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1. Zusammenfassung

Antibiotische Augentropfen werden ublicherweise zur Behandlung von Infektionen im
Bereich des Auges eingesetzt, wie z.B. bei Konjunktivitis, Keratitis oder Blepharitis.
Auch werden sie zur Prophylaxe nach Operationen verabreicht. Durch den
Tranennasenkanal ist eine anatomische Verbindung zwischen dem Auge und der
nasalen Schleimhaut vorhanden, weshalb ein moglicher Einfluss von Augentropfen in
diesem Bereich nicht auszuschliel3en ist. Dies wurde im Rahmen der folgenden
Diplomarbeit untersucht.

Methoden

Es wurden 20 gesunde Probandinnen zwischen 18 und 45 Jahren in eine mono-
zentrische, einfach-verblindete, randomisierte, kontrollierte Parallelgruppenstudie
eingeschlossen. Je 5 Probandinnen erhielten jeweils Gentamicin, Ciprofloxacin,
Povidon konserviert oder Povidon unkonserviert in Form von Augentropfen 4 Mal
taglich uber eine Woche.

Die Povidon Augentropfen dienten als Kontrolle zu den antibiotischen Augentropfen.
Primares Ziel der Studie war der Einfluss der antibiotischen Augentropfen auf das
nasale Mikrobiom und die Wirkung auf das pharyngale Mikrobiom war das sekundare
Studienziel.

Mit Hilfe von zwei Parametern, der Anzahl der Mikroorganismen im nasalen Mikrobiom
und dem phylogenetischen Diversitatsindex, der besagt wie viele verschiedene
Bakterienstamme vorhanden sind, konnte die Veranderung im nasalen und
pharyngalen Mikrobiom beschrieben werden.

Es wurde eine neue Methode, das ,next-generation sequencing“ (NGS), angewendet,
um mehr Informationen Uber das bakterielle Mikrobiom zu erhalten. Der Vorteil von
NGS ist, dass man nicht vor der Untersuchung selektieren muss, sondern das gesamte

Mikrobiom untersuchen kann.



Ergebnisse

Die aus den nasalen Abstrichen bestimmte Anzahl der Mikroorganismen ist vor allem
in den beiden Gruppen, welche antibiotische Augentropfen angewendet haben,
numerisch gestiegen. Der Wert der operational taxonomic units (OTUs) hat in der
Gruppe Ciprofloxacin von 114 + 17 auf 144 £ 45 OTUs (p=0.31) zugenommen und in
der Gruppe Gentamicin von 163 £ 30 auf 243 + 100 OTUs (p=0.06). Zusatzlich wurde
auch eine Zunahme des phylogenetischen Diversitatsindex (pd) von verschiedenen
Bakterienstammen beobachtet. In der Gruppe Ciprofloxacin ist der Wert von 10.2 £+ 1.4
auf 11.8 £ 3.1 pd (p=0.63) gestiegen und in der Gentamicin Gruppe von 12.4 + 1.0 auf
16.9 £ 5.6 pd (p=0.13).

Bei den beiden Kontrollgruppen ist der Unterschied jedoch nicht statistisch signifikant.
Die Fulle der Mikroorganismen ist nur kaum gestiegen von 177 £ 41 auf 186 £ 63 OTUs
(p=0.88) bzw. von 148 + 50 auf 148 £+ 39 OTUs (p=1.0). Der phylogenetische
Diversitatsindex zeigte auch keinen signifikanten Anstieg (13.1 £ 1.7 vs. 13.0 £ 2.7 pd
(p=0.88) und von 11.5 £ 2.9 auf 11.7 £ 2.2 pd (p=1.0)).

Bei den pharyngalen Proben wurden keinerlei relevante Veranderungen festgestellt.

Schlussfolgerung

Die Daten der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass antibiotische Augentropfen
moglicherweise einen Einfluss auf das nasale Mikrobiom haben. Im Gegensatz dazu
konnte kein Effekt auf das pharyngale Mikrobiom nachgewiesen werden. Weitere
Studien mit groReren Fallzahlen sind jedoch notwendig, um die Ergebnisse der

vorliegenden Studie zu bestatigen.



2. Abstract

Antibiotic eye drops are commonly used to treat infections around the eye, such as
conjunctivitis, keratitis or blepharitis. They are also used for prophylaxis after
operations. The tear nasal canal creates an anatomical connection between the eye
and the nasal mucous membrane, which is why a possible influence of eye drops in
this area cannot be ruled out. This was done in the context of the following thesis.

Methods

20 healthy subjects between 18 and 45 years were included in a monocentric, single-
blind, randomized, controlled parallel group study. 5 subjects each received
gentamicin, ciprofloxacin, preserved povidone or unpreserved povidone in the form of
eye drops 4 times a day for a week.

The povidone eye drops served as a control to the antibiotic eye drops. The primary
aim of the study was the influence of the antibiotic eye drops on the nasal microbiome
and the effect on the pharyngeal microbiome was the secondary aim of the study.
With the help of two parameters, the number of microorganisms in the nasal
microbiome and the phylogenetic diversity index, which states how many different
bacterial strains there are in the microbiome, the changes in the nasal and pharyngeal
microbiome could be described.

A new method, namely “next-generation sequencing” (NGS), was used to obtain more
information about the bacterial microbiome. The advantage of NGS is that you don’t

have to select beforehand, but can examine the entire microbiome.

Results

The number of microorganisms determined from the nasal swabs has increased
numerically, especially in the two groups that used antibiotic eye drops. The value of
operational taxonomic units (OTUs) increased in the ciprofloxacin group from 114 £ 17
to 144 £ 45 OTUs (p = 0.31) and in the gentamicin group from 163 + 30 to 243 + 100
OTUs (p = 0.06). In addition, an increase in the phylogenetic diversity index (pd) of

different bacterial strains was also observed. In the ciprofloxacin group the value
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increased from 10.2 + 1.4 to. 11.8 £ 3.1 pd (p = 0.63) and in group gentamicin from
12.4 +1.0to 16.9 £ 5.6 pd (p=0.13).

In the two control groups, however, the difference is not statistically significant. The
abundance of microorganisms only barely increased from 177 + 41 to 186 £ 63 OTUs
(p=0.88) or from 148 + 50 to 148 £ 39 OTUs (p=1.0). The phylogenetic diversity index
also showed no significant increase (13.1 £ 1.7 vs. 13.0 £ 2.7 pd (p = 0.88) and from
11.5+£291t0 11.7 £ 2.2 OTUs (p=1.0)).

No relevant changes were found in the pharyngeal samples.

