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Bacterial contamination of corneal donor tissue: origin of
organisms

Zusammenfassung. Zur Untersuchung der Herkunft von Kei-
men in Organkulturen humaner Korneoskleralscheiben ver-
glichen wir die Ergebnisse von Konjunktivalabstrichen mit
den Anziichtungen aus Nihrlgsungen der Organkulturen. Wir
konnten zeigen, dall weder eine post-mortem-Zeit bis 60 Stun-
den noch das Spenderalter eine Rolle fiir das AusmaB der Ver-
keimung von Konjunktiva und der Organkulturen spielen. Ei-
ne Keimbesiedelung der Konjunktiva konnte in 54% aller
Abstriche nachgewiesen werden, wobei Partneraugen nicht
unbedingt die gleiche Besiedelung zeigten. Keime. die in der
Bindehaut nachgewiesen worden waren, verursachten in kei-
nem Falle eine Verkeimung der Kulturen. Auf der anderen
Seite konnte keiner der in der Organkultur nachgewiesenen
Keime auf die Keimflora der Konjunktiva zuriickgefiihrt wer-
den. Ein steriler Bindehautabstrich ist also nicht gleichbedeu-
tend mit der Sterilitét einer Organkultur.

Schliisselwirter: Hornhaut-Organkultur - Nihrmedium -
Mikrobielle Kontamination - Post-mortem-Zeit - Konjunk-
tival-Abstrich

Summary. We compared the results of microbiological cultu-
res of conjunctival swabs and organ culture samples of human
corneoscleral tissue and found bacterial contimination of the
conjunctiva in 54% of all eyes investigated post mortem.
Donor age or time after death up to 60 h showed no influence
on the rate of microbial growth. The bacterial flora in the con-
junctiva was not responsible for microbial growth in the organ
cultures, and none of the bacteria found in the cultures could
be related to the conjunctival flora. A sterile conjunctival swab
doss not mean that the organ culture is sterile.

Key words: Organ culture - Corneoscleral tissue - Microbial
contamination - Post mortem time - Conjunctival swab

Obwohl Spendergewebe zur Keratoplastik als nicht steril be-
trachtet werden kann, hat dieser Eingriff eine sehr geringe

Vortrag gehalten auf der 86. Tagung der Deutschen Ophthalmologi-
schen Gesellschaft in Berlin

Inzidenz postoperativerintraokularer [nfektionen[2,4,7, 8, 10,
12]. Andererseits findet man bei einem betrichtlichen Anteil
der in gekiihlten wie erwdrmten Kulturmedien konservierten
Gewebe eine Verkeimung in der Organkultur [1, 3, 6, 9, 11, 14,
18], die spenderseitigen Risikofaktoren fiir eine bakterielle
Kontamination des Gewebes sind nicht bekannt 5, 10, 13, 17].
Wiruntersuchten deshalb die konjunktivale Keimbesiedelung
unseres Spenderguts vor der Bulbusentnahme und verglichen
die Ergebnisse mit den Keimen, die wir in Organkulturen fan-
den.

Material und Methoden

In unserer Routine wird nach Entnahme der Konjunktivalabstriche
Chloramphenicol- und Natamycin-enthaltende Augensalbe in den
Konjunktivalsack eingebracht, dieser vor Bulbusentnahme zusitzlich
mit Azidamphenicol gespiilt. Vor der Priaparation der Korneoskleral-
scheibe schlieBlich erfolgt ein dreiminiitiges Bad in einer zweiprozen-
tigen Polyvidon-Jod-Ldsung.

Nach der Priparation wird die Korneoskleralscheibe in das Kultur-
medium (MEM mit 2% fetalem Kilber-Serum) iiberfithrt. Dies
enthilt die Antibiotica Penicillin G (Na-Salz, 0,1 mg/ml) und Strep-
tomycin (0,1 mg/ml) sowie das Antimykoticum Amphotericin B
(2,5 pg/mi).

