verursacher viraler Retinitiden und Chorioretini-
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tiden. Weitere Pathogene stellen Treponema pallidum, Borrelia burgdorferi und To-
xoplasma gondii dar. Es konnen auch Pilze (Candida spp., Aspergillus spp., Cryptococcus
neoformans) nachgewiesen werden. Fiir endogen bedingte Infektionen sind Streptokok-
ken, Serratien oder Klebsiellen verantwortlich. Eine Ubersicht iiber die hiufigsten, bei Re-

tinitiden isolierten Erreger zeigt folgende Abbildung (Abbildung 1-14)

Pilze: Candida spp., Mycobacterium
Aspergillus spp., tuberculosis,
Cryptococcus Treponema pallidum,
neoformans Borrelia burgdorferi

Endogene
Infektionen:
Streptococcus
pneumonie,

Serratien, Klebsiellen

Parasiten:

Toxoplasma gondii

Abb. 1-14: Erreger, die eine Retinitis verursachen konnen
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1.4 Diagnostik von Entziindungen des hinteren Augenabschnittes

Nach der sorgfiltigen Anamnese und der Untersuchung des Auges wird entsprechend der
Verdachtsdiagnose Patientenmaterial fiir die mikrobiologische Untersuchung entnommen.
Ein schneller Transport ins Labor ist von grofer Bedeutung, um eine Vermehrung der irre-
levanten Keime zu verhindern. Fiir den Erregernachweis stehen im Labor verschiedene
Methoden zur Verfiigung. Bei Erkrankungen, die durch Bakterien, Pilze und Protozoen
verursacht werden, beginnt man meist mit der direkten mikroskopischen Untersuchung

des Patientenmaterials.

Zur Bestimmung der Bakterienart und der Antibiotikaresistenzen ist die Anlage von Kul-

turen unverzichtbar.

Bei viralen und parasitiren Infektionen bietet sich die Moglichkeit durch serologische Un-
tersuchungen sowohl Antigene als auch Antikdrper nachzuweisen. Mit Hilfe von ELISA
(Enzyme-Linked Immuno-Sorbent-Assay), IFT (Immunfluoreszenztest) oder RIA (Radio-
Immuno-Assay) ist es nun mdglich, die induzierten Immunkomplexe zum Beispiel mit

fluoreszierenden Antikérpern nachzuweisen.

Molekularbiologische Verfahren bieten heute neue Moglichkeiten diverse Pathogene zu
diagnostizieren. Die Methode der Hybridisierung (spezifische Bindung von Erreger-
Nukleinsduresequenzen an gentechnologisch hergestellte, markierte, komplementére
DNA-Sonden) wird hierbei von der Methode der Amplifizierung erregerspezifischer Gen-

sequenzen (PCR = Polymerase Chain Reaction) unterschieden.
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1.5 Ziel der Studie

Die Studie untersucht retrospektiv den Erregernachweis bei 52 Patienten mit Uveitis
posterior, 125 Patienten mit Endophthalmitis und 51 Patienten mit Retini-
tis/Chorioretinitis. Die Patienten wurden an der Universitits- Augenklinik Regensburg

von 1996-2003 behandelt.

Mithilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) und herkdmmlicher Untersuchungsmetho-
den (Kultur, Serologie und im Falle der Endophthalmitis Mikroskopie) wurde versucht,

diejenigen Erreger nachzuweisen, die diese Entziindungen verursachen.

Durch Vergleich der Erfolgsraten der einzelnen mikrobiologischen Untersuchungsmetho-

den wird der Stellenwert der PCR evaluiert.

Desweiteren sind auch die identifizierten Erreger aufgefiihrt, die diese entziindlichen Re-

aktionen verursachen.

SchlieBlich stellt sich die Frage, ob es sinnvoll ist, die im Vergleich zu den herkdmmli-

chen Methoden teurere PCR zusétzlich zu Kultur, Serologie und Mikroskopie einzusetzen.

Dazu werden die einzelnen diagnostischen Verfahren und ihre Schwachpunkte beleuchtet

und Verbesserungsvorschlidge gegeben.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientengut und Datengewinnung

Die Daten dieser retrospektiven Studie entstammen Krankenakten von Patienten, die we-
gen einer Uveitis posterior, einer Endophthalmitis oder einer Retinitis im Zeitraum von

1996-2003 an der Augenklinik der Universitdt Regensburg behandelt wurden.
Die Untersuchungen wurden an insgesamt 228 Patienten aller Altersgruppen durchgefiihrt.

52 Patienten litten an einer Uveitis posterior, 125 an einer Endophthalmitis und 51 an ei-

ner Retinitis (vgl. Tabelle 2-1).

Frauen Manner
Upveitis posterior (UP) 28 24
Endophthalmitis (E) 63 62
Retinitis (R) 18 33
Summe 109 119

Tabelle 2-1

Bei der Auswertung wurden die PCR-Ergebnisse mit den Kultur- und Serologie-

Ergebnissen verglichen. Dabei wurden folgende Gruppen gebildet (vgl. Tabelle 2-2).

PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ PCR+ PCR- PCR-

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

Up

Tabelle 2-2
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Bei den Endophthalmitiden wurde als weitere diagnostische Methode die Mikroskopie

hinzugezogen.

Dadurch wurde sichtbar, bei welchen Entziindungen die Ergebnisse der einzelnen Metho-

den einander ebenbiirtig waren und wann nur eine Methode zum Erfolg fiihrte.

Folglich konnten die Uber- bzw. Unterlegenheit der einzelnen mikrobiologischen Verfah-

ren sowie die Schwachstellen aufgezeigt werden.
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2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.2.1 Beschreibung der PCR

Bakterien, Viren oder Pilze kdnnen in der Ophthalmologie in Fliissigkeiten (Tranenfliis-
sigkeit, Kammerwasser, Glaskorperaspirat) oder Gewebeproben (Trédnendriise, Hornhaut,

Netzhaut) nachgewiesen werden.

Bestimmte Bereiche (Frequenzen) der Erbinformation, die in Form von Desoxyribonuk-
leinsédure (DNA) oder Ribonukleinsdure (RNA) vorliegt, machen jeden Organismus ein-
zigartig. Somit ist es moglich, jedes Lebewesen aufgrund seiner charakteristischen Erbin-

formation zu typisieren.

Saiki et al (Saiki et al, 1985) entwickelten eine sehr sensitive Methode, DNA oder RNA in

klinischen Untersuchungsmaterialien (Blut, Liquor, Zellmaterial) nachzuweisen.

Dabei dhnelt der Replikationszyklus der PCR dem echten Verdopplungszyklus bei der na-

tiirlichen Zellteilung.

Durch Erhitzung der DNA wird sie in zwei Einzelstrange zerlegt. Falls das zu replizieren-
de Genom nicht in Form von DNA sondern als RNA vorliegt, wird durch die sogenannte

Reverse Transkriptase die DNA gebildet.

Sogenannte Primer dienen der thermostabilen Polymerase (taq-Polymerase) als Startmole-
kiil. Diese dockt an der zu replizierenden DNA an und beginnt den Verdopplungsprozess,
indem sie Desoxynukleotidtriphosphate einbaut. Zwei zu den urspriinglichen DNA-
Strangen komplementdre Nukleinsduren entstehen. Diese dienen wiederum als Aus-

gangsmaterial fiir weitere Replikationen (vgl. Abbildung 2-1).

Nach 30 Temperaturzyklen wird theoretisch ein Amplifikationsfaktor von 10° erreicht. In
der Praxis fiihrt der Aktivitdtsverlust der DNA-Polymerase und der Verbrauch von Pri-
mermolekiilen und Nukleotiden dazu, dass ,,nur*“ Werte um 10° erzielt werden kdénnen

(Ehrlich et al, 1991; Reischl, Mayer, 1993).
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Nach der Amplifikation erfolgt die Zuordnung der DNA zu ihrem Organismus durch
Hybridisierung mit Gensonden, Spaltung mit Restriktionsenzymen oder durch Sequenzie-

rung.

Durch Gelelektrophorese ist eine GroBenbestimmung mdglich.

Temperatur:
Erhdhung
Abkiihiung

DNA-
Polymerase

Temperatur: Primer, .
Erhdhung DNA-
Abkihlung Polymerase

¥
f

zyklische Wiederhotung

Abb. 2-1:  Die Polymerase-Ketten-Reaktion aus Karlson et al, 1994

2.2.2 Vorteile der PCR

Die enorme Bedeutung der PCR fiir die Klinik besteht darin, dass schwer oder nicht an-
ziichtbare Erreger wie z.B. Chlamydien, Coxiellen, Mykobakterien, Legionellen, Trepo-

nemen und Listerien nachgewiesen werden konnen.

In der Ophthalmologie besteht oftmals ein Problem darin, dass die Probematerialien ein zu
geringes Volumen aufweisen und damit entsprechend wenige Erreger enthalten. Deshalb
sind die sonst iiblichen Nachweisverfahren ungeeignet. Die PCR hingegen kommt mit

sehr geringen Gewebemengen aus. Bereits 1ul Glaskdrper- oder Vorderkammerfliissigkeit
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sind zur Infektionsdiagnostik fiir die PCR ausreichend. Um mit dieser Methode Erfolg zu
haben, miissen nur 10-100 Erreger pro ml Probe vorhanden sein, d.h. die PCR besitzt eine

sehr hohe Sensitivitit (Becker et al, 2003)

Damit ist die PCR unabhéngig von einer erfolgreichen kulturellen Anzucht, denn auch
nach einer Behandlung mit Antibiotika, wenn fast keine Pathogene mehr vorhanden sind,
ist es moglich, die verbliebenen Erreger mittels PCR nachzuweisen. Bei der kulturellen
Anzucht gelingt dies meist nicht mehr, da die Erregermenge durch das Antibiotikum zu

gering geworden ist.

Genauso ist es moglich mittels der PCR ganze Erregergruppen nachzuweisen, was sich im

Sinne der Ausschlussdiagnostik als sinnvoll erweist.

Ein weiterer groBer Vorteil der PCR liegt darin, dass schon wenige Stunden nach Proben-
entnahme erste Ergebnisse vorliegen und eine gezielte Medikation eingeleitet werden

kann (Reischl, 2003).

Aufgrund der langen Inkubationszeit sind bei viralen Infektionen oft noch keine Antikor-
per nachweisbar, und die Serologie liefert negative Ergebnisse. Um diese diagnostische
Liicke zu schliefen, wird zusétzlich die PCR verwendet, mit deren Hilfe man die Viren

direkt nachweist.

