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I. Einleitung 1

| EINLEITUNG

Als Alexander Fleming am 03. September 1923 von seinem Sommerurlaub
zurlickkehrte, bemerkte er, dass Schimmelpilze der Gattung Penicillium, die eine
Kultur Staphylococcus aureus kontaminiert hatten, in der Lage waren das
Bakterienwachstum einzuddmmen. Die ,,offizielle Entdeckung von Penicillin
lautete den Siegeszug der Wissenschaft iiber gefiirchtete bakterielle Erkrankungen
ein !

Dank der Erforschung und Entwicklung von immer neuen Stoffen schien die
Medizin in der Lage, auch therapieaufwindige Infektionen zu kontrollieren. Die
Hybris ging sogar so weit, dass William H. Stewart, zu dieser Zeit der US
Surgeon General, 1969 vorschlug, dass es Zeit wire das Buch der

Infektionskrankheiten zu schlieBen 2.

Seitdem ist viel passiert und Antibiotika gehdren heute zu den weltweit am
hiufigsten verschriebenen Medikamenten. In der Humanmedizin werden jdhrlich

allein in Deutschland ca. 700-800 Tonnen Antibiotika eingesetzt >.

Aber wie schon Alexander Fleming in seiner Rede bei der Nobelpreisverleihung
1945 warnte ,,es besteht die Gefahr, dass der Unwissende sich unterdosiert und so

seine Mikroben resistent macht® .

Leider sollte er Recht behalten und die zunehmenden Resistenzen stellen eine
ernstzunehmende Bedrohung der Gesundheit von Mensch und Tier dar. Nicht
einmal 100 Jahre nach ihrer Entdeckung miissen wir der Wahrheit ins Auge
blicken, dass viele Wirkstoffe gegen ,,Superkeime® wie MRSA und MRSP
wirkungslos geworden sind und wir Gefahr laufen, dass der Schrecken
zuriickkehrt, den die Antibiotika einst lebensbedrohlichen Infektionskrankheiten

nahmen.

Auch in der Tiermedizin ist die Resistenzproblematik ein prasentes Thema.
Zahlreiche Initiativen beschiftigen sich mit der Kontrolle und Reduktion

eingesetzter Antibiotika und der Dokumentation von Resistenzen.
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Die ,Leitlinien fiir den sorgfiltigen Umgang mit antimikrobiell wirksamen
Tierarzneimitteln®, die seit dem Jahr 2000 von der BTK herausgegeben werden
und das GERM-Vet Monitoring-Programm des BVL sind hier nur als Beispiel zu
nennen. Seit der Anderung des Arzneimittelgesetzes durch die 16. AMG-Novelle
2014 sind Ziele wie das Risiko der Entstehung und Ausbreitung von Resistenzen
zu begrenzen und den Einsatz von Antibiotika in der Tierhaltung zu minimieren

sogar gesetzlich verankert °.

In der Veterindrdermatologie ist neben MRSA und MRSP vor allem
Pseudomonas aeruginosa als ,,Problemkeim* bekannt, welcher tiberwiegend bei
suppurativen Pyodermien, chronischen Wundheilungsstérungen und purulenten

Otitiden isoliert wird © 7.

Er ist beriichtigt fiir seine intrinsische Antibiotika Resistenz, die mogliche
Therapieoptionen deutlich einschrankt. Erschwerend kommt hinzu, dass
zunehmend sogar Resistenzen gegeniliber den grundsitzlich wirksamen
Antibiotikaklassen, wie Aminoglykosiden und Fluorchinolonen beobachtet

werden 8 ?.

Die Auswahl eines geeigneten Antibiotikums kann so in der Praxis zu einer schier
unlosbaren Aufgabe werden. Insbesondere, wenn im Falle einer durch
P. aeruginosa verkomplizierten Otitis, die Auswahl zugelassener Medikamente

begrenzt ist und einige Wirkstoffe potentiell ototoxisch sind.

In Féllen bei denen ein Therapienotstand vorliegt, hat sich die Umwidmung einer
Creme aus der Humanmedizin (Flammazine®) bewihrt, die als aktive Substanz
Sulfadiazin-Silber (SSD) enthdlt. SSD zeigt eine sehr gute Wirksamkeit

gegeniiber P. aeruginosa '© !

und wird in veterindrdermatologischen Praxen
bereits als Behandlungsoption bei therapieresistenten Pseudomonas-Otitiden

angewendet 2.

Vor der Auswahl eines geeigneten Antibiotikums zur Therapie empfehlen
zahlreiche Quellen eine Testung der in vitro-Empfindlichkeit mittels MHK-
Testung, insbesondere bei FErregern, bei denen bekannt ist, dass eine

13 3

eingeschrinkte Wirksamkeit vorhanden sein konnte Daten fiir

Silbersulfadiazin sind jedoch aktuell noch nicht verfiigbar.

Ziel dieser Studie war es daher einen Uberblick iiber Resistenzdaten und
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Therapicoptionen bei durch P. aeruginosa verursachter Otitis externa beim Hund
zu bieten und die minimale Hemmstoffkonzentration von SSD in vitro zu

bestimmen.
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1 LITERATURUBERSICHT

1. Phylogenie und Biologie von Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist ein stabchenférmiges gramnegatives Bakterium, das
der Klasse der Gammaproteobakteria angehdrt. Es ist Oxidase positiv und misst
ca, 0,5 - 1,0 pum mal 3 — 4um. Bewegliche Stimme sind monotrich begeif3elt und
nutzen die polar stehende Flagelle zur Chemotaxis. Haftfimbrien ermoglichen

zudem die Anheftung an Schleimhautoberfldchen und Epithelzellen.

Die Namensgebung beruht auf dem lateinischen Wort aerugo (Griinspan), da P.
aeruginosa in verschiedenen Ndhrmedien Farbstoffe wie Pyozyanin (bldulich,
nicht fluoreszierend) und Pyoverdin (gelblich fluoreszierend), seltener auch
Pyomelanin (brdunlich bis schwarz) und Pyorubin (rétlich braun) produziert. Ein
weiteres Merkmal ist der charakteristisch siiBliche Geruch der P. aeruginosa

Kolonien nach Lindenbliiten oder Weintrauben (ortho-Aminoacetophenon) .

Abbildung 1: Kultur von P. aeruginosa auf Mueller-Hinton Agar

Obwohl P. aeruginosa klassischerweise als Aerobier bezeichnet wird, scheint es
mikroaerophile Bedingungen zu bevorzugen. So konnte in einer Studie eine
deutlich hohere Wachstumsrate bei einer Sauerstoffsdttigung von 1% beobachtet
werden, wohingegen hohere Sauerstoffkonzentrationen zu oxidativem Stress,
vermindertem Wachstum und einer lingeren ‘Lag-Phase’ fiihrten !°. Neben

Glukose nutzt P. aeruginosa eine Vielzahl verschiedener organischer Stoffe als
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Kohlenstoff- und Energiequelle, wodurch es in der Lage ist selbst bei minimalem
Nihrstoffangebot zu iiberleben '®. Sogar in destilliertem Wasser ist ein Uberleben
moglich, sofern Spuren von organischen Substanzen enthalten sind 7. Allgemein
gelten P. aeruginosa zwar als Bakterien, die nicht in der Lage sind eine Garung
durchzufiihren, jedoch konnte unter anaeroben Bedingungen die Fermentation von
Arginin und Pyruvat gezeigt werden '®. AuBerdem kénnen unter anoxischen
Bedingungen Nitrat oder Nitrit als alternative Elektronenakzeptoren fiir die

Energiegewinnung fungieren (Denitrifikation).

Diese iiberragende Anpassungsfihigkeit von P. aeruginosa sorgt dafiir, dass das
Bakterium sich ubiquitér verbreiten kann und trigt zur Bedeutung der Bakterien

als nosokomiale Krankheitserreger bei.

2. Bedeutung  von Pseudomonas  aeruginosa  als

Krankheitserreger in der tiermedizinischen Dermatologie

Pseudomonas aeruginosa wird als opportunistischer Krankheitserreger betrachtet,
der als Bestandteil der mikrobiellen Flora gesunder Individuen nur selten isoliert
wird '°. Er ist als solcher jedoch in der Lage, die Immunschwiche erkrankter
Patienten optimal auszunutzen und gehort daher zu den bedeutendsten Erregern

nosokomialer Infektionen 2°.

In der Veterindrdermatologie ist P. aeruginosa bekannt als Problemkeim bei

Hautinfektionen und chronischen Otitiden 2! ©.

Diese schwerwiegenden
Infektionen stellen fiir den Tierarzt hdufig eine therapeutische Herausforderung
dar und konnen zu einer starken Beeintrachtigung der Lebensqualitit der

Patienten fiihren '2.

2.1 Hautinfektionen
Auf intakter trockener Haut kann sich P. aeruginosa nur schwer festsetzen,
feuchte oder vorgeschddigte Haut hingegen bietet ideale Bedingungen fiir eine

Adhision und Pathogenitit des Erregers 2°.,

In der Humanmedizin ist P. aeruginosa der bedeutendste gramnegative Vertreter
bei postoperativen Wundinfektionen 2. Zudem ist er verantwortlich fiir eine
Vielzahl dermatologischer Krankheitsbilder in der Humanmedizin, wie z. B. das
Griine-Nédgel Syndrom, Echthyma gangraenosum oder durch P. aeruginosa

ausgeloste Cellulitis.
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Auch wird der Erreger hiufig im Zusammenhang mit Brandwunden isoliert 2° 2.

In der Tiermedizin wird P. aeruginosa bei bakteriellen Hautinfektionen nur selten
als alleiniger Ausloser identifiziert. Haufiger liegen Mischinfektionen mit E.coli
oder Staphylococcus pseudintermedius vor®. In einer retrospektiven Studie wurde
P. aeruginosa zwischen 1992 und 2005 in 66 Hautproben von Hunden isoliert, in
20 davon als alleiniges Agens °. Eine andere retrospektive Studie beschreibt einen
Nachweis von P. aeruginosa in 42 von 561 Proben, die iiber einen Zeitraum von 6
Jahren zur Diagnostik eingesendet wurden. In 14 Féllen (2,49%) zeigte die Kultur
einzig ein Wachstum von P. aeruginosa 2*. Beide Studien beobachten jedoch, dass

P. aeruginosa mit zunehmender Haufigkeit isoliert wurde.

Die Kklinischen Anzeichen in den spérlichen Publikationen aus der
Veterindrdermatologie sind variabel. Es iiberwiegen tiefe Pyodermien, die meist
sekunddr zu einer unterliegenden Erkrankung wie Demodikose, Akraler
Leckdermatitis oder Pemphigus auftreten oder sich unter immunsuppressiver
Therapie entwickeln 2 6. Akute tiefe pseudomonale Pyodermien zeigen bei den
betroffenen Hunden ein charakteristisches Krankheitsbild: Papeln und
hidmorrhagische Bldschen am Riicken zwischen Hals und Schwanzansatz, wobei
manche der Bullae ulzerieren konnen. Die meisten Hunde mit diesem
Krankheitsbild hatten dichtes, ldngeres Fell, so dass die Lésionen erst nach dem

Scheren sichtbar waren °.

2.2 Otitis externa/media

Die Otitis ist ein hdufiger Vorstellungsgrund in der Kleintierpraxis. Studien
zufolge sind bis zu 20% der Hunde und 10% der Katzen betroffen 2 27 2%, Unter
den dermatologischen Erkrankungen ist Otitis die hdufigste Diagnose, obwohl sie

in vielen Fillen eigentlich als Symptom einer Primérerkrankung zu betrachten ist
29

P. aeruginosa gehort nicht zu der normalen Mikroflora im gesunden Ohr und
sollte besonders dann als Erreger in Erwégung gezogen werden, wenn eine

chronische, purulente Otitis externa oder media vorliegt und stibchenformige
Bakterien in der Ohr-Zytologie gesehen werden *° 7.
So wird P. aeruginosa bei diesem Krankheitsbild in bis zu der Hélfte aller Fille

nachgewiesen und gilt als der wesentliche Verursacher der Erkrankung 3! 32 33,
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Gerade chronische rezidivierende Otitiden konnen sich zu ernsthaften
Erkrankungen mit potentiell schwerwiegenden Folgen entwickeln. Bei Hunden
kommt es in 50 — 80% der chronischen Gehdrgangs Entziindungen zu einer

34 35

Komplikation durch eine Otitis media . Dies kann den Therapieerfolg

zusitzlich beeinflussen und sogar eine chirurgische Intervention nétig machen >°.