Die Entnahme der Bindehaut-Abstriche erfolgt mit sterilen Tup-
fern im unteren Fornix vor der Antibiotica-Applikation, die Anziich-
tung der Abstriche wie auch des eingesandten Materials aus den Kul-
turldsungen in TVLS-Medium. Die Entnahme von Proben der
Organkulturen erfolgt aus der ersten Waschlésung sowie am fiinften
und letzten Kulturtag [1, 11, 18].

Ergebnisse

Die mittlere Kulturdauer der Organkulturen ( n=389) betrug
14,75 Tage und unterschied sich nicht wesentlich fiir sterile
(13,3 Tage) und verkeimte (17,9 Tage) Kulturldsungen
(Abb. 1).

Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen Lebensalter
oder post-mortem-Zeit und der Verkeimungshiufigkeit der
Konjunktivalabstriche bzw. der Kulturen. Die durchschnittli-
che post-mortem-Zeit betrug bei verkeimten Bindehautabstri-
chen 24,5 h, bei sterilen 23,9 h, fiir verkeimte Organkulturen
20,3 h, fiir sterile 23,7 h (Abb, 2a links). Das Lebensalter lag im
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Abb. 1. Mittlere Kulturdauer der Hornhaut-Organkulturen 1987/88
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Abb. 2. a,b. Bakterielles Wachstum in Conjunktivalabstrich und
Organkultur zu post-mortem-Zeit und Spenderalter (a); b Abhiingig-
keit von Conjunktivalabstrich und Organkultur zur post-mortem-Zeit

Tabelle 1. Keime aus 389 Organkulturen humaner Corneoskleral-
scheiben 1987/88

Keime n % der pos. % der
Anziichtungen Kulturen
Mikrokokken 3 16,6 0,8
Bacillus species 10 55,6 2,6
Pseudomonas species 4 222 1,0
Hefen 1 5,6 0.3
Gesamt 18 100,0 4,7

Tabelle 2. Keime aus 93 post mortem entnommenen Conjunctival-
Abstrichen

Keime Conjunc-  Anzahl nach- % der
tivalabstr.  gewiesener  Abstriche
n (abs.) Keime

Kein Keimwachstum 43 0 46,2
Einfachverkeimung 32 32 344
Mehrfachverkeimung 18 42 194
Gesamt 93 74 53.8
davon

Staph. epidermidis 28 37.8 30,1
aerobe Sporenbildner 1 1,3 1,1
Staphylococcus aureus 3 4.1 3.2
B-haemol. Streptokokken 1 1,3 1,1
vergriinende Streptok. 14 18,9 15,1
Enterokokken 4 5.4 43
Corynebakterien 9 12,2 9.7
Neisseria species 1 1,3 1,1
Enterobacter 2 2.8 2.2
Serratia 2 2.8 22
Citrobacter 3 4.1 3,2
Hefen 4 5.4 43
Dermatophyten 1 1.3 1.1
Acinetobacter 1 1.3 1,1
Gesamt 74 100,0 53.8

Tabelle 3. Keime, die in 389 humanen Corneoskleral-Organkulturen
unter den enthaltenen Antibiotica (Penicillin G, Streptomycin, Am-
photericin B) iiberlebten

Keime n % der pos. U% der
Anziichtungen Kulturen
Bacillus species 3 429 0.8
Pseudomonas species 4 571 1,0
Gesamt 7 100,0 1,8

Durchschnitt bei 36,8 Jahren fiir verkeimte und bei 40,2 Jah-
ren fiir sterile Bindehautabstriche, bei 40,6 J. fiir verkeimte
und 44,2 J. fiir sterile Organkulturen (Abb. 2a rechts).