2.2.3 Nachteile und Fehlermdglichkeiten der PCR

Die durch die PCR nachgewiesene DNA ist beweisend fiir das Vorhandensein von Erre-
gern. Es ist aber nicht ersichtlich, ob eine floride oder latente Infektion vorliegt, ob die
Erreger tot oder lebendig sind oder ob die Pathogene Resistenzen aufweisen. Deshalb
muss man in jede Diagnosestellung die Anamnese und das klinische Bild mit einbeziehen.
Es gibt auch die Moglichkeit die RNA eines Erregers nachzuweisen. Sie ist ein Indiz da-

fiir, dass der Erreger gerade Proteinbiosynthese betreibt und damit aktiv ist.

Da der Nachweis mittels PCR, im Gegensatz zum Nachweis mittels Kultur, noch nicht

routineméfBig angewendet wird, mangelt es noch an der Standardisierung zwischen den
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verschiedenen diagnostischen Laboratorien. Desweiteren ist der Nachweis mittels PCR

sehr teuer (Reischl, 2003).

Bei Durchfiihrung der Nukleinsdureamplifikation konnen verschiedene Fehler auftreten.

Falsch negative Ergebnisse entstehen durch unsachgemifie Entnahme des Probenmateri-
als, falsche Primer oder DNA-Polymerase Inhibitoren wie z.B. Himoglobin oder Heparin
im Untersuchungsmaterial. Trotz vielféltiger Techniken zur DNA-Préparation gelingt es
nicht immer diese Inhibitoren vollstindig zu entfernen. Durch das Mitfithren geeigneter

Positiv- und Negativkontrollen versucht man solche Fehler zu vermeiden.

Da die PCR ein sehr empfindliches Nachweisverfahren ist, konnen durch Kontaminatio-
nen leicht falsch positive Ergebnisse auftreten. Dieses Problem versucht man in der Praxis
durch eine strikte rdumliche Trennung von Probenaufbereitung, Herstellung des Reakti-
onsgemisches und der Analyse der Amplifikationsprodukte zu vermeiden (Lohmann,

Reischl, 1997).
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2.3 Herkdmmliche Methoden

Probenentnahme

Herkémmliche
|
1 i 1
. |_ Antigen-
UL W7 Antikérpernachweis

Reinkultur

Mikroskopie

= Nativpraparate

] Farbepréaparate

Abb. 2-2:  Ubersicht iiber mikrobiologische Methoden

2.3.1 Mikroskopischer Nachweis der Erreger

Um ein positives mikroskopisches Ergebnis zu erhalten, ist eine hohe Konzentration von
Keimen notwendig (ca. 10°). Folglich zieht ein negatives mikroskopisches Ergebnis noch
eine kulturelle Untersuchung der Probe nach sich, um Keimzahlen nachzuweisen, die un-

ter 10° liegen.

Lichtmikroskopisch ist es mdglich, Pilze und Protozoen bereits bei 400-facher Vergrofle-
rung zu betrachten, wihrend fiir den Nachweis von Bakterien eine Vergroferung um den

Faktor 1000 notwendig ist.

Grundsitzlich lassen sich bei konventionell gefiarbten Materialien die Nativpraparate (d.h.

ungefirbte Préparate) von den gefdarbten Préparaten unterscheiden.

Die Beweglichkeitspriifung eines Pathogens kann mit Hilfe von Nativpriparaten bzw.

Deckglaspriaparaten erfolgen.
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Bei den gefarbten Priparaten kann man Differentialfarbungen wie z.B. diejenigen nach
Gram, Ziehl-Neelsen und Neisser von Einfachfirbungen (z.B. Methylenblau) unterschei-

den (Hahn et al, 1994).

Letztendlich kann man sagen, dass die Mikroskopie beim Nachweis von Pathogenen als
,Erste Hilfe-Methode* angesehen werden kann, da sie einen wesentlichen Baustein zur

schnellen Diagnostik einer Infektion bildet.

2.3.2 Kultureller Nachweis der Erreger

Zur Identifizierung von Bakterien und Pilzen durch Anzucht ist es unumgénglich, die
meist geringe Anzahl der Erreger durch Vermehrung in eine Primérkultur zu iiberfiihren.

Dann wird versucht aus der Priméirkultur eine Reinkultur herzustellen.

Um den Pathogenen einen optimalen Raum zur Vermehrung zu schaffen, kann man diese

auf fliissigen und auf festen Ndhrboden wachsen lassen.

Bei der Erregerdifferenzierung auf fliissigen Ndhrboden gilt es zu erkennen, ob die Lo6-
sung eine Trilbbung aufweist, welche Menge Sauerstoff ein optimales Wachstum bietet

oder ob auf der Losung eine Kahmhaut sichtbar ist.

Bei festen Ndhrboden spielen die Auspriagungsformen der Kolonien eine wichtige Rolle.
Insbesondere ist es bedeutend, auf die Form, die Erhebung sowie die Ridnder einer Kolonie

zu achten. Desweiteren konnen die a-, B- und y-Hémolyse unterschieden werden.

Bei der Herstellung einer Reinkultur aus einer Primérkultur ist es schwierig, dem vermute-
ten Erreger die optimalen Nihrstoffbedingungen zu bieten. Eine Verdachtsdiagnose auf-
grund der klinischen Merkmale ist dann wegweisend, um dem Pathogen moglichst opti-

male Wachstumsbedingungen schaffen zu kénnen (Hahn et al, 1994).
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2.3.3 Serologischer Nachweis der Erreger

Bei einigen Infektionen im Auge ist es moglich, dass der nachzuweisende Keim schon
verschwunden ist oder die Probe nicht gewonnen werden kann. Dann ist man darauf an-

gewiesen, den Erreger durch Nachweis seiner Antikorper zu identifizieren.

Prinzipiell konnen zwei Klassen von Antikdrpern gebildet werden. Bei einer akuten Infek-
tion entstehen zuerst IgM-Antikorper, dann nach einiger Zeit werden 1gG-AntikSrper pro-
duziert. IgG-Antikdrper persistieren lebenslang, wihrend IgM-Antikdrper nach Uberwin-
dung der Infektion wieder verschwinden. Ein Durchseuchungstiter kennzeichnet sich

durch das alleinige Vorhandensein von IgG-Antikérpern.

Verfahren wie beispielsweise Enzymimmunoassays (ELISA), indirekte Immunfloures-
zenztests (IFT), Immunoblots, Neutralisationstests, Prézipitationsreaktionen, Agglutinati-
onsreaktionen sowie Komplementbindungsreaktionen bieten sich an, spezielle Antikdrper

nachzuweisen.

Immunologisch gesehen stellt das Auge eine Sonderstellung dar. Beim Gesunden werden
Blutkreislauf des Korpers von den Fliissigkeiten im Auge durch die sogenannte Blut-
Retina- und Blut-Kammerwasser-Schranke getrennt. Jedoch kann diese Barriere z.B. bei
einer viralen Infektion durchléssig werden. Dann diffundieren Antikorper passiv vom Blut
ins Auge. Weiterhin konnen auch Antikorper direkt im Auge von B-Zellen bzw. Plasma-
zellen produziert werden. Aus diesem Grund ist es notwendig, die Antikdrper sowohl im

Auge als auch im Blut zu bestimmen (Thurau, 2003).
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2.4 Statistik

Die Signifikanzen wurden nach dem ,.exakten Test von McNemar* berechnet (Witting,

1985). Ein Promill wurde als Signifikanzniveau akzeptiert.

Die genaue statistische Auswertung befindet sich im Anhang.
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3 Ergebnisse

3.1 Anzahl der Entziindungsarten

Insgesamt wurden in den Jahren 1996-2003 52 Patienten mit Uveitis posterior, 125 Patien-

ten mit Endophthalmitis und 51 Patienten mit Retinitis behandelt (Tabelle 3-1).

Es wurden 87 akute und 38 chronische Endophthalmitiden diagnostiziert.

Jahr Uveitis posterior Endophthalmitis Retinitis
1996 1 11 0
1997 1 23 1
1998 8 25 8
1999 6 13 5
2000 12 10 14
2001 9 16 11
2002 11 14 10
2003 4 13 2
Gesamt 52 125 51
(davon: 87 akut, 38 chronisch)

Tabelle 3-1
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3.2 Geschlechterverteilung

Es wurden insgesamt 28 Frauen und 24 Minner mit Uveitis posterior, 63 Frauen und 62
Mainner mit Endophthalmitis und 18 Frauen und 33 Mainner mit Retinitis untersucht (Ta-

bellen 3-2 bis 3-4.).

Uveitis posterior

Jahr Frauen Mainner
1996 1 0
1997 0 1
1998 5 3
1999 2 4
2000 5 7
2001 5 4
2002 7 4
2003 3 1
Gesamt 28 24
Tabelle 3-2
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Endophtalmitis

Jahr Frauen Mainner
1996 5 6
1997 11 12
1998 14 11
1999 6 7
2000 5 5
2001 12 4
2002 6 8
2003 4 9
Gesamt 63 62
Tabelle 3-3
Retinitis
Jahr Frauen Mainner
1996 0 0
1997 0 1
1998 3 5
1999 2 3
2000 8 6
2001 4 7
2002 1 9
2003 0 2
Gesamt 18 33
Tabelle 3-4
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3.3 Alter der Patienten

Die Haufungen der Patienten mit Uveitis posterior und Retinitis lagen in den Altersgrup-
pen zwischen 31 und 40 Jahren und ab 61 Jahren. Endophthalmitiden traten gehduft bei
Patienten hoheren Lebensalters auf (Abbildungen 3-1 bis 3-3).

Uveitis posterior

16

12 —
10 —
— OAnzahl

oON b O ®
L
\
\

T T T T T

<20 21-30 31-40 41-50 51-60 ab 61

Alter der Patienten

Abbildung 3-1
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Endophthalmitis
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Retinitis
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3.4 Probematerialien

3.4.1 Uveitis posterior

Kammerwasser aus der Vorderkammer wurde bei 39 der 52 Patienten mit Uveitis posteri-
or entnommen. In 21 Féllen konnte ein Erreger nachgewiesen werden. Glaskdrpermaterial
wurde in 13 Féllen entnommen. Bei 7 Patienten war der Erregernachweis erfolgreich (Ta-

belle 3-5).

Vorderkammerpunktion Glaskorperaspirat Gesamt

Entnahme 39 13 52
75% 25% 100%

Erfolgreicher Erregernachweis 21 7 28
53,8% 53,8% 53,8%

Tabelle 3-5

Ausgehend von diesen Untersuchungsmaterialien wurde bei 52 Patienten PCR (100%)
und bei 19 Patienten (36,5%) eine serologische Untersuchung durchgefiihrt. In 33 Fillen
(63,5%) wurde eine Kultur angelegt.

