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Zusammenfassung. Wir untersuchten 2885 Proben von Or-
gankulturen humaner Korneoskleralscheiben hinsichtlich der
Verkeimung der Gewebe. In 1054 ersten Waschldsungen nach
der Priparation gelang ein Keimnachweis in 118 Fiillen. in
fiinf Fillen Gberlebten unter der von uns verwendeten An-
tibiotika-Kombination Penicillin G. Streptomycin und Am-
photericin B die Keime. Ein Maximum der Verkeimungs-
hiufigkeiten fanden wir fiir die Monate April und Mai. Nach
unseren Ergebnissen ist eine mindestens fiinftigige Gewe-
bekultur in ausreichenden Kulturvolumina erforderlich zum
sicheren Ausschlufl mikrobieller Kontamination. Aul’ Gen-
tamycin in Kulturlésungen sollte bei zunehmender Resistenz-
entwicklung insbesondere bei Staphylokokken der Sicherheit
des klinischen Einsatzes wegen verzichtet werden.

Schliisselwirter: Hornhaut-Organkultur. Nihrmedium. Ver-
keimung, mikrobielle Kontamination. Antibiotika-Resistenz,
Gentamycin.

Microbial contamination of organ cultured corneal grafts

Summary. In an investigation with 2885 samples of organ
culture fluid of human corneoskleral tissue over seven years
we found microbial growth in 118 cases in the primary wash-
ing solution after dissection. In five cases bacteria were able
to survive under an antibiotic combination of penicillin G,
streptomycin and amphotericin B. The highest incidence of
microbial growth was found in the months of April and May.
After our results there has to be an at least five-days period
of tissue culture in reasonable culture volumina to exclude
microbial contamination. Generally. gentamycin should not
any more be used for organ culture with respect to the in-
creasing numbers of gentamycin-resistant stains especially of
staphylokokkus species to provide a loss of security in the
clinical use with a risk of slightly higher contamination rates.

Key words: Corneoskleral tissues, organculture solution, mic-
robial contamination. antibiotic resistance, gentamycin.

Einleitung

Von einer deutlichen Zunahme der Keimbesiedelung und
Keimdichte im Bereich von Konjunktiva und Trinenwegen
nach dem Tod muB bei der Organentnahme zur Gewinnung

humaner Hornhauttransplantate ausgegangen werden [2, 4,
11, 12, 13, 16]. Auch wenn die Priparation unter sterilen
Bedingungen erfolgt. ist somit eine Organverkeimung vor-
auszusetzen [5. 7. 14]. Die Effizienz der deshalb vor Pri-
paration der Korneoskleralscheibe durchgefiihrten Desinfek-
tionsmaBnahmen l1dBt sich leicht durch Keimanziichtung aus
der ersten Immersionslosung der Korneoskleralscheibe nach
der Priiparation feststellen [3. 15].

Das zu erwartende Keimspektrum ist aus Konjunktival-
abstrichen vor der Bulbusentnahme bekannt [6. 15] und wird
zusitzlich zu den Desinfektionsmafinahmen vor Priiparation
weitgehend durch die in der Kulturlésung enthaltenen An-
tibiotika abgedeckt.

Im folgenden mochten wir die klinischen und mikrobio-
logischen Ergebnisse der Hornhaut-Organkulturen von der
zunichst experimentellen Phase 1981—1983 bis heute an un-
serer Klinik darstellen und anhand der Ergebnisse Moglich-
keiten zur Qualitdtssicherung diskutieren.

Material und Methoden

Unser Spenderkollektiv umfalt zum kleineren Teil Organ-
spender, die in der Regel infolge cines internistischen oder
traumabedingten Akutereignisses verstorben sind. Zum gro-
Beren Teil handelt es sich um ein gerichtsmedizinisches Spen-
der-Kollektiv. Das mittlere Lebensalter der Spender lag bei
44.7 Jahren, die mittlere Organentnahmezeit post mortem
betrug 19.6 (1-—96) Stunden.

Nach der Bulbusinspektion und vor der Bulbusentnahme
wird Chloramphenicol- und Natamycin enthaltende Augen-
salbe in den Konjunktivalsack eingebracht, dieser vor Bul-
busentnahme zusitzlich mit Azidamphenicol gespiilt. Die Or-
ganentnahme und Priaparation der Korneoskleralscheibe er-
folgen unter sterilen Bedingungen. Vor der Priparation wird
der gesamte von der Adnexe befreite Bulbus 90 Sekunden in
einer zweiprozentigen Polyvinylpyrrolidon-Jod-Losung ge-
badet. Nach der Priparation wird die Korneoskleralscheibe
in die Kulturldsung tberfiihrt. Diese entspricht MEM mit
cinem zweiprozentigen Zusatz von fetalem Kilber-Serum
(FCS) und enthélt die Antibiotika Penicillin G (Konzentra-
tion 0.1 mg des Na-Salzes pro ml) und Streptomycin (Kon-
zentration 0.1 mg/ml) sowie das Antimykotikum Ampho-
tericin B (Konzentration 2,5 pg/ml). Nach der ersten spalt-
lampen- und spiegelmikroskopischen Untersuchung in einer
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Abb. 1. Anzahl durchgefithrter Keimanziichtungen 1981—1988
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Abb. 2. Relative und absolute Hiufigkeiten positiver primirer Keimanziichtungen

