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Abstract

Hornhauttransplantationen (syn. Keratoplastiken) sind eine der erfolgreichsten und am haufigsten
durchgefiihrten Transplantationen weltweit. Das Risiko, eine postoperative Endophthalmitis oder infek-
tiose Keratitis Uiber eine mikrobiologisch kontaminierte Spenderhornhaut zu erwerben, ist gering. Erfolgt
dennoch eine Kontamination, kann dies im schlimmsten Fall zur Erblindung bis hin zum Verlust des
Auges fiihren.

Um ein hohes Mal} an Sicherheit zu gewahrleisten, muss das Augenhornhauttransplantat mit einer va-
lidierten Methode auf mdgliche Kontamination vor der Transplantation Gberpriift werden.

Die aktuell als Goldstandard verwendete Testmethode, das antibiotikahaltige Hornhautkulturmedium
mittels Blutkulturautomaten und resinhaltigen Blutkulturflaschen zu untersuchen, wurde urspriinglich
vom Hersteller speziell fir die Testung von Patientenblutproben, welche relativ geringe Konzentrationen
an Antibiotika enthalten, entwickelt und validiert. Wird jedoch ein Hornhautkulturmedium mit einer ho-
heren Antibiotikakonzentration untersucht, kann es zu falsch-negativen Ergebnissen kommen, da die
Antibiotikaelimination unvollstandig ist.

In der vorliegenden experimentellen Studie wird ein neuer innovativer Ansatz zur Eliminierung von An-
tibiotika aus Proben fir mikrobiologische Tests mittels RESEP (AL.CHI.MI.ASrl, Ponte San Nicold —
Padova, Italien) untersucht.

RESERP ist ein patentiertes, CE-zertifiziertes In-vitro-Diagnostikum, das eine Kombination aus Harzen
(Resine) in Form von Kugelchen enthalt, die dafiir geeignet sind, verschiedene Antibiotika zeitgleich
aus flissigen Proben zu adsorbieren, ohne die potenziell darin enthaltenen Bakterien zu entfernen. Die
experimentelle Studie verwendet dafiir den im Europaischen Arzneibuch (Ph. Eur.), Kapitel 2.6.1, be-
schriebenen Eignungstest sowie die Methodenvalidierung in Ph. Eur., Kapitel 2.6.27.

Fur die experimentelle Studie wurden 10 bis 100 koloniebildende Einheiten von Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis und Clostridium
sporogenes, Staphylococcus epidermidis und Enterobacter cloacae in 9 ml Hornhautkulturmedium in-
okuliert. Die Studie wurde in zwei Gruppen eingeteilt. In Gruppe A wurde das inokulierte Hornhautkul-
turmedium fur 20 min mit RESEP bei Raumtemperatur durch rotierende Bewegung durchmischt und
anschlieBend in die BD BACTEC™-Plus-aerob/F- und BD BACTEC™-Plus-anaerob/F-Blutkulturfla-
schen beimpft. In Gruppe B wurde das inokulierte Hornhautmedium direkt in die BACTEC™-Blutkultur-
flaschen injiziert. Fur jeden Stamm wurde eine Positivkontrolle durch direkte Inokulation der Mikroorga-
nismen in BACTEC™-Blutkulturflaschen vorgenommen. Alle Proben wurden im automatisierten BD
BACTEC™-FX-Blutkulturautomaten bei 36 °C + 1 °C fiir maximal 14 Tage inkubiert. Die benétigte Zeit
fur die Entfernung von Antibiotika aus dem Medium durch RESEP wurde mittels Ultra-Hochleistungs-
flissigkeitschromatographie (UHPLC) bestimmt.

Nach 20-minltiger RESEP-Behandlung wurden in Gruppe A alle Mikroorganismen innerhalb von 3 Ta-
gen nach Inkubation mit einer Empfindlichkeit von 100 % (n = 99) nachgewiesen. In Gruppe B betrug
die Gesamtsensitivitat nur 67,9 % (n = 96).

Mit der vorliegenden Arbeit wurde die Eliminierung der Antibiotika aus dem Hornhautkulturmedium unter

Verwendung von RESEP gemaf dem Europaischen Arzneibuch erfolgreich validiert. Durch die Nutzung



des RESEP-Systems in der Routine kdnnen antibiotikabedingte falsch-negative Ergebnisse weitestge-
hend ausgeschlossen und das Risiko einer Gber die Spenderhornhaut erworbenen Endophthalmitis o-

der Keratitis auf ein Minimum reduziert werden.



Abstract

Corneal transplants (syn. Keratoplasty) are one of the most successful and most frequently performed
transplants worldwide. The risk of contracting postoperative endophthalmitis or an infectious keratitis
through a microbiologically contaminated donor cornea is low. If contamination occurs nevertheless, it
can lead to blindness or even loss of the eye in the most severe case.

To ensure a high level of safety, the corneal transplant must be examined for possible contamination by
using a validated test method. The test method currently used as the gold standard for examining the
corneal organ culture medium containing antibiotics, using automatic blood culture and resin-containing
blood culture bottles, was originally developed and validated by the manufacturer especially for testing
patient blood samples which contain relatively low concentrations of antibiotics. However, if a corneal
culture medium with a higher antibiotic concentration is examined, false-negative results can occur
caused by incomplete antibiotic elimination.

In the following experimental study, an innovative approach to eliminate antibiotics from samples for
microbiological tests using RESEP (AL.CHI.MI.ASrl, Ponte San Nicold — Padova, Italy) is under review.
RESEP is a patented, CE-certified in vitro diagnostic medical device that contains a combination of
resins in the form of beads, which are suitable for simultaneously adsorbing different antibiotics from
liquid samples without the risk of removing potentially contained bacteria.

The experimental study uses the aptitude test in accordance with European Pharmacopoeia (Ph. Eur.),
chapter 2.6.1, as well as method validation in accordance with Ph. Eur., chapter 2.6.27.

For the experimental study 10—100 colony-forming units of Staphylococcus aureus (SA), Bacillus subtilis
(BS), Pseudomonas aeruginosa (PA), Candida albicans (CA), Aspergillus brasiliensis (AB) and Clos-
tridium sporogenes (CS), Staphylococcus epidermidis (SE) and Enterobacter cloacae (EC) were inocu-
lated in 9 ml corneal culture medium. The study was divided in two groups. In group A the inoculated
corneal culture medium was treated for 20 minutes with RESEP at room temperature and then injected
into the BD BACTEC™ Plus aerobic / F and BD BACTEC™ Plus anaerobic / F blood culture bottles. In
group B, the inoculated corneal medium was injected directly into the BACTEC™ blood culture bottles.
A positive control was carried out for each strain by direct inoculation of the microorganisms in BD
BACTEC™ blood culture bottles. All samples were incubated in automated BD BACTEC™ FX blood
culture machines at 36 °C £ 1 °C for a maximum of 14 days. The removal of antibiotics from the medium
by RESEP was carried out using ultra-high-performance liquid chromatography (UHPLC).

Following the 20-minute-RESEP treatment, all microorganisms in group A were identified with a sensi-
tivity of 100 % (n = 99) within 3 days after incubation. In group B the overall sensitivity was 67.9 % (n =
96).

In the present work the elimination of the antibiotics from the corneal culture medium by use of RESEP
was successfully validated according to the European Pharmacopoeia. The RESEP system therefore
provides a new standard procedure to avoid antibiotic-related, false negative results. The risk of con-

tracting endophthalmitis or keratitis, contracted via the donor cornea, can be reduced to a minimum.



Vorwort
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1 Einleitung
1.1 Anatomie und Physiologie der Augenhornhaut

Die Hornhaut (syn. Kornea) weist eine komplexe Struktur auf, die unterschiedliche Funktionen am Auge
erfullt. Als vorderste Schicht des Auges dient sie zum einen dem Schutz vor dem Eindringen von Bak-
terien und Fremdkoérpern. Zum anderen tragt sie mit ihrer hohen Brechkraft von 43 Dioptrien (dpt) einen
wesentlichen Anteil zur Gesamtbrechkraft des Auges (ca. 58 dpt) bei [1, 2, 3]. lhre regelmaRige Ober-
flache und Transparenz sind demnach fir die Bildentstehung auf der Netzhaut von gréter Bedeutung
[1, 2, 3]. Die Hornhaut ist ein badytrophes, avaskulares Gewebe, das sich posterior iber Kammerwasser
und anterior Gber den Tranenfilm erndhrt [1, 2, 3]. Der Abtransport von Stoffwechselprodukten erfolgt

auf dem gleichen Weg [1, 2, 3].

1.1.1 Morphologie und Funktion

Die Hornhaut hat bei einem Erwachsenen einen Durchmesser von etwa 11,5 mm und ist von vielen
Nervenfasern durchzogen [2, 3]. Sie ist zentral durchschnittlich 535 um dick [4] und wird zur Peripherie
hin dicker. In der Reihenfolge von aulen nach innen gliedert sich die Hornhaut in 5 verschiedene
Schichten (Abbildung 1 zeigt schematisch die Anatomie der Hornhaut): Epithel (Epitheliem corneae),
Bowman-Membran (Lamina limitans anterior), Stroma (Substancia propia), Descemet-Membran (La-

mina limitans posterior) und Endothel (Endothelium corneae).
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stem cells
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Abbildung 1: Anatomie der Hornhaut. Schematische Darstellung der Hornhaut mit ihren unterschiedlichen anatomi-
schen Schichten: dem Epithel, der Bowman-Membran, dem Stroma, der Descemet-Membran und dem Endothel.
(Bildquelle: Rowsey TG, Karamichos D. The role of lipids in corneal diseases and dystrophies: a systematic review. Clin Transl|
Med. 2017 Dec;6(1):30. doi: 10.1186/s40169-017-0158-1).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rowsey%20TG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28782089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karamichos%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28782089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28782089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28782089

1.1.2 Epithel

Das Epithel ist ein mehrschichtiges, unverhorntes Plattenepithel, das die aulRerste Schicht der Hornhaut
bildet und von einem dreischichtigen préakornealen Tranenfilm bedeckt ist [1, 3]. Dieser setzt sich aus
einer Lipidschicht, einer wassrigen Schicht und einer Muzinschicht zusammen [3].

Die wesentliche Funktion des Tranenfilms ist es, die lichtbrechende Oberflache der Hornhaut zu glatten
und damit die Transparenz der Hornhaut zu sichern [3]. Ohne Tranenfilm ist die Epitheloberflache rau
und damit die optische Qualitat der Hornhaut herabgesetzt. Gleichzeitig dient der Tranenfilm durch das
bakterizide Ferment Lysozym der Abwehr von Infektionen und ist durch Stoff- und lonenaustausch fir
die Erndhrung der vorderen Schichten der Hornhaut verantwortlich [3]. Zudem bildet der Tranenfilm

einen Gleitfilm fur die Augenlider aus.

1.1.3 Bowman-Membran

Die Basalzellen des Plattenepithels sind durch eine diinne Basalmembran mit der sich anschlielRenden
Bowman-Membran fest verankert. Die Bowman-Membran ist eine azellulare, etwa 10um dicke Schicht
aus verdichteten, zufallig angeordneten Kollagenfibrillen, die kontinuierlich mit der darunterliegenden
Stroma-Lamellenstruktur der Hornhaut verschmelzen [5]. Diese ist hochst widerstandsfahig und fir die
mechanische Festigkeit der Hornhaut und fiir den Schutz des Stromas zustandig [5]. Sie ist nicht rege-

nerationsfahig, so dass eine Verletzung der Bowman-Membran mit einer Hornhautnarbe abheilt [3, 5].

1.1.4 Stroma

Unterhalb der Bowman-Membran befindet sich das Hornhautstroma, das mit etwa 80 bis 85 % den
Hauptteil der Gesamtdicke der Hornhaut ausmacht und fir die Transparenz und die mechanischen Ei-
genschaften des Gewebes von grof3er Bedeutung ist [6]. Das Stroma hat ungefahr 200 bis 250 Lamel-
len, von denen jede wiederum aus parallel ausgerichteten Blindeln von Kollagenfasern, hauptsachlich
Kollagen vom Typ |, besteht [6]. Die Kollagenbindel benachbarter Lamellen stehen im rechten Winkel
zueinander, wodurch es zu einer regelmaflig angeordneten Gitterstruktur kommt [2, 6]. Diese regelma-
Rige Anordnung sowie die Avaskularitadt des Stromas und der relativ dehydrierte Zustand (Wassergehalt
von 78 %) bedingen die Transparenz der Hornhaut [2]. Eine Veranderung der Gitterstruktur wiirde deren

Brechungsindex verandern und in einer Tribung der Hornhaut resultieren [5].

1.1.5 Descemet-Membran

Die Descemet-Membran ist die Basalmembran des Endothels, ca. 6—10 ym dick und besteht haupt-
sachlich aus Kollagen Typ IV und Typ VIl sowie Laminin [2,7]. Die Descemet-Membran halt die Vor-
derkammer selbst dann aufrecht, wenn das Hornhautstroma (wie etwa infolge einer Entziindung) véllig
eingeschmolzen ist [3]. Die Descemet-Membran wird bei Verlust durch funktionstiichtige Endothelzellen

neu gebildet [3].