3.4.2 Endophthalmitis

Bei 55 von den 125 Endophthalmitis-Patienten wurde eine Vorderkammerpunktion durch-
gefiihrt. In diesem Material konnte in 34 Fillen ein Erreger nachgewiesen werden. Bei 70
Patienten wurde Material aus dem Glaskorper entnommen, in 54 Féllen konnte darin ein

Erreger identifiziert werden (Tabelle 3-6).
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Vorderkammerpunktion Glaskorperaspirat Gesamt

Entnahme 55 70 125
44% 56% 100%

Erfolgreicher Erregernachweis 34 54 88
61,8% 77,1% 70,4%

Tabelle 3-6

Bei den 87 Patienten mit akuter Endophthalmitis wurde in 36 Fillen eine Vorderkam-

merpunktion durchgefiihrt und in 51 Féllen Glaskorpermaterial entnommen. Bei 33 Pati-

enten konnte ein Erreger aus dem Vorderkammerpunktat und bei 51 Patienten aus dem

Glaskorpermaterial isoliert werden (Tabelle 3-7).

Vorderkammerpunktion Glaskorperaspirat Gesamt

Entnahme 36 51 87
41,4% 58,6% 100%

Erfolgreicher Erregernachweis 33 51 84
91,7% 100% 96,6%

Tabelle 3-7

38 Patienten waren an einer chronischen Endophthalmitis erkrankt, es wurden jeweils 19

Glaskorper- und Vorderkammerpunktionen durchgefiihrt. Dabei war der Erregernachweis

im Vorderkammerpunktat in einem Fall positiv und bei drei Patienten konnten Pathogene

im Glaskorpermaterial nachgewiesen werden (Tabelle 3-8).

Vorderkammerpunktion Glaskorperaspirat Gesamt

Entnahme 19 19 38
50% 50% 100%

Erfolgreicher Erregernachweis 1 3 4
5,3% 15,8% 10,5%

Tabelle 3-8

Diese Untersuchungsmaterialien dienten als Grundlage fiir die Durchfiihrung von 125

PCR- Reaktionen (100%), 2 serologischen Untersuchungen (1,6%) und die Anlage von

123 Kulturen (98,4%).
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3.4.3 Retinitis

Eine Vorderkammerpunktion wurde bei 37 Patienten von 51 Erkrankten durchgefiihrt. In

17 Féllen konnte in diesem Untersuchungsmaterial auch ein Pathogen nachgewiesen wer-

den. Glaskdrpermaterial wurde bei 14 Patienten entnommen, wobei in 6 Fillen ein Erreger

identifiziert werden konnte (Tabelle 3-9).

Vorderkammerpunktion Glaskorperaspirat Gesamt

Entnahme 37 14 51
72,5% 27,5% 100%

Erfolgreicher Erregernachweis 17 6 23
45,9% 42,9% 45,1%

Tabelle 3-9

Die Materialien aller 51 Retinitis-Patienten (100%) wurden mit der PCR untersucht. In 30

Fillen (58,8%) wurde eine Kultur angelegt. Bei 21 Patienten wurde eine serologische Un-

tersuchung (41,2%) veranlasst.
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3.5 Erfolgsraten der mikrobiologischen Diagnostik

3.5.1 Bei Uveitis posterior

Von den Materialien, die von 52 Patienten mit Uveitis posterior mikrobiologisch unter-
sucht wurden, war die PCR in 11 Fillen positiv, bei gleichzeitig negativem Kulturergebnis
(21,2%). In nur einem Fall waren PCR und Kultur gleichzeitig positiv (1%). Die Kultur
war der PCR in 2 Fillen iiberlegen (3,8%). Bei 19 Patienten konnte weder mit PCR noch
mit Kultur ein positives Ergebnis erzielt werden (36,5%). PCR und Serologie erzielten in
2 Féllen gleichzeitig ein positives Ergebnis (3,8%), in 5 Féllen gleichzeitig ein negatives
Ergebnis (9,6%). Die Serologie war der PCR in 12 Fillen iiberlegen (23,1%). In einem
Fall wurde die PCR inhibiert und lieferte folglich kein Ergebnis (Tabellen 3-10 und 3-11).

PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ Se-| PCR+ Se-| PCR- Sero- | PCR- Se-
Kultur+ | Kultur- | Kultur+ | Kultur- | rologie+ rologie- logie+ rologie-
1 11 2 19 2 0 12 5

Tabelle 3-10

PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ Sero- | PCR+ Se- | PCR- Sero- | PCR- Se-
Kultur+ | Kultur- | Kultur+ | Kultur- | logie+ rologie- logie+ rologie-
1,9% 21,2% 3,8% 36,5% 3.8% 0% 23,1% 9,6%

Tabelle 3-11

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

verfuhr man mit den negativen Ergebnissen.

Die PCR erreichte damit insgesamt eine Erfolgsrate von 26,9%. Die Anzucht war in 5,7%
und die Serologie in 26,9% der Fille erfolgreich. In 73% der Fille konnte mittels PCR
kein Pathogen nachgewiesen werden. Allerdings war auch die Kultur bei 57,7% der Un-
tersuchungsmaterialien nicht erfolgreich. Die Serologie war in 9,6% der Fille negativ

(Tabelle 3-12).
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PCR+

Kultur+

Serologie+

PCR-

Kultur-

Serologie-

26,9%

5,7%

26,9%

73%

57,7%

9,6%

Tabelle 3-12

Vergleichende Darstellung der positiven Ergebnisse der einzelnen mikrobiologischen Me-

thoden bezogen auf 52 Untersuchungsmaterialien bei Patienten mit Uveitis posterior (Ab-

bildung 3-4).

Die Ordinate gibt die Prozentzahlen der erfolgreichen Nachweisverfahren (PCR, Kultur,

Serologie) an.

30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

OPCR
BKultur

OSerologie

Abbildung 3-4

Vergleichende Darstellung der negativen Ergebnisse der einzelnen mikrobiologischen

Methoden bezogen auf 52 Untersuchungsmaterialien bei Patienten mit Uveitis posterior

(Abbildung 3-5).
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Die Ordinate gibt die Prozentzahlen der nicht erfolgreichen Nachweisverfahren (PCR,

Kultur, Serologie) an.

80,00%
70,00%
60,00%
50,00% BPCR
40,00% - BKultur
30,00% - OSerologie
20,00%
10,00%
0,00% -+

Abbildung 3-5

3.5.2 bei Endophthalmitis

Von den Materialien, die von 125 Patienten mit Endophthalmitis mikrobiologisch unter-
sucht wurden, waren PCR und Kultur gleichzeitig in 40 Fillen positiv (32%). Bei 35 Pati-
enten war die PCR der Kultur iiberlegen (28%), in 12 Fillen unterlegen (9,6%). In 36 Fél-
len konnte weder mit PCR noch mit Kultur ein Erreger nachgewiesen werden (28,8%).
PCR und Serologie waren in jeweils einem Fall gleichzeitig positiv (0,8%) und gleichzei-
tig negativ (0,8%). Bei einem Patienten wurde die PCR inhibiert und es konnte deshalb
kein Ergebnis erzielt werden (Tabellen 3-13 und 3-14).

PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ Sero- | PCR+ Se-| PCR- Sero- | PCR- Se-
Kultur+ | Kultur- | Kultur+ | Kultur- | logie+ rologie- logie+ rologie-
40 35 12 36 1 0 0 1

Tabelle 3-13
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PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ Sero- | PCR+ PCR- Sero- | PCR- Se-
Kultur+ | Kultur- | Kultur+ | Kultur- | logie+ . logie+ rologie-
Serologie-
32% 28% 9,6% 28,8% 0,8% 0% 0% 0,8%

Tabelle 3-14

In 84 von 125 Fillen konnten mittels Mikroskopie Zelldetritus und Leukozyten nachge-
wiesen werden. Bei 18 Patienten war es moglich schon durch Mikroskopie den Erreger
(gram-positive Kokken) zu identifizieren. Bei einigen Patienten konnte man den Erreger,

Zelldetritus und Leukozyten im Mikroskop erkennen. Die Mikroskopie war in 3 Fillen

negativ, in 38 Fillen wurde keine Mikroskopie gemacht (Tabellen 3-15 und 3-16).

Mikroskopie+ Mikroskopie+ Mikroskopie- keine Mikroskopie
Detritus, Leukozyten Erreger gemacht
84 18 3 38
Tabelle 3-15
Bezogen auf 125 Patienten:
Mikroskopie+ Mikroskopie+ Mikroskopie- keine Mikroskopie
Detritus, Leukozyten Erreger gemacht
66,7% 14,3% 2,4% 30,2%

Tabelle 3-16

Bei 54 der 87 Patienten (62,1%) mit akuter Endophthalmitis wurden lediglich Detritus und
Leukozyten, bei 15 der 87 Patienten (17,2%) Pathogene mikroskopisch identifiziert.

Bei 30 der 38 Patienten (78,9%) mit chronischer Endophthalmitis fanden sich Detritus und
Leukozyten, bei 3 Patienten (7,9%) wurden Bakterien identifiziert.

Alle positiven und negativen PCR-, Kultur- und Serologie-Ergebnisse wurden addiert.

Ebenso wurde mit den negativen Ergebnissen verfahren.
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Die PCR erreichte damit insgesamt eine Erfolgsrate von 60,3%. Die Anzucht war in

41,2% und die Serologie in 0,8% der Fille erfolgreich. In 38,9% der Fille konnte mittels

PCR kein Pathogen nachgewiesen werden. Allerdings war auch die Kultur bei 56,4% der

Untersuchungsmaterialien nicht erfolgreich. Die Serologie war in 0,8% der Fille negativ

(Tabelle 3-17).

PCR+ Kultur+ Serologie+ PCR- Kultur- Serologie-
60,8% 41,6% 0,8% 39,2% 56,8% 0,8%
Tabelle 3-17
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Vergleichende Darstellung der positiven Ergebnisse der einzelnen mikrobiologischen Me-
thoden bezogen auf 125 Untersuchungsmaterialien bei Patienten mit Endophthalmitis

(Abbildung 3-6).

Die Ordinate gibt die Prozentzahlen der erfolgreichen Nachweisverfahren (PCR, Kultur,

Serologie, Mikroskopie) an.

70,00%

60,00% 7

50,00% BPCR
40,00% BKultur
30,00% + OSerologie
20,00% OMikroskopie
10,00%

0,00% -+ [ .

Abbildung 3-6

Vergleichende Darstellung der negativen Ergebnisse der einzelnen mikrobiologischen
Methoden bezogen auf 125 Untersuchungsmaterialien bei Patienten mit Endophthalmitis

(Abbildung 3-7).