An 93 Bindehautabstrichen liel3 sich in 53,8% eine Verkei-
mung nachweisen. Der Anteil verkeimter Abstriche (jeweils
etwa 50%, Abb. 2b links) war fiir die post-mortem-Zeitraiume
1-12, 13-24 und 24-62 h post mortem weitgehend gleich. Der
Anteil verkeimter Kulturlésungen (Abb. 2b rechts) schwankte
deutlich zwischen 5/34 fiir einen Zeitraum post mortem von
1-12 hpm, 7/161 fiir 13-24 h und 1/148 bei einer PMZ von mehr
als 24 h (Abb. 2b). Eine statistische Signifikanz wurde damit
nicht erreicht (p = 0,063).

In 389 Anziichtungen fanden wir in4,7% eine Verkeimung
der Organkulturen (Tabelle I).

Der Vergleich der Keime in Konjunktivalabstrichen und
Organkulturen zeigt ein deutlich vielseitigeres und in Rich-
tung der typischen Korperoberflichenkeime verschobenes
Spektrum in der Konjunktiva post mortem (Tabelle 2). Der
von uns angewandten Antibiotica-Kombination gegeniiber
erwiesen sich in drei Féllen Bacillus und in vier Fillen Pseudo-
monas-Spezies als resistent (Tabelle 3).
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Abb. 3. Kulturdauer und bakterielles Wachstum in Conjunktivalab-
strich und Organkultur

Weder die Verkeimung des Bindehautabstriches noch die
Anziichtung von Keimen in der ersten Kulturldsung beein-
fluBten die mogliche Dauer der Organkultur, was die Vertei-
lung des Anteils an Verkeimungen {iber alle Zeitriume zeigt.
Man findet Schwankungen in der Gruppe der Konjunktival-
Abstriche zwischen 30,7 und 83,3% (Mittelwert 55,1%, Stan-
dardabweichung 21,9), in der Gruppe der Organkulturen zwi-
schen 0 und 5,8% (Mittelwert 3,6%, Standardabweichung 2.1),
aber die Werte lassen keine Tendenz erkennen (p > 0,1
bzw. >0,9). Eine Abhéngigkeit der Verkeimungshéufigkeit fiir
die zugehorigen Zeitraume zwischen den Bindehaut-Abstri-
chen und den Organkulturen fanden wir folglich nicht
(Abb. 3).

Diskussion

Die mittlere Kulturdauer der Organkulturen unterschied sich
nicht wesentlich filir sterile und verkeimte Kulturlésungen.
Dabei fanden wir eine geringfligig ldingere Kulturdauer fur
Gewebe in primér verkeimten Medien als flir solche in sterilen
Losungen. Das erklért sich dadurch, daB3 verkeimte Gewebe
von der Transplantation ausgeschlossen wurden, jedoch bis
zum Vorliegen der Ergebnisse von zwei Kontrollanziichtun-
gen weiterkultiviert wurden. Da nur Organkulturen, die nicht
offensichtlich verkeimt waren, weiterkultiviert wurden, be-
deutet die ldngere Kulturdauer bei primédrer Nihrmedienver-
keimung eine weitgehende Keimelimination, was auch eine
Keimpersistenz in nur 1,8% der Fille bestitigt (Abb. 1); [3, 11,
15. 18].

Ein prognostisch ungiinstiger EinfluB von Spenderalter
oder post-mortem-Zeit auf das Uberleben der Gewebe be-
steht nach unseren Befunden nicht, da keine Unterschiede fiir
die beiden Parameter zwischen den Gruppen gefunden
werden konnten. Dies bedeutet eine erhebliche Erweiterung
des potentiellen Organspenderkollektivs und damit bei ent-
sprechend gréBerer Auswahl die Moglichkeit der Qualitdtsver-
besserung der Transplantate (Abb. 2a).

Die Bedeutung des Abfalls der Verkeimungshdufigkeit in
den Organkulturen bei langeren post-mortem-Zeiten ist
unklar und muB durch gréBBere Fallzahlen statistisch in seiner
Aussagekraft gezeigt werden. Eine plausible Erklirung sehen
wir nicht (Abb. 2b).
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Der Anteil von Verkeimungen in Bindehautabstrich und
Organkultur in den verschiedenen Kulturdauer-Zeitriumen
war weitgehend gleichmilig verteilt, eine Korrelation stati-
stisch nicht darstellbar (Abb. 3).