3. Pathophysiologie und Ursachen von Ohrinfektionen bei

Kleintieren

Entziindliche Prozesse, die sich auf den Gehorgang und die entsprechenden
anatomischen Strukturen beschrianken, werden als Otitis externa bezeichnet *’. Ist
das Mittelohr betroffen spricht man von einer Otitis media. Bei Hunden tritt in
ungefdhr 16% der akuten und mehr als der Hilfte der chronischen Fille eine Otitis
media sekundir zu einer Otitis externa auf *°. Wie viele andere dermatologische
Entziindungsgeschehen ist eine Otitis oft ein Hinweis auf eine zugrundeliegende
Erkrankung. Durch die, durch verschiedenen Faktoren ausgeloste, Entziindung im
Gehorgang kommt es zu einer Verdnderung des Mikromilleus, einer vermehrten
Produktion von Cerumen und einer Zunahme der relativen Feuchtigkeit. Daraus
resultiert eine Storung der ,,epithelialen Migration®, der Selbstreinigungsfunktion

des Gehorgangs *7

, was einen idealen Ndhrboden fiir die Ausbreitung
opportunistischer Krankheitserreger zur Folge hat. Besonders bei Otitiden, an
denen Pseudomonas spp. beteiligt sind, kommt es zudem zu einer signifikanten
Erhéhung des pH-Wertes im Gehorgang 26, Um die Vielfalt an Ursachen und
beteiligten Faktoren zu systematisieren wurde das ,,PPSP“-System entwickelt.
Das von August 1988 eerstellte und von Griffin modifizierte
Klassifizierungssystem unterscheidet primére und sekundédre Ursachen fiir eine

Otitis externa und pridisponierende und perpetuierende Faktoren 38 ¥,

3.1 Primare Ursachen

Als primédre Ursachen werden Prozesse oder Faktoren bezeichnet, die unmittelbar
fiir das Entziindungsgeschehen im Gehdrgang verantwortlich sind **. Fiir einen
nachhaltigen Therapieerfolg ist es daher wichtig, diese Ursachen zu identifizieren

und gesondert zu behandeln *°.
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Primdre Ursachen konnen wunter Anderem zugrundeliegende systemische

Erkrankungen, Parasiten oder Fremdkorper im Ohrkanal sein.

311 Parasiten

Verschiedene Parasiten werden mit dem Auftreten einer Otitis externa in
Verbindung gebracht. Die Ohrmilbe Otodectes cynotis parasitiert nahezu
ausschliellich am Ohr und wurde in bis zu 50% der Otitiden bei Katzen und 5 -
10% der Fille bei Hunden nachgewiesen *°. Thr natiirliches Habitat ist die Pinna
und der duBere Gehorgang, bei schwerem Befall kann sie sich aber auch auf den
Kopf und andere Kérperregionen ausdehnen *!. Typischerweise ist bei einem
Befall mit Otodectes cynotis schwarzes, kriimeliges, fast Kaffeesatz-artiges
Cerumen zu beobachten *° und betroffene Tiere zeigen intensiven Juckreiz. Aber

42 Demodexmilben

auch asymptomatische Trigertiere konnen vorkommen
konnen bei Hunden und Katzen in seltenen Fillen eine bilaterale cerumindse
Otitis externa auslosen. Dabei kann die Erkrankung auf den Ohrkanal beschrinkt
sein oder es kdénnen simultane Hautverinderungen auftreten *°. Andere parasitiire
Hauterkrankungen im Kopfbereich kénnen durch Juckreiz und Selbsttrauma eine

sekunddre Otitis externa verursachen. Hierzu gehdren Sarcoptes scabiei,

Notoedres cati, Cheletiella spp und Euthrombicula spp °.

3.1.2 Fremdkdrper

Abgestorbene Haare, Pflanzensamen, Schmutz oder Sand koénnen sich im
Ohrkanal festsetzen und so eine Otitis externa verursachen. Mogliche Hinweise
auf eine derartige Ursache sind eine unilaterale Présentation und ein saisonales
Auftreten, besonders bei Pflanzensamen oder Grannen. Die Patienten zeigen
typischerweise akutes Kopfschiitteln und Juckreiz an dem betroffenen Ohr 2.
Eine sofortige Konsultation des Tierarztes ist in so einem Fall unumganglich, da
Grannen feine Widerhaken besitzen und tief in den horizontalen Teil des

Gehorgangs wandern konnen. Dies erhoht die Gefahr einer Perforation des

Trommelfells und einer daraus resultierenden Otitis media *°.

3.1.3 Allergien

Allergien in Form einer Atopischen Dermatitis oder einer Futtermittelallergie
stellen die hiufigste primdre Ursache einer Otitis externa dar. Vor allem Patienten
mit chronischen, bilateralen Otitiden sind oft an einer der Allergieformen

erkrankt. Je nach Literaturstelle waren zwischen 75 - >90% der Hunde, die
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aufgrund von chronischer Otitis bei einer Spezialisten-Praxis vorgestellt wurden,
Atopiker ¥ 40 Bei den futtermittelallergischen Hunden waren es bis zu 80% .
Die meisten allergischen Hunde zeigen zusitzlich Juckreiz und Effloreszenzen an
anderen Korperteilen; Berichten zufolge war jedoch bei 3 — 5% der atopischen
Hunde und 25% der futtermittelallergischen Hunde eine Otitis externa das einzige

4 45 Bei einer Allergie wird die Otitis externa sekundir durch

Symptom
Selbsttrauma ausgeldst oder die Hypersensitivititsreaktion dehnt sich auf den
Gehorgang aus. Betroffene Hunde zeigen initial meist ein Erythem der Pinna und
des Gehorgangs zusammen mit einer milden epithelialen Hyperplasie gefolgt von
Juckreiz und Kopfschiitteln **. Da eine Futtermittelallergie klinisch oft nicht von
einer atopischen Dermatitis unterschieden werden kann ist eine systematische

Allergieaufarbeitung wichtig, um die Grunderkrankung zu identifizieren und zu

therapieren.

Kontaktallergien dienen im Vergleich selten als Ursache einer Otitis externa und
treten vor allem als Reaktion auf Medikamentenapplikation im Gehdrgang auf *.
Es handelt sich um eine Typ IV Hypersensitivitdt, die bewirkt, dass der Patient
sich unter Therapie verschlechtert, und die zu einem vermehrten Erythem,

Erosionen oder Ulzerationen im Gehorgang fithren kann #°,

3.14 Keratinisierungsstérungen

Keratinisierungsstorungen werden durch  hormonelle Imbalancen wie
Hypothyreose oder Hyperdstrogenismus, primére idiopathische Seborrhoe oder
Sebadenitis  ausgelost. Infolge der verdnderten Keratinstruktur  und
Zeruminaldriisen-Funktion kommt es zu einer cerumindsen Otitis *°. Die
Hyperthyreose ist die hdufigste Endokrinopathie, bei der eine Otitis externa als
Symptom auftreten kann, und betrifft liberwiegend dltere Hunde oder Hunde
mittleren  Alters. Eine Rassepradisposition konnte bei Cocker- und
Springerspaniel, Bullterriern, Neufundldndern, Bordeauxdoggen, English Setter
und Labrador Retrievern beobachtet werden **. Typischerweise zeigen die Hunde
zusitzliche Symptome wie Gewichtszunahme, Lethargie, Fellverdanderungen oder

Sekundirinfektionen der Haut %7

3.15 Autoimmunerkrankungen
Zu den Autoimmunerkrankungen, die die Pinna oder den externen Gehorgang

betreffen konnen gehdren Pemphigus foliaceus und erythematodes, discoidaler
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Lupus, Vaskulitis und das bullése Pemphigoid. All diese Erkrankungen sind sehr
selten und présentieren sich mehrheitlich multifokal an mehreren Korperstellen.

Unter anderem sind hiufig mukokutane Ubergiinge betroffen *°.

3.2 Sekundare Ursachen

Sekundére Ursachen konnen eine Entziindung in bereits vorgeschiddigten Ohren
erhalten oder verschlimmern “®. Manche Autoren ordnen die sekundiren Ursachen
den perpeturierenden Faktoren zu, sie sollen hier aber getrennt beleuchtet werden,
da sie im Zusammenspiel mit anderen Faktoren in der Lage sind, als Trigger fiir

eine Erkrankung zu fungieren, und die Prognose und Therapie unterschiedlich ist
Iy}

321 Bakterien

In vielen Féllen von Otitis werden Staphylococcus intermedius/pseudintermedius,
Pseudomonas ssp., Proteus mirabilis, Escheria coli, Klebsiella, Corynebacterium
spp. oder Streptococcus ssp isoliert ¥ 33 27. Manche dieser Keime konnen zwar
auch als residente oder transiente Mikroflora im gesunden Ohr vorkommen, wird
das Mikroklima jedoch durch eine vorliegende Entziindung beeinflusst, kann das
Bakterienwachstum aufBler Kontrolle geraten. Es kommt zu ,bacterial

owergrowth®, der in einer klinisch apparenten Infektion resultieren kann 7.

3.2.2 Hefen

Bei den Hefepilzen hat Malassezia pachydermatis die gro3te klinische Bedeutung.
Auch dieser Erreger gehort in Maflen zur natiirlichen Hautflora und kann bei
Hunden in bis zu der Hilfte aller gesunden Ohren isoliert werden *°. Liegt eine
Otitis externa vor, konnen Malassezia ssp. in bis zu 76% der Hunde und 95% der
Katzen nachgewiesen werden, oft simultan mit Staphylococcus ssp. *> °!. Bei der
Katze kommen seltener auch lipidabhingige Malassezia ssp. vor, wie M. obtusa,
M. globosa, M. slooffiae, M. sympodialis, M. furfur oder M. restricta 3!. Ideale
Bedingungen fiir eine Uberwucherung mit M. pachydermatis finden sich bei

Hunden, die hiufig schwimmen oder eine allergische Grunderkrankung, haben *2.

3.3 Pradisponierende Faktoren
Pradisponierende Faktoren sind Prozesse oder Faktoren, die durch eine
Verdanderung des Mikroklimas im Ohr das Risiko erhohen, an einer Otitis externa

zu erkranken. Im Zusammenspiel mit perpetuierenden Faktoren und priméren
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bzw. sekundidren Ursachen konnen sie eine klinisch manifeste Erkrankung

auslosen %0

3.3.1 Anatomische Besonderheiten

Manche Hunderassen haben aufgrund der charakteristischen Anatomie der Pinna
und des Gehorgangs ein hoheres Risiko an einer Otitis zu erkranken. Relevant
scheinen hierflir unter anderem die Form der Ohrmuschel und des Gehorgangs,
die Menge der Haare und die Anzahl an Talgdriisen und apokrinen Driisen im
Gehorgang zu sein 72 3 34, Uberreprisentiert sind Cocker Spaniel (Schlappohren),
Shar Peis und Bulldoggen (enge Gehorginge), Pudel und Pudelkreuzungen

44 47 55 Auf eine

(haarige Gehorginge) und Deutschen Schéferhunde
Monokausalitdt anatomischer Faktoren kann jedoch nicht geschlossen werden, da
nicht alle Hunde mit Schlappohren oder haarigen Gehorgéngen an einer Otitis
externa erkranken. Vielmehr muss man davon ausgehen, dass diese Rassen auch

eine Prédisposition fiir primdre Ursachen oder perpeturiende Faktoren aufweisen
40

Andere anatomische Abnormititen die das natiirliche Milieu im Gehdrgang
beeinflussen konnen, sind entziindliche Polypen oder Neoplasien. Sie fiihren zu
einer Stenose und mangenden Beliiftung, was in einer gestorten epithelialen
Migration des Gehdrgangs resultiert. Dadurch wird das Ohr empfanglich fiir
Sekundirinfektionen *° 4. Polypen sind gutartige Zubildungen der epithelialen
Mukosa, des Nasopharynx, der Tuba auditiva oder des Mittelohrs und werden
mehrheitlich bei jungen Katzen gefunden *° >’. Tumore des Gehorgangs sind eher
ungewdhnlich, hiufiger konnen Zubildungen der Pinna beobachtet werden 2. Die
meisten Tumore gehen von den Zeruminaldriisen aus und kdnnen sowohl gutartig
(Adenome) als auch bosartig (Adenokarzinome) sein. Weitere gutartige
Neoplasien des Gehdrgangs sind Papillome, Basalzelltumore, Tagdriisenadenome
und Histozytome. Zu den malignen Neoplasien gehdren auflerdem

Plattenepithelkarzinome, Melanome, Sarkome und andere Karzinome %,

3.3.2 Klimafaktoren

Sowohl ein verdndertes Klima im Gehdrgang, als auch eine Verdnderung im
Umgebungsklima kann einen FEinfluss auf das Entstehen einer Otitis externa
haben. Frequentes Baden fiithrt bei Hunden zu einer vermehrten Feuchtigkeit im

Ohr und unter Umstédnden auch zu einer Kontamination mit opportunistischen
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Mikroorganismen (vor allem P. aeruginosa) oder hautirritierenden Substanzen **.
Durch die Aufweichung des Gehorgangsepithels wird zusitzlich die
Barrierefunktion der Haut herabgesetzt, was eine Entziindung durch
opportunistische Keime erméglicht %°.  Auch eine Erhéhung von
Umgebungstemperatur und Luftfeuchtigkeit spiegelt sich im &ufleren Gehorgang
wieder. So konnte beobachtet werden, dass die Héufigkeit einer Otitis externa
zunimmt, wenn Umgebungstemperatur und relative Luftfeuchtigkeit ansteigen
und es vermehrt regnet >°. Zusitzlich finden sich bei heiem und feuchtem Klima
eine hohere Anzahl von Bakterien im #uBeren Gehorgang °°. Es ist zudem
wahrscheinlich, dass bei umweltallergischen Tieren eine Erhohung des

Pollenflugs zu einem gehiuften Auftreten von Otitis externa beitragen kann *7.