Summary
The data from the present study indicate that antibiotic eye drops may have an impact
on the nasal microbiome. In contrast, no effect on the pharyngeal microbiome could

be demonstrated. However, further studies with larger subject number are necessary
to confirm the results of the present study.
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3. Hintergrund

3.1. Mikrobiom

Unter dem Begriff ,Mikrobiom® versteht man die Gesamtheit aller Mikroorganismen,
welche genetisch bedingt die Moglichkeit haben, in einem gewissen Bereich zu leben.’
Die Mikroorganismen lassen sich in zwei Gruppen unterteilen, namlich in die
Eukaryoten - wie beispielsweise Protisten, Pilze und Helminthen ? -und in die
Prokaryoten, wie unter anderem Bakterien und Archaeen. 3 Sie haben ein
symbiontisches Zusammenleben und unterscheiden sich in der Zusammensetzung
abhangig vom Ort im Korper, wie Gastrointestinaltrakt, Haut oder Atemwege, aber
auch vom Alter oder vom Lebensstil (z.B. Ernahrung oder Rauchgewohnheiten) des
Wirts. 4 Deshalb variiert der Phanotyp des Mikrobioms, abhangig von
Umwelteinflissen, bei jedem Menschen stark voneinander. °

Die vorliegende Arbeit widmet sich dem bakteriellen Mikrobiom, da Bakterien am
haufigsten und in vielfaltigster Art vorkommen. 2

Die Mikroorganismen des Mikrobioms befinden sich normalerweise in einem
okonomischen Gleichgewicht. Gerat dieses jedoch aufgrund von Storfaktoren, dazu
zahlen Medikamente und vor allem Antibiotika, aus der Balance, kann das Entstehen
oder die Weiterentwicklung von Krankheiten gefordert werden.

So konnte bereits gezeigt werden, dass der Effekt von oral eingenommenen Antibiotika
auf das gastrointestinale Mikrobiom von vielen Faktoren abhangig ist, wie der
Beschaffenheit des Darms, der Ernahrung, der Dauer der Antibiotikaeinnahme und
auch der Pharmakokinetik der Antibiotika &
Es wurde beobachtet, dass die Anzahl der fakultativ anaeroben Proteobakterien, wie
z.B. Eschericha Coli (E. Coli) im Darm nach Antibiotikatherapie zunimmt. Dies lasst
sich darauf zurickzuflhren, dass E. Coli resistent gegen bestimmte Antibiotika sind
und eine hohe Uberlebensfahigkeit im Darm haben. 7 Die Einnahme von Antibiotika in
den ersten Lebensjahren kann die Entwicklung des Mikrobioms und die Entstehung
von Antibiotika resistenten Mikroorganismen (AR) beeinflussen.
AuBerdem kann eine kurze Antibiotikaeinnahme zu Diarrhoe und bei langer
andauernder Therapie zu Allergien, Fettleibigkeit oder Diabetes Mellitus Typ 1 oder 2
flhren. &9
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Der Zusammenhang zwischen Antibiotika und Fettleibigkeit erscheint nicht
offensichtlich, jedoch sind die Metaboliten, die an der Insulinsensitivitat beteiligt sind,
essentiell fur die Verstoffwechselung von Nahrung. Wird das Gleichgewicht des
Mikrobioms gestort, konnen Stoffwechselwege im Darm nicht funktionieren und
Nahrungs-bedingte Fettleibigkeit ist eine mdgliche Folge. °

Dies kann dann weiters kardiovaskulare und anderer Adipositas-assoziierte

Krankheiten versuchen. 10

In anderen Studien wurde gezeigt, dass neurodegenerative Krankheiten, wie z.B.
Demenz oder Morbus Alzheimer, moglicherweise in Verbindung mit einer Dysbalance

des Mikrobioms des Gastrointestinaltraktes steht.

Es wird vermutet, dass infektiose Erreger sowohl Uber den Gastrointestinaltrakt als
auch Uber die NasenhoOhle in den Korper und in Folge in das Gehirn gelangen
konnen.?

Auf das Mikrobiom des Nasenrachenraumes wird im folgenden Teil der Diplomarbeit

genauer eingegangen.
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3.2. Bakterien

Bakterien sind eine Spezies der biologischen Vielfalt an Mikroorganismen. Zusammen
mit den Archaeen gehoren sie zu der Gruppe der Prokaryoten. 3

Prokaryoten sind Zellen, die im Gegensatz zu Eukaryoten keinen Zellkern mit
Chromosomen und keine Mitochondrien besitzen. Bei den Prokaryoten befinden sich
die Chromosomen frei innerhalb der Plasmamembran. Die DNA befindet sich in einem
Bereich, der Nucleoid genannt wird. 4

Charakteristisch fur Bakterien und Archaeen ist eine 16S rRNA-Gensequenz im
Genom, die vor allem in der Mikrobiomanalyse mittels DNA-Sequenzierung

nachgewiesen werden kann. 131

Bakterien konnen sich nicht nur physiologisch im Mikrobiom befinden, sondern auch
pathologisch die Ursache bzw. der Ausloser von Krankheiten sein. Dazu zahlen
Infektionen, wie zum Beispiel Lungenentzindung, chronische Wunden,
Augenentziindungen oder Ohrenentziindungen. 6

Bakterielle Erreger befallen bevorzugt ahnliche Regionen im Korper. Zum Beispiel
infiziert das Bakterium Neisseria meningitidis meistens die Hirnhaute, wodurch eine
Hirnhautentzindung (Meningitis) entstehen kann. Jedoch ist es moglich, dass dieser

Erreger in die Lunge gelangen und dort eine Lungenentziindung auslésen kann.'”

Als anderes Beispiel verursacht das Bakterium Staphylokokkus aureus vor allem Haut-
und Weichteilinfektionen, kann aber auch Uber die Blutbahn in andere Organe
gelangen und dort Infektionen auslosen. Der Korper reagiert auf bakterielle Infektionen
mit einer Immunantwort. Behandeln lassen sich bakterielle Infektionen mit
Antibiotika."”

Bakterielle Zellen lassen sich in zwei Gruppen unterteilen, die sich im strukturellen
Aufbau unterscheiden. Es gibt gram-positive und gram-negative Bakterien.
Gram-positive Bakterien bestehen aus einer zytoplasmatischen Membran, die von
einer dicken Zellwand (Peptidglykan-Schicht) umgeben sind.

Gram-negative Bakterien sind von einer dunnen Zellwand umgeben, die wiederum

zusatzlich von einer Lipid-Membran, der ,outer membrane® (OM), umhullt wird.
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Zwischen zytoplasmatischer Membran und OM-Schicht, befindet sich der
periplasmatische Raum. @

Die OM befindet sich Uber der Peptidoglykan-Schicht und dient dem zusatzlichen
Schutz der Zelle, so dass Medikamente schwieriger eindringen konnen.

Die Peptidoglykan-Schicht besteht aus Disacchariden (N-Acetylglucosamin-N-

Acetylmuraminsaure) und bestimmt aufgrund seiner Steifigkeit die Zellform. '°

Gram Positive

Plasma Membrane

Periplasmic space

Peptidoglycan

Plasma Membrane
Periplasmic space
Peptidoglycan
Outer membrane

(lipopolysaccharide
and protein

Gram Negative

Abbildung 1: Struktureller Unterschied von gram-positiven und gram-negativen Bakterienzellen'®
Copyright © 2017 mit Genehmigung von Wolters Kluwer Medknow Publications, Nr. 501694754
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3.3. Tranennasenkanal (Ductus nasolacrimalis)

Der Tranennasenkanal ist Teil der ableitenden Tranenwege und dient dem AbflieRen
von Tranenflussigkeit von der Augenoberflache in den unteren Nasengang.