Die Ordinate gibt die Prozentzahlen der nicht erfolgreichen Nachweisverfahren (PCR,

Kultur, Serologie, Mikroskopie) an.
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60,00%

50,00% -
40,00% -
30,00%
20,00% -
10,00% -

0,00% -

OPCR

BKultur

OSerologie

OMikroskopie

Abbildung 3-7

3.5.3 Bei Retinitis

Von den Materialien, die von 51 Patienten mit Retinitis mikrobiologisch untersucht wur-

den, waren 7 PCR-positiv, bei gleichzeitig negativer Kultur (13,7%). In 23 Féllen waren

sowohl Kultur als auch PCR negativ (45,1%). Bei 6 Patienten konnte der Erreger mittels

PCR und Serologie nachgewiesen werden (11,8%). Die Serologie war der PCR in 10 Fél-

len iiberlegen (19,6%). PCR und Serologie erzielten in 5 Fillen gleichzeitig ein negatives

Ergebnis (9,8%) (Tabellen 3-18 und 3-19).

PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ Sero- | PCR+ Se-| PCR- PCR- Sero-
Kultur+ | Kultur- | Kultur+ | Kultur- | logie+ rologie- Serologie+ logie-
0 7 0 23 6 0 10 5

Tabelle 3-18
PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ PCR+ Se- | PCR- PCR- Sero-
Kultur+ | Kultur- Kultur+ | Kultur- Serologie+ rologie- Serologie+ logie-

0% 13,7% 0% 45,1% 11,8% 0% 19,6% 9,8%
Tabelle 3-19
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Alle positiven und negativen PCR-, Kultur- und Serologie-Ergebnisse wurden addiert.

Ebenso wurde mit den negativen Ergebnissen verfahren.

Die PCR erreichte damit insgesamt eine Erfolgsrate von 25,5%. Die Anzucht war nie und

die Serologie in 31,4% der Fille erfolgreich. In 74,5% der Fille konnte mittels PCR kein

Pathogen nachgewiesen werden. Allerdings war auch die Kultur bei 58,8% der Untersu-

chungsmaterialien nicht erfolgreich. Die Serologie war in 9,8% der Fille negativ (Tabelle

3-20).

PCR+

Kultur+

Serologie+

PCR-

Kultur-

Serologie-

25,5%

0%

31,4%

74,5%

58,8%

9,8%

Tabelle 3-20

Vergleichende Darstellung der positiven Ergebnisse der einzelnen mikrobiologischen Me-

thoden bezogen auf 51 Untersuchungsmaterialien bei Patienten mit Retinitis (Abbildung

3-8).

Die Ordinate gibt die Prozentzahlen der erfolgreichen Nachweisverfahren (PCR, Kultur,

Serologie) an.
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Abbildung 3-8

Vergleichende Darstellung der negativen Ergebnisse der einzelnen mikrobiologischen

Methoden bezogen auf 51 Untersuchungsmaterialien bei Patienten mit Retinitis (Abbil-

dung 3-9).

Die Ordinate gibt die Prozentzahlen der nicht erfolgreichen Nachweisverfahren (PCR,

Kultur, Serologie) an.
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Abbildung 3-9
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3.6 Nachgewiesene Pathogene

3.6.1 Uveitis posterior

3.6.1.1 Nachweis der Pathogene mit PCR

Mittels PCR konnten bei jeweils 4 Patienten mit Uveitis posterior Pseudomonas spp. und
Candida spp. nachgewiesen werden. In 2 Féllen wurde Toxoplasma gondii identifiziert.
Staphylococcus spp., Borrelia burgdorferi und Meliola niessleana galten in jeweils einem
Fall als Verursacher der Entziindung. In ebenfalls einem Fall konnte der Erreger nicht

identifiziert werden (Tabelle 3-21).

Erreger Anzahl der Erre- | Anteil der einzelnen Erreger bezogen auf eine Gesamtzahl
ger von 14

Bakterien

Pseudomonas spp. 4 28,6%

Staphylococcus 1 7,1%

Spp-

Borrelia burgdorfe- 1 7,1%

ri

Pilze

Candida spp. 4 28,6%

Meliola niessleana 1 7,1%

Parasiten

Toxoplasma gondii 2 14,3%

unbekannt 1 7,1%

Gesamt 14 100%

Tabelle 3-21
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3.6.1.2

Kultureller Nachweis der Pathogene

Es wurden 3 Pathogene identifiziert. Meliola niessleana, Candida und Staphylococcus spp.

wurden bei jeweils einem Patienten isoliert (Tabelle 3-22).

Erreger Anzahl der Erre- | Anteil der einzelnen Erreger bezogen auf eine Gesamtzahl
ger von 3

Bakterien

Staphylococcus 1 33,3%

spp-

Pilze

Candida spp. 1 33,3%

Meliola niessleana 1 33,3%

Gesamt 3 100%

Tabelle 3-22
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3.6.1.3

Serologischer Nachweis der Pathogene

Borrelia burgdorferi konnten bei 6 Patienten isoliert werden. In 5 Féllen wurdenToxoplas-

men fiir die Entziindung verantwortlich gemacht. Herpes-simplex-Viren (HSV) wurden

zweimal nachgewiesen. In einem Fall wurde Epstein-Barr-Virus (EBV) identifiziert. Insge-

samt konnte die Serologie in 14 Fillen das Pathogen bestimmen (Tabelle 3-23).

Erreger Anzahl der Erre- Anteil der einzelnen Erreger bezogen auf eine Gesamtzahl
ger von 14

Bakterien

Borrelia  burgdor- 6 42,9%

feri

Viren

HSV 2 14,3%

EBV 1 7,1%

Parasiten

Toxoplasma gon- 5 35,7%

dii

Gesamt 14 100%

Tabelle 3-23.
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3.6.1.4  Erregerspektrum bei Uveitis posterior

Bei den Uveitis posterior-Patienten wurde in 28 Féllen der Erreger identifiziert. Das sich

ergebende Erregerspektrum ist folgender Tabelle zu entnehmen (Tabelle 3-24).

Erreger Anzahl der Erre- | Anteil der einzelnen Erreger bezogen auf eine Gesamtzahl
ger von 28

Bakterien

Borrelia burgdorfe- 7 25%

ri

Pseudomonas spp. 4 14,3%

Staphylococcus 2 7,1%

spp.

Pilze

Candida spp. 5 17,9%

Meliola niessleana 1 3,6%

Viren

HSV 2 7,1%

EBV 1 3,6%

Parasiten

Toxoplasma gondii 5 17,9%

unbekannt 1 3,6%

Gesamt 28 100%

Tabelle 3-24
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3.6.2 Endophthalmitis

3.6.2.1 Nachweis der Pathogene mit PCR

Mittels PCR wurden in 35 Fillen Staphylokokken und in 10 Féllen Streptokokken nach-
gewiesen. In jeweils 3 Féllen wurden Enterokokken und Moraxella spp. identifiziert. Bei
jeweils 4 Patienten galten Pseudomonas spp., Pneumokokken und Candida als Ausldser
der Entziindung. Acinetobacter traten in zwei Féllen auf. Die restlichen Pathogene traten
bei jeweils einem Patienten auf. In einem Fall konnte der Erreger nicht identifiziert wer-

den (Tabelle 3-25).
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Erreger Anzahl der Erre- | Anteil der einzelnen Erreger bezogen auf eine Gesamt-
ger zahl von 76
Bakterien
Staphylococcus spp. 35 46,1%
Streptococcus spp. 10 13,2%
Pseudomonas spp. 4 5,3%
Pneumokokken 4 5,3%
Enterococcus faecalis 3 3,9%
Moraxella spp. 3 3,9%
Acinetobacter spp. 2 2,6%
Borrelia burgdorferi 1 1,3%
Propionibacterium 1 1,3%
acnes
Listeria monocytoge- 1 1,3%
nes
Actinomyces israelii 1 1,3%
Sphingomonas 1 1,3%
Bacillus spp. 1 1,3%
Morganella morganii 1 1,3%
Spiroplasma spp. 1 1,3%
Burgholderi solana 1 1,3%
Pilze
Candida spp. 4 5,3%
Viren
VZV 1 1,3%
unbekannt 1 1,3%
Gesamt 76 100%

Tabelle 3-25
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3.6.2.2 Kultureller Nachweis der Pathogene

Insgesamt wurden 52 Erreger mittels Kultur nachgewiesen. Bei 32 Patienten wurden

Staphylococcus spp. identifiziert. Streptococcus spp. wurden in 7 und Pneumokokken in 4

Féllen nachgewiesen. Pseudomonas spp. und Enterokokken wurden in jeweils 3 Fillen

bestimmt.Candida spp. lieB sich bei 2 und Listeria monocytogenes bei einem Patienten

anziichten (Tabelle 3-26).

Erreger Anzahl der Erre- Anteil der einzelnen Erreger bezogen auf eine Gesamt-
ger zahl von 52

Bakterien

Staphylococcus spp. 32 61,5%

Streptococcus spp. 7 13,5%

Pseudomonas spp. 3 5,8%

Pneumokokken 4 7,7%

Enterococcus faecalis 3 5,8%

Listeria monocytoge- 1 1,9%

nes

Pilze

Candida spp. 2 3,8%

Gesamt 52 100%

Tabelle 3-26
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3.6.2.3  Serologischer Nachweis der Pathogene

Mit dieser Methode konnte nur ein Erreger bestimmt werden (Tabelle 3-27).

Erreger | Anzahl der Erreger | Anteil der einzelnen Erreger bezogen auf eine Gesamtzahl von 1
Viren

VZV 1 100%

Gesamt 1 100%

Tabelle 3-27
3.6.2.4  Erregerspektrum bei Endophthalmitis

Es wurden 88 Erreger identifiziert. Das dabei entstandene Spektrum ist in folgender Ta-

belle aufgefiihrt (Tabelle 3-28).
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Erreger Anzahl der Erre- | Anteil der einzelnen Erreger bezogen auf eine Gesamt-
ger zahl von 88
Bakterien
Staphylococcus spp. 44 50%
Streptococcus spp. 12 13,6%
Pseudomonas spp. 5 5,7%
Pneumokokken 4 4,5%
Enterococcus faecalis 3 3,4%
Moraxella spp. 3 3,4%
Acinetobacter spp. 2 2,3%
Borrelia burgdorferi 1 1,1%
Propionibacterium 1 1,1%
acnes
Listeria monocytoge- 1 1,1%
nes
Actinomyces israelii 1 1,1%
Sphingomonas 1 1,1%
Bacillus spp. 1 1,1%
Morganella morganii 1 1,1%
Spiroplasma spp. 1 1,1%
Burgholderi solana 1 1,1%
Pilze
Candida spp. 4 4,5%
Viren
VZV 1 1,1%
unbekannt 1 1,1%
Gesamt 88 100%

Tabelle 3-28
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3.6.3 Retinitis

3.6.3.1  Nachweis der Pathogene mit PCR

Die Retinitiden wurden in 4 Féllen durch Toxoplasma gondii verursacht. In jeweils 2 Fél-

len wurden mittels PCR Borrelia burgdorferi und Candida spp. nachgewiesen. Pseudomo-

nas spp., Saccharomyces spp., Himophilus influenzae, Cytomegalie-Virus (CMV) und

Varizella-zoster- Virus (VZV) wurden bei jeweils einem Patienten identifiziert (Tabelle 3-

29).