1.1.6 Endothel

Das 5 ym dicke einschichtige Hornhautendothel liegt der Descemet-Membran auf und schlief3t die Au-
genhornhaut als die innerste Auskleidung zur Vorderkammer hin ab [7]. Sie besteht aus polygonalen,
meist hexagonalen Zellen, deren Hauptaufgabe die Aufrechterhaltung der Dehydratisierung des
Stromas ist, indem sie aktiv iberschissige Fliissigkeit aus dem Stroma herauspumpt [1, 7]. Bei der
Geburt betragt die Endothelzelldichte 4000 bis 5700 Zellen/mm? [8] und im Erwachsenenalter ungefahr
2000 bis 3000 Zellen/mm? [9]. Die Endothelzellzahl nimmt unter physiologischen Bedingungen jahrlich
um 0,6 % ab [10]. Bei einem Endothelschaden und -verlust kénnen sich die humanen Horn-
hautendothelzellen nicht regenerieren, es kommt jedoch zu einer lokalen Umverteilung und Adaptation

bestehender Zellen, um den verlorenen Raum zu flllen [1].

1.2 Techniken der Hornhauttransplantation (Keratoplastiken)

Krankheiten und Verletzungen der Hornhaut kénnen zu Narbenbildung, Tribung und Hornhautunregel-
maRigkeiten mit anschlieBender Verzerrung der einfallenden Lichtstrahlen und vermindertem Sehver-
madgen flhren [11]. Durch das Entfernen einer triiben oder irregular geformten Hornhaut und durch Ein-
setzen einer klaren, regular brechenden Spenderhornhaut kann das Sehvermdgen bei einer Vielzahl
von Hornhauterkrankungen wiederhergestellt werden. Die Transplantation der Hornhaut ist eine der
weltweit haufigsten und der am erfolgreichsten durchgefiihrten Transplantationen in der Medizin [11].
Weltweit werden ungefahr 186.000 Hornhauttransplantationen pro Jahr vorgenommen, alleine ca.
80.000 in den USA [12]. In Deutschland kommt es im Jahr durchschnittlich zu 7.000 bis 8.000 Horn-
hauttransplantationen. Im Jahr 2016 waren es 7.325 [13] Hornhauttransplantationen, verglichen mit
3.048 [14] Organtransplantationen im selben Jahr (einschlieBlich Nieren-, Bauchspeicheldriisen-, Le-
ber-, Darm-, Herz- und Lungentransplantationen).

Abhangig von der Lokalisation der Erkrankung in der Hornhaut des Empfangers, unterscheidet man
zwei Arten von Transplantationstechniken, welche sich heutzutage als Routineeingriff etabliert haben.
Das klassische Verfahren ist die perforierende Keratoplastik (PKP), bei der der zentrale Teil der er-
krankten Hornhaut vollstandig entfernt und durch ein Spendertransplantat, das alle funf Hornhautschich-
ten enthalt, ersetzt wird. Die zweite Moglichkeit ist die lamellare Keratoplastik, wobei gezielt die erkrank-
ten Schichten der Hornhaut transplantiert werden und maéglichst die gesunden und funktionsfahigen
Anteile erhalten bleiben. Hierbei wird zwischen der vorderen und hinteren lamellaren Keratoplastik un-
terschieden, je nachdem welche Schicht ersetzt werden muss. Im Folgenden werden die verschiedenen

Techniken kurz beschrieben.

1.2.1 Perforierende Keratoplastik (PKP)

Die erste erfolgreiche PKP wurde 1905 von Eduard Zirm [15] vorgenommen und galt als der Goldstan-
dard der Transplantationstechniken im 20. Jh., unabhangig davon, welche Schicht betroffen war. In den
letzten zwei Jahrzehnten gab es jedoch einen Trend weg von der perforierenden Keratoplastik hin zur
lamellaren Keratoplastik. Im Jahr 2006 wurden in Deutschland 3515 (96 %) Transplantate fiir PKP-Ope-
rationen verwendet. In 2016 wurden nur noch 2944 (40,1 %) PKP-Operationen durchgefiihrt [13].
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Die perforierende Keratoplastik kann als optische Keratoplastik, sprich Visusverbesserung, durchge-
fuhrt oder im Rahmen eines Notfalleingriffes (Keratoplastik a chaud) vollzogen werden [3]. Im Notfall
wird sie in ein perforiertes Auge (offenes Auge) oder in ein nicht heilendes Hornhautulkus zur Wieder-
herstellung oder zum Erhalt der Hornhautintegritat eingesetzt [3]. Klassischerweise ist eine PKP nétig
bei Hornhauterkrankungen, die das Hornhautstroma in voller Dicke erfassen, sprich Narben, Dystro-
phien und Degenerationen, so wie Keratokonus und Keratoglobus mit und ohne zentrale Hornhauttri-
bung [3]. Das Grundprinzip dieser Technik ist, dem Empfanger die triibe oder irregulare Hornhaut mit
all ihren Schichten in einem variablen Durchmesser zu trepanieren und herauszuschneiden [1, 2]. An
dem sog. Empfangerbett wird dann ein klares, regular brechendes Hornhauttransplantat in voller Dicke
und entsprechender Grolke wiedereingesetzt und mit doppellaufiger Kreuzstichnaht, seltener mit fort-
laufender Naht bzw. bei komplizierten Situationen mit Einzelknopfnahten, fixiert [2, 3]. Im Normalfall
sollten die Nahte friihestens 12 Monate nach der Operation entfernt werden [2]. In Abbildung 2 unter
Bild A ist ein Auge nach einer perforierenden Keratoplastik mit einzeln gekniipfte Hornhautnahte abge-
bildet.

1.2.2 Lamelldre Keratoplastik

In den vergangenen Jahren ist es durch zahlreiche technische Neuerungen méglich geworden, zielge-
richtete Transplantationstechniken durchzufiihren, deren Stellenwert immer mehr an Bedeutung ge-
winnt. Dazu gehoéren die anteriore lamellare Keratoplastik (ALK), die tiefe anteriore lamellare Kerato-
plastik (DALK — Deep Anterior Lamellar Keratoplasty), die automatisierte Descemet-Endothel-Kerato-
plastik (DSAEK — Descemet Stripping Automated Endothelial Keratoplasty) und die Descemet-Memb-
ran-Endothel-Keratoplastik (DMEK — Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty).

1.2.2.1 Anteriore lamelldre Keratoplastik (ALK)

Bei der anterioren lamellaren Keratoplastik werden nur das Hornhautepithel und ein Teil des Stromas
exzidiert. Voraussetzung fur die Durchfiihrung dieser Technik ist eine intakte Descemet-Membran mit
gesundem Hornhautendothel beim Empfanger [3]. Indikationen fiir ein solches Verfahren sind daher
Tribungen und Narben des oberflachlichen Hornhautstromadrittels, eine marginale Hornhautverdiin-
nung oder -infiltration oder eine umschriebene Verdinnung oder Descemetozele [1]. Der Vorteil bei
dieser Technik ist ein geringes AbstoRungsrisiko, da das Endothel als Hauptangriffspunkt fur Absto-
Rungsreaktionen nicht transplantiert wird [1]. Aufgrund deutlich schlechterer postoperativer Visusergeb-
nisse im Vergleich zur perforierenden Keratoplastik hat die anteriore lamelldre Keratoplastik im klini-

schen Alltag dennoch einen geringen Stellenwert [16].

1.2.2.2 Tiefe anteriore lamelldare Keratoplastik (DALK)

Bei der tiefe anteriore lamellare Keratoplastik (Abbildung 1 unter Bild B) wird das Hornhautstroma kom-
plett bis auf die Descemet-Membran beim Empfénger entfernt [16]. Das Transplantat, bei dem die

Descemet-Membran zuvor entfernt wurde, wird analog zur perforierenden Keratoplastik eingenaht [16].
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Bei diesem Verfahren treffen die Stromalamellen vom Spender und Empfanger nicht aufeinander, so-
dass es zu minimalen Interfacereaktionen kommt. Dadurch lassen sich deutlich bessere Visusergeb-
nisse als bei der ALK erzielen [16].

Verschiedene Techniken werden verwendet, um das Stroma komplett von der Descemet-Membran zu
trennen. Haufig wird die pneumatische Dissektion, die bei Anwar in der ,Big-Bubble-Technik* angewen-
det wird, durchgefiihrt. Dabei wird Luft in das tiefe Stroma injiziert, wodurch es zu einer Trennung von
Descemet und Stroma kommt [16].

Das Separieren der Descemet-Membran vom darlberliegenden Stroma, ohne sie dabei zu perforieren,
stellt eine technische Herausforderung fir ophthalmologische Chirurgen da. Die Perforationsrate wird
in der Literatur mit 9-39 % der Falle angegeben und in 37-69 % der Falle ist deswegen der Umstieg
auf eine konventionelle perforierende Keratoplastik indiziert [16]. Voraussetzung fir eine DALK ist eben-
falls, dass das Endothel des Empfangers intakt ist. So gelten als primare Indikationen hierfir der Kerato-
konus ohne akuten Hydrobs in der Anamnese sowie chronisch entziindliche Erkrankungen wie die ato-

pische Keratokonjuktivitis [1, 16].

1.2.2.3 Automatisierte Descemet-Endothel-Keratoplastik (DSAEK)

Bei dieser Variante der hinteren lamellaren Keratoplastik wird beim Empfanger nur das erkrankte En-
dothel mit der Descemet-Membran ohne Stromaanteil durch eine korneosklerale oder korneale Inzision
entfernt (sog. Descemetorhexis) [1, 16, 17]. Das gefaltete lamellare Transplantat, das aus der Desce-
met-Membran, aus Endothelzellen und aus Anteilen des hinteren Stromas besteht, wird anschlielend
durch die gleiche Offnung mittels spezieller Instrumente in die Vorderkammer implantiert [16]. Sie wird
zentral im Bereich der posterioren Hornhaut positioniert und mittels einer Injektion von Luft an die Vor-
derkammer fixiert [17]. Die Operation erfolgt nahtlos und ist in Abbildung 2 unter Bild C gut zu sehen.

Wird das Spendergewebe manuell prapariert, bezeichnet man das Verfahren als Descemet Stripping
Endothelial Keratoplasty (DSEK) [16]. Verwendet man ein automatisches Mikrokeratom, bezeichnet
man diese Variante als Descemet Stripping Automated Endothelial Keratoplasty (DSAEK) [16]. Eine
weitere Variante zur Praparation der Spenderhornhaut erfolgt mit einem Femtosekundenlaser (fs-
DSAEK) [11, 16]. Die DSAEK ist fur Endothelerkrankungen wie die endotheliale Fuchs-Dystrophie, die
pseudophake/aphake bullése Keratopathie und die endotheliale Keratopathie bei Pseudoexfoliations-
syndrom indiziert. Prinzipiell kann eine DSAEK auch bei Transplantatversagen nach perforierender

Keratoplastik (ohne héhere irregulare Astigmatismen) maglich sein [17].

1.2.2.4 Descemet-Membran-Endothel-Keratoplastik (DMEK)

Als ein Meilenstein gilt die im Jahr 2006 von Gerrit Melles erstmals erfolgreich durchgefiihrte DMEK.
Die DMEK ist im Grunde eine Weiterentwicklung der DSAEK, bei der ausschlieBlich die Descemet-
Membran und Endothelzellen ohne Stroma transplantiert werden [18].

Diese neue Technik brachte hervorstechende Visusergebnisse — bezogen auf den maximal erreichten
Visus (fast 50 % der Patienten erreichen nach 6 Monaten einen Visus von 1.0 oder héher) sowie auch

auf die visuelle Rehabilitationsdauer (ein Visus von 0.8 oder héher wird bei jedem zweiten Patienten
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bereits nach einem Monat erreicht) [19]. Ein weiterer Vorteil der DMEK-Technik ist die deutlich redu-
zierte Transplantat-AbstoRBungsrate von nur 0,2 % und damit ein 15-fach geringeres Risiko im Vergleich
zu einer DSAEK-Behandlung [20]. Aufgrund dieser herausragenden klinischen Ergebnisse hat sich die
DMEK zur Behandlung endothelialer Erkrankungen als Goldstandard mittlerweile weltweit etabliert.
Auch in Deutschland kann eine Zunahme der durchgefiihrten hinteren lamelldren Keratoplastiken beo-
bachtet werden. Im Jahr 2016 sind die hinteren lamelldren Operationstechniken mit 4169 Eingriffen
(57 %) um ein 83-Faches gestiegen, im Vergleich zu 2006 mit 50 (1,4 %) realisierten Transplantationen
[13]. Ebenso konnte ein 12-facher Anstieg bei der DMEK auf 3850 Eingriffe (53 %) im Vergleich zu 319
DSAEK-Operationen (4,4 %) im Jahr 2016 verzeichnet werden [13]. Die DALK bleibt den Jahren Uber
konstant mit 6 % (269 im Jahr 2011) [13].