3.3.3 latrogene Faktoren

Zu den iatrogenen Faktoren gehort iiberméfBige Pflege des Gehorgangs, vor allem
der Einsatz von Wattestibchen oder das Ausreilen von Haaren, der Einsatz
reizender Ohrmedikamente oder die zweckwidrige Anwendung antibakterieller

Substanzen 47 40

. Alle diese Faktoren fiithren zu einer Traumatisierung des
Gehorgangs und einer Hautirritation, die es opportunistischen Erregern erleichtert,
eine Erkrankung auszulosen. Sdurehaltige oder adstringierende Ohrreiniger, sowie
Ohrreiniger auf Alkoholbasis miissen mit besonderer Vorsicht verwendet werden,
vor allem bei bereits vorgeschidigten Ohren *’. Die unsachgemiBe Verwendung
von Antibiotika kann zu einem Shift der Mikroflora und zu einer Selektion

multiresistenter Bakterien im Gehorgang fiihren #°.

3.4 Perpeturierende Faktoren

Perpetuierende Faktoren konnen eine Gehdrgangs-Entziindung unterhalten, auch
wenn die primire oder sekundire Ursache bereits therapiert ist 7. Sie entstehen
durch ein Zusammenwirken verschiedener Prozesse und miissen gezielt behandelt

werden, damit die Erkrankung abheilen kann.

34.1 Fortgeschrittene pathologische Veréanderungen

Eine chronische Entziindung kann zahlreiche Verdnderungen im Gehdrgang
ausldsen. Dazu gehéren epitheliale Hyperkeratose und Hyperplasie, Odem und
Fibrose der Dermis sowie Hyperplasie und Dilatation der Zeruminaldriisen., oft
begleitet von einer Hidradenitis *’. In Folge dieser Modifikationen stenosiert der

Gehorgang und die epitheliale Migration, die im Normalfall fiir die Beseitigung
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von Cerumen, Zelldetrius, Talg und Keimen aus dem Gehorgang zustindig ist,

42 So kénnen sich

wird nachhaltig gestort und kann sich sogar umkehren
Hautfalten im Gehdrgang bilden, in denen sich Sekrete und Exsudate ansammeln
und wiederum Mikroorganismen ansiedeln. Es kommt zu einem Circulus vitiosus
und zu einer zunechmenden Fibrose und Kalzifikation des Gehdrgangs. Diese Fille
prasentieren sich oft als therapieresistente Otitis, da Ohrmedikamente durch das
zunehmend verlegte Lumen nicht mehr bis an den Ort des Geschehens vordringen

koénnen 4.

3.4.2 Veranderungen des Trommelfells

Ein verdndertes Trommelfell kann 6dematds, verdickt und undurchsichtig werden.
Es erscheint nicht mehr transparent, sondern kann eine weille, gelbe, braune oder
graue Féarbung haben und so unter Umstdnden leicht mit Exsudat oder Keratin-

Pfropfen verwechselt werden °°.

Gleichzeitig kann das Trommelfell in
chronischen Fillen von Otitis externa ausdiinnen, da proteolytische Enzyme des
entziindlichen Exsudates das Trommelfell angreifen *®. In seltenen Fillen kann
sich das Trommelfell bis in die Paukenhdhle ausstiilpen. In dieser Tasche kann
sich keratinhaltiger Detritus ansammeln, der einen optimalen Nahrboden fiir

t42

Bakterien und damit einen stetigen Infektionsherd bildet *“. Rupturiert das

Trommelfell kann sich eine Otitis media oder ein Cholesteatom entwickeln #’.

3.5 Otitis media

Eine Otitis media kann in bis zu 16% aller Hunde mit akuter und 82,6 % aller
Hunde mit chronischer Otitis externa auftreten ®' *3. Bleibt sie unbehandelt, kann
sie eine Quelle fiir stindige Reinfektionen des Gehorgangs darstellen.
Typischerweise entsteht eine sekunddre Otitis media durch das Eindringen von
Exsudat, Debris und infektiosen Mikroorganismen durch ein rupturiertes
Trommelfell *°. Das kubische Epithel des Cavum tympani, das Mukoperiosteum,
wird durch die Entziindung zylindrisch mit papillirem Erscheinungsbild.
Zusitzlich nehmen sekretorische Zellen und Driisen zu, was zu einer vermehrten
Schleimsekretion in die Paukenhohle fiihrt *°. So wird die Infektion innerhalb des
Mittelohrs abgeschottet und eine topische Therapie aussichtlos #’. Seltener kann
eine Otitis media auch primir durch aufsteigende Infektionen iiber die Tuba
auditiva oder eine himatogene Verbreitung entstehen ¢ 2. In diesen Fillen kann

sie als primdre Ursache fiir eine Otitis externa fungieren. Beim Cavalier King
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Charles und einigen anderen brachycephalen Hunderassen ist auBerdem eine sehr

seltene primire sekretorische Otitis media (PSOM) beschrieben ¢ ¢4,

4, Diagnose und Therapie von Ohrinfektionen bei Hund und
Katze

Das Vorliegen einer Otitis externa kann oftmals relativ einfach durch eine
griindliche Anamnese und klinische Untersuchung diagnostiziert werden 2.
Dennoch bediirfen Otitiden einer umfassenden Untersuchung, um alle Ursachen
und beteiligten Faktoren zu identifizieren. Besonders wichtig ist dies bei

chronischen oder rezidivierenden Otitiden .

Eine  systematische
Herangehensweise ist Voraussetzung, um zu erarbeiten, welche Faktoren im
konkreten Fall zu dem Krankheitsgeschehen beitragen, und um Prognose und
Therapieoptionen zu prizisieren “°. Hierfiir werden eine detaillierte Anamnese,
eine allgemeine und spezielle dermatologische Untersuchung und eine
otoskopische Untersuchung mit Zytologie empfohlen ' % 7 Gegebenenfalls kann
weitere Diagnostik, wie das Durchfithren einer bakteriellen Untersuchung mit
Antibiogramm oder einer neurologischen Untersuchung, angeschlossen werden '
37 Ein langfristiger Therapieerfolg kann nur auf Basis einer umfassenden
Aufarbeitung gewihrleistet werden ® und beruht auf der Ergreifung verschiedener
MaBnahmen. Dazu gehoren die sorgfiltige Reinigung des Gehorgangs, die
Behandlung von Sekundirinfektionen und Entziindungen und das Bekdmpfen von
Primérursachen und pridisponierenden, bzw. perpetuierenden Faktoren % 37-68.69
4.1 Klinisches Bild einer Otitis externa

Der erste diskrete Hinweis im Anfangsstadium einer Otitis externa ist oftmals die

"0 die jedoch nur otoskopisch

zunehmende Vaskularisation des Gehorgangs
feststellbar ist. Schreitet die Entziindung fort, breitet sich das Erythem weiter iiber
das duflere Ohr auf die Pinna aus. In der Folge kann eine Vielzahl klinischer
Symptome auftreten. Neben einem verdnderten Ohr-Geruch oder sichtbarer
Sekretbildung fallen dem Besitzer hdufig vermehrter Juckreiz oder Kopfschiitteln
auf *2. Bei anhaltendem starken Kopfschiitteln steigt in weiterer Folge das Risiko
der Bildung eines Otthimatoms durch Verletzung der Blutgefile im elastischen

12

Ohrknorpel In manchen Fillen kann ein Horverlust oder reduziertes

Horvermogen durch gezielte Fragen der Anamnese ermittelt werden, was meist

t71

auf einer Obstruktion des Gehdrgangs durch Debris beruht **. Handelt es sich um
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chronische oder rezidivierende Otitiden sind proliferativen Verdnderungen wie
eine Hyperplasie, Fibrose oder Mineralisierung des Bindegewebes im Bereich des
duBeren Gehorgangs nachweisbar %°. Ist zusitzlich das Mittelohr betroffen,
kénnen Kopfschiefhaltung oder Schmerzen beim Offnen des Fangs auftreten %,
Die Befunde einer klinischen Untersuchung sind vielfdltig. Neben Primérldsionen
wie einer Rotung oder Schwellung konnen Sekundirldsionen wie Schuppen,
Krusten, Exkoriationen oder Alopezie vorkommen ©%; 42 Ohrausfluss,
Schmerzhaftigkeit bei der Palpation oder geschwollene Ohr-Lymphknoten sind

weitere mogliche Manifestationen !,

Manche Hunde zeigen trotz einer
vorliegenden Otitis keine erkennbaren klinischen Symptome. So konnte eine
Studie nachweisen, dass von 200 Hunden, die aufgrund anderer Probleme
vorgestellt wurden, 16% eine Otitis hatten, die mittels Otoskopie diagnostiziert
werden konnte . Eine sorgfiltige klinische Untersuchung inklusive Otoskopie ist

entscheidend, um diese Patienten zu identifizieren.

4.2 Otoskopische Befunde beim Vorliegen einer Otitis externa

Bei jedem Patienten mit Ohrproblemen sollte eine otoskopische Untersuchung
durchgefiihrt werden %. Sie ist unentbehrlich, um Fremdkorper im Gehorgang
oder eine vorliegende Otitis media zu erkennen sowie Lisionen, Exsudat und
progressive pathologische Verinderungen im Gehdrgang zu beurteilen *2. In
jedem Fall sollten beide Ohren untersucht werden, auch wenn der Patient wegen
einer einseitigen Otitis vorgestellt wird. So kann das gesunde Ohr als Referenz fiir
den Normalbefund dienen und eine gegebenenfalls vorliegende mildere Otitis im
,gesunden* Ohr wird nicht {ibersehen ’?. Das gesunde, oder weniger betroffene
Ohr wird zuerst untersucht > 72, Wichtig ist, beide Ohren mit einem separaten,
desinfizierten ~Ohrtrichter zu untersuchen, um einer Ubertragung von

42 Mittels eines

Mikroorganismen in das jeweils andere Ohr vorzubeugen
Otoskopes werden der vertikale und horizontale Gehorgang untersucht und
pathologische Verdnderungen notiert. Die Beschaffenheit des Trommelfells,

soweit einsehbar, wird ebenfalls beurteilt.
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4.2.1 Gehdrgang

Der gesunde duBere Gehorgang ist eben, von blassrosa Farbe und kann minimale
Mengen blassgelben oder braunen Cerumens enthalten 2 2. Je nach Hunderasse
kommen physiologischerweise mehr oder weniger Haare im Gehorgang vor.
Insbesondere bei Rassen wie dem Cockerspaniel, Zwerg- und Riesenschnauzer
oder Airdale Terrier befinden sich aus einem Primdr- und mehreren
Sekundirfollikeln zusammengesetzte Haarfollikel oftmals auf der gesamten Lange
des Gehorgangs, wohingegen bei Mischlingshunden und Greyhounds eher
spirlich positionierte, singuldre Primirfollikel vorherrschen >* 7. Bei manchen
Hunden findet sich zusétzlich ein Haarbiischel distal und ventral des Trommelfells
2. Auch die Anzahl der Talg- und SchweiBdriisen variiert beim Hund deutlich.
Wiéhrend die meisten Talgdriisen sich im distalen Teil des Gehorgangs befinden,
kommen die Schweilldriisen, auch Zeruminaldriisen genannt, gehduft im letzten

Drittel des Gehdrgangs, nahe am Trommelfell, vor ™ 7

. Ist der Gehorgang
aufgrund einer akuten Otitis externa entziindet, kommt es zu einer
Odematisierung und Rétung des Gehorgangs und infolgedessen zu einer Stenose.
Eine Hyperplasie der Epidermis und der Zeruminaldriisen engt das Lumen weiter
ein und deuten auf ein chronisches Entziindungsgeschehen hin, wohingegen
Erosionen oder Ulzerationen meist im Zusammenhang mit einer bakteriellen
Infektion, insbesondere mit Pseudomonaden, gesehen werden 2. Bei der
otoskopischen Untersuchung sollte auch auf mdgliche Fremdkdrper oder
Gewebewucherungen geachtet und Konsistenz, Farbe und Geruch des Sekrets
beurteilt werden ®. Durch die Entziindung des Gehorgangs kommt es zu einer
Verdnderung der Sekretqualitit, die Konsistenz kann von wiéssrig oder diinn iiber
purulent bis wachsartig variieren 2°. Bei einer Infestation mit Otodectes cynotis ist
ein kriimelig-trockenes, schwarzbraunes (kaffeesatzartiges) Cerumen beschrieben
40 Farbe, Qualitit und Geruch des Cerumens konnen einen Hinweis auf

zugrundeliegende Faktoren geben, sollten aber aufgrund mangelnder Korrelation

immer im Zusammenhang mit einer zytologischen Untersuchung beurteilt werden
48, 65,67

4.2.2 Trommelfell
Das gesunde Trommelfell erscheint als diinne, halbtransparente Membran, der
von medial das Manubrium des Malleolus anliegt. Durch eine bestehende

Entziindung kann es deutlich opak bis fleischfarben, verdickt oder farblich
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verindert sein '> %, Bei einer akuten schmerzhaften Otitis externa sowie bei
chronischen Otitiden kann sich die otoskopische Untersuchung des Trommelfells
aufgrund von Abwehrbewegungen oder einer Stenosierung des Gehorganges als
sehr schwierig herausstellen. Unter Umstédnden kann es in solchen Féllen nétig
sein, den Patienten vor der Untersuchung zu sedieren oder die Untersuchung nach
einer initialen antiinflammatorischen Therapie zu wiederholen 2. Um
Sekretmassen vor dem Trommelfell zu 16sen, konnen nebst einer Reinigung mit
Ceruminolytika weitere Techniken, wie eine Ohrspiilung oder die Verwendung
einer Ohrschlaufe angewandt werden 7. Dennoch ist bei einer Otitis externa das
Trommelfell in der Praxis hiufig nicht einsehbar 7®. Ist eine Beurteilung des
Trommelfells nicht mdglich, ist theoretisch immer von einer Ruptur des
Trommelfells auszugehen, was Einfluss auf die Auswahl potentiell ototoxischer
Medikamente hat 2. Defekte wie Risse oder Locher im Trommelfell zeigen an,
dass eine Otitis media vorliegt, wohingegen ein intaktes Trommelfell diese nicht
ausschlieft ’?, da Trommelfelldefekte trotz gleichzeitiger Infektion des Mittelohrs
abheilen konnen. Beispielsweise hatten in einer Studie bis zu 72,5% der Hunde
mit Otitis media ein intaktes Trommelfell 7. Erscheint das Trommelfell in der
otoskopischen Untersuchung abnormal, sollte eine Myringotomie durchgefiihrt
werden, um Proben fiir eine zytologische und bakteriologische Untersuchung zu

erhalten 72.