Zellkulturschale wird das Gewebe in die mit einem Volumen
von ca. 200 ml des gleichen Mediums gefiillte Organkultur-
flasche Giberfithrt. Die erste Immersionslosung wird zur mi-
krobiologischen Untersuchung und Keimanziichtung cinge-
schickt. Die Organkulturen werden bei einer mittleren Tem-
peratur von 32 °C gelagert.

Am finften Kulturtag wird das Kulturmedium erneuvert

und eine zweite Probe zur Anziichtung eingesandt. Dieser

Zcitraum ist zum Ausschluf langsam wachsender Kulturen,
wie etwa Hefen oder Pilze, erforderlich [1. 10. 17]. Zudem
lassen sich dann hochresistente Keime, die primiir in unter
der Nachweisbarkeitsschwelle liegenden Keimdichten vor-
handen waren und sich durch die antibiotikabedingte Keim-
selektion inzwischen ausreichend vermehren konnten, wie
zum Beispiel Pseudomonadazeen. sicher nachweisen.

Seit zwei Jahren wird jede Kultur mindestens dreimal



untersucht: nach der Priparation, am flinften Kulturtag und
unmittelbar vor der Transplantation.

Ergebnisse

Insgesamt wurden 2885 Keimanziichtungen durchgefiihrt.
1054 Primdranzichtungen, 916 Zweit- und 915 Endanziich-
tungen (Abb. I).

Die mittlere Kulturdauer unserer Organkulturen betrug
17.9 (1—134) Tage. fiir die transplantierten Gewebe 6,0 (1—
42) Tage. Bei Unterteilung nach dem Ergebnis der primiren
Anziichtung fanden wir fir Gewebe, die sich in primir steriler
Kulturlésung befanden. eine mittlere Kulturdauer von 17.9
Tagen (n=617), 20.8 Tage fiir solche mit primiir verkeimter
Lésung (n=40).

Wir fanden eine relative Héauligkeit positiver primérer
Keimnachweise von 11.2% mit einer Schwankungsbreite zwi-
schen 1,9% fir die ersten drei Monate 1988 und 45.6% [ir
1981 (Abb. 2).

Das Spektrum der gefundenen Keime umfalt als die vier
hiiufigsten Keime acrobe Sporenbildner in 5.0%. Bazillus-
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Tabelle 2. Keime aus 1054 Anztichtungen der ersten Waschlosung

Bakterien /Keime n % d. Anziichtungen |% pos. Kulturen
# Bacillus spp 15 142 % 127 4
« Aerobe Sporenbildner 53 503 % 449 %
» Mikrokokken 9 085 7% 76 %

Staphylokokkus epidermidis 12 1.14 % 10.2 %
* Pseudomonas spezies & 0.57 % 5.1 4

Coryne-Bakterien 8 076 % 68%
= Hefen 7 0.66 % 59%

Schimmelpilze 2 0.19 % V7%

Staphylokokkus aureus 3 0.26 % 2.5 %

nicht fermentative Keime 1] 0.00 % 0.0 %

Enterokokken 2 019 % 1.7 %

Neisseria spp i 0.09 % 0.8 %

Enterobacter cloacae ] 0.00 % 0.0 %4

Gesamt 118 11.20% 100.0%

+: Keime, die unter den in der Kulturlosung enthaltenen Antibiotika bis zur mitt-
leren bzw. letzten Anzichiung tberlebten. Die Folgekulturen aller ibrigen pri-
marverkeimten Anziichtungen waren steril.