Nasal an das Auge angrenzend befindet sich der Tranensack, der in den
Tranennasenkanal mundet. Dieser befindet sich in einem kndchernen Gang, der von
dem Oberkieferknochen (Maxilla) und vom Tranenbein (Os lacrimale) gebildet wird.
Gemeinsam mit den oberen und unteren Tranenkanalchen (Canaculi lacrimalis
superior und inferior) bilden der Tranensack (Saccus lacrimalis) und der
Tranennasenkanal das Weichgewebe der ableitenden Tranenwege. Der
Tranennasenkanal endet unterhalb der Nasenmuschel in den unteren Nasengang
(Meatus nasi inferior), wodurch eine anatomische Verbindung zwischen Auge und
Nase entsteht. 2°

Punctum lacrimale
superius

Septum orbitale

Canaliculus lacrimalis
superior

Ligamentum palpebrale Saccus lacrimalis

laterale

Canaliculus lacrimalis
inferior

Punctum lacrimale
inferius

= i Ductus nasolacrimalis
Sinus maxillaris

) Concha nasalis inferior
Ostium des

Ductus nasolacrimalis

Meatus nasi inferior

Abblldung 2: Ableitende Trénenwegezo — Copyright ©2016 mit Genehmigung von Springer Nature, Nr. 5198081151004
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3.4. Nase und Nasales Mikrobiom

Die Nase ist ein Teil der oberen Atemwege und ist mit einer Schleimhaut ausgekleidet,
die gram-positive Bakterien, wie Actinobakterien, Bifidobakterien, Corynebakterien,
Staphylokokken, Streptokokken, Dolosigranulum und gram-negative Bakterien, wie
Moraxella, beherbergt. Zusatzlich wurden auch Pilze, Viren und Archaeen im nasalen
Mikrobiom nachgewiesen.*

Unter Dysbiose versteht man das Ungleichgewicht zwischen den physiologischen und
den pathogenen Bakterien im Mikrobiom, bei dem die Anzahl der pathogenen Keime
Uberwiegt. 2> 22 Eine Balance bzw. Dysbalance der Bakterien hat einen grofien
Einfluss auf die Gesundheit der Schleimhaut und den Schweregrad von

Erkrankungen.?®

Studien haben gezeigt, dass Patienten mit chronischer Rhinosinusitis mit nasalen
Polypen im Vergleich zu Patienten ohne Polypen die Anzahl von Bakterien deutlich
geringer ist. 2 Die Diversitat ist jedoch bei beiden Gruppen gleich. 2°

Besonders in jungen Jahren kann eine Dysbiose des Mikrobioms zur Entstehung von
Allergien beitragen. 28

Zudem konnte bei Patientinnen mit Asthma im Vergleich zu gesunden Probanden ein
Unterschied in der Zusammensetzung des bakteriellen Mikrobioms gefunden
werden.?’

Ob die vorhandene Dysbalance des Mikrobioms die Folge oder die Ursache von
Krankheiten ist, ist noch fraglich. Es wird jedoch vermutet, dass das Mikrobiom eine
wichtige Rolle in unserer Gesundheit spielt. 28

3.5. Pharynx und Pharyngales Mikrobiom

Der Pharynx, auch Rachen genannt, bildet die Verbindung zwischen den Atemwegen
und dem Verdauungstrakt und dient daher der Aufnahme von Luft und Nahrung. Der
Pharynx lasst sich anatomisch in drei Teile untergliedern:
e Nasopharynx (Epipharynx, Pars nasalis pharyngis)
e Oropharynx (Mesopharynx, Pars oralis pharyngis)
e Hypopharynx (Pars laryngea pharyngis)
17



Anatomy of the Pharynx

| Nasopharynx
Oral cavity

Pharynx— Oropharynx

|_Hypopharynx

Esophagus——
Trachea

Abblldung 3: Anatomie des Pharynx28 -Copyright ©2012 mit Genehmigung von Terese Winslow LCC

Der Nasophyarynx ist der oberste Abschnitt des Rachens und bildet die Verbindung
zur Nasenhohle uber die Choanen. Unter Choane versteht man die hintere
Nasenoffnung in den Rachen.?® Der Nasopharynx ist mit einem Flimmerepithel
ausgekleidet und dient nur der Aufnahme von Luft. *° Die seitiche Wand des
Nasopharynx verbindet die Nasenhohle mit dem Mittelohr durch die Eustachische
Rohre. 31

Zu den gefundenen Bakterienstammen im pharyngalen Mikrobiom zahlen unter
anderem: Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Streptococcus

pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Dolosigranulum und Corynebacterium. 32

Das Mikrobiom des Nasopharynx scheint dem der Lunge zu ahneln und es wird
vermutet, dass es vor allem dem Abhalten von Infektionen der Atemwege dient.
Bakterien sind moglicherweise beim Passieren des Oropharynx in das physiologische
Mikrobiom des Nasopharyns gelangt.®3
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3.6. Antibiotika

Antibiotika sind eine Gruppe von Arzneimitteln, die gegen bakterielle Infektionen
wirken, um diese zu verhindern oder zu therapieren.
Antibiotika werden abhangig vom Wirkmechanismus in drei grof3e Klassen eingeteilt:
1. Antibiotika, welche bei der Zellwandsynthese angreifen
2. Antibiotika, welche die Nukleinsauresynthese blockieren
3. Antibiotika, welche die die Proteinsynthese verhindern
In der vorliegenden Studie wurde Gentamicin als Vertreter der Aminoglykoside und

Ciprofloxacin aus der Gruppe der Fluorchinolone verwendet. 18

Cell Wall Synthesis ot ek Nucleic Acid Synthesis

Sulfonamides
Trimethoprim

DNA Gyrase
Quinolones

Beta Lactams
Penicillins
Cephalosporins
Carbapenems :
Monobactams . Rifampin

50S subunit
Macrolides
Clindamycin
Linezolid
Chloramphenicol

Cell Membrane 308 subunit Streptogramins
Polymyxins Tetracyclines
Aminoglycosides Protein Svnthesis

Abbildung 4: Wirkmechanismen der verschiedenen Antibiotika-gruppen ' Copyright © 2017 mit Genehmigung von
Wolters Kluwer Medknow Publications, Nr. 5071694754
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3.6.1. Aminoglykoside

Antibiotika der Klasse Aminoglykoside wirken bakterizid und der antibiotische Effekt
ist konzentrationsabhangig. 34

Aminoglykoside sind positiv geladene Molekule, die an die negativ geladene ,outer
membrane“ (OM) der Bakterienzelle binden und eine Pore in die Zellemembran bilden,
wodurch das Antibiotikum ins Zellinnere gelangt. '

Um die zytoplasmatische Membran zu durchdringen, wird Energie in Form von
Sauerstoff bendtigt. Folglich sind Aminoglykoside vor allem in aeroben Bedingungen
wirkungsvoll und weisen bei anaeroben Bakterien wenig Wirkung auf. 18

Sie binden im Zytoplasma im Zellinneren von Bakterien an die 16s rRNA an der 30s-
ribosomalen Untereinheit, wodurch die Translation gestort und blockiert wird und in
der Folge werden fehlerhafte, nicht funktionsfahige Proteine gebildet, die zum
Absterben der Bakterien fiihren. 34

Aminoglykoside werden oft in Kombination mit Antibiotika, welche die
Zellwandsynthese blockieren, eingesetzt. Dazu zahlen zum Beispiel B-Lactam-
Antibiotika oder Glykopeptid-Antibiotika. Der Vorteil des kombinierten Einsatzes ist,
dass durch das Hemmen de Zellwandsynthese, Aminoglykoside besser in die

bakterielle Zelle eindringen und auch bei geringerer Dosis wirken konnen. '8
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3.6.1.1. Gentamicin

Gentamicin ist ein wichtiger Vertreter der Aminoglykoside und wird vor allem bei
Infektionen mit gram-negativen Bakterien eingesetzt. Besonders wirkt Gentamicin
gegen Enterkokken, wie zum Beispiel Eschericha coli, Klebsiellapneumoniae, Serratia
und Enterokokkus species (sp).. Sie wirken jedoch auch gegen manche Neisseria- und
gegen einige Moraxella-stamme. Einige Koagulase-negativen Staphylokokken und
Methicillin-sensiblen Staphylokokken werden von Gentamicin gehemmt, kdnnen aber
auch Resistenzen bilden, weshalb diese mit Vorsicht einzusetzen sind.