4.3 Zytologische Befunde beim Vorliegen einer bakteriellen Otitis
externa

Die zytologische Untersuchung des Ohrsekrets ist eine minimalinvasive,

kostengiinstige Methode, um mit einer Otitis assoziierte Sekundérinfektionen zu

identifizieren ?’. Sie ist in der Praxis rasch durchfiihrbar und ermdglicht die

Auswahl einer spezifischen Therapie 2. Durch die semiquantitative Beurteilung

kann auBerdem eine Therapiekontrolle erfolgen und bei ausbleibender Besserung

die Therapie gegebenenfalls angepasst werden 27,

431 Probengewinnung und -vorbereitung

Die gédngigste Methode einer zytologischen Untersuchung ist die Entnahme einer
Tupferprobe aus dem Gehorgang, die dann auf einem sauberen Objekttrager
ausgerollt wird ?°. Dafiir wird ein Wattestiibchen in den vertikalen Anteil des

Gehorgangs eingefiihrt, bis der Ubergang vom vertikalen zum horizontalen
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Gehorgang erreicht wird. Ein prominenter Knorpelkamm und der natiirliche
Knick des Gehorganges am Ubergang, verhindern ein zu tiefes Eindringen des
Tupfers 27. So kann der Tupfer gefahrlos rotiert werden, ohne eine Verletzung des
Trommelfells zu riskieren *; 2’. AnschlieBend wird das gewonnene Material auf
einen Objekttrager aufgebracht und geféarbt. Die Probenentnahme sollte stets vor
einer Reinigung der Ohren erfolgen und beide Ohren sollten getrennt beprobt und
evaluiert werden, da sich die mikrobielle Besiedelung unterscheiden kann 7. Eine
Hitzefixierung des Materials wird vielfach empfohlen, es konnte jedoch in einigen
Studien gezeigt werden, dass dieser Schritt nicht nétig ist '> 7. Zur Fiarbung des
Praparates stehen verschiedene Farbelosungen zur Verfligung, am weitesten
verbreitet sind Schnellfirbungen vom Romanowsky-Typ wie DiffQuick® oder
Hemacolor®'?> 78, Sobald die gefirbten Objekttriger trocken sind, konnen sie unter

dem Mikroskop beurteilt werden.

4.3.2 Mikroskopische Auswertung

Das Préparat wird zundchst mit geringer Vergroferung (40-fach) maanderformig
durchgemustert, um Stellen zu identifizieren, die einer ndheren Betrachtung
unterzogen werden sollen. Das 40x Objektiv (vierhundertfache VergroBerung)
ermoglicht eine gute Beurteilung von Leukozyten, Erythrozyten, Korneozyten,

27

Hefen und groBeren Bakterien “’. Die tausendfache Vergroferung kann zur

niheren Betrachtung von Kokken und Stéibchen nétig sein 7°.

Physiologisches Cerumen besitzt eine hohe Lipidkonzentration und eine geringe
Zellzahl. Daher farben sich Ausstriche aus dem gesunden Gehorgang sehr
schlecht an und erscheinen auf dem Objekttriiger farblos und fast unsichtbar 2% %
Unter dem Mikroskop sind gelegentlich schattenhafte Umrisse der Lipide und
Korneozyten erkennbar, die Melaningranula enthalten konnen. Diese
abgeschilferten Hautschuppen férben sich basophil an und konnen sich wihrend
der Probengewinnung aufrollen. Melaningranula sind kleine, runde bis ovale,
gelblich-braune Strukturen, die aufgrund ihres Aussehens leicht mit Kokken
verwechselt werden konnen. Da sie sich, anders als Kokken, jedoch nicht
anfarben, konnen sie durch auf- und Ab-Fokussieren von diesen unterschieden
werden 2’. Auch im gesunden Ohr konnen vereinzelt Bakterien und Hefepilze
vorkommen. Koagulase negative Staphylococcus spp., und Streptococcus spp
gehoren als Kommensale zur physiologischen Keimflora des Ohres. Auch eine

geringe Anzahl Malassezia spp. kann vorkommen, obwohl sie, allen voran
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Malassezia pachydermatis, potentiell opportunistisch pathogen sind. Kommt es
indes zu einer mikrobiellen Uberbesiedelung oder werden neben Bakterien auch
neutrophile Granzulozyten nachgewiesen, muss der Befund als pathologisch

betrachtet werden 2’

. Stibchenbakterien befinden sich, mit Ausnahme von
Corynebacteria spp. oder vereinzelt Coliformen, physiologischerweise nicht im
Ohr ?’. Dominieren sie das zytologische Bild, sollte eine mikrobiologische
Untersuchung mit Antibiogramm angeschlossen werden, da es sich hiufig um
Pseudomonas spp. oder Proteus spp. handelt, bei denen es schnell zu einer

Antibiotikaresistenz kommen kann '2.

In einem entziindeten Gehorgang steigt gewohnlich auch die Zellzahl, so dass der
gefdrbte Ausstrich bereits makroskopisch von einer Probe eines gesunden Ohres
zu unterscheiden ist. Er farbt sich im Vergleich deutlich stirker an und erscheint
so blauer ?°. Keratinozyten sind im entziindlichen Exsudat vermehrt kernhaltig
und konnen, beim Vorliegen einer Autoimmunerkrankung, auch abgerundet,
akantholytisch, sein. Neben neutrophilen Granulozyten werden auch
Makrophagen und bei intraluminalen Tumoren vereinzelt neoplastische Zellen
gefunden 2°. Gelegentlich kdnnen zudem Parasiten, wie Otodectes cynotis,
Demodex spp, Sarcoptes scabiei oder Notoedres cati im zytologischen Préparat
sichtbar sein, obgleich letztere eher die Pinna befallen, als den Gehorgang 27.
Typischerweise wird beim Verdacht auf Milbenbeteiligung jedoch ein

Nativpriparat untersucht '?

4.4 Kultur und Resistenztest als Therapiegrundlage

In den meisten Fillen werden Otitiden, zumindest initial, empirisch therapiert, da
es sich um ein akutes Geschehen handelt, dessen Behandlung keinen Aufschub
duldet. Die Auswahl des anzuwendenden Antibiotikums beruht dann auf
Ergebnissen der klinischen und zytologischen Untersuchung und der klinischen
Erfahrung des  Tierarztes %. Bei  chronisch-rezidivierenden  oder
therapieresistenten Otitiden, dem Wechsel des Antibiotikums, bei einer Infektion
mit Stidbchenbakterien oder wenn eine Otitis media vermutet wird, ist eine
erginzende bakterielle Kultur mit Antibiogramm durchzufiihren 8- %6, Mittlerweile
werden auch zunehmend Resistenzen bei grampositiven Bakterien, insbesondere
Staphylococcus spp, dokumentiert, sodass eine mikrobielle Kultur mit
Antibiogramm auch bei Kokken erwogen werden sollte 2. Zudem besteht gemiB

der Anderung der Verordnung iiber tierdrztliche Hausapotheken (TAHAV), die
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am 01.03.2018 in Kraft getreten ist, eine Antibiogrammpflicht beim Einsatz von

Cephalosporinen der 3. oder 4. Generation und Fluorchinolonen bei Hunden.

Einige Studien konnten nachweisen, dass sich bei bilateralen Otitiden
Keimbesiedelung und Resistenzverhalten beider Proben teils deutlich
unterschieden ** %2, So konnten Oliviera et. al. in 68% der beprobten Hunde einen
signifikanten Unterschied zwischen der kultivierten Mikroflora des linken und
rechten Ohres demonstrieren. Daraus resultiert die Empfehlung bei bilateralen
Otitiden beide Ohren getrennt zu beproben und zu kultivieren %2. Um basierend
auf Kultur und Antibiogramm eine Therapieempfehlung auszusprechen, sind
folgende Limitationen zu beriicksichtigen: die Kultur kann nicht zwischen einer
physiologischen Bakterienflora, bakterieller Uberwucherung und einer echten
Infektion unterscheiden. Daher werden im Labor hédufig Resistenzmuster fiir alle
nachgewiesenen Bakterien angegeben. Es liegt in der Hand des behandelnden
Tierarztes, klinisch relevante Spezies zu identifizieren und das geeignete
Therapeutikum auszuwihlen 27. Des Weiteren spiegelt eine in-vitro
nachgewiesene antimikrobielle Resistenz nicht zwingend die Empfindlichkeit in-
vivo wieder, da eine lokale Applikation des Wirkstoffes zu hoheren
Konzentrationen im Gehorgang fiihrt, als bei der systemischen Anwendung des
gleichen Wirkstoffes erreicht wird '!. Zusitzlich kénnen mehrere Wirkstoffe

4

einfacher kombiniert werden Daher sollte der klinische Verlauf im

Zusammenhang mit den Ergebnissen des Resistenztests bewertet werden.

4.5 Topische antibakterielle Therapie

Die topische Therapie ist der Schliissel zu einer erfolgreichen Otitis Behandlung
"1 Um Sekundirinfektionen und Entziindungen im Gehdrgang zu bekimpfen, ist
die lokale Verabreichung Mittel der Wahl, da so leichter therapeutisch wirksame

1 Kommerziell erhiltliche

Konzentrationen im Exsudat erreicht werden
Otologika sind meist trivalent, mit je einer antibakteriellen, einer antimykotischen
und einer antientziindlichen Komponente. Zusitzlich sind Tréigerstoffe,
Stabilisatoren und Losungsmittel enthalten '!. Durch diese Wirkstoffkombination
wird der multifaktoriellen Genese einer Otitis Rechnung getragen, so dass in den
meisten Fillen mit einem Therapieerfolg gerechnet werden kann *°. Beeintrichtigt
wird er unter Umstinden durch multiresistente Keime, bei denen lizenzierte

Ohrmedikamente vielfach keine Wirkung mehr zeigen '?. Voraussetzung fiir das

Gelingen einer topischen Therapie ist eine gute Besitzercompliance. Eine
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umfassende Aufkldrung iiber die Form des Gehorgangs und das richtige

Einbringen des Medikamentes ist daher unentbehrlich 2.

Eine Ubersicht der antibakteriellen Wirkstoffe zugelassener Ohrtherapeutika
findet sich in Tabelle 1.

Tabelle 1: Zugelassene antibakterielle Wirkstoffe in Deutschland zur
Behandlung der Otitis externa bei Hunden

Wirkstoff Konz. | Konz.pro | Praparat | Zulassungs- Zulassung
Anwendung inhaber
Marbofloxacin 3,0 0,71 mg Aurizon Vetoquinol Nicht anwenden bei
mg/ml perforiertem
Otoxolan | TAD Pharma

Trommelfell
Marbodex Norbrook
NorOtic Norbrook

Orbifloxacin 8,5 0,5-2,1 mg Posatex Intervet Nicht bei Hunden mit
mg/ml perforiertem

Trommelfell anwenden

Florfenicol 0,008 10 mg Osurnia Elanco Nicht anwenden bei
mg/ml perforiertem
Trommelfell, nur
Staph.
pseudointermedius

Polymyxin B 0,5293 0,0793 — Surolan Elanco Nicht anwenden bei
mg/ml | 0,1323 mg . einem perforierten
Mitex WDT
Trommelfell
0,1323 mg
Nicht anwenden bei
Tieren mit
perforiertem
Trommelfell
Gentamicin 1505/ 1505 TU Easotic Virbac Nicht anwenden bei
2640 perforiertem
267,6 — Otomax Intervet
Trommelfell
1U/ml 1070,4 TU
Chloramphenicol 10 1-4mg Otiprin N Vetoquinol k. A.

mg/ml
Selectavet




II. Literaturibersicht 22

Uberwiegend werden Aminoglykosidantibiotika, Polypeptidantibiotika oder

Fluorchinolone verwendet, die sich aufgrund ihres breiten Spektrums anbieten !!.