Abbildung 2: Keratoplastiken: A perforierende Keratoplastik, B tiefe anteriore lamelldare Keratoplastik (DALK), C auto-
matisierte Descemet-Endothel-Keratoplastik (DSAEK), D Descemet-Membran-Endothel-Keratoplastik (DMEK).
(Bildquelle: Boynton GE, Woodward MA. Evolving techniques in corneal transplantation. Curr Surg Rep 2015 February 1;3(2).
doi:10.1007/s40137-014-0079-5.

1.3 Augenhornhautbanken

Die erste Augenhornhautbank wurde 1944 von R. Townley Paton in New York City gegriindet [21].
Weitere Grindungen von eigenstandigen Institutionen folgten rasch. In Deutschland dagegen entwi-
ckelten sich solche Banken erst ab etwa 1975 als eigenstandige Abteilungen an Universitatskliniken.
Aktuell existieren in Deutschland 26 Augenhornhautbanken [22], davon sind 20 an Universitatskliniken
angeschlossen [22]. Alle deutschen Augenhornhautbanken versorgen vorrangig ihre eigene Kilinik, wo-
bei Uberzahlige Hornhauttransplantate an andere Kliniken und Operateure abgegeben werden. Die
Hornhautbanken organisieren sich in einer Arbeitsgemeinschaft der Deutschen Ophthalmologischen
Gesellschaft (DOG) und Uber die European Eye Bank Association (EEBA).

Voraussetzung fur die erfolgreiche Behandlung des Patienten ist die Bereitstellung eines geeigneten

Hornhauttransplantates. Es sollte Uber eine normale physiologische Funktionalitat verfigen und még-
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lichst kein Risiko einer Krankheitsiibertragung darstellen. Grundsatzlich unterliegen alle Hornhautban-
ken denselben Verpflichtungen und Rahmenbedingungen wie Transplantationszentren parenchymato-
ser Organe [23]. Jede Hornhautbank muss Uber ein Qualitatsmanagementsystem verfligen und dieses

stets auf dem neuesten Stand halten [23].

1.3.1 Gesetzliche Grundlagen

In Deutschland sind die Organ- und Gewebespende und die Transplantation vom Gesetzgeber streng
geregelt. Zur Umsetzung der Gesetze sind Richtlinien erforderlich, die wiederum von der Bundesarzte-
kammer verabschiedet und nach der Zustimmung vom Bundesministerium fir Gesundheit (BMG) um-
gesetzt werden [24].

Die rechtliche Grundlage fiir die Organ- und Gewebespende in Deutschland ist das Transplantations-
gesetz (TPG). Es trat 1997 in Kraft und wurde 2007 durch das Gewebegesetz um das Thema Gewe-
bespende erweitert. Das Gesetz regelt die Ablaufe der Spende, Vermittlung und Transplantation von
Organen und Geweben transparent, um so Missbrauch vorzubeugen. Darin sind die Spende nach dem
Tod, die Lebendorganspende und die Lebendgewebespende geregelt. Ebenso werden Rechte und
Pflichten aller an einer Organ- und Gewebespende Beteiligten genau benannt. Das TPG wurde Anfang
2019 mit dem Zweiten Gesetz zur Anderung des TPG — Gesetz zur Verbesserung der Zusammenarbeit
und der Strukturen bei der Organspende (GZSO) — aktualisiert. Durch die Anderung sollen die struktu-
rellen und finanziellen Bedingungen der Entnahmekrankenhduser gestarkt werden [24].

Im Gegensatz zu den Organen, die nach der Entnahme rasch an die Empfangerin oder Empféanger
vermittelt und transplantiert werden, werden Gewebe nach der Entnahme vorerst weiterverarbeitet. Alle
Verarbeitungsschritte, vom enthommenen Gewebe bis zum fertigen Gewebeprodukt, reguliert das Ge-
webegesetz. Dadurch wird ein hohes Mal an Sicherheit und Qualitat der Gewebeprodukte gewahrleis-
tet. Bei dem Gewebegesetz handelt es sich um ein sogenanntes Artikelgesetz, das heillt, es setzt An-
derungen an mehreren anderen Gesetzen durch [24]. Die Anderungen durch das Gewebegesetz be-
treffen vor allem das Transplantationsgesetz (TPG), die TPG-Gewebeverordnung (TPG-GewV), das
Arzneimittelgesetz (AMG) und die Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung (AMWHYV) [24].
Richtlinien setzen das streng geregelte Transplantations- und Gewebegesetz um. Die Richtlinien wer-
den von der Standigen Kommission Organtransplantation (StaKO) der Bundesarztekammer erarbeitet
und dem Bundesministerium fir Gesundheit vorgelegt. Erst nachdem das Ministerium die Richtlinie ge-
nehmigt hat, wird sie wirksam [24]. Die Durchfuhrungsrichtlinien Qualitats- und Sicherheitsstandards
von Gewebeprodukten, die Ruckverfolgung von Gewebeprodukten und die Meldung schwerwiegender
Zwischenfalle werden zusatzlich auf der Europaischen Ebene durch eine EU-Richtlinie, die EG-Gewe-
berichtlinie, geregelt. Die EG-Geweberichtlinie wurde 2004 vom Europaischen Parlament und dem Rat
der Europaischen Union erlassen [24].

Gemal § 16b Abs. 1 TPG wurde die Bundesarztekammer im Einvernehmen mit dem Paul-Ehrlich-Insti-
tut als zustandiger Bundesoberbehorde erganzend zu den Vorschriften der Rechtsverordnung gemaf
§ 16a TPG (TPG-GewV) ermachtigt, Richtlinien nach dem allgemeinen Stand der Wissenschaft und
Technik zu erlassen, die Standards zur Gewinnung und Herstellung von Augenhornhauten festlegt, um

so die grotmagliche Sicherheit des Empfangers zu gewahrleisten [23]. Die Richtlinien definieren die
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grundlegenden Standards fiir alle deutschen Hornhautbanken und bilden die Grundlage fir alle Begut-
achtungen einer Hornhautbank durch die Behoérde. Im Folgenden wird kurz auf einige Punkte dieser

Standards eingegangen.

1.3.2 Voraussetzungen fiir die Enthahme nach TPG

Fir eine Gewebeentnahme ist neben der medizinisch festgestellten Eignung des Spenders die Zustim-
mung zur Gewebeentnahme eine unabdingbare Voraussetzung. In Deutschland gilt die Entscheidungs-
[6sung. Gemal §§ 3 und 4 TPG dirfen Augenhornhaute nach dem Tod nur dann entnommen werden,
wenn die verstorbene Person eine Einwilligung zur Gewebespende erteilt hat oder dessen Angehdrige
nach seinem Tod im Sinne des Verstorbenen der Gewebespende zugestimmt haben [23]. Die Moglich-
keit zur Hornhautspende kann im Organspendeausweis vermerkt werden. Ist die Einwilligung zur Ge-
webespende nicht im Organspendeausweis vermerkt, werden die nachsten Angehérigen oder Bevoll-
machtigten gebeten, durch eine hierzu befugte Person im Sinne des Verstorbenen zu entscheiden. Dies
wird dann schriftlich dokumentiert. Hier gilt, dass die zustimmenden Angehdrigen in den letzten zwei
Jahren vor dem Tod des Gewebespenders in persdnlichem Kontakt mit diesem gestanden haben mis-
sen [23].

Darlber hinaus muss die Hirntoddiagnostik endsprechend dem TPG und der ,Richtlinie fiir die Regeln
zur Feststellung des Todes” der Bundesarztekammer nach dem Stand der Wissenschaft durchgefiihrt
werden [23]. Den Hirntod festzustellen bedeutet, die irreversibel erloschene Funktion des gesamten
Gehirns bei stabilen Kreislaufverhaltnissen oder nach Herz-Kreislauf-Stillstand nachzuweisen. Es dur-
fen keine Zweifel Uber die Ursache des Todes bestehen und Medikamenten- oder Toxinwirkung missen

ausgeschlossen sein [23].

1.3.3 Anforderungen an die Augenhornhautbanken, Gewinnung von Spenderhornhauten und
erforderliche Laboruntersuchungen nach AMG

Das Fuhren einer Hornhautbank unterliegt der strengen Regulierung durch das Arzneimittelgesetz
(AMG). Dabei wird zwischen Entnahme, Herstellung, Laboruntersuchungen und Inverkehrbringen von
Augenhornhauttransplantaten differenziert. Es durfen nur Einrichtungen Gewebe oder Augenhornhaut-
transplantate entnehmen, die Uber eine Entnahmeerlaubnis der regional zustéandigen Landesbehoérde
gemal § 20b AMG verflgen [23]. Analog gilt fur die Herstellung, Konservierung, Lagerung und Abgabe
von Hornhauttransplantaten, dass eine Erlaubnis gemafl § 20c AMG vorliegen muss [23]. Werden die
Gewebezubereitungen an Dritte abgegeben, erfordert dies eine zusatzliche Genehmigung (§21a AMG)
der Bundesbehorde, des Paul-Ehrlich-Instituts [23]. Ebenso muss die Augenhornhautbank Uber eine
Erlaubnis fir die Laboruntersuchungen verfligen oder fir diese Untersuchungen ein Labor beauftragen,
welches eine solche Erlaubnis besitzt [23]. Liegen keine der genannten Genehmigungen vor und es

wird dennoch Gewebe entnommen, hergestellt und in Verkehr gebracht, so gilt dies als Straftat.

1.3.4 Spenderauswabhlkriterien

Bevor die ersten Schritte einer Gewebeentnahme in Betracht gezogen werden, ist zu Uberprifen, ob

der Verstorbene aus medizinischer Sicht zur Spende grundsatzlich geeignet ist. Die Spendereignung
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wird mittels einer Risikoanalyse im Zusammenhang mit der Verwendung der Spenderhornhaute ermit-
telt [23]. Die Risikoanalyse beruht auf einer Anamnese, zweckdienlichen Quellen wie Krankenakten und
der Befragung behandelnder Arzte sowie einer biologischen, postmortalen und sonstigen geeigneten
Untersuchung [23]. Auch eine korperliche Untersuchung des verstorbenen Spenders ist vor der Gewe-
beentnahme durchzufiihren, um nach Anzeichen einer Infektionskrankheit oder eines Risikoverhaltens
zu Uberprifen, die die Eignung der Spender beeintrachtigen wirden [23]. Im Folgenden werden nur
einige der vielen Faktoren genannt, die gemal § 3 Abs. 1 TPG-GewV als Ausschlusskriterien fur Au-
genhornhaute gelten: postmortale Zeit Gber 72 Stunden flr Spenderhornhdute, die organkultiviert wer-
den (Kurzzeitkultivierung [hypotherme Lagerung] — postmortale Zeit Giber 16 Stunden fiir Spenderhorn-
h&aute), unbekannte Todesursache, Erkrankung unbekannter Atiologie in der Vorgeschichte, zentralner-
vose Erkrankungen unklarer Genese (z. B. Multiple Sklerose), Spender mit malignen Erkrankungen
kénnen fir Bulbus- und Hornhautspenden in Betracht kommen, ausgenommen Spender mit Re-
tinoblastom, hamatologischen Neoplasien und malignen Tumoren des Augenhintergrunds, Risiko der
Krankheitsibertragung durch Prionen (z. B. Creutzfeldt-dJakob), signifikante lokale Infektion der Augen
durch Bakterien, Viren, Parasiten oder Pilze, aktive systemische Infektionen (z. B. Malaria oder Toxo-
plasmose), eine nachgewiesene oder anamnestisch erhobene HIV-, Hepatitis-B- (auRer bei Personen

mit nachgewiesenem Immunstatus) oder Hepatitis-C-Infektion und noch viele weitere [23].

1.3.5 Blutuntersuchung des Spenders

Auch wenn Laborbefunde vom Spender bereits vorliegen, werden zusatzlich Blutproben abgenommen
und in einem zertifizierten Labor untersucht. Bei allen Spendern mussen gemaf Anlage 3 TPG-GewV

mindestens folgende biologische Tests durchgefiihrt werden:

a) HIV1und2 Anti-HIV 1 und 2

b) Hepatitis B HBsAg, Anti-HBc

c) Hepatitis C Anti-HCV, HCV-NAT

d) Syphilis Antikoérper gegen Treponema pallidum

HTLV-I-Antikérpertests sind bei Spendern vorzunehmen, die in Gebieten mit hoher Pravalenz leben
oder von dort stammen oder deren Sexualpartner oder Eltern aus solchen Gebieten stammen [23].