Die Resorption im Gastrointestinaltrakt erfolgt nur minimal, weshalb Gentamicin
hauptséachlich parenteral, topisch oder intraokular appliziert wird. 3*

Ublicherweise empfindliche Erreger:

Aerobe Gram-positive Bakterien
e (Methicillin-sensibler Staphylococcus aureus=MSSA)
e Bacillus spp.
e Brevibacterium casei
e Corynebacterium auris
e Corynebacterium glucuronolyticum
e Listeria monocytogenes
e Staphylococcus aureus
e Staphylococcus saprophyticus
e Streptococcus gordonii
e Turicella otitidis

e Vergrunende Streptokokken

Aerobe Gram-negative Bakterien
e Acinetobacter anitratus
¢ Acinetobacter baumannii
¢ Acinetobacter Iwoffii

e Aeromonas spp.
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e Campylobacter jejuni

o Citrobacter diversus

o Citrobacter freundii

o Citrobacter koseri

e Enterobacter cloacae

e Enterobacter hormaechei
e Enterobacter spp.

e Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella oxytoca)
e Escherichia hermanii

e Escherichia vulneris

e Francisella vulneris

e Haemophilus parainfluenzae
e Helicobacter pylori

e Klebsiella pneumoniae

e Moraxella catarrhalis

e Morganella morganii

e Proteus mirabilis

e Proteus vulgaris

e Providencia rettgeri

e Providencia rustigianii

e Rahnella aquatilis

e Salmonella arizonae

e Salmonella enterica

e Serratia liquefaciens

e Serratia marcescens

e Shigella spp.

e Yersinia enterocolitica

e Yersinia enterolitica

e Yersinia pseudotuberculosis

In der Ophthalmologie wird Ublicherweise eine Dosis von 3 mg/ml Gentamicin in

Salben oder Tropfen verwendet.
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Zu den unerwunschten Nebenwirkungen bei systemischer Therapie zahlen die
Schadigung der Nieren (Nephrotoxizitat) und der Ohren (Ototoxizitat).
Vor allem bei Langzeittherapie kann eine cochleare und vestibulare Toxizitat

auftreten.3*

Bei ophthalmologischer Anwendung werden selten Schleimhautrotung, -schwellung
und  Schmerzen  oder  Juckreiz  beobachtet. = AulRerdem st eine
Uberempfindlichkeitsreaktion bei Erkrankung des Immunsystems mdglich und es kann
daher zu einem leichten Brennen kommen, genauso wie zu einer
Kontaktsensibilisierung. In seltenen Fallen kann bei Behandlung mit Gentamicin eine
Mydriasis (Pupillenerweiterung) auftreten. Weiters konnen Augentropfen mit
Gentamicin zu einer Trubung der Hornhaut und zu Wundheilungsstorungen nach

Hornhautverletzungen fiihren. 35
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3.6.2. Fluorchinolone

Fluorchinolone haben zwei Ziel-Enzyme in bakteriellen Zellen gegen die sie wirken,
namlich die Gyrase und die Topoisomerase |V. Beide sind an der Replikation der DNA
beteiligt. 36

Die Gyrase schneidet die doppelstrangige DNA, fuhrt negative Supercoils ein und
verdrillt die Enden der DNA. Aullerdem entfernt die Gyrase die positiven Supercoils
aus der DNA, wodurch eine Replikation der DNA erleichtert wird.

Unter Supercoils versteht man DNA-Strukturen, bei denen sich die doppelstrangige
DNA um eine helikale Achse windet. 3 Abhangig von der Handigkeit (Rotation der
Strange), spricht man von negativem oder positivem Supercoiling. 38

Die Topoisomerase IV wirkt im letzten Schritt der DNA-Replikation, indem eine
Trennung der verbundenen Tochterchromosomen durchgefuhrt wird.

Fluorchinolone blockieren diese beiden Enzyme indem sie entweder den DNA-DNA
Gyrase-Komplex oder den DNA-Topoisomerase 1V-Komplex stabilisieren.

Durch diese Komplexe werden Bewegungen der Replikationsgabel blockiert und in der
Folge entstehen DNA-Schaden und DNA-Strangbriuche, wodurch letztendlich die
DNA-Synthese verhindert wird und der Zelltod eintritt. 3¢

3.6.2.1. Ciprofloxacin

Ciprofloxacin wirkt nicht nur gegen gram-positive Bakterien, sondern auch gegen
gram-negative Bakterien. Diese Wirkung ist sogar ausgepragter als bei anderen
Vertretern der Fluorchinolone. Es kann moglicherweise eine Resistenz von
Ciprofloxacin gegenuber Pseudomonas aeruginoas und Staphylococcus aureus
bestehen. 3° Grund dafiir ist der Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA),
der sich auf den Schleimh&uten befindet und gegen viele Antibiotika resistent ist. 40

Als haufigste Nebenwirkung von Ciprofloxacin bei topischer Verwendung zahlen ein
Gefuhl von Brennen und Stechen.

AulBerdem treten haufig Geschmacksstorungen, Hornhautablagerungen und okulare
Hyperamie (verstarkte Durchblutung des Auges) auf.
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In seltenen Fallen kann es bei Behandlung mit Ciprofloxacin zu Kopfschmerzen und
Augenschmerzen kommen, genauso wie zu verminderter Sehscharfe. Weiters kann

das Syndrom des trockenen Auges oder ein Fremdkorpergefuhl im Auge auftreten.