Aminoglykoside, wie Neomycin oder Gentamicin wirken bakterizid und teilweise
bakteriostatisch, indem sie an die 30s-Untereinheit bakterieller Ribosomen binden
und so Ablesefehler der mRNA verursachen. Dies fiihrt zur Bildung
nichtfunktioneller Proteine, was unter anderem eine erhOhte Permeabilitdt der
Plasmamembran und schlieBlich eine Lyse des Erregers zur Folge hat !l 3
Sowohl Gentamicin als auch Neomycin zeigen gute bis sehr gute Wirksamkeit
gegen grampositive Kokken und auch gegen gramnegative Aerobier, bei
Pseudomonas und E.coli werden jedoch Resistenzen beobachtet ' 12 | Third-
line“-Aminoglykoside, wie Amikacin und Ticarcillin, die in den USA

insbesondere bei multiresistenten Pseudomonas-Otitiden Anwendung finden, sind

nicht in Form von Ohrpriparaten verfiigbar !,

Das Polypeptidantibiotikum Polymyxin B kann sich in die Zellmembran
gramnegativer  Bakterien  einlagern, wodurch  deren  Funktion als
Permeabilititsbarriere gestort wird !> 3. Es wirkt so bakterizid auf extrazellulire
Keime. Grampositive Keime sind weniger empfindlich gegeniiber Polymyxin B,
somit sind hohere MHC-Konzentrationen erforderlich um diese Erreger abzutoten
85, Zudem wird Polymyxin B in eitrigem Exsudat inaktiviert. Um einen
Therapieerfolg zu gewdhrleisten, ist es also entscheidend, Faktoren zu
identifizieren, die eine Wirksamkeit beeintrichtigen konnten, wie z.B. ein
geringer pH-Wert, eitriges Exsudat oder eine hohe Proteinkonzentration *°. Auch
gegen Polymyxin B sind mittlerweile resistente Isolate bakterieller Otitiden
dokumentiert, vorwiegend bei P. aeruginosa, Proteus ssp. und S.
pseudintermedius °. Zur Verbesserung der antibakteriellen Wirksamkeit kann
Polymyxin B mit anderen antimikrobiellen oder auch antimykotischen
Wirkstoffen kombiniert werden. Beispielsweise zeigen sich synergistische Effekte
in Kombination mit Rifampicin, Azithromycin oder Imipenem 5. Fiir die
Veterindrmedizin relevant ist die synergistische Wirkung in Verbindung mit

Miconazol vor allem gegen gramnegative Erreger und Pseudomonas spp %% %7,

Marbofloxacin und Orbifloxacin sind Vertreter aus der Klasse der Fluorchinolone,
die in kommerziellen tiermedizinischen Otologika Verwendung finden. Sie
wirken bakterizid, indem sie die bakterielle DNA-Gyrase, eine Topoisomerase II,

hemmen. Infolgedessen wird eine Uberspiralisierung der DNA (Supercoiling)
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verhindert, was zu Strangbriichen in der DNA und einer fehlerhaften Replikation
fiihrt. Gleichzeitig wird auch die Topoisomerase IV gehemmt, so dass auch die
Zellteilung beeinflusst wird 34, Sie zeichnen sich durch ein sehr breites
Wirkspektrum gegen fast alle gramnegativen und grampositiven Erregern aus !!
sollten jedoch nicht als Mittel der Wahl bei unkomplizierten Otitiden eingesetzt
werden, da es, besonders wenn subtherapeutische Dosen verwendet werden,
schnell zu Mutation und Resistenzbildung kommen kann '2. Ein Enrofloxacin-
haltiges Otologikum ist auf dem deutschen Markt nicht verfiigbar, jedoch kann

eine Enrofloxacin-Injektionsldsung (Baytril® 25mg/ml Injektionsldsung, Bayer

Vital GmbH) lokal im Ohr angewendet werden.

Seit 2015 neu auf dem europdischen Markt verfiigbar ist ein trivalentes Ohrengel
fiir Hunde, das den Wirkstoff Florfenicol enthilt . Es gehért zu der Familie der
Fenicole, wie auch Chloramphenicol, das ebenfalls in einem kommerziell
erhdltlichen Ohrpriparat zur Verfiigung steht. Beide sind potente Hemmer der
bakteriellen Proteinsynthese, indem sie an die Propandiolseitenkette der 50-S-
Untereinheit der Ribosomen binden und so die Peptidyltranferasenaktivitit
hemmen 3. Die Wirkung ist generell bakteriostatisch und umfasst die meisten
grampositiven und gramnegativen Bakterien. Pseudomonas aeruginosa ist
resistent gegen Fenicole, daher ist das Kombinationsprodukt mit Florfenicol nur
,»zur Behandlung einer [...] Otitis externa, hervorgerufen durch Staphylococcus
pseuintermedius und Malassezia pachydermatis zugelassen %°. Von einer

Wirkung gegen MRSA und MRSP wird ausgegangen %’

MafBgeblich fiir den Therapieerfolg ist grundsétzlich ein ausreichendes Volumen
an Ohrmedikation in den Gehorgang einzubringen. 1 Milliliter pro Ohr wird als
Richtgrofe fiir die Behandlung angegeben und bei manchen kommerziell
erhidltlichen Priparaten automatisch eingestellt. Das Volumen reicht nach
Angaben der Hersteller aus, um eine therapeutisch wirksame Konzentrationder
enthaltenen Antibiotika zu erhalten %’. Bei groBen Hunderassen kann es jedoch
notig sein, die Herstellerangaben anzupassen, um eine optimale

Wirkstoffkonzentration im AuBenohr zu erreichen °°,

4.6 Systemische antibakterielle Therapie
Eine systemische antibakterielle Therapie wird von vielen Autoren empfohlen,

sobald ausgeprigte Ulzerationen oder Erosionen im Gehdrgang vorliegen, der
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Gehorgang durch proliferative Verdnderungen zu 50% oder mehr obstruiert ist,
eine Otitis media diagnostiziert wurde, oder die Besitzer nicht in der Lage sind ein
topisches Produkt zu applizieren ' 1% 4> % Fiir die Therapie einer Otitis media
sollten Wirkstoffe ausgewidhlt werden, die knochengéngig sind oder bereits mit
guten Resultaten eingesetzt wurden *?. Geeignet sind beispielsweise Clindamycin,
Cephalexin, Trimethoprim-Sulfadiazin, oder Fluorchinolone *>. Nach Méglichkeit
sollte eine systemische Therapie immer anhand eines Antibiogramms mit

Resistenztest erfolgen oder nach initialer empirischer Therapie angepasst werden
11

4.7 Potentielle Toxizitat antibakterieller Therapie

Ist das Trommelfell nicht intakt oder nicht vollstindig einsehbar, reduziert sich
die Auswahl anzuwendender Substanzen malBigeblich. Nahezu keines der
kommerziell erhiltlichen Otologika ist zur Anwendung bei einem perforierten
Trommelfell zugelassen (s. Tabelle 1), da die Gefahr einer Ototoxizitit besteht,
wenn bestimmte Substanzen bis in die Cochlea oder den Vestibularapparat
vordringen !> %8 Als ototoxische Antibiotika werden vor allem Aminoglykoside
wie Tobramycin, Amikacin und Neomycin betrachtet 4> % °1 Das
gehorschidigende Potential von Gentamicin scheint von der Formulierung und
Applikationsart abzuhingen 7. Wihrend eine parenterale Gabe, besonders iiber
einen ldngeren Zeitraum, potentiell ototoxisch ist und bei der Katze ein
Vestibularsyndrom ausldsen kann ' 2, konnte nach einer topischen Applikation
bei Hunden mit experimenteller Myringotomie kein ototoxischer Effekt

92

nachgewiesen werden Systemisch angewendete Aminoglykoside konnen

aullerdem nephrotoxisch sein, daher sollte die Nierenfunktion unter Therapie

87

kontrolliert werden Polymyxin B besitzt ebenfalls ototoxisches und

12, 93 Fluorchinolone weisen ein hoheres

kontaktsensibilisierendes Potential
Sicherheitsprofil auf, auch bei der Anwendung im Innenohr. Diverse
experimentelle Studien konnten nachweisen, dass sowohl von der topischen, als
auch der systemischen Anwendung von Ciprofloxacin kein ototoxischer Effekt
ausgeht, obwohl der Wirkstoff die Perilymphe penetriert 4. Jedoch sollten
Fluorchinolone bei jungen Hunden unter 12 Monaten (18 Monaten bei
groBwiichsigen Rassen) nur nach strenger Indikation angewendet werden, da sie
Knorpelschiden verursachen kénnen ®. Zudem besteht bei Katzen die Gefahr

einer Retinadegeneration bei der Anwendung hoher Dosen Enrofloxacin *7.
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4.8 Bekampfung von pradisponierenden/priméaren/perpetuierenden
Faktoren

Neben der Behandlung der Sekundérinfektionen und Entziindungen ist es fiir ein

erfolgreiches Otitis-Management von essentieller Bedeutung die priméren

Ursachen zu therapieren und priadisponierende/perpetuierende Faktoren zu

optimieren '> %8, Nur wenn diese identifiziert und gezielt angegangen werden,

kann eine Otitis auf Dauer erfolgreich kontrolliert werden.

Eine griindliche Anamnese zusammen mit einer eine umfassende dermatologische
Untersuchung bilden den Grundstein fiir die weitere Aufarbeitung und liefern
erste Hinweise fiir die zugrundeliegende Primirursache. Je nach Befund und
Verdacht werden weiterfiihrende Untersuchungen, wie Blutuntersuchungen,
Dermatopathologie oder eine Allergieaufarbeitung eingeleitet. Ist die

Primirusache ermittelt, wird, soweit moglich, eine kausale Therapie eingeleitet.

Parasitosen, wie eine Infestation mit Otodectes cynotis werden mit einem
geeigneten Akarizid (beispielsweise Selamectin oder Moxidectin) behandelt - 1%,
Ein 2015 fir Katzen lizenziertes Kombinationsprodukt aus Fipronil, (S)-
Methopren, Eprinomectin und Praziquantel, sowie die neue Klasse der
Isoxazoline zeigen ebenfalls eine sehr gute Wirksamkeit gegen verschiedene

101-105

Milbenspezies, unter anderem Otodectes cynotis , sind jedoch nicht alle fiir

diese Indikation zugelassen.

Fremdkorper im Gehorgang werden mit einer Pinzette oder Fremdkorperzange
unter Sichtkontrolle entfernt. Um diese Prozedur moglichst schmerzfrei zu
gestalten und das Risiko einer Trommelfellperforation bei Abwehrbewegungen zu

senken, sollte der Eingriff unter Allgemeinanisthesie durchgefiihrt werden 72,

Wird mittels  Allergieaufarbeitung eine Uberempfindlichkeit —gegeniiber
Futtermitteln nachgewiesen, kann durch das Umstellen auf eine geeignete
Futterquelle eine klinische Besserung erreicht und das Rezidivrisiko minimiert
werden. Mogliche Protein- und Kohlenhydratquellen kénnen im Anschluss an
eine Eliminations-Didt nach und nach auf Vertrdglichkeit getestet werden
(sequentielle Provokation). Zeigt der Patient in einem Zeitraum von 14 Tagen
nach der Futterumstellung keine Verschlechterung, kann davon ausgegangen

t 45, 106, 107

werden, dass das Antigen vertrdglich is Eine Alternative zur

sequentiellen Provokation stellt der Patch-Test dar, bei dem Futterproben auf die
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Haut geklebt werden. In einer Studie von Bethlehem et al. konnte ein hoher
negativer pradikativer Wert fiir Patch-Tests nachgewiesen werden (99.3%),
folglich wird ein Antigen mit einem negativen Testresultat mit hoher

Wahrscheinlichkeit von dem Patienten toleriert '°°.

Die atopische Dermatitis ist eine Ausschlussdiagnose '%

. Bevor sie gestellt
werden kann, miissen alle anderen Ursachen, die in Betracht kommen, von der
Differentialdiagnosen-Liste ~ eliminiert ~werden. Die  einzige  kausale
Behandlungsoption bei atopischer Dermatitis ist die Allergen Immuntherapie oder
Hyposensibilisierung, bei der dem Patienten zunehmende Konzentrationen
ausgewdhlter Allergene verabreicht werden, mit dem Ziel eine {iberschieBende
Reaktion des Immunsystems zu verhindern und so die Symptome zu lindern !%°,
Wird symptomatisch therapiert, ist das Ziel, die Allergenbelastung in der Umwelt

und auf der Haut zu reduzieren und den Juckreiz medikamentos zu lindern ''°.

Durch hormonelle Imbalanzen verursachte Keratinisierungsstorungen werden
therapiert, indem das hormonelle Gleichgewicht wiederhergestellt wird. Im Falle
einer Hypothyreose wird dies durch die Substitution von Natriumlevothyroxin
(synthetischem Thyroxin) erreicht. Gonadenabhéngige Geschlechtshromon-
Imbalanzen sind hdufig neoplastischen Ursprungs, daher ist die chirurgische

Resektion der entarteten Organe meist Mittel der Wahl '!!