Erreger Anzahl der Erre- Anteil der einzelnen Erreger bezogen auf eine Gesamt-
ger zahl von 13

Bakterien

Borrelia burgdorferi 2 15,4%

Pseudomonas spp. 1 7,7%

Saccharomyces spp. 1 7,7%

Hémophilus influen- 1 7,7%

zae

Pilze

Candida spp. 2 15,4%

Viren

CMV 1 7,7%

\VAY 1 7,7%

Parasiten

Toxoplasma gondii 4 30,8%

Gesamt 13 100%

Tabelle 3-29

3.6.3.2 Kultureller Nachweis der Pathogene

Durch Anzucht wurde kein Pathogen nachgewiesen.
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3.6.3.3  Serologischer Nachweis der Pathogene

16 Erreger konnten mittels Serologie identifiziert werden. Dabei wurden Toxoplasmen bei
7 Patienten und Borrelia burgdorferi bei 5 Patienten nachgewiesen. Herpes-simplex-Virus
(HSV), Epstein-Barr-Virus (EBV), Cytomegalie-Virus (CMV) und Varizella-zoster-Virus
(VZV) wurden jeweils einmal bestimmt (Tabelle 3-30).

Erreger Anzahl der Erre- Anteil der einzelnen Erreger bezogen auf eine Gesamtzahl

ger von 16

Bakterien

Borrelia  burgdor- 5 31,3%

feri

Viren

CMV 1 6,3%

\7AY 1 6,3%

HSV 1 6,3%

EBV 1 6,3%

Parasiten

Toxoplasma gon- 7 43,8%

dii

Gesamt 16 100%

Tabelle 3-30
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3.6.3.4  Erregerspektrum bei Retinitis

Bei den Retinitiden lieBen sich insgesamt 23 Erreger nachweisen. Das dabei entstandene

Erregerspektrum kann folgender Tabelle entnommen werden (Tabelle 3-31).

Erreger Anzahl der Erre- Anteil der einzelnen Erreger bezogen auf eine Gesamt-
ger zahl von 23

Bakterien
Borrelia burgdorferi 7 30,4%
Pseudomonas spp. 1 4,3%
Saccharomyces spp. 1 4,3%
Hémophilus influen- 1 4,3%
zae
Pilze
Candida spp. 2 8,7%
Viren
CMV 1 4,3%
VZV 1 4,3%
HSV 1 4,3%
EBV 1 4,3%
Parasiten
Toxoplasma gondii 7 30,4%
Gesamt 23 100%

Tabelle 3-31
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4 Diskussion

4.1 Diskussion Uveitis posterior

Da bei einer Uveitis posterior irreparable Schiaden an der Netzhaut entstehen kdnnen, ist
es duflerst wichtig, eine rasche und genaue Diagnose zu stellen und sofort eine gezielte
Therapie einzuleiten. Moglichkeiten der mikrobiologischen Diagnostik bestehen in der
Anlage von Kulturen, der Durchfiihrung einer serologischen Untersuchung und in der

PCR.

Das klinische Bild dieser Entziindung wird von retinaler Vaskulitis, Neovaskularisationen,

Nekrosen und Makuladdemen bestimmt.

Bei den 52 Patienten, die an einer Uveitis posterior erkrankt waren, wurde in 39 Fillen ein
Vorderkammerpunktat und in 13 Féllen Glaskérpermaterial entnommen. Dabei gliickte
bei 21 Patienten der Erregernachweis aus dem Vorderkammerpunktat. Bei 7 Patienten

konnten in dem Glaskorperaspirat Pathogene nachgewiesen werden.

Prinzipiell stehen drei herkommliche Untersuchungsmethoden (Kultur, Mikroskopie und
Serologie) zur Verfligung. Die Anlage einer Kultur ist aber bei weitem nicht so sinnvoll
wie die Veranlassung einer serologischen Untersuchung, da die Uveitis posterior hdufig
von viralen und parasitéren Erregern, aber auch von Pathogenen wie Borrelia burgdorferi,
die alle nicht oder nur schwer anziichtbar sind, verursacht wird. Diese Tatsache spiegelt
sich auch in den Ergebnissen der aktuellen Studie wieder. So wurde mittels Kultur ein po-

sitives Ergebnis von nur 5,7% erzielt. In 57,7% der Fille fiel die Kultur negativ aus.

Die Serologie erreichte in 26,9% der Félle ein positives und in 9,6% der Fille ein negati-
ves Ergebnis. Bei dieser Methode ist es wichtig sowohl den intraokuldren als auch den
Antikorpertiter des peripheren Blutes zu bestimmen. Nur dann kann der Goldmann-
Witmer-Koeffizient berechnet werden, der schlieBlich eine Interpretation der nachgewie-

senen Antikorper zuldsst.
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Zum Nachweis von extrem geringen Keimzahlen, also Bedingungen wie man sie gerade
im Auge vorfindet, eignet sich vor allem die PCR. Diese molekularbiologische Methode
ist auch besonders zur Anwendung bei Patienten geeignet, bei denen mit herkdmmlichen
Verfahren ein Nachweis des Keimes nicht moglich war oder die sich schon vor Entnahme

des Probenmaterials einer Antibiotikabehandlung unterzogen hatten.

Zusammengefasst ldsst sich das Grundprinzip der PCR folgendermallen beschreiben: Die
DNA von potentiellen Pathogenen wird aus dem Untersuchungsmaterial isoliert und mit
Hilfe der PCR auf eine Anzahl vermehrt, die dann im Labor leicht nachgewiesen werden

kann.

In der aktuellen Studie wurde ein positives PCR-Ergebnis von 26,9% erreicht.

Montoya et al untersuchten bei atypischer Retinochoroiditis ebenfalls den Stellenwert der
PCR. Die Diagnose wurde in 7 von 15 Féllen gesichert, was einer Erfolgsrate von fast
50% entspricht (Montoya et al, 1999). Der Unterschied zur aktuellen Studie kann durch
die verschieden groflen Patientenpopulationen (15 Patienten in der fritheren, 52 Patienten
in der aktuellen Studie) erkldrt werden. Obwohl die Durchfiihrung der PCR unter hohen
Reinheitsbedingungen stattfindet, konnen falsch positive Ergebnisse auftreten. Auflerdem
ist es trotz Mitfithrung von Positiv- und Negativkontrollen moglich, dass falsch negative
Ergebnisse vorkommen. Auch auf diese Weise lassen sich die unterschiedlichen PCR-

Erfolge in den verschiedenen Studien begriinden.

Anfingliche Studien, bei denen die PCR zur Diagnose einer Toxoplasmose eingesetzt
wurde, zeigten eine Sensitivitdt von weniger als 50% (Aouizerate et al, 1993; Garweg et

al, 1996).

Ronday et al verglichen die Ergebnisse der PCR aus intraokuldren Fliissigkeiten mit der
lokalen Produktion verschiedener Antikorpertypen bei 78 Patienten mit Verdacht auf pa-
rasitdre Retinochoroiditis (okuldre Toxoplasmose). Als Kontrolle dienten 77 Patienten mit
Uveitis, die nicht auf eine Toxoplasmose zuriickzufiihren war. Auf diese Weise konnten

88 Patienten mit Toxoplasmose identifiziert werden (68 aus der ersten Gruppe, 20 aus

Christoph Eckert Seite 55



Stellenwert der PCR zur Diagnostik von entziindlichen Erkrankungen des Glaskorpers und der Netzhaut

Gruppe 2). Die Kombination von PCR und intraokuldrer IgG-Produktion, bestimmt durch
eine serologische Untersuchung, erbrachte eine Sensitivitit von 77% (Ronday et al, 1999).
Im Vergleich dazu wurde in unserer Studie mit 52 Patienten ein positives PCR- und Sero-
logie- Ergebnis von jeweils 26,9% erreicht. Die im Vergleich zur fritheren Studie niedrige
Erfolgsrate kann durch die Tatsache erkldrt werden, dass Ronday et al eine Vorauswahl
der Patienten trafen. Da der Verdacht auf eine okuldre Toxoplasmose bestand, wurde so-
fort eine Serologie veranlasst und es wurden folglich mehr positive Ergebnisse erzielt. In
unserer Studie wurde keine Vorauswahl getroffen, es kamen auch mehr Pathogene als
Verursacher der Uveitis posterior in Frage als in der fritheren Studie. Die Tatsache, dass
die PCR in unserem Fall schlechter abschnitt, kann wie oben schon erwéhnt auf falsch po-

sitive und falsch negative Ergebnisse zuriickgefiihrt werden.

Knox et al fiihrten eine PCR bei 37 Augen von 38 Patienten mit Uveitis posterior durch.
Eine Diagnosestellung mittels PCR war bei 25 Augen moglich (Knox et al, 1998). Diese
Erfolgrate von fast 70% liegt wieder deutlich {iber der der aktuellen Studie.

Cytomegalie-Virus (CMV), Varizella-zoster-Virus (VZV) und Toxoplasmen gelten als
Hauptverursacher einer Uveitis posterior. Dies stellten auch Mitchell et al in einer Studie
fest (Mitchell et al, 1994). Dabei wurden bei 4 von 9 Patienten CMV, bei 3 Patienten VZV

und bei den restlichen Patienten Toxoplasmen isoliert.

McCannel et al fanden in einer Studie ebenfalls heraus, dass CMV und Toxoplasmen bei
Upveitis posterior hdufig nachgewiesen werden (McCannel, 1996). Meist gelangen diese
Pathogene von anderen Infektionsherden im Korper {iber den Blutweg ins Auge, wobei die
starke Durchblutung der Uvea begiinstigend fiir eine Besiedlung mit Mikroorganismen

wirkt.

In der aktuellen Studie machten Toxoplasma gondii und Candida spp. 17,6% der Erreger
aus. CMV oder VZV konnten nicht identifiziert werden. Borrelia burgdorferi wurden in 7
Féllen und damit am haufigsten isoliert (25%). Dies liegt wohl daran, dass die Region Re-

gensburg/Passau, aus der die meisten Patienten stammten, zu den Zeckenballungszentren
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Deutschlands gehort. Die Erreger, die in der aktuellen Studie nachgewiesen wurden, wer-

den in folgender Tabelle zur Ubersicht dargestellt (Tabelle 4-1).