Bei systemischer Gabe kann es in sehr seltenen Fallen zu einer

Uberempfindlichkeitsreaktion mit Anaphylaxie und Schockzustdnden kommen. #’

Zu den Ublicherweise gegen Ciprofloxacin empfindlichen Erregern zahlen:

Aerobe Gram-positive Mikroorganismen

e Bacillus anthracis

Aerobe Gram-negative Mikroorganismen
e Aeromonas spp.
e Brucella spp.
o Citrobacter koseri
e Francisella tularensis
e Haemophilus ducreyi
e Haemophilus influenzae
e Legionella spp.
e Moraxella catarrhalis
¢ Neisseria meningitidis
e Neisseria gonorrhoeae
e Pasteurella spp.
e Salmonella spp.
e Shigella spp.
e Vibrio spp.

e Yersinia pestis

Anaerobe Mikroorganismen

e Mobiluncus
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Andere Mikroorganismen
e Chlamydia trachomatis
e Chlamydia pneumoniae
e Chlamydia pneumoniae
e Mycoplasma hominis

e Mycoplasma pneumoniae

3.7. Benzalkoniumchlorid

Benzalkoniumchlorid (BAC) ist ein sehr haufig eingesetztes Konservierungsmittel bei
ophthalmologischen Zubereitungen und ist seit 1950 in Verwendung. Es wirkt
antibakteriell und fungizid und wird daher vor allem bei Mehrdosis-Behaltnissen
eingesetzt, um das Wachstum von Mikroorganismen zu verhindern. 42

Doch BAC wirkt nicht selektiv gegen Bakterien, sondern weist auch unerwinschte
Nebenwirkungen auf:

Es besteht die Gefahr, dass Irritationen oder allergische Reaktionen im Bereich des
Auges entstehen konnen. Auch das Auftreten des Syndroms des trockenen Auges ist
bei Langzeit Anwendungen, wie z.B. bei Glaukom oder Allergien moglich. Trockene
Augen entstehen durch einen Mangel an Tranenflussigkeit, der durch eine
Hyperosmolaritat ausgelost wird. Weiters ist eine Schadigung der Hornhaut und
Bindehaut moglich. 42

Trotz langjahriger Verwendung von BAC wird vermutet, dass es bei Patienten zu BAC-

resistenten Keimen, vor allem Staphylokokken kommen kann. 44

Um den Einfluss der bakteriziden Wirkung von BAC auf das nasale Mikrobiom zu
untersuchen, wurde in dieser Studie ein Kontroll-praparat mit und eines ohne BAC als
Konservierungsmittel verwendet. Beide in der Studie verwendeten antibiotischen

Augentropfen enthielten ebenfalls BAC.
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3.8. Kontrolimedikation

Als Kontrollmedikation wurden in dieser Studie zwei Augentropfen-Praparate
verwendet, die keine antibiotische Wirkung aufweisen, sondern als Tranenersatzmittel
dienen. Sie befeuchten das Auge und werden vor allem bei trockenen Augen
eingesetzt. Unter dem Syndrom des trockenen Auges versteht man einen Mangel an
Tranenflussigkeit, der zu einem Anstieg der Osmolaritat des Tranenfilmes, Infektionen
und zu einer Schadigung der Horn- und Bindehaut fiihren kann. 4°

Der Wirkstoff in den Kontrollmedikamenten ist Povidon.

Povidon, auch Polyvinylpyrollidon (PVP) genannt, ist ein wasserloslicher, inerter, nicht-
toxischer, bioabbaubarer und pH-unabhangiger Hilfsstoff und wird daher vielseitig
eingesetzt.

In der Ophthalmologie hilft PVP die Kontraktzeit von Augenpraparaten zu verlangern,
indem die Viskositat erhoht wird. AuRerdem ist PVP ein gutes Tranenersatzmittel und
bildet einen Schutzfilm am Auge und befeuchtet dieses. 46
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4. Studie

4.1. Haupthypothese der Studie

Das Ziel der Studie war es zu untersuchen, ob antibiotische Augentropfen einen
Einfluss auf die Zusammensetzung des nasalen Mikrobioms bei gesunden

Probandlnnen haben.

4.2. Outcomes der Studie

Primarer Outcome: Anzahl der Mikroorganismen im nasalen Mikrobiom

Sekundarer Outcome: Anzahl der Mikroorganismen im pharyngalen Mikrobiom

4.3. Studiendesign

Die Studie wurde an der Universitatsklinik fur Klinische Pharmakologie
(Ophthalmologie-Pharmakologie) der Medizinischen Universitat Wien im Allgemeinen
Krankenhaus Wien (AKH) durchgefuhrt. Es handelt sich dabei um eine mono-
zentrische, randomisierte, kontrollierte Studie.

Es wurden 2 antibiotische Augentropfen (Gentamicin und Ciprofloxacin Augentropfen)
und 2 Kontroll-Praparate (eines mit BAC als Konservierungsmittel und eines ohne
BAC) ohne antibiotische Wirkung eingesetzt. Das Anwenden der Studienmedikation
erfolgte viermal taglich an 7 aufeinanderfolgenden Tagen.

4.4. Auswahl der Studienpopulation

Gesunde Frauen und Manner zwischen 18 und 45 Jahren wurden gemal} den weiter
unten angefuhrten Einschluss- und Ausschlusskriterien von der Abteilung Klinische
Pharmakologie ausgewahilt.
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4.5. Randomisierung

Nach Einwilligung bekamen alle Probandinnen eine Randomisierungsnummer
zugewiesen, welche fur die Zuteilung der Studienmedikation stand.

Die Probandlnnen bekamen entweder Gentamicin, Ciprofloxacin, Protagent SDU oder
Oculotect Fluid. Die Studienmedikation wurde randomisiert an Probandlnnen im
Verhaltnis 1:1:1:1 zugeteilt.

4.6. Verblindung

Es handelte sich um eine einfach-verblindete Studie. Dies bedeutet, dass die Person,
die alle Tests an den Probanden durchfihrte, nicht wusste, welche Medikation vom
Probanden eingenommen wurde. Eine Studien-unabhangige Person fuhrte die

Arzneimittelverantwortung durch.

4.7. Studienmedikation

Die Probandlnnen wurden in 4 Gruppen eingeteilt, die jeweils randomisiert andere
Augentropfen erhielten. Bei zwei Praparaten handelte es sich um antibiotische
Augentropfen, namlich Ciloxan und Gentax, welche die Wirkstoffe Ciprofloxacin und
Gentamicin  beinhalten. Diese beiden Arzneimittel enthalten zusatzlich
Benzalkoniumchlorid (BAC), das als Konservierungsmittel zugesetzt wird.

Als zusatzliches Ziel der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob
Konservierungsmittel, im Speziellen BAC, einen Einfluss auf das nasale und
pharyngale Mikrobiom aufweisen.

Deshalb gab es zwei Kontrollpraparate, Protagent SDU und Oculotect Fluid, wobei
Protagent SDU konservierungsmittelfrei ist.
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Die verwendeten Studienmedikamente hatten folgende Zusammensetzung:

Gentax:

Gentax Augentropfen, Agepha Pharma, Slowakei

Wirkstoff: Gentamicinsulfat 5 mg/ml (entsprechen 3 mg/ml Gentamicin)

Andere Inhaltsstoffe: Benzalkoniumchlorid 0,05 mg/ml, Natriumchlorid, Natriumedetat,
Natriumdihydrogenphosphat.dihydrat, Natriummonohydrogen-
phosphat.dodecahydrat und Wasser fiur Injektionszwecke

Ciloxan:

Ciloxan Augentropfen, Novartis Pharma GmbH, Schweiz

Wirkstoff: Ciprofloxacinhydrochlorid (3,5 mg/ml)

Andere Inhaltsstoffe: Benzalkoniumchlorid-Losung (0,06mg/ml), Natriumacetat-
Trihydrat, Essigsaure, Natriumedetat, Salzsaure, Natriumhydroxid, gereinigtes

Wasser

Protagent SDU:

Protagent SDU Augentropfen, Alcon Ophthalmika GmbH, Osterreich

Wirkstoff: Povidon K25 (20 mg/ml)

Andere Inhaltsstoffe: Borsaure, Natriumchlorid, Natriumhydroxid zur pH-Wert-

Einstellung, Wasser fur Injektionszwecke

Oculotect Fluid:

Oculotect Fluid Augentropfen, Thea Pharma GmbH, Frankreich

Wirkstoff: Povidon K25 (50 mg/ml)

Andere Inhaltsstoffe:  Benzalkoniumchlorid (0,05 mg/ml), Natriumchlorid,

Kaliumchlorid, Borsaure, Magnesiumchlorid, Calciumchlorid,  Natriumlactat,

Natriumhydroxid zur pH-Wert-Einstellung, Wasser fur Injektionszwecke
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4.8. Ethische Aspekte

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Universitat Wien
begutachtet und von den zustandigen Behorden bewilligt.