. Idiopathische
Keratinisierungsstorungen  werden symptomatisch, beispielsweise durch

zeruminolytische Ohrreiniger, behandelt.

Autoimmunerkrankungen werden durch die Gabe von Immunsuppressiva
(iberwiegend Glukokortikoide oder Cyclosporin, seltener auch Azathioprin,

Chlorambucil, Cyclophosphamid oder Hydroxychloroquin) kontrolliert 42,

Priadisponierende und perpetuierende Faktoren konnen durch verbessertes
Management und intensive Besitzeraufklirung minimiert werden. Teilweise ist

auch eine gesonderte Therapie nétig, wie etwa bei einer Otitis media !!.

4.9 Unterstitzende Therapie

Die griindliche Reinigung des Gehorgangs ist ein wichtiger Teil des
Behandlungskonzepts einer Otitis externa, damit das Management und die
medikamentdse Therapie auch langfristig erfolgreich sind *% 6 2 Bei der
Sduberung des Gehorgangs werden Exsudat, Debris und Zerumen entfernt, die

sonst eine vollstdndige Untersuchung des Gehorgangs und des Trommelfells und
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eine Migration der Otologika zum Wirkort erschweren. Zusdtzlich werden
bakterielle Toxine, Zelldetritus und freie Fettsduren beseitigt, die als Stimulus fiir
weitere Entzlindungsreaktionen dienen, sowie Eiter und entziindlicher Debris,
welche die Wirksamkeit einiger Medikamente beeintrichtigen *®. Eine breite
Vielfalt verschiedenster Produkte mit unterschiedlichen Wirkstoffen steht zur
Verfligung. Die Wahl des richtigen Ohrreinigers basiert auf der Qualitdt und
Quantitdt des Ohrausflusses, dem Schweregrad der Entziindung, dem
zytologischen Befund und darauf, ob das Trommelfell unversehrt ist ©,
Zeruminolytische Ohrreiniger werden vor allem bei starken wachsartigen
Zerumenansammlungen angewendet. Sie enthalten Tenside wie z.B.
Dioctylnatriumsulfosuccinat, Squalen oder Schaumbildner (z.B. Carbamid-
peroxid) die den Ohrschmalz aufspalten und emulgieren. Manche Inhaltsstoffe
konnen jedoch reizend auf das Mittelohr wirken und sind daher bei einem
rupturierten Trommelfell kontraindiziert ® !>, Mildere Reiniger auf Basis von
Propylenglykol, Phytosphingosiden oder Glycerin werden bei leicht verschmutzen
Ohren, oder zur Begleittherapie und Propylaxe, beispielsweise bei atopischer
Otitis eingesetzt ''>. Adstringentien trocknen die Oberflidche des Gehdrgangs aus
und verhindern so eine Mazeration. Aktive Bestandteile sind z.B. Essigséure,
Salicylsdure, Isopropylakohol oder Schwefel. Ein Anwendungsgebiet dieser

Gruppe ist die Otitis-Prophylaxe bei ,,Schwimmer-Ohren* %% 112,

Manche  Ohrreiniger enthalten auch antifungale (z.B.  Essigsdure,
Parachlorometaxylenol, Chlorhexidin) oder antibakterielle (z.B. Essigsdure,

Salicylsdure, Chlorhexidin, Parachlorometaxylenol, TrisEDTA) Wirksubstanzen
68,112

Bei chronischen Otitiden mit starker Verschmutzung und Entziindung miissen die
Ohren initial gegebenenfalls stationdr unter Sedation oder Vollnarkose gespiilt
werden. Der Vorteil einer Ohrspiilung unter Sichtkontrolle mittels Videootoskop
besteht darin, dass auch besondere Reinigungsutensilien wie Biirsten oder

Greifzangen verwendet werden kénnen 2.

4.10 Maoglichkeiten im Therapienotstand
Ist das Trommelfell rupturiert oder liegt eine Infektion mit multiresistenten
Keimen, insbesondere P. aeruginosa, vor, schrinkt dies die medikamentdsen

Therapieoptionen deutlich ein. Einige Autoren beschreiben eine Umwidmung von
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Reserveantibiotika wie Amikacin oder Tobramycin als Alternative bei
Gentamicin-resistenten gramnegativen Keimen (besonders P. aeruginosa) !!- 4> 63,
Ticarcillin, ein Carboxypenicillin, zeigte in einer Studie eine gute Wirksamkeit
gegen Fluorchinolon-resistente P. aeruginosa, sowohl in der topischen
Applikation als auch in Kombination mit einer systemischen Anwendung ''3. Fiir
keinen dieser Stoffe steht jedoch ein zugelassenes Veterindrprodukt in
Deutschland zur Verfligung, bei Amikacin und Tobramycin kdnnten

humanmedizinische Injektionsldsungen umgewidmet werden

Insbesondere bei mulitresistenten Keimen ist es mdglich eine Enrofloxacin-
Injektionslosung (25 mg/ml, Baytril® 2,5%) als Ohrentropfen zu verwenden '2. In
der Medizinischen Kleintierklinik der LMU Miinchen wird die Injektionslosung
im Verhéltnis 9:9:1 mit Natrium-Chlorid und Hexadreson oder im Verhiltnis
6:6:6:1 mit Clotrimazol (Canesten®), Natrium-Chlorid und Hexadreson vermischt.
Daraus ergibt sich eine Konzentration von 11,25, bzw. 7,5mg/ml. Ein
zugelassenes Ohrmedikament, das Enrofloxacin in einer Konzentration von
S5mg/ml und zusitzlich Silbersulfadiazin in einer Konzentration von 10mg/ml
enthilt (Baytril® Otic) ist auf dem deutschen Markt nicht erhltlich und miisste

aus dem Ausland importiert werden.

Im Falle therapieresistenter chronischer Otitiden, in denen der Gehorgang bereits
chronische Verdanderungen wie Fibroplasie oder Ossifikation aufweist, die nicht
mehr reversibel sind, wird die chirurgische Intervention durch Totalablation des
Gehorgangs mit lateraler Bullaosteotomie als letzte therapeutische MaBnahme
empfohlen “2. Neben dieser Indikation wird auch eine chronische
Mittelohrentziindung als Grund fiir eine operative Therapie angegeben, um das
Ubergreifen der Infektion auf das Os petrosum und spiter das Gehirn zu

vermeiden '2.

5. Resistenzbildung von Mikroorganismen im Allgemeinen

und Pseudomonas aeruginosa im Speziellen

Der Begriff ,, Antibiotikaresistenz* wird definiert als Unempfindlichkeit eines
Mikroorganismus gegeniiber einem antimikrobiellen Wirkstoff ''* !5 Dies
bedeutet, dass dieser Mikroorganismus die Féhigkeit besitzt, sich der
wachstumshemmenden oder abtdtenden Wirkung eines Antibiotikums zu

widersetzen. Eine urspriinglich festgelegte minimale Hemmstoftkonzentration
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(MHK), die in der Lage war das Bakterienwachstum zu unterdriicken reicht dann
unter Umstdnden nicht mehr aus um den Erreger zu kontrollieren. Klinisch liegt
eine Resistenz dann vor, wenn die erforderliche MHK fiir den Erreger so hoch ist,
dass bei der Verwendung der zugelassenen Regeldosis (mit der sonst
therapeutisch wirksame Gewebe- und Serumkonzentrationen erreicht werden
konnen) kein Heilungserfolg zu erwarten ist ''®. Wie stark die Wirksamkeit
eingeschriankt wird, kann variieren, je nachdem welches Antibiotikum bei
welchem Bakterienstamm eingesetzt wird und welche Resistenzmechanismen

dieses Bakterium besitzt '3,

Anders als frither angenommen handelt es sich bei Antibiotikaresistenz
keineswegs um ein modernes Phinomen: Bakterien, die aus einer Hohle des
Hoéhlensystems Lechuguilla in Neu Mexiko isoliert wurden, die seit ca. vier
Millionen Jahren von der AuBenwelt abgeschnitten war, zeigten Resistenzen
gegen mehrere gingige Antibiotika. Bei drei Stimmen konnte sogar eine
Resistenz gegen 14 therapeutisch eingesetzte Antibiotika nachgewiesen werden
17 Funde bakterieller Resistenzgene in Permafrostboden, datiert auf das spite
Pleistozén, unterstiitzten die These, dass Bakterien bereits lange vor der
medikamentosen Verwendung von Antibiotika genetische Verdnderungen
durchmachten und natiirliche Resistenzmechanismen entwickelten, die im

Rahmen der Evolution ihr Uberleben garantiert haben ''®,

5.1 Naturliche Resistenz von Pseudomonas aeruginosa

Generell kann zwischen natiirlicher und erworbener Resistenz unterschieden
werden. Natlirliche, auch intrinsische oder primédre Resistenz, beschreibt ein
Gattung- oder speziesspezifisches Merkmal, welches die Resistenz gegen eine
bestimmte Wirkstoffklasse ermoglicht. Beispielsweise werden Wirkstoffe durch
zelluldre Barrieren am Eindringen in die Zelle gehindert oder die spezifische

Angriffsstelle fiir das Antibiotikum fehlt géinzlich !>,

Die natiirliche Resistenz bei P. aeruginosa beruht auf mehreren spezifischen
Eigenschaften des Bakteriums. Zum einen besitzt P. aeruginosa, wie andere
gramnegative Bakterien eine, der Zellwand aufgelagerte, zweite (dufere)
Membran. Diese asymmetrische Lipiddoppelschicht, bestehend aus einer inneren
Lage Phospholipide und einer &uBeren Lage amphiphiler Strukturen, unter

anderem Lipopolysaccharid, dient als Diffusionsbarriere, vor allem fiir groB3e
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Molekiile und erschwert die Diffusion hydrophober Antibiotika '!°. Eine
Besonderheit bei P. aeruginosa ist die geringe Anzahl funktioneller Porine in der
duBeren Membran '?°. Hydrophile Stoffe nutzen diese Kanalproteine um ins
Innere der Bakterienzelle zu gelangen. Im Vergleich zu anderen gramnegativen
Bakterien ist daher die Permeabilitit der duBeren Membran noch um ein
Vielfaches geringer '2!. Die Membrandurchlissigkeit fiir B-Lactam-Antibiotika

betriigt im Vergleich zu E. coli beispielsweise nur 1 — 5% ''°.

Des Weiteren besitzt P. aeruginosa mehrere Multi-Drug Resistance Pumpen
(MDR-Pumpen), die unerwiinschte Stoffe aktiv aus der Bakterienzelle
herausbefordern konnen. Bislang konnten sieben dieser Effluxsysteme bei P.
aeruginosa charakterisiert werden: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN,
MexXY-OprM, MexJK-OprM, MexVW-OprM und MexGHI-OpmD. Alle
gehoren zu der Familie der RND-Transporter (Resistance-Nodulation-Cell

Division Transporter), die vor allem in gramnegativen Bakterien zu finden sind
122

MexAB-OprM und MexXY-OprM werden im Wildtyp konstitutiv exprimiert und
tragen mafgeblich zur intrinsischen Antibiotikaresistenz bei. Durch Knock-out
Versuche konnte gezeigt werden, dass MexAB-OprM vor allem fiir die Resistenz
gegen Chinolone, Tetracycline, Chloramphenicol, Sulfamethoxazol,
Trimethoprim und B-Lactame verantwortlich ist, wohingegen MexXY-OprM vor
allem fiir Aminoglykosidantibiotika oder Erythromycin zustindig ist '**. Im
Gegensatz zu den konstitutiv exprimierten Pumpen kommen die anderen in
klinischen Isolaten nachgewiesenen Systeme, MexCD-Opr] und Mex EF-OprN,
nicht im Wildtyp vor '**. Sie spielen somit keine Rolle fiir die intrinsische
Resistenz von P. aeruginosa und werden nur in Anwesenheit ihrer Substrate

exprimiert %2,

Ein dritter wichtiger Resistenzmechanismus bei P. aeruginosa ist eine
chromosomal codierte, induzierbare AmpC-B-Lactamase. Das bei einigen
gramnegativen Nonfermentern vorkommende Enzym kann den B-Lactamring von
Cephalosporinen, aber auch Penicillinen, Monobactamen und teilweise sogar
Carbapenem hydrolysieren und fiihrt so zu einer eingeschrinkten Wirksamkeit
dieser Substanzen '*°. Zudem kann sie nicht durch B-Lactamase-Inhibitoren wie
Clavulansidure oder EDTA gehemmt werden. Die AmpC-8-Lactamase wird

gemiBl der molekularen Klassifikation nach Ambler, entsprechend ihrer
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Aminosduresequenz, in die Klasse C eingeordnet und bei Bush et al zu der
Gruppe der Cephalosporinasen (Gruppe 1) gezihlt 2512, P, aeruginosa ist in der
Lage auch Serin-B-Lactamasen anderer Klassen (A&D), sowie Metallo-B3-
Lactamasen und Extended-Spektrum-B-Lactamasen zu produzieren. Diese sind
jedoch Plasmid- oder Integron-codiert oder entstehen durch Punktmutation '?7.
Wie auch die Uberexpression der AmpC-B-Lactamase werden sie daher zu den

erworbenen Resistenzen gezihlt.