Tabelle 3. Keime. die in der Organkulturlsung iberlebten

. 8 55 G . " o mittlere letzte
Tabelle 1. Nachgewiesene Keime in 2885 Anziichtungen humaner Keim Anztichtung
Korneoskleraler Organkulturen (n=268)
Aerobe Sporenbildner 2 1
. i Mikrokokken 1 1
Bakterien/Keime n % d. Anziichungen |% d. Kulluren Pecidomenas Aerugiioss > 2 {1 Spender)
. Hefen 2 0
# Baclllus spp 86 300 % 321 %4 e = 3 1
# Aerobe Sporenbiklner 79 2.70 % 29.5% = 10 5
+ Mikrokokken 26 1.00 % 104 % Gesamt
Staphylokokkus epidermidis 26 0,90 % 97 %
+ Pseudomonas spezies 13 0.50 % 49%
Coryne-Bakterien 11 0.40 % 41 %
+Helen 9 0.30 % 33% . . . .
Schimmelpilze 3 0.20 % 207 arten in 1,4%, Staphylokokkus epidermidis in 1,1% und Mi-
Staphylokokkus aureus 3 0.10 % 117 krokokken in 0.9% der Erstanziichtungen der Kulturen. In
night: {ermzatatha:-Kaime 3 040" 11 Tabelle | sind die 268 positiven bakteriologischen Befunde
Enterokokk 2 0.07 % 07 % » . . s
e e ; ; aus 2885 Anziichtungen dargestellt, demgegentiber die 118
Neisseria spp 1 003 %4 0.4 % - . = S e S
Enterobacter cloacae 1 0.03 % 047 posiliven Ergebnisse aus 1054 Primiruntersuchungen in
o r— Tabelle 2.
Gesamt 268 3% 00 % : : o i 4 ;
o Die mit ..%" signierten Keime konnten auch in der Se-

#: Keime, die unter den in der Kulturlosung enthaltenen Antibiotika bis zur mitt-
leren bzw. letzten Anziichtung liberlebten.

kundir- bzw. letzten Anzichtung nachgewiesen werden
(Tabelle 3), missen somit als durch die angewandte Anti-
biotikatherapie nicht erreicht eingestull werden, wobei eine
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Abb. 3. Monatliche Verteilung der Hiufigkeiten der Verkeimungen von Hornhaut-Organkulturen 1981—1988



106

Sekundérkontamination bei Medienwechsel nicht mit letzter
Sicherheit ausgeschlossen werden kann.

Teilt man die primér verkeimten Gewebe nach dem Mo-
nat der Verkeimung auf, so findet sich in unseren Beobach-
tungen Uber sieben Jahre das Maximum verkeimter Gewebe
zwischen April und Juni, und nicht, wie zu erwarten gewesen
wire, in den wirmeren Sommermonaten, und ist iiber den
Rest des Jahres weitgehend konstant (Abb. 3).

Diskussion

Die Darstellung der Anzahl durchgefiihrter Keimanziichtun-
gen spiegelt die Entwicklung der Gewebekultivierung unserer
Transplantate von der experimentellen Erprobung zur kli-
nischen Routinemethode wieder, wie sie seit 1984 in unserer
Klinik eingefiihrt ist.

In den Jahren der experimentellen Hornhautkonservie-
rung in unserer Klinik wurde nur bei mikroskopischem Hin-
weis auf Verkeimung im Sediment der Kultur eine Anziich-
tung vorgenommen, was einerseits die niedrige Rate der
durchgefithrten Untersuchungen erkldrt und auf der anderen
Seite die sehr hohe Verkeimungsrate in den ersten Jahren
verstdndlich macht. Fir eine klinische Routinemethode reicht
die mikrobiologische Anziichtung bei Hinweisen aul Kon-
tamination nicht aus. Zur Minimierung des Operationsrisikos
fiir den Organempfinger sind strikte aseptische Arbeitsweise
und regelmiBige mikrobiologische Untersuchungen auch der
letzten Kulturldsung vor Transplantation erforderlich.

Die relativ hohe mittlere Temperatur der Organkulturen
um 32 °C bewirkt ein beschleunigtes Wachstum von Bakte-
rien und Pilzen, die durch die in der Nihrlésung enthaltenen
Antibiotika nicht erreicht werden. Diese Beschleunigung des
Keimwachstums wird in gekiihlten Medien nicht beobachtet
und bietet eine zusitzliche diagnostische Sicherheil in der
mikroskopischen wie makroskopischen Beurteilung der Ste-
rilitdt einer Organkultur, da unter diesen Temperaturbedin-
gungen eine vorhandene Verkeimung nach einigen Tagen auf
jeden Fall sichtbar ist. Bei dann sterilem Befund ist eine
primire Verkeimung weitgehend ausgeschlossen. In spiiteren
Kulturen positive Keimnachweise sind in der Regel durch
Sekundirkontamination, zum Beispiel unsteriles Arbeiten bei
Medienwechsel, zu erkldren und kénnen durch entsprechende
Vorsichtsmafnahmen weitgehend ausgeschlossen werden.
Die in der Literatur angegebenen deutlich niedrigeren Ver-
keimungsraten bei Verwendung gekihlter Konservierungs-
methoden [ 1., 3. 8] bedeuten also nicht eine niedrigere Kon-
taminationsrate, sondern cine geringere Wahrscheinlichkeit
des Nachweises vorhandener Keime bei niedrigerer Keim-
dichte [19].