Die Laboruntersuchungen der verstorbenen Spender kdnnen geman Anlage 3 der TPG-GewV entweder
aus Blutproben verwendet werden, die bis zu 7 Tage vor dem Tod enthommen wurden, oder, falls dies
nicht maglich ist, aus postmortalem Blut [23]. Allerdings gilt hier, dass die Blutproben so schnell wie
mdglich und nicht spater als 24 Stunden nach dem Tod enthommen werden muissen (Todeseintritt des
Spenders definiert als Zeitpunkt des Herz-Kreislauf-Stillstands bzw. des ,Perfusionsstopps®) [23]. Erfolgt
die Blutentnahme spater, ist die Verwendung des Gewebes nicht erlaubt. Diese Regelung durch die
Europaische Union wird von der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft (DOG) stark kritisiert, die
statt dessen fordert, Hornhautgewebe von der Regelung auszunehmen. Die Sicherheit der Hornhaut-
empfanger werde kaum erhéht, bedinge jedoch die Verscharfung der Knappheit an Transplantaten. Die
vollstdndige Abklarung einer Hornhautspende einschliellich des Gesprachs mit den Angehdrigen ist
haufig innerhalb der 24 Stunden nicht realisierbar, so sind in Deutschland in der ersten Halfte 2010 etwa

1600 Transplantate aufgrund dieser Regelung ausgeschlossen worden [25].
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Obwohl in der gesamten Literatur keine Falle von Ubertragung von HIV-Infektion, Syphilis, Hepatitis C,
Hepatitis A, Tuberkulose (TB), des humanen T-Zell-Lymphotropie-Virus-1 (HTLV) und der HTLV-2-In-
fektion sowie von aktiver Lepra, aktivem Typhus, Pocken und aktiver Malaria durch Hornhauttransplan-
tation beschrieben wurden, bleiben diese Infektionskrankheiten als Kontraindikationen gegen eine
Transplantation fur alle nationalen und internationalen Hornhautbanken bestehen [26].

Ubertragung von Krankheiten durch das Spenderhornhautgewebe wurden fiir das Adenokarzinom, Toll-
wut, das Hepatitis-B-Virus (HBV), Cytomegalievirus (CMV), Herpes-simplex-Virus (HSV) und die
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) sowie eine Vielzahl von bakteriellen Erkrankungen und Pilzinfektio-
nen berichtet [26]. Im Marz 2016 empfahl die FDA, Organe von Personen, die zuvor mit dem Zika-Virus
infiziert waren, auszuschlieen [26]. Auch auf der europaischen Ebene hat das ,Europaische Zentrum
fur die Pravention und die Kontrolle von Krankheiten (ECDC)“ Risikobewertungen und Bereitschafts-
plane erstellt, wobei potentielle Spender mit ungeklarten Infekten aus der Zika-Virus-Region ausge-

schlossen werden [27].

1.3.6 Augenhornhautentnahme

Prinzipiell unterscheidet man zwischen zwei Entnahmemethoden: zum einen die Corneoskleral-kom-
plexentnahme und zum anderen die Entnahme des gesamten Bulbus. Bei der Bulbusenthahme kommt
es erst im zweiten Schritt zur Abpraparation der Corneoskleralscheibe. Um das Risiko einer Kontami-
nation des zu entnehmenden Gewebes, aber auch der Eigengefdhrdung zu minimieren, erfolgt die Au-
genhornhautentnahme unter aseptischen Bedingungen (analog zu einem ophthalmo-chirurgischen Ein-
griff am lebenden Patienten). Dies erfordert die ordnungsgemafe Desinfektion der Hande (chirurgische
Handedesinfektion), das Tragen steriler Kittel sowie steriler Handschuhe, Schutzmaske und Kopfschutz,
das Arbeiten mit sterilem Entnahmebesteck und in sauberen Raumen (z. B. pathologische oder rechts-
medizinische Institute, Prosekturen), in denen der Entnahmebereich mit sterilen Tlchern abgedeckt
wird (lokaler steriler Bereich) [23]. Eine weitere MaRnahme ist die Haut- und Bindehautdesinfektion mit
einem geeigneten Desinfektionsmittel (z. B. 1-10 % PVP-Jod) noch vor der Entnahme. Mehrere Studien
haben gezeigt, dass etwa 52 bis 100 % der unbehandelten Spenderhornhaut kontaminiert sind [28].
Folglich ist die Desinfektion der Spenderaugen vor Entnahme ein wichtiger Schritt, um Kontaminationen
wahrend der Organkultur zu verhindern. Durch Spulen des Auges und anschlieRende Behandlung mit
Povidon-(PVP-) Jodlésung kann die mikrobielle Belastung um bis zu 98 % gesenkt werden [28]. Trotz
der Desinfektion des Auges mit PVP-Jodldsung kann nicht von einer Sterilitdt des Ausgangsmaterials
ausgegangen werden. Da die Augenhornhaut weder chemisch sterilisiert noch thermisch desinfiziert
werden kann, ohne ihre biologische Funktion zu verlieren, wird das Transplantat nach einer Corneo-
skleralkomplexentnahme in einem sterilen Kunststoffbehalter und antibiotikahaltigen Medium transpor-
tiert [23]. Fur die Bulbusentnahme wird zunachst ein steriler Schraubbehalter mit physiologischer Elekt-
rolytldsung verwendet und erst im Anschluss, nach Praparation der Corneoskleralscheibe, im Antibioti-
kamedium gelagert [23]. Das enthommene Gewebe wird mit einer Kontaktlinse oder Prothese ersetzt

und der Leichnam in einem wirdigen Zustand Ubergeben [23].
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1.3.7 Prozessierung der Spenderhornhaut
1.3.7.1 Kultivierung

Nach dem Eintreffen in der Hornhautbank werden die Transplantate unter Quarantane aufbewahrt, bis
sie samt den zugehorigen Unterlagen nach den Vorschriften und Spezifikationen der Hornhautbank
Uberpruft worden sind [23]. Grundlegend werden die Spenderhornhaute so kultiviert, dass ihre Merk-
male und biologische Funktion vollstdndig erhalten bleiben [23]. Im Prinzip existieren zwei Arten von
Kultivierung, die Kurzzeitkultur (hypotherme Lagerung) und die Organkultur. Die hypotherme Lagerung
erfolgt bei 2—-8 °C [23] mit einer moglichen Aufbewahrungsdauer der Spenderhornhaute bis zu 7-10
Tagen [36]. Die Hornhautbanken im nordamerikanischen Raum verwenden Uberwiegend eine Kurzzeit-
kultur von maximal 7 Tagen bei 4 °C [30]. Anders in Europa, hier ist die Organkultur die haufigste ver-
wendete Methode zur Lagerung der Hornhaut [30]. Die Organkultivierung wird auch in der Abteilung der
Gewebebank der Charité verwendet. Bei der Organkultur werden die Spenderhornhaute bei einer Tem-
peratur zwischen +30 °C und +38 °C [23] gelagert, wobei hier die Aufbewahrungsdauer von bis zu 4-5
Wochen [29] méglich ist. Ein wesentlicher Punkt zur Gewahrleistung der Qualitat und Sicherheit der
Spenderhornhaut ist das verwendete Kulturmedium. Das am haufigsten verwendete Medium fiir die
Kurzzeitkultivierung ist Optisol GS (Bausch & Lomb, Irvine, California, USA), eine Zusammensetzung
aus dem ,tissueculture“-Medium (TC 199) und einem ,minimal essential medium*“ (MEM), dem entquel-
lenden Agentien Dextran 40 (MW 40 000) und Chondroitinsulfat. Das Medium wird mit den Antibiotika
Gentamicin und Streptomycin angereichert, jedoch ohne ein Antimyotikum [29, 31, 32]. Der Vorteil die-
ses Konservierungssystems besteht in der einfachen Handhabung [29, 32]. In der Kurzzeitkultur muss
eine mikrobiologische Diagnostik des Kulturmediums nicht vorgenommen werden (Ausnahme bildet hier
eine visuell sichtbare Triibung des Mediums) [29, 33]. Fur die Organkultivierung wird meist das modifi-
Zierte ,minimal essential medium* (MEM) mit einem fetalen Kalberserum, den Antibiotika Penicillin und
Streptomycin und dem Antimykotikum Amphothericin B verwendet [32]. Das zugesetzte Rinderserum
muss bestimmte Voraussetzungen erfillen: 1. der Monografie Ph. Eur. 5.2.8 im Hinblick auf die Mini-
mierung eines BSE-Risikos (EDQM/TSE-Zertifikat) entsprechen, 2. negativ auf Mycoplasmen getestet
sein, 3. steril sein, 4. der Monographie Ph. Eur. ,Bovine serum“ entsprechen und dementsprechend
virusinaktiviert sein [23].

Die wesentlichen Vorteile der Organkultur sind die langere Konservierungszeit von bis zu 4 Wochen,
die damit verbundene bessere Verfugbarkeit des Gewebes fiur Routine- und Notfalltransplantate und
die Moglichkeit der eventuellen Gewebetypisierung bzw. des HLA-Matchings [36, 39]. Zusatzlich kann
wegen der Dauer der Lagerung eine eingehendere mikrobiologische Untersuchung stattfinden, die eine
mdgliche mikrobielle Kontamination noch vor der Transplantation ausschlie3t, sowie das Endothel eva-
luiert werden.

Zur Vorbereitung der Transplantation wird die organkultivierte Spenderhornhaut 24 Stunden vorher in
ein Entquellungsmedium/Transportmedium Uberfihrt, welches mit 4-8 % Dextran 500 (MW 500 000)
angereichert ist [29].
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1.3.7.2 Kontrolluntersuchungen

Die Spenderhornhdute werden wahrend der gesamten Kultivierung kontrolliert und untersucht. Zum ei-
nen wird die Endothelzellschicht sowohl nach Eingang in die Hornhautbank als auch vor der Transplan-
tation mikroskopisch untersucht. Dabei wird die Gesamtendothelflaiche begutachtet und die zentrale
Endothelzelldichte durch eine standardisierte und etablierte Z&himethode ermittelt.

Spenderhornhaute, bei deren Eingangspriifung eine Endothelzellschicht mit weniger als 1000 Endothel-
zellen pro mm? ermittelt wurde, werden ausgesondert. Spenderhornhaute, bei deren Endprifung eine
Endothelzelldichte zwischen 1000 und 2000 Endothelzellen pro mm?2 ermittelt wurde, dirfen nur fiir eine
vordere lamellare Keratoplastik, tektonische Keratoplastik, ein Stroma-Patch und eine perforierende
Keratoplastik flr temporaren Hornhautersatz verwendet werden [23].

Des Weiteren werden die Transplantate mittels Spaltlampe auf sichtbare pathologische Veranderungen
hin untersucht. Dabei wird auf die Epithelbeschaffenheit, auf Hornhautnarben, Stromatriibungen sowie
Stromadefekte geachtet. Als Ausschlusskriterium gelten optisch relevante, zentral liegende Stromatri-
bungen oder -veréanderungen (z. B. Narben), Stromaveranderungen infektioser Genese, Guttae der En-
dothelzellschicht oder eine sich ablésende Descemet-Membran [23]. Auch ein ausgepragter Pleomor-
phismus (unterschiedliches Erscheinungsbild verschiedener Zellen) oder Polymegatismus (unter-
schiedliche ZellgréRen) der Endothelzellen fihrt zum Verwerfen der Hornhaut [23].

Das Kulturmedium wird regelmaRig makroskopisch auf Anzeichen einer mikrobiologischen Kontamina-
tion hin Gberprift, wie Tribung oder Anderung der Indikatorfarbe des Mediums oder ungewdhnliche
Ablagerungen in der Flasche [23]. Insbesondere ist auf das Aussehen der Corneoskleralscheibe zu
achten, da sich hier gerne Candida spp. ,verstecken®, und erst bei leichtem Schiitteln erscheinen sicht-
bare Flocken und Schlieren im Kulturmedium. Das Kulturmedium wird alle 5—-7 Tage gewechselt, dabei
wird zum Ausschluss einer etwaigen Kontamination eine Sterilprobe entnommen und einer mikrobiolo-

gischen Untersuchung unterzogen (s. Kapitel 5, Mikrobiologische Diagnostik und Rolle der Antibiotika).

1.3.8 Freigabe der Augenhornhaut

Wenn alle Unterlagen ordnungsgemaf dokumentiert vorliegen und alle Spezifikationen erfillt sind, wer-
den die Augenhornhdute von der verantwortlichen Person gemaR § 20c AMG zur Transplantation frei-

gegeben [23].