5.2 Erworbene Resistenz von Pseudomonas aeruginosa

Zusiétzlich zu den natiirlichen Resistenzmechanismen besitzt P. aeruginosa
erworbene, sekundire, Resistenzen, die im Laufe der Zeit zufillig oder gezielt
entstanden sind. Erworbene Resistenz beinhaltet einen Wirksamkeitsverlust eines
primdr nicht resistenten Bakteriums durch den Selektionsdruck unter
Antibiotikaeinsatz und kann gegen jedes verwendete Therapeutikum gerichtet
sein. Erworbene Resistenzmechanismen sind in der Regel charakteristisch fiir
einen Bakterienstamm und resultieren aus der Mutation chromosomaler Gene
oder der Ubertragung mobiler DNA-Molekiile ''°. Sie kénnen in drei Kategorien
eingeteilt werden: enzymatische Modifizierung oder Inaktivierung der
Wirksubstanz, Reduktion der intrazelluldren Akkumulation oder Mutationen am

Zielort des Antibiotikums '%8.

521 Enzymatische Inaktivierung

Verschiedenste Enzyme befdhigen P. aeruginosa dazu Antibiotika entweder
direkt zu zerstoren (Bsp. Spaltung des -Lactamrings durch B-Lactamasen) oder
durch Modifikation der chemischen Struktur zu inaktivieren. Zu den erworbenen
Resistenzmechanismen  dieser Art gehdren die Uberexpression  der
chromosomalen AmpC-B-Lactamase, erworbene B-Lactamasen, wie Extended-
Spektrum-B-Lactamasen (ESBL) oder Metallo-B-Lactamasen (MBL) und

Aminoglykosid-modifizierende Enzyme '*°.

Eine konstitutive Uberexpression der AmpC-B-Lactamase entsteht hiufig durch
eine Mutation der N-Acetylanhydromuramyl-L-Alanin Amidase (AmpD), was
den komplexen Regulationsmechanismus der induzierbaren Amp-C-Expression

130 Splche mutierten Bakterienzellen kOnnen mit einer

auler Kraft setzt
Hiufigkeit von bis zu 107 in einer Population auftreten und durch Selektion zu

einer Resistenzentwicklung unter Therapie fiihren %,
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Erworbene B-Lactamasen umfassen verschiedenste Enzyme, die den B-
Laktamring hydrolytisch iiber einen Serin-Rest oder mit Hilfe von bivalenten
Zink-lonen im katalytischen Zentrum spalten. Sie sind plasmidisch kodiert und
kénnen leicht von Bakterium zu Bakterium iibertragen werden '?°. Die bei P.
aeruginosa am héufigsten nachgewiesenen erworbenen B-Lactamasen sind die
Carbpenicillinasen PSE-1 und PSE-4. Sie konnen durch Clavulanséure inaktiviert
werden und reagieren meist sensibel auf Carbapeneme '?°. Ebenso die eher

125 Punktmutationen in

seltenen TEM-B-Lactamasen oder OXA-Oxalinasen
vielen bereits bekannten B-Lactamase-Genen flihren zum Auftreten von Enzymen
mit breiterem Spektrum, den Extended-Spektrum-B-Lactamasen (ESBL), die in
der Lage sind auch Cephalosporine der 3. Generation zu hydrolysieren %, Zu
ihnen gehoren beispielweise die TEM- oder SHV-ESBL, diverse OXA-Extended-

Spektrum-B-Lactamasen und PER-1, eine Amler-Klasse A B-Lactamase 2% 13!,

Von besonderer Bedeutung sind auch die Metallo-B-Lactamasen, die, bis auf
wenige Ausnahmen, sdmtliche B-Lactame, einschlieBlich der Carbapeneme
inaktivieren konnen. Fiir P. aeruginosa konnten bislang vier unterschiedliche
Typen von Metallo-B-Lactamasen in 28 Lindern nachgewiesen werden '32. Thre
rasche, weltweite Verbreitung stellt eine erstzunehmende Gefahr dar, zumal auf
demselben Plasmid auch Resistenzgene vorkommen konnen, die Resistenzen
gegen andere Antibiotikaklassen, wie Aminoglykoside oder Fluorchinolone

vermitteln 32,

Zu diesen gehoren auch die Aminoglykosid-modifizierenden Enzyme. Sie
modifizieren das Wirkstoffmolekiil, indem sie Acetyl, Adenyl- oder
Phosphatgruppen anhidngen und so die Fahigkeit des Molekiils an seine

Zielstruktur zu binden signifikant reduzieren '?%,

522 Reduktion der intrazellularen Wirkkonzentration

Die Reduktion der intrazelluldiren Wirkkonzentration eines Antibiotikums wird
durch einen verstarkten Efflux oder einen reduzierten Influx der Substanz erreicht.
Erworbene Resistenzmechanismen, die in diese Kategorie fallen sind der Verlust
des Porins OprD (outer membrane protein) und die Uberexpression von

Effluxsystemen 25129,

OprD ist ein Transmembranprotein, das der Aufnahme basischer Aminosduren

dient. Carbapeneme konnen ebenfalls durch dieses Porin in die Bakterienzelle
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gelangen. Der Verlust des Porins OprD fiihrt zu einer deutlich erh6hten MHK fiir

Imipenem und einer verminderten Empfindlichkeit der Mutanten fiir Meropenem
128, 129, 133, 134

Die Uberexpression der MDR-Pumpe MexAB-OprM, die bereits bei den
natiirlichen  Resistenzmechanismen  beschrieben  wurde, reduziert die
Empfindlichkeit gegeniiber Fluorchinolonen, Penicillinen, Cephalosporinen und

129 Erreicht wird dieses Phinomen meist durch Mutation im

Meropenem
Repressor Mex-R des mexA-mexB-oprM. Auch andere Effluxsysteme, wie
MexCD-OprJ, MexEF-OprN und MexXY-OprM konnen in &hnlicher Weise
hochreguliert werden '?°. Letzteres ist als einziges der bei P. aeruginosa
relevanten Effluxsysteme in der Lage, aktiv Aminoglykoside aus der

Bakterienzelle zu schleusen, und wird daher in Zusammenhang mit der adaptiven

Aminoglykosid-Resistenz von P. aeruginosa gebracht '¥°.

523 Zielort-Mutationen
Die dritte Kategorie erworbener Resistenzmechanismen beruht darauf,
Zielstrukturen innerhalb der Bakterienzelle so zu verdandern, dass das eingesetzte

Antibiotikum nicht mehr binden kann und so wirkungslos wird 36137,

Bei P. aeruginosa sind durch diesen Resistenzmechanismus vor allem die
Fluorchinolone betroffen, deren Zielstrukturen, die DNA-Gyrase und
Topoisomerase [V, durch Mutationen in den codierenden Genen (gyrA, gyrB,
parC und parE) modifiziert werden. Ein GroBteil der Mutationen befindet sich
innerhalb der quinolone-resistance determining region (QRDR) in dem Gen gyrA,
welches fiir die A-Untereinheit der DNA-Gyrase kodiert, dem Hauptangriffspunkt

der Fluorchinolone 7.

In welchem Umfang die Wirksamkeit einzelner
Substanzen beeintrachtigt ist, hdngt auch von deren Affinitdt zur verdnderten
Struktur ab. Ciprofloxacin beispielsweise hat im Vergleich zu anderen
Fluorchinolonen die hochste Affinitdt gegeniiber GyrA und die Wirkstédrke in gyr-

A-Mutanten ist dadurch ca. um den Faktor 16 reduziert '*°.

Eine ungewdhnlich hohe MHK gegeniiber verschiedensten Aminoglykosid-
Antibiotika in einigen P. aeruginosa Isolaten konnte durch ein Gen erklart
werden, welches durch eine Methylierung der ribosomalen 16S RNA die

Zielstruktur dieser Antibiotika verdndert 3%,

Eine therapeutische Herausforderung ist spitestens dann gegeben, wenn mehrere
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Resistenzmechanismen miteinander kombiniert werden. Solche panresistenten
Phinotypen konnen gegen mehrere Antibiotikaklassen gleichzeitig resistent sein

und die Behandlungsmoglichkeiten infizierter Patienten massiv beeintrachtigen
139

6. Definition von Multiresistenz

Eine international einheitliche Definition von Multiresistenz existiert bis dato

t 140 141 T der Literatur finden sich mehrere Versuche, diese zu

noch nich
definieren. Die Erreger werden dabei als MDROs (multidrug-resistant organisms),
MDR-GNB (multidrug-resistant gram-negative bacilli) oder HRMO (highly
resistant microorganisms) bezeichnet #2144, Ubereinstimmungen finden sich in
der Grundlage der Eingruppierung, welche auf der Resistenz gegeniiber
verschiedenen Antibiotikaklassen beruht, nicht auf Basis der jeweiligen
Resistenzmechanismen. Dabei wird je nach Erreger eine dokumentierte Resistenz
gegen Stoffe einer, zwei oder drei verschiedener Antibiotikaklassen als
Multiresistenz ~ definiert 4*!% 2011 wurde durch eine internationale
Arbeitsgruppe ein Vorschlag fiir Standartdefinitionen erworbener Resistenzen
erarbeitet '*°. Mit dem Ziel den Informationsaustausch zu erleichtern und die
epidemiologische Uberwachung zu verbessern und so Trends in der
Resistenzbildung besser zu erkennen, wurden fiir einige relevante pathogene

Erreger Kriterien fiir eine Multiresistenz, extensive Resistenz oder Panresistenz

festgelegt.

Demnach gilt ein Isolat von P. aeruginosa als ,,multidrug-resistant (MDR) wenn
es gegen mindestens 1 Vertreter in > 3 von 8 vorgegebenen Antibiotika-
Kategorien resistent ist. Als ,,extensively drug resistant* (XDR) gelten Isolate, die
gegen mindestens 1 Vertreter in allen bis auf maximal 2 Kategorien resistent sind.
»Pandrug-resistant“ (PDR) bezeichnet Isolate, die gegen alle aufgefiihrten
Antibiotikaklassen  resistent sind %, Als  Grundlage fiir  die
Empfindlichkeitspriifung dienen klinische Grenzwerte (clinical breakpoints), die
durch das European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), das Clinical & Laboratory Standarts Institute (CLSI) oder die US
Food and Drug Administration (FDA) festgelegt werden.

Die aufgelisteten Antibiotika-Kategorien sind spezifisch auf den jeweils zu

definierenden Erreger angepasst. Demnach sollte ein Isolat von P. aeruginosa
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gegen folgende, therapeutisch relevante  Gruppen  getestet werden:
Aminoglykoside, Carbapeneme, Cephalosporine, Fluorchinolone und Penicilline
mit  antipseudomonaler =~ Wirkung, = Monobactame, = Epoxid-Antibiotika

(Fosfomycin) und Polymyxine.

Einen mehr klinisch-therapeutischen Ansatz der Definition der Multiresistenz bei
gramnegativen Stibchen erarbeitete die Kommission fiir Krankenhaushygiene und
Infektionsprivention beim Robert-Koch Institut '*. Auf Grundlage der klinischen
Signifikanz einer Resistenz eines Phénotyps gegen einen bestimmten Stoff
werden die Erreger der Gruppe 3MRGN (Multiresistente gramnegative Stabchen
mit Resistenz gegen 3 der 4 therapeutisch relevanten Antibiotikagruppen) oder
4AMRGN (Multiresistente gramnegative Stibchen mit Resistenz gegen 4 der 4

therapeutisch relevanten Antibiotikagruppen) zugeordnet 4.

Die Auswahl der Antibiotikagruppen basiert auf den fiir die Humanmedizin
bedeutsamen antipseudomonalen Therapeutika. Ein GrofBteil dieser Gruppen und
Leitsubstanzen werden nicht regelméfig in der Veterindrmedizin eingesetzt bzw.
gelten bei einer Umwidmung als Reserveantibiotika (z.B. Carbapeneme). Eine
Ein-zu-Eins-Ubertragung dieser Klassifikationen auf die Tiermedizin ist daher

nicht zufriedenstellend.