Die Studie wurde unter Einhaltung der Richtlinien der Internationalen Organisation fur
Standardization-Good Clinical Practice (ISO-GCP) und der Deklaration von Helsinki
(1964) durchgefuhrt.

Die Augentropfen, welche als Studienmedikation verabreicht wurden, sind seit Jahren
auf dem Markt und von den Behorden zugelassen. Sie werden in der Therapie oder
zur Prophylaxe von ophthalmologischen Infektionserkrankungen eingesetzt.

Alle Messmethoden der Studie waren nicht-invasiv und schmerzfrei, weshalb bei der
Teilnahme das Nutzen-Risiko Verhaltnis akzeptabel war.

Fur die Probandinnen selbst entstand selbst kein Vorteil, jedoch wurde mit der
Teilnahme ein Beitrag zu medizinischer Forschung geleistet, indem mehr Daten und
Informationen uber die Wirkung von antibiotischen Augentropfen auf das nasale
Mikrobiom generiert werden konnte.

Alle Studienteilnehmer erhielten vor Beginn der Studie eine schriftliche und mundliche

Aufklarung im Rahmen eines arztlichen Gesprachs und unterschrieben eine

Einwilligungserklarung.
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4.9.

4.10.

Einschlusskriterien

Frauen und Manner zwischen 18 und 45 Jahren

Keine auffallenden ophthalmologischen Befunde

Ametropie < 6dpt.

Tranenauffreildzeit > 10 Sekunden und Schirmer | Test > 10mm/5min

Keine Anwendung von topischen Augen- oder Nasentropfen in den letzten 3
Monaten

Ausschlusskriterien

Regelmaliger Gebrauch von Medikamenten (ausgenommen waren hormonelle
Kontrazeptiva)

Missbrauch von Alkohol oder Drogen

Einnahme von topischen oder systemischen Antibiotika in den letzten 8
Wochen vor Beginn der Studie

Schwangere oder stillende Frauen, genauso wie gebarfahige Frauen ohne
effektive Verhutung (z.B. orale Kontrazeptiva, Intrauterinpessare oder
Kondome)

Bekannte Unvertraglichkeit gegen einen Wirkstoffbestandteil der verwendeten
Augentropfen oder anderer Medikation, welche bei der Studie zum Einsatz
kamen (z.B. Fluorescein-Augentropfen)

Krankheiten des Gastrointestinaltraktes, in der Leber oder in der Niere
Teilnahme an einer anderen Studie in den letzten 3 Wochen vor Beginn dieser
klinischen Studie
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4.11. Zeitlicher Ablauf der Studie
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Abbildung 5: Zeitlicher Ablauf der Studie

4.12. Ablauf der Studientage

Visite 1- Voruntersuchung (28 - 1 Tag vor Studienbeginn):

Maximal 28 Tage vor dem Start der Studie wurde eine Voruntersuchung durchgefuhrt,

die folgende Teile beinhaltet:

- Informierte Einwilligung der ProbandIlnnen

- Ermittlung personlicher Daten (Alter, Geschlecht)

- Anamnese und Erhebung der Vorerkrankungen

- Abklarung Uber das Vorhandensein von Einschluss- bzw. Ausschlusskriterien

- Schwangerschaftstest bei gebarfahigen Frauen mittels Harnprobe (DIPRO
hCG, Ein-Stufen-Schwangerschafts-Schnelltest, DIPRO med Handels GmbH)

- Ophthalmologische Untersuchungen (nicht Teil dieser Diplomarbeit)
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Visite 2- Behandlungsbeginn (Tag 0):

Die folgenden Tests wurden in der folgenden Reihenfolge durchgefuhrt, um keine

Interaktionen hervorzurufen:

e Schwangerschaftstest bei Frauen im Gebarfahigen Alter (DIPRO hCG, Ein-
Stufen-Schwangerschafts-Schnelltest, DIPRO med Handels GmbH)

e Nasenabstriche

e Rachenabstriche

e Ophthalmologische Untersuchungen (nicht Teil dieser Diplomarbeit)

e Wiederholte Kontrolle der Ein- und Ausschlusskriterien

e Vergabe der Randomisierungsnummer an die Probanden

e Zuteilung der Studienmedikation laut Randomisierungsnummer
Am Ende von Tag O bekamen alle Probandinnen ein Tagebuch, um Uhrzeit der
Applikation der Augentropfen, unerwinschte Nebenwirkungen und das Verwenden

von neuen Begleitmedikamenten zu dokumentieren.

Visite 3- Behandlungsende (Tag 7 + 1):

Die folgenden Tests wurden in der folgenden Reihenfolge durchgefuhrt, um keine

Interaktionen hervorzurufen:

e Bewertung von unerwunschten Ereignissen
e Rulckgabe der Studienmedikation

e Kontrolle des Tagebuches

e Nasenabstriche

e Rachenabstriche

e Ophthalmologische Untersuchungen (nicht Teil dieser Diplomarbeit)
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4.13. Untersuchungsmethoden
4.13.1. Nasales und pharyngales Mikrobiom

Bei jeder Studienvisite wurden den Probandlnnen jeweils drei nasale Abstriche vom
rechten und zwei vom linken Nasenloch entnommen. Zusatzlich wurden auch zwei aus
dem Rachen durchgefuhrt. Mittels ,BD™ culture swab“ (BD Diagnostics, Heidelberg,
Deutschland) wurden die Proben entnommen und bei -80°C gelagert, bis sie zur Core
Facility Molecular Biology der medizinischen Universitat von Graz zur weiteren
Untersuchung gesendet wurden. Dort wurde dann der MagNA Pure Bacteria Lyse
Puffer zu den Proben hinzugefugt, um die Desoxyribonucleinsaure (DNA) aus den
Abstrichen zu isolieren. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt, danach wurde
Lysozym und Proteinkinase K hinzugefugt und schlussendlich MagNA Pure LC 2.0
(Roche, Mannheim, Germany).