Die Zuverlissigkeit von Keim-Anziichtungen ist nicht nur
von deren Vorhandensein, sondern auch von der Keimdichte
abhingig [19]. In Einzelfillen konnten wir bei negativer primé-
rer Anziichtung in spdteren Kulturen ein Keimwachstum
nachweisen. Dabei handelte es sich in der Regel um langsam
wachsende und durch unsere Therapie nicht erreichte Popula-
tionen, die demzufolge in so niedriger Keimdichte vorhanden
waren, daf3 sie zunéchst nicht erfait wurden. Ein steriler Bin-
dehautabstrich ist demzufolge nicht gleichbedeutend mit der
Sterilitdt einer Organkultur. Trotz steriler Bindehautabstriche
verkeimte Nihrlosungen zwingen zu regelméiBiger Sterilitits-
kontrolle, insbesondere auch unmittelbar vor einer geplanten
Transplantation.

Auf der einen Seite war der Anteil an Konjunktivalabstri-
chen ohne Keimnachweis mit 46,2% bei definierter Entnah-
metechnik erstaunlich hoch, auf der anderen Seite fanden wir
keinen der aus den Abstrichen angeziichteten Keime in den
Organkulturen wieder. Dies ist nur dadurch zu erklédren, dafl
die in hoher Keimdichte im Bindehautsack vorhandenen Kei-
me das Wachstum anderer Keimpopulationen behindern.
Wennsie dannin der Antibiotika-haltigen Nihrlgsungabgetd-
tet werden, kénnen die gegeniiber den Antibiotika nicht sen-
siblen Keime proliferieren und zu einer fiir den Nachweis aus-
reichenden Keimdichte heranwachsen.

Die von uns vorgefundene Resistenz dreier Bacillus-Stim-
me palBt nicht zu der weitgehenden Sensibilitdt von Bacillus-
Species in vitro gegeniiber Penicillin in der angewandten Do-
sis, einzelne Stimme weisen jedoch Plasmid-kodierte Resi-
stenzen sowohl gegen Penicillin als auch gegen Tetrazykline
und Gentamycin auf. Dies entspricht unseren fritheren Ergeb-
nissen. Eine Wirkliicke der Kombination gegen Pseudomona-
den hingegen ist bekannt [6, 19].

Die Qualitdt der PVP-Desinfektion vor Priparation und
der angewandten Antibiotica-Kombination in den Kulturme-
dien zeigt sich darin, dal} keiner der in den Konjunktivalabstri-
chen nachgewiesenen Keime in der Kulturlosung wiederge-
funden wurde und in nur sieben Fillen (1,8%) eine Keimpersi-
stenz in den Kulturlésungen zu beobachten war [15, 16].

Die angewandte Antibiotica-Kombination zeigt dabei ein
nicht ganz so breites Wirkspektrum wie Gentamycin, dafiir ist
die Gefahr der Selektion Gentamycin-resistenter Keime, die
dann bei Entwicklung einer Infektion nach der Transplanta-
tion kaum noch therapierbar sind, reduziert [20].

Fiir die nach den Konjunktivalabstrichen zu erwartenden
und unter der bisherigen Therapie als resistent einzustufen-
den Keime gilt es nun, eine suffiziente Chemotherapeutica-
Kombination zu finden, die von der klinischen Seite keine
Probleme beziiglich toxischer oder allergischer Nebenwirkun-
gen erwarten 1dBt, einen zuverldssigen Schutz vor Keimwachs-
tum in der Organkultur bietet und in der erforderlichen Kon-
zentration nicht endotheltoxisch ist. Sie sollte eine moglichst
niedrige Resistenzentwicklung zeigen, dennoch in der klini-
schen Routine nicht eingefiihrt sein, um etwaigen Komplika-
tionen mit resistenten Problemkeimen vorzubeugen.
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