Erregerspektrum der aktuellen Studie

(bezogen auf 28 nachgewiesene Erreger)

Viren

HSV 7,1%
EBV 3,6%
Bakterien (gram-positiv)

Staphylococcus spp. 7,1%
Bakterien (gram-negativ)

Borrelia burgdorferi 25,0%
Pseudomonas spp. 14,3%
Pilze

Candida spp. 17,9%
Meliola niessleana 3,6%
Parasiten

Toxoplasma gondii 17,9%
unbekannt 3,6%
Tabelle 4-1
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4.2 Diskussion Endophthalmitis

Um eine Endophthalmitis adidquat therapieren zu kdnnen, ist es wichtig eine rasche und
genaue Diagnose zu stellen. Die Moglichkeiten der Diagnostik einer Endophthalmitis be-

stehen sowohl in der klinischen Untersuchung als auch in mikrobiologischen Verfahren.

Das klinische Bild ist durch einen verstirkten Reizzustand der vorderen Augenabschnitte,
Hypopyon in der Vorderkammer und Zellen im Glaskorperraum gekennzeichnet. Die Kli-
nik wird von starken, periokuldren Schmerzen und einer Sehverschlechterung bis hin zum

Sehverlust gekennzeichnet (Callegan et al, 1999).

Der Keimnachweis sollte prinzipiell aus intraokularem Material erfolgen, insbesondere

sind dafiir Kammerwasser und Glaskorperaspirat geeignet.

In der aktuellen Untersuchung wurde bei 55 Patienten die Vorderkammer punktiert. Diese
Punktion erfolgte bei 36 Patienten mit akuter und bei 19 Patienten mit chronischer En-
dophthalmitis. Bei insgesamt 34 Patienten konnte man in diesem Kammerwasser einen
Erreger nachweisen (61,8%). 33 dieser 34 Patienten waren an akuter Endophthalmitis er-

krankt.

Im Glaskorpermaterial, das 70 Patienten (51 Patienten mit akuter und 19 Patienten mit
chronischer Endophthalmitis) entnommen wurde, konnte in 54 Fillen ein Pathogen isoliert
werden (77,1%). In den 51 Féllen mit akuter und in drei Féllen mit chronischer En-
dophthalmitis gliickte der Erregernachweis aus dem Glaskorperpunktat. Die Angaben in
der Literatur {iber die Nachweishdufigkeit von Erregern im Glaskorper gehen weit ausein-
ander und liegen zwischen 50 und 83% (de Kaspar et al, 1993; Fisch et al, 1991; Forster et
al, 1980; Hatano et al, 1991; Kampik, Dabov, 1986; Olk, Bohigian,1987; Puliafito et al,
1982; Rowsey et al, 1982; Rowsey et al, 1987; Weber et al, 1986). Dies wird durch unser
Ergebnis bestitigt.

Lohmann et al gelang ein positiver Keimnachweis im Glaskorper in 50% der Fille (Loh-

mann et al, 1997a). Aufgrund der bisher publizierten Untersuchungen ist vor allem die
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Untersuchung des Glaskorpers von groflem diagnostischen Wert, da im Vorderkammer-
punktat mit Ausnahme von Leukozyten gehduft falsch negative Befunde erzielt werden

(Lohmann et al, 1997a).

Derzeit erfolgt der mikrobiologische Nachweis der Erreger einer Endophthalmitis stan-
dardmiBig mikroskopisch und kulturell. Die Mikroskopie eignet sich besonders zur
schnellen Diagnostik und zur Differenzierung von gram-positiven und gram-negativen
Bakterien. Eine Abgrenzung von Bakterien und Pilzen ist mit dieser Methode ebenfalls
moglich. Diese Schnelldiagnostik findet besonders bei operativen Eingriffen Anwendung.
Dabei wird aus dem infiltrierten Bereich des Auges Fliissigkeit entnommen, diese auf ei-
nen Objekttriger gebracht und dann mit einer 40-fachen Vergroferung im Mikroskop be-
trachtet. Wiahrend Lohmann et al in einer fritheren Studie zeigten, dass die Mikroskopie in
33% der Fille positiv war (Lohmann et al, 1997a), wurden in der aktuellen Studie in
14,3% der Fille mikroskopisch gram-positive Kokken identifiziert. Bei 15 der 87 Patien-
ten mit akuter Endophthalmitis konnten Bakterien im Mikroskop nachgewiesen werden
(17,2%), bei 38 Patienten mit chronischer Endophthalmitis lieBen sich die Pathogene in 3
Féllen (7,9%) mikroskopisch identifizieren. In insgesamt 66,7% der Fille wurden ledig-
lich Zelldetritus und Leukozyten nachgewiesen. Normalerweise wird bei einer En-
dophthalmitis immer eine mikroskopische Untersuchung veranlasst, jedoch konnte die
niedrige Zahl von 14,3% in unserer Studie aus der Tatsache resultieren, dass bei 38 von
125 Patienten in den Akten kein Mikroskopieergebnis vermerkt war. Fest steht jedoch,
dass die Schnelldiagnostik mittels Mikroskopie generell in 31% erfolgreich ist (de Kaspar
et al, 1993; Forster et al, 1980; Olk, Bohigian, 1987; Peyman, Bassili, 1995; Rowsey et al,
1982).

Um eine infektidse Endophthalmitis zu diagnostizieren, ist es sinnvoll eine Kultur anzule-
gen. Dadurch ist eine hohere Keimausbeute, eine bessere Differenzierung und auch eine
Antibiotikatestung moglich. In der aktuellen Studie wurde bei 123 von 125 Patienten eine
kulturelle Untersuchung durchgefiihrt. Diese war bei 41,6% der Patienten positiv. Loh-
mann et al erzielten in einer frilheren Studie ein Ergebnis von 67% (Lohmann et al,
1997b). In einer weiteren Untersuchung wurde ein Wert von 50% erreicht (Lohmann et al,

1997a).
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Es ist bemerkenswert, dass die Kultur in 56,8% der Fille negativ bleibt. Ursachen liegen
in der Tatsache, dass die Kultivierbarkeit eines Keimes artspezifisch ist, von der Keim-

zahl, der Vorschiddigung des Keimes und wachstumshemmenden Faktoren abhingt.

Die ohnehin schon geringe Keimzahl im Untersuchungsmaterial wird durch Aufteilung
des Probenmaterials aus Griinden der Differentialdiagnose hdufig noch weiter minimiert.
Hinzu kommt noch, dass Leukozyten und Komplement, toxische Faktoren aus Entziin-
dungsreaktionen des Korpers, das Wachstum der Keime behindern kdnnen. Auf diese
Weise konnte das positive Kulturergebnis von nur 41,6% und das falsch negative Ergebnis

von 56,8% zustande gekommen sein.

Bei geringen Erregerzahlen erweist sich die PCR als recht hilfreich. Durchgefiihrt wurde
sie bei allen 125 Patienten. Mit einer Erfolgsrate von 60,8% in unserer Studie iibertrifft sie
die Erfolgsrate der Kultur (41,6%). Lohmann et al untersuchten eine Patientengruppe von
12 Personen. Bei allen Patienten (100%) konnte die Nukleinsédure des Pathogens mittels
PCR aus dem Vorderkammerpunktat amplifiziert werden. Mit Ausnahme von 2 Patienten
mit chronischer Endophthalmitis lieBen sich die Erreger auch im Glaskorperaspirat nach-
weisen (Lohmann et al, 1997a). Die Unterschiede zwischen der fritheren und aktuellen
Studie konnen durch die unterschiedlichen Patientenzahlen (12 Patienten in der friiheren,
125 Patienten in der aktuellen Studie) und damit durch die unterschiedliche Reprisentati-

vitdt der Ergebnisse bedingt sein.

Die hohe Sensitivtit der PCR erweist sich zwar als vorteilhaft gegeniiber den konventio-
nellen diagnostischen Verfahren, jedoch muss bei der Interpretation der Befunde darauf
geachtet werden, da3 die hohe Sensitivitdt der PCR auch zu falsch positiven Ergebnissen
fithren kann. Bei einem positiven PCR-Ergebnis kann man nicht zwischen dem Keim un-
terscheiden, der eine Infektion auslost und einer Kontamination, die wahrend der Proben-
gewinnung oder Verarbeitung im mikrobiologischen Labor entsteht. Folglich ist hochstes
Reinheitsgebot wihrend der Probeentnahme und der Weiterverarbeitung der Proben obli-
gatorisch. Um falsch negative Ergebnisse zu verhindern, wurden Positiv- und Negativkon-

trollen mitgefiihrt.
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Da die Endophthalmitis fast immer durch Bakterien wie z.B. Staphylokokken ausgelost
wird, betrdgt die Erfolgsrate bei serologischer Untersuchung nur 0,8%. Dies spiegelt sich
auch in dem von uns gefundenem Erregerspektrum wieder (Tabelle 4.2.). Varizella-zoster-
Virus (VZV) wurde als einziger viraler Erreger bei einer Gesamterregerzahl von 88 ein-
mal isoliert (1,1%). Ebenso wurden Borrelia burgdorferi, die ebenfalls durch Serologie
nachgewiesen werden, bei nur einem Patienten gefunden (1,1%). In der aktuellen Studie

wurde folglich eine serologische Untersuchung nur in 2 Féllen durchgefiihrt.

Nachdem die Endophthalmitis in unserer Studie zu 50% durch Staphylokokken und 13,6%
durch Streptokokken ausgeldst wurde, muss die Kultur héhere positive Ergebnisse als die
Serologie liefern. Dies wurde mit einer Erfolgsquote von 41,6% auch erreicht. Die dritt-
hiufigsten Bakterien die eine Endophthalmitis auslosten, waren Pseudomonas spp. mit
5,7%. Pneumokokken wurden viermal (4,5%), Enterococcus faecalis und Moraxella spp.
wurden jeweils dreimal (jeweils 3,4%) und Acinetobacter spp. zweimal (2,3%) isoliert.
Candida galt in 4 Fallen (4,5%) als Verursacher der Endophthalmitis. Das gesamte Erre-

gerspektrum ist untenstehender Tabelle zu entnehmen (Tabelle 4-2).
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Erregerspektrum der aktuellen Studie
(bezogen auf 88 nachgewiesene Erreger)

Viren
VZV 1,1%
Bakterien
Staphylococcus spp. 50,0%
Streptococcus spp. 13,6%
Pseudomonas spp. 5,7%
Pneumokokken 4.5%
Moraxella spp. 3,4%
Enterococcus spp. 3,4%
Acinetobacter spp. 2,3%
Propionibacterium acnes 1,1%
Actinomyces israelii 1,1%
Bacillus spp. 1,1%
Listeria monocytogenes 1,1%
Borrelia burgdorferi 1,1%
Sphingomonas 1,1%
Morganella morganii 1,1%
Spiroplasma spp. 1,1%
Burgholderia solana 1,1%
Pilze
Candida spp. 4,5%
unbekannt 1,1%
Tabelle 4-2

Das in der aktuellen Studie erstellte Erregerspektrum stimmt mit den sonst beschriebenen
auslosenden Pathogenen iiberein. So gelten Staphylococcus spp. als hdufigste Verursacher
einer akuten Endophthalmitis, gefolgt von Pseudomonas spp. Auch Candida spp. werden

als Verursacher einer Endophthalmitis erwéhnt. Viren und Parasiten kommen nicht vor.
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In der Studie von Lohmann et al verursachten Staphylokokken iiber die Hélfte aller En-
dophthalmitiden (Lohmann et al, 1997a). Genau dieser Wert wurde auch in der aktuellen
Studie erzielt. Weiterhin wurden in der fritheren Studie je zweimal Actinomyces israelii

und Propionibacterium acnes isoliert. Moraxella catarrhalis wurde einmal nachgewiesen.