1.3.9 Schwerwiegende unerwiinschte Reaktionen und schwerwiegende Zwischenfille nach
Augenhornhauttransplantation

Jede Gewebebank ist gesetzlich dazu verpflichtet, jeden Verdacht einer schwerwiegenden Reaktion zu
dokumentieren und an die Bundesbehdrde (Paul-Ehrlich-Institut) zu melden [23]. Dartiber hinaus Uber-
wachen unter anderem zwei weitere Organisationen Augenhornhauttransplantationen aktiv professio-
nell, die Eye Bank Association of America (EBAA) und European Eye Bank Association (EEBA). In dem
veroffentlichten Bericht der Eye Bank Association of America aus den Jahren 2007 bis 2014 wurden
nach 354.930 durchgefuhrten Augenhornhauttransplantationen 494 Zwischenfalle gemeldet. An erster
Stelle wurde ein primares Transplantatversagen in 319 Fallen angegeben, gefolgt von 99 Fallen Endop-

hthalmitis und Keratitis in 66 Fallen [34]. Im Jahr 2016 wurden von der European Eye Bank Association
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in 15 Fallen primares Transplantatversagen berichtet, 2 Endophthalmitisfalle und insgesamt 407 Zwi-
schenfélle, von insgesamt 27.275 durchgeflihrten Augenhornhauttransplantationen [35]. Aus Perspek-
tive dieser Studie sind eine erworbene Endophthalmitis und Keratitis nach einer Augenhornhauttrans-

plantation von groRRer Bedeutung.

1.3.9.1 Endophthalmitis und infektiose Keratitis nach Augenhornhauttransplantation

Unter Endophthalmitis versteht man eine intraokulare Entziindung des gesamten Augeninneren mit Be-
teiligung des Glaskorpers [2]. Je nach Pathogenese unterscheidet man zwischen einer endogenen (me-
tastatischen) und exogenen Endophthalmitis [2]. Die endogene Endophthalmitis entsteht durch hama-
togene Verschleppung von Keimen, z. B. bei Allgemeininfektionen mit Staphylokokken oder Streptokok-
ken oder bei lang liegenden arteriellen oder vendsen Kathetern. Bei der exogenen Endophthalmitis wer-
den die Keime im Zuge einer intraokularen Augenoperation oder bei einer perforierenden Augenverlet-
zung eingeschleppt [2]. Die Entziindung verlauft foudroyant im hinteren Augenabschnitt, sodass es
schnell zu einer Eiteransammlung im Glaskérper kommt. Insbesondere die exogene bakterielle Endop-
hthalmitis ist &uBerst bedrohlich, da sie nicht selten zur Erblindung oder zum Verlust des Auges flhrt
[2]. Bei Candida-Endophthalmitis ist der Verlauf langsamer als bei der bakteriellen Endophthalmitis. Es
zeigen sich weille der Netzhaut aufsitzende Infiltrate, die in den Glaskorper hineinragen [2]. Infolge der
Glaskorpertriibung beziehungsweise der zentralen Lage des Pilzherdes tritt eine Sehverschlechterung
auf [2]. Durch eine unmittelbare Vitrektomie des infizierten Glaskdrpers kann das Auge gerettet werden
[2].

Eine Keratitis kann alle Schichten der Hornhaut einbinden, isoliert oder in Kombination [2]. Es gibt viele
unterschiedliche Ursachen, die zu einer Keratitis fihren kénnen, z. B. durch verschmutze oder zu lange
getragene Kontaktlinsen, Abwehrschwache, Diabetes mellitus oder Verletzung der Hornhaut [2]. Bei
einer bakteriellen Keratitis wandern die Leukozyten in die Hornhaut ein und es kommt zu einer eitrigen
entzindlichen Reaktion, die sich Uber die Bowmann-Membran hinaus erstreckt: Es entsteht ein bakte-
rielles Hornhautulkus [2]. Dies wird am haufigsten durch Staphylokokken und Pneumokokken ausgeldst.
Ein besonders gefahrlicher Keim ist Pseudomonas aeruginosa: Bei einer Infektion mit ihm kann die
Hornhaut durch die Leukozytenenzyme innerhalb von Stunden einschmelzen und zu einer Endophthal-
mitis fihren [2]. Die gefahrlichste Verlaufsform des Hornhautulcus ist das Ulcus serpens, weil es je nach
Erreger innerhalb von Stunden oder wenigen Tagen zu einer Perforation der Hornhaut mit Verlust des
Auges kommen kann [2]. Bei der Pilzkeratitis verlauft die Entziindung im Vergleich wesentlich langsa-
mer ab. In der Hornhaut finden sich weif3e Infiltrate, auch in Form von Satelliten. Es entsteht ein zeltfor-
mig zentral nach oben gezogenes Hypopyon (Eiterspiegel in der Vorderkammer) [2]. Der haufigste Er-
reger ist Candida albicans, selten Aspergillus (Schimmelpilz) [2].

Das Risiko, eine Endophthalmitis oder infektiose Keratitis Uber die Spenderhornhaut zu erwerben, ist
gering und dennoch bleibt es eine der schwerwiegendsten Komplikationen nach einer Keratoplastik
[36,37,38,39,40]. Es folgt eine langwierige medizinische Therapie, die in vielen Fallen weitere chirurgi-
sche Eingriffe erfordert. Das visuelle Ergebnis ist oft schlecht [33] und wie zuvor beschrieben kann es
im schlimmsten Fall zur Erblindung bis hin zum Verlust des Auges fuhren [2, 41]. Die Mehrzahl der
Berichte Uber postkeratoplastische Infektionen vor 2007 enthalten eine Uberwiegende Anzahl an bakte-

riellen Infektionen im Zusammenhang mit einer perforierenden Keratoplastik [42]. Neuere Berichte aus
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den USA haben jedoch einen zunehmenden Trend von Pilzinfektionen (Candida-Infektionen) aufge-
zeigt, die doppelt so haufig nach einer endothelialen Keratoplastik auftreten wie nach einer perforieren-
den Keratoplastik [34, 43]. Dies steht mdglicherweise zum einen mit der weit verbreiteten Einfiihrung
der endothelialen Keratoplastik in den letzten 10 Jahren im Zusammenhang [34, 43]. Auf der anderen
Seite verringerte sich nach Einfihrung von Optisol-GS die Wahrscheinlichkeit einer bakteriellen Endop-
hthalmitis aufgrund einer durch einen Pilz erworbenen Endophthalmitis um 77 % [42]. Die Eye Bank
Association of America meldete einen statistisch signifikanten Anstieg der Inzidenz postoperativer Ke-
ratitis und Endophthalmitis von 2 Fallen pro 10.000 ausgefiihrten Augenhornhauttransplantationen im
Jahr 2007 auf 7,3 Falle im Jahr 2013 [34]. Die Mehrheit der Infektionen war pilzinduziert, iberwiegend
mit Candida spp. [34]. In einer Metaanalyse von Hassan und Wilhelmus wurde fir transplantierte Au-
genhornhaute mit mikrobiologisch positiv getesteter Hornhautkultur das Risiko einer bakteriellen Endop-
hthalmitis mit 1 % und einer pilzinduzierten Endophthalmitis mit 3 % geschatzt [44]. Aldave et al. zeigen,
dass ungefahr drei Viertel der untersuchten Partnerhornhdute, die beim Empfanger eine Pilzinfektion
hervorgerufen haben, selbst eine positive Pilzkultur aufweisen und die Halfte davon selbst eine Pilzin-
fektion beim Empfanger hervorgerufen hat [43]. Lau et al. weisen darauf hin, dass die erworbenen Pilz-
infektionen nach einer endothelialen Keratoplastik eher mit Augenhornhauten, die in Kurzzeitkultur (12
von 2386 [0,50 %]) kultiviert werden, assoziiert sind als mit Hornhauten, die organkultiviert (3 von 14.476
[0,02 %]) werden [33]. Das Ergebnis ist unter Vorbehalt zu bewerten, da nicht alle Hornhautbanken in
Europa dem EEBA angeschlossen sind [33] und deshalb nicht alle Daten organkultivierter Hornhaut-
transplantate, die eventuell mit postoperativen Infektionen im Zusammenhang stehen, zur Auswertung

verfligbar sind.

1.3.10 Mikrobiologische Diagnostik und Rolle der Antibiotika

Obgleich die Enthahme von Gewebe unter aseptischen Bedingungen erfolgt und die vorgegebenen
Standards eingehalten werden, sind die meisten Transplantate dennoch kontaminiert oder mit physio-
logischer Standortflora besiedelt. Vignola et al. berichten, dass 67 % der entnhommenen humanen Au-
genhornhaute bereits beim Eintreffen in der Gewebebank trotz Desinfektion mit Povidon-Jodlésung auf
der Grundlage der EEBA-Richtlinien kontaminiert sind [45]. RAck et al. zeigten, dass Kontaminationen
nach medizinischen Kontraindikationen und schlechter Endothelqualitat als dritthaufigste Ursache fiir
das Verwerfen von Augenhornhauten verantwortlich sind [46]. Zu den Hauptfaktoren fur eine Kontami-
nation zahlen der Zeitpunkt der Entnahme und der Entnahmeort [28, 47]. Die maximale postmortale Zeit
betragt 72 Stunden, es ist jedoch anzustreben, die Entnahme innerhalb von 24 Stunden nach Todes-
zeitpunkt des Spenders [28] durchzuflhren. Gewebe, welches im OP-Saal entnommen wurde, weist
eine niedrigere Kontaminationsrate auf als im Sektionsraum entnommenes Gewebe [47].

Ein weiterer Hauptfaktor ist die Todesursache. Infektionen wie bakterielle Septikamie oder systemische
Infektionen erhéhen das Risiko einer mikrobiellen Kontamination der Augenhornhaut wahrend der Or-
gankultivierung [46]. Einige Studien weisen darauf hin, dass die Kontaminationsrate der in Kultur gela-
gerten Augenhornhaute jahreszeitabhangig ist [34]. In der Studie von Rdck et al. konnte ein signifikanter
Anstieg der Kontaminationsrate organkultivierter Augenhornhaute in den Sommermonaten im Vergleich

zu den kuhleren Monaten nachgewiesen werden [46].

21



Bevor die Freigabe des Gewebes fiir eine Transplantation erteilt wird, muss das Augenhornhauttrans-
plantat demnach mit einer validierten Testmethode gemaR der Europaischen Pharmakopde Kapitel
2.6.1 [48] und Kapitel 2.6.27 [48] auf mogliche Kontamination tGberprift werden. Dazu wird das Medium
untersucht, in dem die Augenhornhaut kultiviert wird. Die im Kulturmedium enthaltenen Antibiotika Pe-
nicillin G und Streptomycin sowie das Antimyotikum Amphotericin B reduzieren die mikrobielle Konta-
mination der Augenhornhaut wahrend der Lagerung, die méglicherweise der ersten Dekontamination
widerstanden hat [45]. Rock et al. haben in ihrer Studie 1340 organkultivierte Augenhornhaute retro-
spektiv analysiert und konnten eine durchschnittliche jahrliche Kontaminationsrate von 1,8 + 0,4 % fest-
stellen, wobei 50 % der Kontaminationen mykdsen Ursprungs mit ausschlielich Candida Spezies und
50 % der Kontaminationen bakteriellen Ursprungs tberwiegend Staphylococcus Spezies aufweisen
[46]. Vignola et al. konnten die Kontaminationsrate nach 7 Tagen Organkultivierung auf 14 % reduzieren
[45]. Je nach Studie schwankt die Kontaminationsrate zwischen 0,53 und 15,7 % [46].

Die im Kulturmedium enthaltenen Antibiotika und Antimyotika weisen neben bakteriolytischen auch bak-
teriostatische Wirkmechanismen auf. Diese bakteriostatische, also wachstumshemmende Wirkung
kann Uber die Inkubationsphase hinweg weiterhin noch gegenwartig sein [49] und stellt ein potenzielles
Risiko dar, falsch-negative Testergebnisse zu generieren [48, 49]. Die Mikroorganismen werden in ih-
rem Wachstum und in ihrer Vermehrung gehindert, jedoch nicht abgetétet. So kénnen evtl. vorhandene
.,ruhende Keime* in der Testphase nicht detektiert werden und sich nach Abklingen der antibiotischen
Wirkung weiter vermehren [49], mit verheerenden klinischen Auswirkungen fiir den Empfanger des
Transplantates (s. Kapitel 3.9 Endophthalmitis und infektiése Keratitis nach Augenhornhauttransplanta-
tion). Jede Augenbank sollte dementsprechend eine geeignete und validierte Methode fiir die mikrobi-
ologische Untersuchung der Hornhautkulturmedien auswahlen, um die Zuverlassigkeit des mikrobiolo-
gischen Ergebnisses zu gewahrleisten.

Fur die mikrobiologische Untersuchung stehen zwei klassische mikrobiologische Prifmethoden zur
Auswahl, die konventionellen manuellen Methoden und der Einsatz von Blutkulturautomaten.

Bei der manuellen Methode erfolgt die Detektion von mikrobiologischem Wachstum visuell durch Nach-
weis von Trubung oder Farbverdnderung [48]. Man unterscheidet hier zwischen der Membranfilter-Me-
thode und der Direktbeschickung.