Die isolierte DNA wurde dann mittels einer speziellen Polymerase-ketten-reaktion
(PCR), FastStart High Fidelity PCR system (Roche, Mannheim, Germany), bearbeitet
und die fur Bakterien markante Region von 16S rRNA wird vervielfaltigt, gepoolt und
die Bibliothek wurde auf einer lllumina MiSeq Desktop Sequenzer sequenziert. Die
daraus entstehenden FastQ-Dateien wurden vom ,Zentrum fur Medizinische
Forschung“ analysiert. 3

Die 16S rRNA wurde mittels ,next generation sequencing“ (NGS) sequenziert, um viele
Informationen, unteranderem uber die Zusammensetzung und Uber die Struktur des
Mikrobioms zu bekommen. 47

Unter NGS oder ,Parallel Sequenzing® versteht man eine DNA-
Sequenzierungsmethode, die vor allem in der Genomforschung vorherrschend ist. Der
Vorteil zu der Ublichen Sanger-Sequenzierung ist, dass ein komplettes menschliches
Genom innerhalb eines Tages sequenziert werden kann, ein Vorgang der friher ein
Jahrzehnt gedauert hat. Charakteristisch fur NGS ist, dass die Methode unselektiv ist
und das gesamte Spektrum der genomischen Variationen, inklusive Mutationen, in
einem einzigen Experiment erfasst werden kann. Dies ist mit der Sanger-
sequenzierung nicht moglich, daher bendtigt man zusatzlich andere
Analysemethoden, um ausreichende Informationen Uber das menschliche Genom zu

bekommen.48
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Bei der NGS werden Universal Primer eingesetzt, die so designt sind, dass sie an die
16S rRNA der Bakterien binden kénnen. 4°

Die aus der Sequenzierung gewonnen Daten, wurden in Folge mittels 2 verschiedenen
Parametern beschrieben, analysiert und verglichen.

Dies geschah mit Hilfe von folgenden 2 Parametern: Anzahl der Mikroorganismen im
nasalen und pharyngalen Mikrobiom und dem phylogenetischen Diversitatsindex (pd).
Die Anzahl der Mikroorganismen im Mikrobiom wurde basierend auf die
Sequenzahnlichkeit gruppiert und in taxonomischen Einheiten (OTUs) angegeben. 47
Der phylogenetische Diversitatsindex ist ein Mal} fur die Anzahl der Knoten in einem
phylogenetischen Baum. *°

In der vorliegenden Diplomarbeit sagt der phylogenetische Diversitatsindex aus viele
verschiedene Bakterienarten im nasalen und pharyngalen Mikrobiom vorhanden sind.
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5. Ergebnisse

Insgesamt waren 20 Probandlnnen im Alter zwischen 18 und 45 Jahren, davon 16
Frauen und 4 Manner, an der Studie beteiligt und haben diese nach Protokoll beendet.
Die geschlechtliche Verteilung ist in jeder Medikationsgruppe gleich, somit bestand

jede Gruppe aus vier Frauen und einem Mann.
Die Verteilung der Studienmedikation erfolgte wie folgt:

Gruppe 1: Ciloxan Augentropfen (Ciprofloxacin + Benzalkoniumchlorid)
Gruppe 2: Protagent Augentropfen (Povidone, konservierungsmittelfrei)
Gruppe 3: Oculotect Augentropfen (Povidone + Benzalkoniumchlorid)
Gruppe 4: Gentax Augentropfen (Gentamycin + Benzalkoniumchlorid)

Alter Geschlecht

Gruppe Studienmedikation
(JahrexSD) (m/w)

Ciloxan: Ciprofloxacin + BAC
1 29+4 1/4
Augentropfen

2 Protagent SDU: Povidon Augentropfen 29+5 1/4

Oculotect Fluid: Povidon + BAC
3 24 +4 1/4
Augentropfen

4 Gentax: Gentamicin Augentropfen 26+9 1/4

Tabelle 1: Ubersicht der Studienmedikation der 4 Studiengruppen
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Der primare Outcome der Studie, die Anzahl der Mikroorganismen im nasalen
Mikrobiom, weist eine numerische Veranderung nach der Behandlung mit
antibiotischen Augentropfen auf. Somit wird die Hypothese der Studie, ob antibiotische
Augentropfen einen Effekt auf das nasale Mikrobiom haben, gefestigt.

Diese Veranderung wird mit den beiden folgenden Grafiken veranschaulicht:

In der Abbildung 6 ist die Fllle der Mikroorganismen eines nasalen Abstriches zu
sehen. Die Mikroorganismenanzahl ist unter Behandlung mit Ciloxan (Gruppe 1) von
114 £ 17 auf 144 + 45 OTUs (p= 0.31) gestiegen und von 163 = 30 auf 243 + 100
OTUs (p=0.06) in Gruppe 4 (Gentax) gestiegen.

Im Gegensatz dazu ist in den Kontrollgruppen keine signifikante Veranderung zu
sehen: in Gruppe 2 (Povidone, konservierungsmittelfrei) hat sich die bakterielle Fulle
minimal von 177 + 41 auf 186 £ 63 OTUs (p=0.88) verandert.

Bei der anderen Kontrollgruppe, Gruppe 3, (Povidone mit BAC) veranderte sich die
Anzahl der nasalen Bakterien kaum (148 + 50 vs. 148 £ 39 OTUs (p=1.0)) an.
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Abbildung 6: Die Anzahl an Mikroorganismen aus nasalen Abstrichen. Vergleich von OTUs zwischen

V2 (vor Studienbeginn) und V3 (nach 7-tagiger Applikation der Augentropfen) Gruppe 1: Ciloxan

Augentropfen, Gruppe 2: Progent SDU, Gruppe 3: Oculotect, Gruppe 4: Gentax Augentropfen
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Der phylogenetische Diversitatsindex ist in Gruppe 1 von 10.2 + 1.4 auf 11.8 £ 3.1 pd
(p=0.63) gestiegen und in der Gruppe 4 von 12.4 + 1.0 auf 16.0 + 5.6 pd (p=0.13).
Verglichen dazu, haben sich die Werte in den Kontrollgruppen kaum verandert:
Gruppe 2 von 13.1 £ 1.7 auf 13.0 £ 2.7 pd (p=0.88) und Gruppe 3 von 11.5 £ 2.9 auf
11.7 £ 2.2 pd (p=1.0).
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Abbildung 7: Phylogenetischer Diversitatsindex-Vergleich der Anzahl der verschiedenen
Bakterienarten im nasalen Mikrobiom bei V2 (vor Beginn der Studie) und V3 (nach 7-tagiger

Applikation der Augentropfen)
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Der sekundare Outcome, die Anzahl der Mikroorganismen im pharyngalen Mikrobiom,
weist im Gegensatz zum nasalen Mikrobiom keine signifikante Veranderung auf. Dies
ist in allen vier Gruppen an Hand der folgenden Abbildungen (Abb. 8 und Abb. 9) zu
sehen. Der P-Wert von Gruppe 1 bei der Fulle der Mikroorganismen betrug 0.79 und
bei der Gruppe 4 0.34.

Die beiden Kontrollgruppen zeigten einen p-Wert von 0.19 bzw. 1.0.
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Abbildung 8: Die Anzahl an Mikroorganismen aus pharyngalen Abstrichen. Vergleich von OTUs
zwischen V2 und V3

41



Die P-Werte des phylogenetischen Diversitatsindex des pharyngalen Mikrobioms
betrugen 1.0 in der Gruppe 1 und 0.19 in der Gruppe 4.