Die Diagnostik und die daraus resultierende Behandlung der Endophthalmitis erféhrt
durch die PCR sicherlich eine starke Verbesserung, jedoch stellen die konventionellen
Methoden immer noch einen wichtigen Teil zur Identifizierung der Erreger dar. Die Vor-
teile, wie Preisgiinstigkeit und Moglichkeit zur Sensitivititstestung gegeniiber Antibiotika,
die die kulturelle Anzucht bietet, sind momentan noch nicht wegzudenken. Obwohl die
Kultur im Vergleich zur PCR lange dauert und auch nicht immer einen positiven Keim-

nachweis ermoglicht, sind Antibiogramme fiir die gezielte Behandlung unumgénglich.
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4.3 Diskussion Retinitis

Da eine Retinitis eine Zerstdrung der Retina und einen Sehverlust zur Folge haben kann,
ist eine rasche und genaue Diagnosestellung von groBer Bedeutung. Mikrobiologische

Verfahren wie Kultur, Serologie und PCR stehen fiir den Keimnachweis zur Verfligung.

Die sicherste Nachweismethode einer Retinitis stellt die Virusisolierung aus Glaskorper-
oder Vorderkammerpunktat dar (Zierhut, 1993). In der aktuellen Studie wurde bei 37 Pati-
enten die Vorderkammer punktiert, wobei aus diesem Material in 17 Féllen ein Erreger
isoliert werden konnte (45,9%). Bei 14 Patienten wurde Glaskdrpermaterial entnommen.

In 6 Fallen konnte darin das Pathogen nachgewiesen werden (42,9%).

Der mikrobiologische Keimnachweis kann mittels herkommlicher Methoden wie Kultur
und Serologie erfolgen. Obwohl bei 30 der insgesamt 51 Patienten ein kultureller Nach-
weis versucht wurde, konnte auf diese Weise kein Erreger nachgewiesen werden (0%).
Die Kultur war in 58,8% der Fille negativ. Bei der serologischen Untersuchung hingegen,
die bei 21 Patienten durchgefiihrt wurde, konnte eine Erfolgsrate von 31,4% erzielt wer-
den. Diese Ergebnisse spiegeln die Tatsache wieder, dass Retinitiden mit Ausnahme von
endogenen Infektionen und Pilzinfektionen sehr hdufig durch Viren, Parasiten und Bakte-
rien wie Treponema pallidum ausgeldst werden, die sich nur durch serologische Untersu-

chung nachweisen lassen.

Die neue Methode der Nukleinsdureamplifikation (PCR), die bei allen Patienten durchge-
fithrt wurde, war in unserer Studie in 25,5% der Fille erfolgreich und liegt damit knapp
hinter dem Ergebnis der Serologie (31,4%).

Tran et al untersuchten Vorderkammerpunktate von 22 Patienten (Tran et al, 2003). Diese
Patienten wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Die eine Gruppe (n=19) beinhaltete Patien-
ten mit dem akuten Retina Nekrosesyndrom (ARN), die andere (n=3) fasste Patienten zu-
sammen, die unter progressiver retinaler Nekrose (PORN) litten. Das ARN ist von der
,2American Uveitis Society” durch folgende Symptome beschrieben worden: unbegrenzte

retinale Nekrose in der Peripherie, rasche, kreisformige Ausbreitung, Vaskulopathie,
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Glaskorper und Vorderkammerinfiltration. Es kann sowohl Immungesunde, als auch im-
munsupprimierte Patienten betreffen (Tabbara, Hyndiuk, 1996). In der Studie wurde mit-
tels PCR in der Gruppe von 19 Patienten in 86,4% der Félle virale DNA nachgewiesen.
Bei den 3 Patienten mit PORN wurde in allen Fillen der Erreger mittels PCR identifiziert
(Tran et al, 2003). Das Ergebnis der fritheren Studie fillt deutlich besser aus als das der
aktuellen Studie. Eine mdgliche Erkldrung dafiir ist, dass Tran et al bei ihren Patienten
gezielt nach viraler DNA (Vorauswahl) gesucht haben, wohingegen bei der vorliegenden
Untersuchung keine Einschrinkung gemacht wurde. Zudem konnen trotz Mitfithrung von

Kontrollproben bei der Durchfiihrung der PCR falsch negative Ergebnisse entstehen.

Garweg et al zeigten ebenso die Wichtigkeit und hohe Sensitivitidt der PCR im Rahmen
von Retinaentziindungen auf (Garweg et al, 1991). Es wurden 5 AIDS-Patienten mit den
typischen klinischen Zeichen einer CMV-Retinitis mit 10 immunkompetenten, gesunden
Kontrollpatienten verglichen. Mittels PCR wurde bei 4 von 5 AIDS-Patienten CMV nach-
gewiesen. Bei der Kontrollgruppe wurde kein Pathogen isoliert. CMV-Antikorper konnten
bei den immunschwachen Patienten nicht gefunden werden (Garweg et al, 1991). Diese
Studie ist aufgrund der Tatsache, dass es sich um immunsupprimierte Patienten handelt,
nur schwer mit der aktuellen Studie zu vergleichen, soll aber den hohen diagnostischen

Wert der PCR aufzeigen.

Nogueira et al konnten in 11 von 17 Untersuchungsmaterialien Herpesvirus-DNA nach-
weisen. Dies entspricht einer Erfolgsrate von iiber 60%. Das hohe positive Ergebnis ge-
geniiber der aktuellen Studie (25,5%) lasst sich dadurch erkldren, dass gezielt nach viraler

Nukleinsdure gesucht wurde (Nogueira et al, 2001) .

Die PCR eignet sich sehr gut, um klinisch diagnostizierte Entziindungen zu bestitigen. So
verwendeten Ganatra et al die PCR bei 30 Augen von 28 Patienten, um die Diagnose des
ARN zu bestdtigen, das Folge einer Retinitis sein kann. Dies gelang bei 96,5% der Patien-
ten (Ganatra et al, 2000).

Die Hauptursache von Retinitiden stellen Vertreter aus der Gruppe der Herpesviren (HSV,
CMYV und VZV) dar (Tabbara, Hyndiuk, 1996). Tran et al konnten dies mit ihrer Studie
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belegen: bei 19 Patienten mit ARN herpetischer Genese wurde in 6 Féllen VZV, in 2 Fél-
len HSV-1 und in jeweils vier Fillen HSV-2 und CMYV isoliert (Tran et al, 2003).

In der aktuellen Studie wurden CMV, VZV, HSV und EBV jeweils einmal (4,3%) nach-

gewiesen.

Mycobacterium tuberculosis und Treponema pallidum sind héufige bakterielle Erreger

einer Retinitis (Tabbara, Hyndiuk, 1996). Diese wurden bei uns nicht identifiziert.

Im Spétstadium einer Lymeborreliose, die durch Borrelia burgdorferi verursacht wird, fin-
det man hiufig Retinitiden. Dieses Pathogen galt in der aktuellen Studie als Ausldser von
7 Entziindungen dieser Art. Wie schon bei den Erregern der Uveitis posterior dargelegt, ist
der Grund fiir eine derartige Haufung von Borrelien-bedingten Entziindungen in der Her-
kunft der Patienten zu suchen. Die Region Regensburg/Passau, aus der die meisten Patien-

ten stammten, ist eines der groBBten Zeckenballungszentren Deutschlands.

Endogene Infektionen der Retina werden durch Streptococcus pneumonie, Serratien,
Klebsiellen, E.coli, Listerien und Enterokokken verursacht. Keines dieser Bakterien wurde
in der aktuellen Studie nachgewiesen. Pseudomonas spp., Saccharomyces spp. und Hé-

mophilus influenzae wurden hingegen je einmal identifiziert.

Toxoplasma gondii hat vor allem bei AIDS-Patienten eine Retinitis zur Folge (Zierhut,

1993).

Dieser Parasit zéhlt in unserer Studie zusammen mit den Borrelien zu den hiufigsten

nachgewiesenen Pathogenen (30,4% aller Erreger).

Fungal bedingte Entziindungen der Retina werden oft durch Candida spp., Aspergillus
spp. und Cryptococcus neoformans ausgeldst. Candida spp. wurde bei uns zweimal iso-

liert.

Christoph Eckert Seite 66



Stellenwert der PCR zur Diagnostik von entziindlichen Erkrankungen des Glaskdérpers und der Netzhaut

Eine Ubersicht iiber das Erregerspektrum der aktuellen Studie gibt folgende Tabelle (Ta-

belle 4-3).
Erregerspektrum der aktuellen Studie
(bezogen auf 23 nachgewiesene Erreger)
Viren
HSV 4,3%
EBV 4,3%
CMV 4,3%
VZV 4,3%
Bakterien
Borrelia burgdorferi 30,4%
Pseudomonas spp. 4,3%
Saccharomyces spp. 4,3%
Hémophilus influenzae 4,3%
Pilze
Candida spp. 8,7%
Parasiten
Toxoplasma gondii 30,4%

Tabelle 4-3

Zusammenfassend ist die PCR ein wertvolles Instrument zur Diagnostik einer Retinitis,

insbesondere wenn gezielt nach der Nukleinsdure eines Pathogens gesucht wird, d.h. wenn

eine Vorauswahl der Patienten getroffen wird.
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5 Zusammenfassung

In der aktuellen Studie konnte bei Patienten mit Uveitis posterior mittels serologischer
Untersuchung das gleiche mikrobiologische Ergebnis erzielt werden wie mit der PCR.
Diese Methoden waren in 26,9% der Fille positiv, wohingegen mittels Kultur in nur 5,7%

der Fille ein Erreger nachgewiesen werden konnte.