Bei der Membranfilter-Methode wird die zu testende Probe mit Antibiotikazusatz auf eine speziell dafir
aufbereitete Filtermembran gebracht und filtriert. Im Anschluss daran wird die Filtermembran mit einer
sterilen Flussigkeit, welche inaktivierende Substanzen enthalt, gewaschen [48]. Der Waschvorgang ist
jedoch limitiert, sodass die Inaktivierung der antimikrobiellen Aktivitat mitunter nicht vollstandig erfolgen
kann [48]. Die Filtermembran wird anschlieRend in ein geeignetes Nahrmedium Uberfuhrt.

Bei der Direktbeschickung wird eine vorgegebene Menge an Probenvolumen, maximal 10 %, direkt in
das Nahrmedium uUbertragen [48]. Fur Proben mit Antibiotikazusatzen wird eine Neutralisation durch
Zusatz eines geeigneten Mittels oder durch Verdinnung mittels Nahrmedium erreicht [48,49]. Hierbei
ist zu berticksichtigen, dass im gréReren Gesamtvolumen die Wahrscheinlichkeit besteht, vorhandene
Mikroorganismen nicht zu detektieren (Probeentnahmefehler) [49].

Als goldener Standard gilt die mikrobiologische Kontrolle mittels Blutkulturautomaten. Die Detektion er-
folgt automatisch, ist schneller und weist gegenliber der manuellen Prifmethode eine hdhere Empfind-

lichkeit auf [48]. Die zu testende Probe wird mittels kommerziell erworbener Blutkulturflaschen, die zur
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Inaktivierung der antimikrobiellen Aktivitat Resine (Kunstharze) enthalten, untersucht. Dieses in euro-
paischen Augenbanken weit verbreitete Blutkultursystem wurde vom Hersteller speziell fiir die Verwen-
dung von Patientenblutproben, welche relativ geringe Konzentrationen an Antibiotika enthalten, entwi-
ckelt und validiert. Die Verwendung anderweitiger Proben mit hdheren Konzentrationen an Antibiotika
kann zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren, da die Antibiotikaelimination unvollstédndig ist [45, 50, 51,
52]. Gain et al. konnten die Eignung automatisierter Blutkultursysteme fiir die mikrobiologische Unter-
suchung von Hornhautkulturmedien evaluieren [53]. Die méglichen falsch-negativen Ergebnisse, die bei
der mikrobiologischen Untersuchung von Proben aufgrund des Vorhandenseins von antibiotischen
Ruckstanden in Konservierungs- und/oder Transportmedien erzielt werden kdnnen, werden nichtimmer
berlicksichtigt [45]. In der Gewebebank der Charité haben wir zuvor die mikrobiologische Testung un-
seres Hornhautkulturmediums mit dem automatisiertem Blutkultursystem BD BACTEC™ untersucht

und konnten fur den Sporenbildner Bacillus subtilis ein falsch-negatives Ergebnis aufzeigen [50].

2  Zielsetzung

Um die mikrobiologische Sicherheit des Patienten zu gewahrleisten, ist es von groRer Bedeutung, ein
keimfreies Transplantat zur Verfligung zu stellen. Dementsprechend muss eine geeignete und validierte
Methode fir die mikrobiologische Untersuchung der antibiotikahaltigen Hornhautkulturmedien einge-
setzt werden, welche die Zuverlassigkeit des mikrobiologischen Ergebnisses gewahrleistet und még-
lichst durch unvolistandige Antibiotikaelimination verursachte falsch-negative Ergebnisse ausschlief3t.

In der vorliegenden experimentellen Studie wird ein neuer innovativer Ansatz zur Eliminierung von An-
tibiotika aus Proben fir mikrobiologische Tests mittels RESEP (AL.CHI.MI.ASrl, Ponte San Nicold —
Padova, Italien) untersucht. Die experimentelle Studie verwendet den im Europaischen Arzneibuch (Ph.
Eur.), Kapitel 2.6.1, ,,Prifung auf Sterilitat”, beschriebenen Eignungstest sowie die Methodenvalidierung

in Ph. Eur., Kapitel 2.6.27, ,Mikrobiologische Kontrolle zellularer Produkte®.

3 Material und Methoden
3.1 RESEP

RESEP ist ein patentiertes, CE-zertifiziertes In-vitro-Diagnostikum, das eine Kombination aus Harzen
(Resine) in Form von Kigelchen enthalt, die daflir geeignet sind, verschiedene Antibiotika zeitgleich
aus flissigen Proben zu adsorbieren, ohne dabei die potenziell darin enthaltenen Bakterien zu entfer-
nen.
Die in RESEP enthaltenen Harze umfassen synthetische lonenaustauschharze (lonic exchange resin)
und nichtionogene Adsorberharze (hydrophobic adsorption resin) [54], die durch Polymerisations-, Po-
lyadditions- oder Polykondensationsreaktionen hergestellt werden [55]. Durch die Zugabe von Divi-
nylbenzol entsteht ein rdumlich (3-dimensional) vernetztes Polymer, welches die Auflésung des Materi-
als in organischen Losungsmitteln verhindert [55, 56]. Das am meisten verbreitete lonenaustauschharz
basiert auf Polystyrol, das durch Co-Polymerisation (Polymerisation zweier unterschiedlicher Mono-
mere) von Divinylbenzol mit Styrol entsteht [56]. An den zuganglichen Stellen der Matrix kbnnen nach-
traglich zur Dissoziation befahigte funktionelle Gruppen eingefiihrt werden, die kovalent gebunden sind
[56].

23


https://www.chemie.de/lexikon/Polymerisation.html
https://www.chemie.de/lexikon/Polyaddition.html
https://www.chemie.de/lexikon/Polyaddition.html
https://www.chemie.de/lexikon/Polykondensation.html

Je nachdem welche Art von lonen ausgetauscht wird, kdnnen die lonenaustauschharze entweder ein
Anionen- oder ein Kationenaustauscher sein. Im Fall eines Kationenaustauschers ist die aktive Gruppe
eine anionische Gruppe, wie beispielsweise Sulfonsauregruppen mit abdissoziierbarem Kation [57]. Bei
den Anionenaustauschern ist eine basische Gruppe, wie beispielsweise die quartare Ammoniumgruppe,
die aktive Gruppe mit abdissoziierbarem Anion. Amphotere Austauscher kénnen gleichzeitig Anionen
und Kationen austauschen [57]. Die Harze liegen in Form kleiner Perlen (Klgelchen) vor und sind typi-
scherweise pords, was eine grol’e Oberflache ergibt [56]. Im Allgemeinen besitzen die Harze eine kleine
Porengrél3e, so dass Bakterien nicht in das Innere des Harzes eindringen kénnen [54]. Bestimmte Harze
weisen dagegen eine makropordse Struktur mit groRen inneren Oberflachen auf, die es groRen Mole-
killen ermdglichen, in das Innere einzudringen. Solche makropordsen Harze sollten vermieden werden,
da die Bakterien eingefangen und damit aus der zu testenden Probe entfernt werden kénnen. Folglich
sollten Harze verwendet werden, die kleinere Poren aufweisen (mikroporése Harze), wobei die Adsorp-
tion hauptsachlich an den dulReren Oberflachen der Harze erfolgt [54].

Allgemein geschieht die Entfernung von Antibiotika aus flissigen Proben nach dem Grundprinzip des
lonenaustauschers. Der lonenaustausch ist ein Prozess, bei dem die Trennleistung aufgrund der La-
dung der lonen und bei gleicher Ladung aufgrund der GroRe des lonenradius beruht. Das mobile lon
auf dem Harz wird mit einem lon gleicher Ladung aus dem umgebenden flissigen Medium ausge-
tauscht. Das starker bindende lon verdrangt das schwacher bindende lon von den Bindungsstellen des
lonenaustauschharzes [56].

Wird also eine flussige organische Probe, die geladene Antibiotika und Bakterien enthalt, mit den Har-
zen in Kontakt gebracht, wird das Antibiotikum an das Harz adsorbiert, wahrend die Bakterien wirksam
das Harz passieren und sich nicht an das Harz binden [55]. Die Resine adsorbieren selektiv das Antibi-
otikum aus der Probe, wahrend die enthaltenen Bakterien geschont werden. Der Grad, in dem Antibio-
tika aus der flussigen Probe entfernt werden, hangt von der Art und Anzahl der Bindungsstellen des

lonenaustauschermaterials, dem Porendurchmesser und der Oberflache des Harzes ab [55].

3.2 UHPLC - Bestimmung von Antibiotika- und Antimyotika-Riickstédnden

Die optimale Zeit, die das RESEP bendtigt, um die Antibiotika und Antimyotika im Hornhautkulturme-
dium (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) zu entfernen oder zu binden, wurde mittels der UltiMate
3000 Ultra-Hochleistungsflussigkeitschromatographie — UHPLC (High Performance Liquid Chromato-
graphy) ermittelt. Das Hornhautkulturmedium enthalt 2 % australisches fétales Kélberserum, Penicillin
G 62,5 pg/ml, Streptomycin 100 pg/ml und Amphotericin B 2,5 ug/ml in modifiziertem Eagle's Medium
(MEM) mit Earl's Salt. Der Gehalt an Penicillin und Streptomycin im Hornhautkulturmedium vor und nach
der RESEP-Behandlung wurde an der Saule UHPLC Poroshell 120 SB-C18 2,7 um, 4,6 x 100 mm und
Amphotericin B an der Saule UHPLC ULTRA C18 3 pm 150 x 2,1 mm gemessen. Dazu wurden in Tripli-
kat-Messungen 9 ml Hornhautkulturmedium nach 10, 20, 30 und 60 Minuten mit RESEP unter kontinu-
ierlichem Ruhren bei Raumtemperatur inkubiert und unmittelbar danach in das UHPLC-System injiziert.
Der Gehalt vor der RESEP-Behandlung und 20 Minuten danach wurde an drei verschiedenen Horn-

hautkulturmedium -Chargen bestimmt.
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3.3 Blutkulturautomat BD BACTEC™ FX

Das Funktionsprinzip des Blutkulturautomaten BD BACTEC™ FX basiert auf der Fluoreszenztechnolo-
gie. Sind in der Probe lebensfahige Mikroorganismen enthalten, so verstoffwechseln sie im Nahrmedium
enthaltene Nahrstoffe und bilden dabei COz, was in das Medium freigesetzt wird. Ein Farbstoffsensor
am Boden der Blutkulturflaschen reagiert mit dem freigesetzten CO2 und moduliert die Lichtmenge, die
vom Fluoreszenzmaterial im Sensor absorbiert wird. Fotodetektoren in den jeweiligen Messkammern
des Gerates messen die Fluoreszenzkonzentration, welche der freigesetzten Menge an CO2 der Orga-
nismen entspricht. AnschlieRend wird der Messwert anhand vorprogrammierter ,Positiv*-Algorithmen

im Gerat ausgewertet [58, 59]. In Abbildung 3 wird das Funktionsprinzip schematisch dargestellt.
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Abbildung 3: Funktionsprinzip BACTEC™ FX
(Bildquelle: Dr. Bettina Kuppelwieser, Sektion fiir Hygiene und medizinische Mikrobiologie. Medizinische Univer-
sitat Innsbruck)

3.4 BD BACTEC™ Blutkulturmedien

Fur die Kultivierung und Identifizierung aerober und anaerober Mikroorganismen aus antibiotikahalti-
gem Hornhautkulturmedium wurde folgendes Blutkulturpaar verwendet:

BD BACTEC™ Plus — Aerobic / F

BD BACTEC™ Plus — Anaerobic / F

Die BD BACTEC ™-Plus-Blutkulturflaschen enthalten ebenfalls Kunstharze (Resine) zur Minimierung
der Antibiotika-Aktivitat im Medium. Die Konzentration einer groRen Bandbreite der am meisten verab-
reichten Antibiotika wird nach dem lonenaustauschprinzip, wie im Kapitel 6.1 beschrieben, verringert.
Ein wichtiger Hinweis ist jedoch, dass nicht alle antimikrobiellen Substanzen gleich effektiv neutralisiert

werden. Einige werden kaum oder gar nicht gebunden, z. B. Ceftazidim und Cefotaxim [58].
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3.4.1 BD BACTEC™ Plus — Aerobic / F

Die BD BACTEC™ Plus — Aerobic / F Blutkulturflaschen beinhalten angereicherte Casein-Soja-Pepton-
Brihe (Aerobe Atmosphare angereichert mit CO2) zur Anzucht aerober Bakterien, Hefe- und Sprosspil-
zen [59].

3.4.2 BD BACTEC™ Plus — Anaerobic / F

Die BD BACTEC™ Plus — Anaerobic / F Blutkulturflaschen beinhalten vorreduzierte angereicherte Ca-
sein-Soja-Pepton-Briihe (Anaerobe Atmosphare angereichert mit CO2) zur Anzucht obligat und fakulta-

tiv anaerober Bakterien [59].