Die Gruppe 2 und Gruppe 3 wiesen einen p-Wert von 0.19 bzw. 1.0 auf.
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Abbildung 9: Phylogenetischer Diversitatsindex-Vergleich der Anzahl der verschiedenen

Bakterienarten im pharyngalen Mikrobiom bei V2 und V3
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6. Diskussion

In dieser einfach-verblindeten kontrollierten Studie wurde der Effekt von antibiotischen
Augentropfen auf das nasale Mikrobiom untersucht. Aulierdem wurde die Wirkung auf
das pharyngale Mikrobiom beobachtet.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Verabreichung von antibiotischen
Augentropfen einen Einfluss auf das nasale Mikrobiom hat, nicht jedoch auf das
pharyngale.

Obwohl nach antibiotischer Therapie eigentlich eine Abnahme der Bakterienzahl zu
erwarten ware, trat in dieser Studie das Gegenteil auf:

Eine mogliche Erklarung hierfur ware, dass eine zu geringe Konzentration der
verwendeten Antibiotika in der Nase ankommt, weshalb es zur Resistenzentwicklung
kommen kann.

In einigen Studien wurde gezeigt, dass der Einsatz von niedrig dosierten Antibiotika
das Mikrobiom, bei oral eingenommenen Antibiotika das Darmmikrobiom verandert
bzw. zerstort, weshalb das Wachstum pathogener Erreger im Wirt unterstutzt wird.
Niedrig dosierte Antibiotika werden vor allem dem Futtermittel von Nutztieren
zugesetzt, um dessen Wachstum zu fordern und den Gewinn der tierischen Produkte

zu vergroRern. 51 52

Die sehr schwache bzw. fast nicht vorhandene Wirkung der antibiotischen
Augentropfen auf das pharyngale Mikrobiom Iasst sich vermutlich mit der
anatomischen Entfernung erklaren, da die Augentropfen nicht mehr oder kaum in den
Pharynx gelangen.

Die Wirkung des Konservierungsmittels Benzalkoniumchlorid (BAC) auf das
bakterielle Mikrobiom wurde zusatzlich zu den primaren und sekundaren Outcomes
dieser Studie, untersucht. Basierend auf den Daten von vorherigen Studien, die
gezeigt haben, dass BAC einen antibakteriellen Effekt auf das nasale Mikrobiom hat,
wurde der selbige Effekt vermutet. %3 Jedoch zeigte der Einsatz von zwei
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Kontrollpraparaten, wobei eines mit und eines ohne BAC war, keinen signifikanten

Unterschied in der Bakterienanzahl in der vorliegenden Diplomarbeit.

Bereits friher durchgeflhrte Studien haben sich auf das nasale Mikrobiom konzentriert
und den Zusammenhang zwischen der Veranderung des nasalen Mikrobioms und
dem Auftreten von Erkrankungen analysiert. Eine Dysbiose des nasalen Mikrobioms
kann das Entstehen von Atemwegserkrankungen fordern, dazu zahlen vor allem
Asthma, Bronchitis, Grippe, chronische und allergische Rhinosinusitis und Otitis media

(Mittelohrentziindung). %*

Aulerdem ist bekannt, dass die Zusammensetzung des nasalen Mikrobioms auch das
Entstehen von altersbedingter Makuladegeneration beeinflussen kann. Grund dafur
konnte die anatomische Nahe =zu Nase wund Mund sein, wodurch
entziundungsfordernde Erreger leicht ins Auge gelangen und dort chronisch

entziindliche Erkrankungen auslésen kénnen. °°

Aufgrund der anatomischen Verbindung zwischen Auge und Nase, wird die
Tranenflussigkeit aus dem Bindehautsack durch den Ductus Nasolacrimalis in die
NasenhoOhle abgeleitet. Dort werden 80% der applizierten Arzneimittel von der

Nasenschleimhaut aufgenommen und gelangen so in den systemischen Kreislauf. ¢

Basierend auf den Daten friherer Studien, die unter anderem gezeigt haben, dass die
Zusammensetzung des nasalen Mikrobioms einen Einfluss auf die Entstehung von
Erkrankungen haben %7 %5 oder niedrig dosierte Antibiotika einen Effekt auf den
Organismus haben %2 51, |asst sich eine Veranderung des nasalen Mikrobioms nach
Applikation von antibiotischen Augentropfen vermuten.

Aulerdem zeigten bereits durchgefuhrte Studien, dass antibiotische Augentropfen der
Gruppe Fluorchinolone einen Einfluss auf die Verteilung der Bakterien im nasalen und
konjunktivalen Mikrobiom haben. 8 Die Entstehung von Resistenzen gegen die
eingesetzten Antibiotika wurde bereits in einigen Studien thematisiert, jedoch Iasst sich
das Auftreten nicht so einfach erklaren.®® € In diesen Studien wurden zur Analyse der
Mikroorganismen die Nasenabstriche auf Schafblut- und Schokoladenagar inokuliert
und danach inkubiert. Isolierte Mikroorganismen wurden mit folgenden Verfahren
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identifiziert und analysiert: Gramfarbung, Koagulasetest, Katalasetest und
Oxidasetest. Dies diente dazu, um zu sehen welche Bakterien in den Nasenabstrichen
nach antibiotischer ophthalmologischer Therapie vorhanden sind. Wobei jede dieser
angefuhrten Methode nur einzelne spezielle Spezies von Bakterien nachweisen
konnte und deshalb mehrere Schritte zur Analyse der Gesamtheit des Mikrobioms

notwendig waren. 58

Im Gegensatz dazu wurde in der Studie, wovon die vorliegende Diplomarbeit handelt,
eine neue Sequenzierungsmethode ,next generation sequenzing” (NGS) angewendet.
Mit dieser Methode ist es moglich mehr Informationen Uber die Bakterien gewinnen zu
kénnen.4” Der grolRe Vorteil der NGS-Methode ist, dass es mit einer Durchfiihrung
moglich ist das gesamte bakterielle Mikrobiom zu identifizieren ohne sich vorher
entscheiden zu mussen, nach welchen Spezies gesucht wird. Dadurch spart man sich
einige Schritte bei der Analyse und erhalt alle relevanten Informationen uber die
vorhandenen Mikroorganismen.*® Somit wurde die NGS-Methode in dieser Studie
eingesetzt, mit dem Ziel genauere Informationen uber die Zusammensetzung und die

Struktur des nasalen und pharyngalen Mikrobioms zu bekommen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass anhand der Ergebnisse zu sehen ist, dass
antibiotische Augentropfen auch eine Wirkung auf das nasale Mikrobiom aufweisen
und nicht nur lokal im Auge wirken.

Somit wurde die Hypothese der Studie unterstutzt. Jedoch ist die Aussagekraft der
Studie gering, da sie eine zu kleine Anzahl an Probandinnen umfasst und die
Behandlungs- bzw. Beobachtungsdauer zu kurz war, um statistisch signifikante
Aussagen zu geben.

Als Folge sollte das durch die gewonnenen Daten erworbene Wissen jedoch in Zukunft
in weiteren Studien vertieft werden, um mehr Informationen Uber die Auswirkung von
antibiotischen Augentropfen auf angrenzende Strukturen zu erlangen. Wichtig ist in
kommenden Studien eine grof3ere Probandinnengruppe zu verwenden und langere
Follow-ups durchzufuhren, um die Dauer der Veranderungen im nasalen Mikrobiom

beobachten zu konnen.
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