Bei den Endophthalmitis-Patienten konnten mittels PCR die besten Erfolge erreicht wer-
den (60,8%). Kultur und Serologie waren mit 41,6% und 0,8% weniger erfolgreich. Es
konnte demonstriert werden, dass es bei Endophthalmitiden weniger sinnvoll ist, ein sero-
logisches Verfahren zu veranlassen, da diese hauptsdchlich durch Bakterien verursacht

werden, die sich durch das Anlegen einer Kultur nachweisen lassen.

Die Erreger von Retinitiden konnten mittels Serologie am besten bestimmt werden
(31,4%). Die PCR verfehlte diesen Wert knapp (25,5%). Durch Anzucht lieB3 sich kein

Erreger identifizieren.

Im Vergleich zu fritheren Studien war auffallend, dass die PCR bei allen Entziindungen
ein deutlich besseres Ergebnis erzielte, wenn eine Vorauswahl der Patienten getroffen
wurde. Dabei wird gezielt nach einer bestimmten Nukleinsdure, d.h. einem bestimmten
Erreger gesucht. Damit liegen die Erfolgsquoten hoher. Die Vergleichsstudien hatten zu-

dem oft eine deutlich geringere Patientenzahl und sind damit weniger aussagekréftig.

Das fiir Uveitis posterior, Endophthalmitis und Retinitis gefundene Erregerspektrum wur-
de im Ergebnis durch frithere Studien und auch durch die allgemein in der Literatur be-

schriebenen Pathogene bestétigt.

Insgesamt kann man feststellen, dass die PCR wie beispielsweise bei der Endophthalmitis
sehr gute Ergebnisse erreichte. Trotzdem sollte die Nukleinsdureamplifikation immer in
Kombination mit den etablierten Verfahren angewendet werden. Nur so kénnen die Vor-

teile der einzelnen Methoden genutzt werden.
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6 Schlussfolgerungen

Um okulare Entziindungszustinde schnell und zuverldssig abkldren zu konnen, stellt die
PCR eine ideale Ergidnzung zu den herkdmmlichen mikrobiologischen Methoden wie
Mikroskopie, Kultur und Serologie dar. Vor allem bei Verfligbarkeit von nur kleinsten
Probenmengen, beim Vorliegen von geringen Erregerzahlen im Untersuchungsmaterial
oder zum schnellen Nachweis von schwer oder nicht-kultivierbaren Erregern erweist sich

die PCR als duBerst vorteilhaft.

Trotz dieser enormen Vorteile der PCR, behalten die konventionellen Verfahren jedoch

immer noch ihren Stellenwert.

Im Gegensatz zur PCR stellt die Kultur eine relativ billige und sensitive Methode dar. Da-
riiberhinaus erlaubt die kulturelle Anzucht eine gezielte Sensibilititstestung gegeniiber
verschiedenen Antibiotika. Auch wenn die Kultur nicht immer einen positiven Keim-
nachweis ermoglicht, und in den meisten Fillen mindestens 24 Stunden in Anspruch
nimmt, so sind solche Antibiogramme fiir die gezielte Behandlung und Verlaufskontrolle

ein wichtiger klinischer Parameter.

Erfahrungsgemdl kann die mikroskopische Untersuchung von okularem Untersuchungs-
material nur bei relativ hoher Erregerzahl erfolgreich eingesetzt werden und liefert nur
Hinweise auf die Morphologie der Erreger. Ein Vorteil der Mikroskopie ist aber, dass man

in relativ kurzer Zeit erste Ergebnisse erhilt.

Serologische Verfahren sind aufgrund der priviligierten immunologischen Stellung des
Auges in vielen Fillen nur bedingt aussagekriftig, sie sind aber genauso wie Mikroskopie

und PCR rasch durchzufiihren.

Die PCR sollte im Idealfall in Kombination mit den etablierten mikrobiologischen Verfah-
ren angewendet werden. So kann diese molekularbiologische Methode als ,,Schnelltest*

fungieren, wohingegen die Kultur die Antibiotikasensitivitdtstestung ibernimmt. Bei vira-
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len Infektionen ist es sinnvoll neben der PCR immer eine serologische Untersuchung zu

veranlassen, um vorhandene Durchseuchungstiter des Patienten festzustellen.

Vor der Entscheidung, eine PCR-Untersuchung anzufordern, sollte erst eine genaue Ab-
wigung zwischen der erzielbaren bzw. erforderlichen Schnelligkeit, Sensitivitit und Spe-
zifitdt des Erregernachweises im Vergleich mit den bewidhrten konventionellen Methoden
erfolgen. Um nach Erhalt der mikrobiologischen Ergebnisse den Befund richtig zu inter-

pretieren, ist es wichtig das klinische Bild in die Diagnosestellung miteinzubeziehen.

Zusammengefasst sollte sich die Diagnostik von intraokuldren Infektionen auf zwei Pfei-
ler stiitzen: zum einen auf die herkdmmlichen Verfahren in Kombination mit der PCR,

zum anderen auf das klinische Bild der Entziindung und die Anamnese des Patienten.

Generell sind die Moglichkeiten der Nukleinsdureamplifikation noch nicht ausgeschopft
und es ist zu erwarten, dass diese Technik in Zukunft standardmiBig in jeder Klinik zur
mikrobiologischen Diagnostik eingesetzt wird. Bevor dies moglich ist, miissen jedoch

noch die derzeit hohen Kosten durch z.B. Teilautomatisierung gesenkt werden.
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Anhang

Statistik

Ubersicht iiber die positiven Ergebnisse der einzelnen Nachweisverfahren

PCR+ Kultur+ Serologie+
Uveitis posterior 26,9% 5,7% 26,9%
Endophthalmitis 60,8% 41,6% 0,8%
Retinitis 25,5% 0% 31,4%

Tabelle 8-1

Berechnung von Signifikanzen

Die Berechnung der Signifikanzen erfolgt mit dem ,,exakten Test nach McNemar*.

Dieser Test hat eine 2x2 Vierfeldertafel (Kontingenztafel) zur Grundlage.

B+ B-
A+ n++ n+-
A- n-+ n--

Tabelle 8-2

»A“ und ,,B*“ bezeichnen jeweils die mikrobiologischen Tests (PCR, Kultur, Serologie),
die durchgefiihrt wurden. ,,+ bzw. ,,-“ bezeichnet jeweils, ob mit dem jeweiligen Verfah-
ren ein Pathogen nachgewiesen werden konnte oder nicht. ,,n“ bezeichnet die Anzahl der

Patienten (Tabelle 8-2).

Nullhypothese (nach Moglichkeit abzulehnen): ,,Altes Verfahren (Kultur, Serologie) weist

Pathogene mit einer hoheren Erfolgswahrscheinlichkeit nach als neues Verfahren (PCR).*
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Uveitis posterior

Zur Ubersicht:

PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ Sero- | PCR+ Se-| PCR- Sero- | PCR- Sero-
Kultur+ | Kultur- | Kultur+ | Kultur- | logie+ rologie- logie+ logie-

1 11 2 19 2 0 12 5

Tabelle 8.3.

McNemar-Test:

Kultur+ Kultur-

PCR+ 1 11

PCR- 2 19
Tabelle 8-4

p-Wert: 0,011

Man nimmt eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,011 in Kauf, wenn man die Hypothese

ablehnt, dass Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) < Erfolgswahrscheinlichkeit (Kultur).

Entsprechend nimmt man eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1-0,011 = 0,989 in Kauf,

wenn man die Hypothese ablehnt, dass die Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) > Erfolgs-

wahrscheinlichkeit (Kultur).

=> keine 1-promill-, keine 1-prozent-signifikante Aussage moglich

=> PCR hat 5-prozent-signifikant niedrigere Erfolgswahrscheinlichkeit als Kultur
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Serologie+ Serologie-
PCR+ 2 0
PCR- 12 5
Tabelle 8-5
p-Wert: 1

Man nimmt eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1 in Kauf, wenn man die Hypothese ab-

lehnt, dass Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) < Erfolgswahrscheinlichkeit (Serologie).

Entsprechend nimmt man eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1-1 = 0 in Kauf, wenn man
die Hypothese ablehnt, dass die Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) > Erfolgswahrschein-
lichkeit (Serologie).

=> PCR hat 1-promill-signifikant hohere Erfolgswahrscheinlichkeit als Serologie

Endophthalmitis

Zur Ubersicht:
PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ Sero- | PCR+ Se-| PCR- Sero- | PCR- Sero-
Kultur+ | Kultur- | Kultur+ | Kultur- | logie+ rologie- logie+ logie-

40 35 12 36 1 0 0 1
Tabelle 8-6
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McNemar-Test:

Kultur+ Kultur-
PCR+ 40 35
PCR- 12 36
Tabelle 8-7
p-Wert: 0,001

Man nimmt eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,001 in Kauf, wenn man die Hypothese

ablehnt, dass Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) < Erfolgswahrscheinlichkeit (Kultur).

Entsprechend nimmt man eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1-0,001 = 0,999 in Kauf,

wenn man die Hypothese ablehnt, dass die Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) > Erfolgs-

wahrscheinlichkeit (Kultur).

=> Kultur hat eine 1-promill-signifikant niedrigere Erfolgswahrscheinlichkeit als die PCR

Serologie+ Serologie-
PCR+ 1 0
PCR- 0 1
Tabelle 8-8

Keine Aussage treffbar!
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Retinitis
Zur Ubersicht:
PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ Sero- | PCR+ Sero- | PCR- PCR- Sero-
Kultur+ | Kultur- | Kultur+ | Kultur- | logie+ logie- Serologie+ logie-

0 7 0 23 6 0 10 5
Tabelle 8-9
McNemar-Test:

Kultur+ Kultur-

PCR+ 0 7
PCR- 0 23

Tabelle 8-10

p-Wert: 0,008

Man nimmt eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,008 in Kauf, wenn man die Hypothese

ablehnt, dass Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) < Erfolgswahrscheinlichkeit (Kultur).

Entsprechend nimmt man eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1-0,008 = 0,992 in Kauf,

wenn man die Hypothese ablehnt, dass die Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) > Erfolgs-

wahrscheinlichkeit (Kultur).

=> keine 1-promill-signifikante Aussage moglich

=> PCR hat 1-prozent-signifikant hohere Erfolgswahrscheinlichkeit als Kultur
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Serologie+ Serologie-
PCR+ 6 0
PCR- 10 5

Tabelle 8-11

p-Wert: 0,999

Man nimmt eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,999 in Kauf, wenn man die Hypothese

ablehnt, dass Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) < Erfolgswahrscheinlichkeit (Serologie).

Entsprechend nimmt man eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1-0,999 = 0,001 in Kauf,

wenn man die Hypothese ablehnt, dass die Erfolgswahrscheinlichkeit (PCR) > Erfolgs-

wahrscheinlichkeit (Serologie).

=> Serologie hat 1-promill-signifikant hohere Erfolgswahrscheinlichkeit als PCR
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