3.5 Vorbereitung von Mikroorganismen und Inokula

Fur die experimentelle Studie wurden gemaf Ph. Eur., Kapitel 2.6.27 ,Mikrobiologische Kontrolle zellu-
larer Produkte®, die unter ,Growth Promotion Test" aufgefihrten Mikroorganismen Staphylococcus au-
reus (SA), Bacillus subtilis (BS), Pseudomonas aeruginosa (PA), Candida albicans (CA), Aspergillus
brasiliensis (AB) und Clostridium sporogenes (CS) verwendet. Zusatzlich wurden in diese Untersuchun-
gen Staphylococcus epidermidis (SE) und Enterobacter cloacae (EC) miteinbezogen. Die Keime wur-
den kommerziell erworben oder vom Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH bezogen. Die verwendeten
mikrobiologischen Kulturndhrmedien BD BACTEC™ Plus aerob/F und BD BACTEC™ Plus anaerob/F
stimmen in ihrer grundsatzlichen Zusammensetzung mit den Vorgaben nach Ph. Eur., Kapitel 2.6.1
.Prufung auf Sterilitat®, Gberein. Das Ph. Eur., Kapitel 2.6.27, beschreibt ausfihrlich die Vorgehensweise
einer Methodenvalidierung (Matrixvalidierung). Zur Herstellung der Inokula wurden lyophilisierte Pellets
(Pseudomas aeruginosa, Candida albicans, Asperqillus brasiliensis) und frische Kolonien, die auf Blut-
agarplatten (Staphylococcus aureus, Clostridium sporogenes, Staphylococcus epidermidis, Enterobac-
ter cloacae) isoliert wurden, gemaR den Anweisungen des Herstellers unter optimalen Wachstumsbe-
dingungen subkultiviert und ihre Konzentration mittels McFarland-Methode gemessen. Serielle Verdin-
nungen wurden durchgefihrt, um eine Inokulumskonzentration von 10 bis 100 koloniebildenden Einhei-
ten (KBE) in 1 ml Trypton-Soja-Bouillon (TSB) (OXOID Deutschland GmbH, Wesel, Deutschland) zu
erhalten. Nur fur Aspergillus brasiliensis wurde das Inokulum ohne eine vorherige Subkultur direkt aus
dem lyophilisierten Pellet hergestellt. Die Inokula wurden dann auf Columbiablut-Agarplatten (OXOID
Deutschland GmbH, Wesel, Deutschland) ausplattiert, bei 35 °C inkubiert und die KBEs nach 48 Stun-
den gezahlt, um die tatsachliche mikrobielle Konzentration jedes Inokulums zu bestimmen. Von jedem
Bakterienstamm wurden 10 bis 100 KBE in 9 ml Hornhautkulturmedium geimpft. Jeder Ansatz, Horn-
hautkulturmedium, Positiv- und Negativkontrollen, wurden als Triplikat gemessen und in mindestens
drei verschiedenen Experimenten wiederholt (n = 9).

Die Versuche wurden in zwei Gruppen aufgeteilt:

Gruppe A: Hier wurde das gespikte Hornhautkulturmedium vorsichtig mit RESEP aufgenommen und
fur 20 Minuten bei Raumtemperatur auf einen Rollenschuttler gestellt und durch rotierende Bewegung
durchmischt. Nach der RESEP-Behandlung wurden die Proben mit Clostridium sporogenes in BD BAC-
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TEC™ Plus anaerob/F Blutkulturflaschen inokuliert. Proben mit Staphylococcus epidermidis, Pseu-
domonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Candida albicans, Bacillus subtilis und Aspergillus brasili-
ensis wurden in BD BACTEC™ Plus aerob/F Blutkulturflaschen beimpft. Proben mit Staphylococcus
aureus wurden sowohl in BD BACTEC™ Plus aerob/F als auch in BD BACTEC™ Plus anaerob/F (iber-
fuhrt. Die Blutkulturflaschen wurden im Anschluss im Blutkulturautomat BD BACTEC™ 9120-FX bei
36 °C £ 1 °C fir 14 Tage oder bis ein positives Ergebnis detektiert wurde, inkubiert. Jede positive Fla-
sche wurde zunéachst auf Reinkultur mittels Subkultivierung auf Columbiablut-Agarplatten Gberprift und
anschliefend wurde eine Keimidentifizierung mittels morphologischer Merkmale und Massenspektro-
metrie (MALDI-TOF MD, Bruker) durchgefihrt.

Gruppe B: Parallel wurden in Gruppe B die gespikten Hornhautkultur-Proben direkt, ohne vorherige
RESEP-Behandlung, entsprechend in die jeweiligen BD BACTEC™ Plus Blutkulturflaschen Uberfiihrt
und gleichermalfien im Blutkulturautomaten bebrutet.

Positivkontrollen (Wachstumskontrollen) wurden parallel mitgefiihrt, dabei wurden 10 bis 100 KBE/1 ml
Trypton-Soja-Bouillon direkt in die jeweiligen Blutkulturflaschen inokuliert. Bei den Negativkontrollen
wurden 9 ml Trypton-Soja-Bouillon mit und ohne RESEP-Behandlung in aeroben und anaeroben Blut-
kulturflaschen Uberfiihrt. Alle Flaschen wurden in dem Blutkulturautomat BD BACTEC™ 9120-FX ana-
log inkubiert. In Abbildung 4 wird der Versuchsaufbau dargestellt.

Ansatz des Inokulums mit 10-100 KBE der Mikroorga-
nismen SE, SA, PA, EC, CS, CA, BS, ABin 1 ml TSB

GRUPPE A

GRUPPE B

Direktinokulation im
Hornhautkulturmedium
(9ml)

Direktinokulation im
Hornhautkulturmedium
(9ml)

|

RESEP-Behandlung
(20 min bei Raumtem-
peratur)

Positiv Kontrolle

Negativ Kontrolle

TSB, 9ml

RESEP-Behandlung
(20 min bei Raumtem-
peratur)

Beimpfung der RESEP
behandelten Probe
in BACTEC™ Plus ae-
robe/F und anaerobe/F
Blutkulturflaschen

Beimpfung der Probe in
BACTEC™ Plus aerobe/
F und anaerobe/F Blut-
kulturflaschen

Beimpfung der Probe in
BACTEC™ Plus aerobe/
F und anaerobe/F Blut-
kulturflaschen

Beimpfung der RESEP
behandelten Probe in
BACTEC™ Plus aerobe/
F und anaerobe/F Blut-
kulturflaschen

Beimpfung der Probe in

BACTEC™ Plus aerobe/

F und anaerobe/F Blut-
kulturflaschen

Inkubation der Blutkulturflaschen bei 36°C + 1°C im Blutkulturautomaten BACTEC 9120-FX System (BD) fiir 14 Tage bzw. bis zur einer
Detektion von Bakterienwachstum

Abbbildung 4: Versuchsaufbau der Studie. Staphylococcus epidermidis (SE), Staphylococcus aureus (SA), Pseudomo-
nas aeruginosa (PA), Enterobacter cloacae (EC), Clostridium sporogenes (CS), Candida albicans (CA), Bacillus subtilis
(BS) und Asperygillus brasiliensis (AB)
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3.6 Datenanalyse und Statistik

Die gewonnenen Daten wurden statistisch ausgewertet und analysiert. Fir jede Gruppe und jeden ge-
testeten Keim wurden durch ein mit dem BoxPlotR-Web-Tool (http://boxplot.tyerslab.com) erzeugtes
Box-Plot-Diagramm der Prozentsatz an positiv detektierten Proben, die mittlere Zeit bis zur Detektion
und Standardfehler der Mittelwerte berechnet. Der exakte Fisher-Test wurde verwendet, um fiir jeden
Mikroorganismus die Anzahl an positiv detektierten Proben zwischen den Positivkontrollen und den
Gruppen A und B in einer 2x2-Kontingenztafel zu vergleichen. Mit Kruskal-Wallis’ einfaktorieller
Rangvarianzanalyse wurden die unterschiedlichen Detektionszeiten zwischen den Gruppen und an-
schlieend mit Dunn’s Post-hoc-Test die nichtparametrischen paarweisen multiplen Vergleiche in se-
paraten Gruppen analysiert. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Die Sensiti-
vitat in Gruppe A und B wurde als richtig-positives (TP) Ergebnis geteilt durch das TP plus falsch-nega-
tives (FN)-Ergebnis [TP / (TP + FN)] berechnet und als Prozentsatz angegeben. Die Spezifitat wurde
als richtig-negatives (TN) Ergebnis geteilt durch TN plus falsch-positives (FP) Ergebnis [TN / (TN+FP)]
berechnet und als Prozentsatz angegeben.

Die UHPLC-Peakflachen fiur Penicillin G, Streptomycinsulfat und Amphotericin B wurden mit der Stan-
dardflache und der mittleren Konzentration verglichen. Standardabweichung und Prozentsatz des An-

fangsgehalts wurden berechnet.

4 Ergebnisse

4.1 Entfernung der Antibiotika im Hornhautkulturmedium

Der mittlere Gehalt an Streptomycinsulfat, Penicillin G und Amphtericin B im Hornhautkulturmedium
wird nach verschiedenen Zeitintervallen der RESEP-Behandlung in Tabelle 1 dargestellt. Nach 10 Mi-
nuten mit RESEP konnten mehr als 99,9 % der Initialkonzentration an Streptomycinsulfat und zu 100 %
das Amphotericin B vom Hornhautkulturmedium entfernt werden. Nach 20 Minuten RESEP-Behandlung
wurden 100 % Amphotericin B, 100 % Streptomycin-Sulfat und 99,7 % des Penicillins G entfernt. 99,9 %

Penicillin G wurden nach 60 Minuten erreicht.

Tabelle 1: Antibiotikakonzentration im Hornhautkulturmedium (pg / ml) nach verschiedenen RESEP-
Behandlungsintervallen

Mittlere Antibiotikakonzentration im Hornhautkulturmedium (ug/ml)
Zeit der RESEP- . - .
Behandlung Streptomycinsulfat Penicillin G Amphotericin B
keine Behandiung 119,18 + 3,14 51,15 + 8,41 0,11 £ 0,08
(n=9)
10 min 0,11 £ 0,00 0,30 + 0,04 0,00 + 0,00
(n=3)
20 min
0,00 £ 0,00 0,16 £ 0,05 0,00 £ 0,00
(n=9)
?0 mér; nicht bestimmt 0,08 + 0,06 nicht bestimmt
n =
60 min
( 6) nicht bestimmt 0,05+ 0,02 nicht bestimmt
n=
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http://www.reiter1.com/Glossar/ANOVA.htm

4.2 Nachweis des Wachstums der Mikroorganismen mit BD BACTEC™ FX

In Tabelle 2 ist der Prozentsatz an positiven Proben pro Mikroorganismus und Gruppe, welche mittels
BD BATEC™ 9120-FX Blutkulturautomaten im gespikten Hornhautkulturmedium detektiert wurden, dar-
gestellt. In RESEP-behandelten Proben der Gruppe A (n = 99) sowie bei der Positivkontrolle konnten
alle Mikroorganismen bei jeder Messung zu 100,00 % nachgewiesen werden. Nach dem exakten Fis-
her-Test sind beide Gruppen statistisch aquivalent. Anders in Gruppe B, hier wurde eine Gesamtsensi-
tivitat von 67,9 % (n = 96) verzeichnet. Einen 100,00-prozentigen Nachweis von mikrobiologischem
Wachstum konnte nur fiir Pseudomonas aerugionsa (n = 12), Clostridium sporogenes (n = 9) und As-
pergillus brasiliensis (n = 9) erbracht werden. Ein signifikanter prozentualer Anteil an falsch-negative
Ergebnissen (p < 0,05, exakter Fisher-Test zwischen der Gruppe B und den Positivkontrollen) zeigt
Staphylococcus aureus (33,33 %, n = 12in BD BACTEC™ Plus areob/F- und 83,33 % in BD BACTEC™
Plus anaerob/F Blutkulturflaschen), Candida albicans (50,00 %, n = 12) und Bacillus subtilis (16,67 %,
n = 12). Alle Negativkontrollproben zeigen kein Wachstum nach 14-tagiger Bebriitung im BD BACTEC-

Blutkulturautomaten.