Die mittlere Organkulturdauver unserer Spendergewebe
liegt bei insgesamt 18, (iir transplantierte Hornhéute bei sechs
Tagen. Dies erklirt sich durch die oben erwidhnte Beobach-
tung, dal} langsam prolifericrende Keimpopulationen frii-
hestens nach [iinl bis sechs Tagen sicher mikrobiologisch
erfalit werden konnen, weshalb die Transplantate entweder
direkt nach der Priparation oder nach mindestens 5—6 Ta-
gen Organkultur verarbeitet werden.

Wir konnten zeigen, dal} keine Abhidngigkeit zwischen
der Verkeimung der Primérkultur und der Kulturdauer be-
steht, die Kulturdauer also nicht mit dem Vorhandensein von
Keimen in den Nidhrmedien korreliert. Die héhere Kultur-
dauer der primir verkeimten Hornhédute ist dadurch erklért.
daB diese zwar von der Transplantation ausgeschlossen wur-
den, nach Keimvernichtung durch die Antibiotika jedoch

weiter kultiviert wurden. Dies zeigt die Wirksamkeit der an-
gewandten Antibiotikamedikation.

Die monatliche Verteilung der Verkeimungen der Or-
gankulturen zeigt ein Maximum fiir die Monate April und
Mai, eine Abhédngigkeit von der Umgebungstemperatur ist
nicht zu sehen. Dies hat uns insofern tiberrascht, als wir einen
Zusammenhang der Keimdichte in der Konjunktiva mit der
AuBentemperatur und damit auch eine Auswirkung auf die
Verkeimung der Organkulturen erwartet hatten. Dies Ergeb-
nis lifBt zwei Interpretationsmoglichkeiten zu: entweder es
besteht keine Auswirkung der Umgebungstemperatur auf die
Keimbesiedelung der Konjunktiva; oder eine erhéhte Keim-
dichte bei zunchmender Umgebungstemperatur wirkt sich bei
ausreichend effektiver Desinfektion nicht auf die Verkei-
mungsrate der Organkulturen aus. Das heilit, dafi eine héhere
Umgebungstemperatur fiir die Sterilitdt organkultivierter Ge-
webe keine Rolle spielt.

Das Keimspektrum entspricht nach der Haufigkeit des
Auftretens weitgehend dem der Standortflora der Haut. Die
Keime sind in vitro bis auf Pseudomonas gegen die verwen-
dete Antibiotikakombination in den angewandten Konzen-
trationen ausreichend sensibel. Warum dennoch je ein Keim-
stamm aerober Sporenbildner, Mikrokokken und Bazillus
iiberleben konnten. ist unklar.

Pseudomanadazeen wiren durch Gentamycin erreicht
worden. Auf der anderen Seite wirkt Gentamycin. welches
fiir Organkulturen von Korneoskleralgewebe am héufigsten
verwendet wird (z. B. im McCarey-Kaufmann-Medium oder
K-Sol). nur bedingt gegen Streptokokken und hat eine Wirk-
liicke gegen Enterokokken, welche in 0.2% unserer Kulturen
gefunden wurden. Es wurde eine zunchmende Plasmid-ab-
hiingige Resistenzentwicklung gegen Pseudomonas und ins-
besondere Staphylokokken beobachtel. Inzwischen werden
in mehr als fiinf Prozent der Stimme von Staphylokokkus
aurcus Resistenzen gegen Gentamycin beobachtet [18], was
die Sicherheit der Therapic in der Klinik erheblich beein-
triichtigt. Es bietet den vorgefundenen Keimen gegeniiber
also insgesamt geringe Vorteile. die jedoch in Frage gestellt
werden mussen wegen zunchmender Resistenzentwicklung
und damit Selektion resistenter Keime, die dann in der Klinik
kaum behandelbar sind.

In Konsequenz dieser Beobachtungen werden in der
Hornhautbank der Universitits-Augenklinik Hamburg
Transplantate in der Regel innerhalb der ersten 24 Stunden
nach Kulturbeginn oder nach Vorliegen des Ergebnisses der
zweiten Anziichtung zur Transplantation vorgesehen. Die
Lagerung der Gewebe erfolgt in groffen Volumina. um héu-
fige Medienwechsel und damit die Gelahr sekundédrer Ver-
keimung zu vermeiden. Wir verzichten bewuf3t auf den Ein-
satz von in breiten Spektren wirksameren Antibiotika, ins-
besondere Gentamycin. um deren Effektivitit im Einsatz bei
sich entwickelnder intraokularer Infektion nicht durch Re-
sistenzentwicklung zu reduzieren. Eine moglicherweise ge-
ringfligig hdhere primére Verkeimungsrate wird dafiir in
Kauf genommen [9, 17].
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