Tabelle 2: Prozentsatz positiv detektierter, mittels BACTEC 9120-FX von der Gesamtanzahl beimpfter Proben
pro Mikroorganismus und Gruppe

Positive Proben detektiert von
BD BACTEC 9120-FX System

Gruppe A Gruppe B Positivkontrolle

S. epidermidis, ATCC® 12228 ™ 100,00 % (n=9) 88,89 % (n=9) 100,00 % (n=9)

™
S. aureus, ATCC® 6538 100,00% (n=12) | 83,33% (n=12) | 100,00% (n=10)

(BACTEC™ Plus Anaerobic/F)

™
S. aureus, ATCC® 6538 100,00% (n=12) | 33,33% (n=12) | 100,00% (n=10)

(BACTEC™ Plus Aerobic/F)
P. aeruginosa, ATCC® 9027 ™ 100,00 % (n=12) 100,00 % (n =12) 100,00 % (n =10)

E. cloacae, MV 20259 100,00 % (n =9) 55,56 % (n=9) 100,00 % (n =9)

C. sporogenes, ATCC ® 19404™ 100,00 % (n=9) 100,00 % (n=9) 100,00 % (n=9)

C. albicans, ATCC® 90028 ™ 100,00 % (n=12) | 50,00% (n=12) | 100,00% (n=10)
B. subtilis, ATCC® 6633 ™ 100,00 % (n=15) | 16,67% (n=12) | 100,00% (n=11)
A. Brasiliensis, ATCC® 16404 ™ 100,00 % (n =9) 100,00 % (n =9) 100,00 % (n =9)

4.3 Nachweiszeit bis zum mikrobiellen Wachstum

Die Ergebnisse der Detektionszeit (Time to Detection — TTD) von mikrobiellem Wachstum pro Mikroor-
ganismus und Gruppe wird in Abbildung 5 dargestellt. Vergleicht man Gruppe A (mit RESEP-Behand-
lung) und Gruppe B (ohne RESEP-Behandlung), ist nach Kruskal-Wallis und Dunn’s Post-hoc-Test flr
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Staphylococcus epidermidids, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa und Clostridium

sporogenes in Gruppe A die Zeit bis zum Nachweis des mikrobiellen Wachstums signifikant kirzer

(p < 0,01) als in Gruppe B, wahrend es fiir Aspergillus brasiliensis keinen statistischen Unterschied zwi-

schen den Gruppen ergab. Die Ergebnisse fur Staphylococcus aureus, Candida albicans und Bacillus

subtilis wurden aufgrund unterschiedlicher Probengré3e grofier 50 % aus der statistischen Analyse aus-

geschlossen. Vergleicht man die Detektionszeit der Gruppe A mit der Positivkontrolle, so gibt es keinen

statistisch relevanten Unterschied. Anders in Gruppe B, hier finden wir fur alle Stdmme einen statistisch

signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Positivkontrollen mit Ausnahme von Aspergillus brasili-

ensis (p <0,01).
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Abbildung 5: Box-Plot-Diagramm zur Bestimmung der Detektionszeit (TTD) mittels BD BACTEC™ 9120-FX fiir
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4.4 Sensitivitat und Spezifitat

Die durchschnittliche Sensitivitat in Gruppe A betrug 100,0 % (n = 99). Im Gegensatz dazu fanden wir
in Gruppe B eine geringere Sensitivitat von 67,9 % = 11,0 % (n = 96). Die Spezifitdt betrug in beiden
Gruppen 100,0 % (siehe Tabelle 3).

5 Diskussion

Mehrere Validierungsstudien zur Steriltestung von Produkten aus Gewebe- und Zellzubereitungen mit-
tels automatisierter Blutkultursysteme einschlie3lich resinhaltiger Blutkulturflaschen wurden verdéffent-
licht, ohne das Erfordernis, Antimikrobiotika aus den Proben zu entfernen [60,61,62,63]. Die Wirksam-
keit der Elimination hangt jedoch von der Art und Konzentration der verwendeten Antimikrobiotika, sowie
von den verwendeten Harzen ab. Spaargen et al. konnten zeigen, dass die Aktivitat allgemein verwen-
deter Antibiotika innerhalb von 2 Stunden Inkubation in resinhaltigen BD BACTEC™-Plus-Flaschen um
80 bis 90 % abnahm [64]. Die Antibiotikakonzentration wurde so gewahlt, dass sie klinisch erreichbare
Werte widerspiegelt. Andere Autoren [65] zeigten, dass einige der untersuchten Antibiotika in BD BAC-
TEC™-Plus-Flaschen nur teilweise oder gar nicht neutralisiert waren. Schroeter et al. wiesen relevante
Einschrankungen fir die Sterilitdtsprifung mittels Blutkulturflaschen von Hornhautkulturmedien mit ho-
her Antimikrobiotikakonzentration nach [50].

Um eine unvollstandige Neutralisation von Antimikrobiotika durch BD BACTEC™-Plus-Flaschen zu ver-
hindern, wurde in der vorliegenden Studie die zusatzliche Behandlung des Hornhautkulturmediums mit
RESEP und dessen Effekt auf die Sensitivitat des mikrobiellen Wachstumsnachweises untersucht.

In Gruppe A mit zusatzlicher Resinbehandlung konnte eine Sensitivitat von 100 % ohne einen statistisch
signifikanten Unterschied in der Nachweiszeit im Vergleich zu den Positivkontrollen nachgewiesen wer-
den. In Gruppe B dagegen, in der das mit Mikroorganismen gespickte Hornhautkulturmedium direkt in
die Blutkulturflaschen inokuliert wurde, betrug die Sensitivitat 67 % mit einer signifikanten Verzdgerung
der Nachweiszeit fur alle getesteten Mikroorganismen mit Ausnahme von Aspergillus brasiliensis.

Im Einklang mit anderen Ergebnissen von RESEP-Studien konnte eine schnelle und hohe Adsorption
der Antimikrobiotika Penicillin G, Streptomycin und Amphotericin B innerhalb von 20 Minuten erzielt
werden [51]. Nach 20 Minuten RESEP-Behandlung war eine vollstdndige Eliminierung von Streptomycin
und Amphotericin B bei lediglich einigen Restspuren von Penicillin G mittels Ultra-Hochleistungs-flus-
sigkeitschromatographie nachweisbar. Als optimale Behandlung wurde die 20-minttige RESEP-Inku-
bation bei Raumtemperatur sowohl fiir die Elimination antimikrobieller Substanzen aus dem Hornhaut-
kulturmedium als auch fir die Kompatibilitadt mit dem Routineverfahren in der Hornhautbank bestimmt.
Aus friheren Untersuchungen von Lindsey und Riley geht hervor, dass Resine Bakterien weder zurtick-
halten oder inhibieren noch abtéten, und so konnte auch in dieser Studie durch die RESEP-Behandlung
keine hemmende Wirkung auf das mikrobielle Wachstum nachgewiesen werden [66].

Schroeter et al. wiesen Pseudomonas aeruginosa, Clostridium sporogenes, Candida albicans und As-
pergillus brasiliensis mit 10 ml des gleichen Hornhautkulturmediums in BD BACTEC™-Plus/F-Blutkul-
turflaschen zuverlassig nach. Staphylococcus aureus konnte nur in BD BACTEC™ Plus anaerob/F-
Blutkulturflaschen nachgewiesen werden und Bacillus subitilis in 6 von 8 Ansatzen [50]. Die hdhere

Nachweisrate in deren Studie im Vergleich zu Gruppe B kénnte darauf zurlickzufiihren sein, dass die
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Keime direkt in die Blutkulturflaschen inokuliert wurden, nachdem das Medium bereits in die Flaschen
gegeben und darliber eine Verdiinnung erreicht worden war. In der vorliegenden Studie wurden die
Mikroorganismen direkt in das Hornhautkulturmedium geimpft, bevor sie in die Blutkulturflaschen Gber-
fuhrten, um ein kontaminiertes Hornhautkulturmedium zu simulieren.

Thomasen et al. haben ein Protokoll unter Verwendung des automatisierten Blutkultursystems
Bac T/Alert mit zusatzlicher Gabe von Penicillinase evaluiert. Durch die Zugabe der Penicillinase wird
die Wirksamkeit des Penicillins im Hornhautkulturmedium enzymatisch reduziert [67]. Sie fanden keinen
signifikanten Unterschied der Detektionszeiten zwischen den gespikten Proben und den Positivkontrol-
len mit Ausnahme von Bacillus subitilis [67]. Im Gegensatz zu unserer Methode wurden in dem Protokoll
von Thomasen et al. 5 ml Hornhautkulturmedium verwendet und die Testkeime erst hinzugefligt, nach-
dem das Hornhautkulturmedium fir eine Stunde mit der Penicillinase vorinkubiert worden war [67]. Ein
Nachteil dieses Protokolls ist, dass lediglich die Inaktivierung des Penicillins erfolgt und das Enzym auf
alle weiteren Antibiotika und Antimykotika keine Wirkung hat. Aufgrund dessen und angesichts der Er-
gebnisse fir Bacillus subtilis kann davon ausgegangen werden, dass eine zusatzliche Resinbehandlung
des Hornhautkulturmediums, anders als ein enzymatischer Abbau, die Sensitivitat deutlich erhéht. Um
einen besseren Vergleich herstellen zu kdnnen, wurden die gleichen resinhaltigen Blutkulturflaschen in
Gruppe A und Gruppe B verwendet. Daher kann keine Aussage dariiber gemacht werden, ob die Resine
in den Blutkulturflaschen fiir die Sensitivitat, die mit der RESEP-Behandlung erreicht wurde, notwendig
sind. Zusatzliche Tests mit Blutkulturflaschen ohne Resine und spezifische klinische mikrobielle Isolate
sollten durchgefuhrt werden, um die Empfindlichkeit des mikrobiologischen Testsystems unter Verwen-
dung von RESEP weiter zu charakterisieren. Mistd et al. berichten Gber die Verwendung von RESEP
zur Entfernung von Antimikrobiotika aus Kultivierungs- und Transportmedien fir Augenhornhaute
(CARRY-C und TISSUE-C, AL.CHI.MI.ASrl), bevor das Mikrobenwachstum innerhalb von 48 Stunden
von einem weiteren Testsystem, einem automatisierten Lichtstreukultursystem (HB und L, Alifax, Pol-
verara, Italien), abgelesen wird. Sie zeigten auch, dass die Empfindlichkeit auf diese Weise auf 100 %
erhoht werden konnte [52]. In der prospektiven Studie von Vignola et al. wurden drei Proben nur dann
als kontaminiert befundet, wenn das Hornhautkulturmedium (TISSUE-C, AL.CHI.MI.ASrl) mit RESEP
behandelt wurde [45]. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, die derzeit verwendete mikrobiologische
Testmethode neu zu validieren um falsch-negative Ergebnisse zu vermeiden.

Aus den vorgelegten Daten kann abgeleitet werden, dass die Probenbehandlung des Hornhautkultur-
mediums mit RESEP die Empfindlichkeit der mikrobiologischen Tests mit BD BACTEC™-Plus-Blutkul-
turflaschen erhéht und somit antibiotikabedingte, falsche-negative Ergebnissen ausgeschlossen wer-
den kdnnen. Das Risiko Uber die Spenderhornhaut erworbenen Endophthalmitis oder Keratitis kann so

auf ein Minimum reduziert werden.

6 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen dieser Studie konnte die neue innovative Methode zur Eliminierung von Antibiotika aus
Proben fur mikrobiologische Tests mittels RESEP gemaR Europaischem Arzneibuch (Ph. Eur.), Kapitel
2.6.1 und Kapitel 2.6.27, erfolgreich validiert werden. In RESEP-behandelten Proben (n = 99) sowie bei
der Positivkontrolle konnten alle Mikroorganismen bei jeder Messung zu 100,00 % nachgewiesen wer-

den. Anders bei den nicht behandelten Proben, hier wurde eine Gesamtsensitivitat von 67,9 % (n = 96)
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verzeichnet. Dabei zeigen Staphylococcus aureus, Candida albicans und Bacillus subtilis einen signifi-
kanten prozentualen Anteil an falsch-negativen Ergebnissen (p < 0,05). Staphylococcus aureus wurde
bei 4 von 12 Proben in den aeroben BD BACTEC™-Plus/F-Blutkulturflaschen und bei 10 von 12 Proben
in den anaeroben BD BACTEC™-Plus/F-Blutkulturflaschen nachgewiesen. Candida albicans wurde bei
6 von 12 Proben und Bacillus subtilis bei nur 2 von 12 Proben detektiert. Dieses Ergebnis ist insofern
wichtig, da die bakterielle Endophthalmitis und Keratitis Giberwiegend durch Staphylokokken ausgel6st
werden und Candida albicans als der am haufigsten nachgewiesene Keim in der Literatur beschrieben
wird, der in Verbindung mit einer Uber die Spenderhornhaut erworbene Endophthalmitis und/oder Kera-
titis steht.

Die fast hundertprozentige Eliminierung der im Hornhautkulturmedium enthaltenen Antibiotika Penicillin
und Streptomycin und des Antimykotikums Amphetericin B durch die RESEP-Behandlung fiihrt zum
Ausschluss von falsch-negativen Ergebnissen. Das Risiko, eine Endophthalmitis oder Keratitis tber die
Spenderhornhaut zu erwerben, kann dadurch auf ein Minimum reduziert werden. Das vorgestellte Ver-
fahren zur mikrobiologischen Untersuchung von Hornhautkulturmedium unter Verwendung einer zu-
satzlichen RESEP-Behandlung kann leicht in die Routine einer Augenhornhautbank implementiert wer-
den. Um die Empfindlichkeit des mikrobiologischen Testsystems unter Verwendung von RESEP weiter
zu charakterisieren und um eine gréRere Sicherheit gewahrleisten zu konnen, sollten zusatzliche Tests

mit weiteren spezifischen klinisch-relevanten mikrobiellen Isolaten durchgefiihrt werden.
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