7. Aktuelle Resistenzlage in der Tiermedizin

Die Zunahme pathogener Krankheitserreger, die gegeniiber Antibiotika weniger
empfindlich oder sogar vollig resistent geworden sind, ist ldngst ein globales
Problem. Um Resistenzen besser vorbeugen zu kodnnen, ist es zunédchst wichtig,
Kenntnisse iiber die aktuelle Resistenzsituation und -entwicklung zu erlangen 4%,
Zu diesem Zweck wurden in den letzten Jahrzehnten sowohl auf nationaler als
auch auf internationaler Ebene Monitoring-Programme implementiert, mit dem
Ziel valide Empfindlichkeitsdaten tier- und humanpathogener Bakterien zu
erheben, den Antibiotikaverbrauch zu kontrollieren und den Zusammenhang
zwischen dem vermehrten Einsatz von Antibiotika und dem Auftreten von

Resistenzen zu evaluieren 4% 149,

In Deutschland legt die Arbeitsgruppe GERMAP, die auf Initiative des
Bundesamtes fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, der Paul-

Ehrlich-Gesellschaft fiir Chemotherapie und der Infektiologie Freiburg gegriindet
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wurde, seit 2011 regelméBig Berichte iiber den Antibiotikaverbrauch und die
Verbreitung von Antibiotikaresistenzen in der Human- und Veterindrmedizin in
Deutschland vor 3 '*°, Die Resistenzdaten tierpathogener Bakterien basieren auf
Studien des Resistenzmonitorings Germ-Vet und werden getrennt nach Tierart

t 13!, Eine Publikation untersuchte im Rahmen des

und Indikation ausgewerte
GermVet Programmes P. aeruginosa Isolate von Haut, Ohr oder Maul bei
Hunden und Katzen und stellte fest, dass gegeniiber den meisten Wirkstoffen eine
Resistenz vorlag bzw. hohe MHK Werte nachgewiesen werden konnten '*2. Von
24 Antibiotika wurde eine MHK-Bestimmung mittels Bouillon Mikrodilution
durchgefiihrt und mit vorhandenen Resistenz-Breakpoints des CLSI verglichen.
Dabei konnte eine Resistenzrate von > 97% gegeniiber den meisten getesteten
Substanzen ermittelt werden. Bei Gentamicin und Enrofloxacin zeigte sich eine
giinstigere Resistenzlage: nur 27% bzw. 25% der 71 getesteten Isolaten waren
gegen diese beiden Antiinfektiva resistent. Vergleichbar niedrige MHKs konnten
auch bei Colistin und Cefquinom beobachtet werden, jedoch lagen fiir diese
Substanzen keine CLSI Breakpoints vor. Ein dhnliches Bild zeigt sich bei einer
Studie aus dem Jahr 2011, in der iiber 6000 Ohrtupfer auf Keimverteilung und
Resistenzmuster untersucht wurden '3, Hier wurde bei 30 Antibiotika, die in der
Tiermedizin Verwendung finden unter Verwendung des MICRONAUT-Systems
(Merlin Diagnostika GmbH, Deutschland) eine MHK- Bestimmung durchgefiihrt.
Auch hier konnte eine relativ geringe Anzahl resistenter Isolate gegen Gentamicin
nachgewiesen werden (< 10%) wohingegen bei 18 Antibiotika Resistenzraten von
> 80% beobachtet werden konnten. Bedenklicher Weise wurden zum Teil auch
hohe Resistenzraten fiir P. aeruginosa gegen Antibiotika nachgewiesen, die fiir
die Behandlung von caniner Otitis externa zugelassen sind. Penna et al.
beispielsweise ermittelte in einer Studie im Agardiffusionstest Resistenzraten von
63,6% fiir Enrofloxacin und 71,4% fiir Gentamicin '>*. Auch in anderen Studien
waren iiber die Hilfte der getesteten Isolate resistent gegen Enrofloxacin '5°17.
Obwohl Marbofloxacin effektiver gegen P. aeruginosa zu sein scheint als
Enrofloxacin '!, konnen Resistenzen bei 27% - 49% der Bakterienstimme
auftreten 3 % 1. Besonders biofilmproduzierende P. aeruginosa haben offenbar
eine signifikant hohere MHK gegeniiber einigen Antibiotika als plantonische
Isolate !*%. Die zum Teil ungiinstige Resistenzlage von P. aeruginosa bei caniner
Otitis externa kann flir den behandelnden Tierarzt eine ernsthafte Herausforderung

darstellen und die Auswahl an geeigneten Therapeutika deutlich einschrinken.
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Die einzige Losung bei einem Therapienotstand besteht dann in der Umwidmung

einer wirksamen Alternative.

8. Silbersulfadiazin als mdgliche Therapieoption bei

multiresistenten Keimen

Die Sulfonamide gehdren zu den dltesten Chemotherapeutika weltweit. Schon
1908, lange bevor sich Alexander Fleming mit Staphylokokken beschiftigte,
synthetisierte Paul Gelmo Sulfanilamid, den ersten Vertreter der Sulfonamide !*°.
Die besondere Wirksamkeit dieser ersten synthetischen Chemotherapeutika
gegeniiber bakteriellen Erregern wurde jedoch erst 1935 von dem deutschen Arzt
und Bakteriologen Gerhard Domagk entdeckt, dem 1939 fiir ,,die Entdeckung der
antibakteriellen Wirkung des Prontosil der Nobelpreis fiir Medizin verlichen
wurde '®°, Bis heute werden Sulfonamide in der Tiermedizin gegen verschiedenste
bakterielle Erkrankungen eingesetzt, als Einzelsubstanz oder in Kombination mit

Diaminopyrimidinen.

8.1 Pharmakologische Eigenschaften von Silbersulfadiazin
Silbersulfadiazin ist das Silbersalz des Sulfadiazin, einem Sulfonamid und hat die

Summenformel Ci10HoAgN4O5S.

0O O N/j
Xy

+
H,N Ag

Abbildung 2: Strukturformel Silbersulfadiazin

Sulfonamide wirken bakteriostatisch durch kompetitive Hemmung der
Dihydropteroat-Synthase im Folsdure-Stoffwechsel von Bakterien. Sie dhneln in
threr chemischen Struktur der p-Aminobenzoesdure (PABA), einem Baustein der
Folsdure und konnen diese im aktiven Zentrum des Enzyms verdrdngen. Durch
die Storung der Folsdure-Bildung steht dieser fiir die DNA-Synthese wichtige
Stoff nicht mehr zur Verfiigung und die Zellteilung wird behindert ¢!,
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Kommt Silbersulfadiazin mit Wundexsudat in Beriihrung, wird Silber aus der
Verbindung freigesetzt. Durch Komplexbildung mit bakterieller DNA
beeintrichtigen die Silberionen die Replikation und Transkription der DNA und

162 Obwohl der Wirkmechanismus von

haben so eine bakterizide Wirkung
Silbersulfadiazin noch nicht bis ins Detail entschliisselt wurde, scheint der
oligodynamische Effekt des Silberions eine entscheidende Rolle fiir die
Wirksamkeit von Silbersulfadiazin gegeniiber Pseudomonas aeruginosa zu

spielen '3,

Neben Pseudomonas aeruginosa ist Silbersulfadiazin wirksam gegen eine
Vielzahl verschiedener Erreger, unter anderem Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogenes und E. coli, auch gegeniiber Problemkeimen wie MRSA
164-166

Silbersulfadiazin ist schlecht wasserloslich und wird lokal, meist in Form einer
1%igen Creme (Flammazine®, Alliance Pharmaceuticals, Chippenham,
Vereinigtes Konigreich) oder als Wundauflage nicht-haftende Wundauflage,

Coloplast GmbH, Hamburg, Deutschland) angewendet.

8.2 Einsatz in der Humanmedizin

Die antiseptischen Eigenschaften von Silber sind der Menschheit schon lange
bekannt. So wurde bereits im 18. Jahrhundert Silbernitrat '’ zur Therapie von
Ulcera eingesetzt ', 1968 kombinierte Charles L. Fox Silbernitrat mit
Sulfadiazin mit dem Ziel, eine neue Therapiemoglichkeit fiir Patienten mit
schweren Verbrennungen zu entwickeln. In den 1960er Jahren gehdrten massive
Wundinfektionen und Sepsis, vorrangig ausgelost durch Pseudomonas
aeruginosa-Infektionen, bei Patienten mit groBflichigen Brandwunden zu den
Haupt-Todesursachen und die Kombination beider Stoffe versprach eine
Potenzierung der antimikrobiellen Eigenschaften bei gleichzeitig geringen

Nebenwirkungen !¢,

Seit diesem Zeitpunkt fand Silbersulfadiazin breite
Anwendung in der Therapie und Infektionsprophylaxe von Brandwunden und
wurde lange als Therapiestandard in der konservativen Behandlung angesehen '7°.
Im Mausmodell konnte zudem nachgewiesen werden, dass Silbersulfadiazin die
Reepithelisierung und Neovaskularisation tiefer Wunden im Vergleich zu anderen

t 171

Wundheilmitteln signifikant beschleunig . Mit der Entwicklung neuerer

Wundauflagen, die Silbersulfadiazin in punkto Zahl der ndtigen
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Verbandswechsel, Adhésion an die Wunde, Schmerzhaftigkeit und Wundheilung
iberlegen sind, ist der Einsatz von Silbersulfadiazin im Wundmanagement von

Brandwunden zuriickgegangen !7°.

Ein weiteres Einsatzgebiet von Silbersulfadiazin in der Humanmedizin ist das
Imprignieren zentral vendser Katheter (ZVK) !”2. Mehrere Studien konnten
zeigen, dass Katheter, die mit Silbersulfadiazin und Chlorhexidin (CHX)
beschichtet sind, das Risiko einer mikrobiellen Besiedelung der Katheter und
einer katheterassoziierten Blutstrominfektion (,,catheter-related bloodstream
infection, CRBSI) senken. '717>. Chlorhexidin und Silbersulfadiazin scheinen
dabei synergistisch zu wirken '"*. Allerdings ist dieser Effekt zeitlich limitiert, da
der imprignierte Wirkstoff durch eine kontinuierliche Abnutzung des Katheters
verloren geht '7°. Leitlinien des Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) und der Kommission fiir Krankenhaushygiene und Infektionsprivention 46
am Robert Koch-Institut (RKI) zur Pravention von Infektionen, die von
GefdBkathetern ausgehen empfehlen den Einsatz von antimikrobiellen ZVKs (z.B.
mit CHX/Silbersulfadiazin) bei besonders gefdhrdeten Patienten oder wenn

andere MaBnahmen keinen ausreichenden Effekt auf Infektionsraten zeigen 46177,

8.3 Einsatz in der Tiermedizin

Da in Deutschland kein fiir die Tiermedizin zugelassenes Priparat mit
Silbersulfadiazin existiert, kann Silbersulfadiazin gemill §56a, Abs. 2 des
Arzneimittelgesetzes (AMG) nur im Therapienotstand umgewidmet werden, wenn
keine zugelassenen wirksamen Arzneimittel zur Verfiigung stehen. In der
Veterindrdermatologie wird Silbersulfadiazin daher meist bei Infektionen mit
multiresistenten Keimen, vorrangig Pseudomonas aeruginosa, eingesetzt & .
Wenngleich die Wirksamkeit von Silbersulfadiazin in der topischen Therapie

178 wird

bakterieller Hautinfektionen noch nicht ausreichend bewiesen wurde
Silbersulfadiazin in der Otitis -Behandlung seit langem mit Erfolg angewendet '"
12 Durch seine sehr gute Wirksamkeit gegen problematische Otitis-Erreger, wie
Pseudomonas aeruginosa und Methicillin-resistente Staphylokokken 7> 179 180,
stellt es eine vielversprechende Alternative im Management von P. aeruginosa-
Otitiden dar, die aufgrund einer schnellen Resistenzbildung oft schwierig zu
therapieren sind und einen sehr hohen Leidensdruck fiir den Patienten bedeuten 2.

Ein weiterer Vorteil ist die reepithelisierende Wirkung von Silbersulfadiazin, da

im Zusammenhang mit Pseudomonas-Infektionen oft ulzerative Otitiden
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beobachtet werden konnen 2.

Ein weiteres Einsatzgebiet ist die Keratomykose beim Pferd, eine durch
verschiedene Pilzarten ausgeloste, schwerwiegende Hornhauterkrankung bei
Pferden, bei der Therapieresistenz nicht selten zum Verlust des Auges fiihren
kann. Silbersulfadiazin wird als 1%ige Hautsalbe direkt auf das Auge aufgebracht

und zeigt in vitro eine fungizide Wirksamkeit gegen alle Feldisolate '8!,

Q. Arbeitshypothese und Zielsetzung

Otitiden, bei denen Pseudomonas aeruginosa beteiligt ist, konnen sich zu
schwerwiegenden Erkrankungen mit schmerzhaften Ulzerationen und hohem

12,158 Eine schnelle

Leidensdruck fiir Tier und Besitzer entwickeln
Resistenzbildung und ein oftmals rupturiertes Trommelfell schrinken die

Therapieoptionen zusitzlich ein.

Um den Therapieerfolg nicht zu gefdhrden, sollte die Auswahl des Antibiotikums
bei einer langwierigen Erkrankung, Rezidiven oder erfolglosen Vorbehandlungen
auf einer mikrobiologischen Untersuchung mit Resistenztest basieren. Jedoch
beziehen sich antibiotische Resistenztests derzeit auf den Serumwirkspiegel der
Substanzen, der fiir die AbtStung des jeweiligen Infektionserregers notig wire.
Dies schmilert die Aussagekraft der Untersuchung, da topisch verabreichte
Wirkstoffe eine weitaus hohere Konzentration erreichen koénnen '*. Andere

Wirkstoffe wiederum, die im Therapienotstand angewendet werden konnten,

werden mangels spezifischer MHK Werte nicht im Resistenztest abgebildet.

Ziel dieser Studie war es daher, Resistenzmuster von P. aeruginosa Isolaten von
Hunden mit Otitis externa aufzuzeigen und zu evaluieren, inwieweit ein Trend zur
erhohten Multiresistenz erkennbar ist. Ein weiteres Ziel war die Bestimmung der
MHK Werte fiir antimikrobielle Wirkstoffe die bei der Therapie von P.
aeruginosa-Otitis Verwendung finden. Insbesondere sollte eine minimale
Hemmstoffkonzentration von Silbersulfadiazin bei P. aeruginosa Isolaten von
Hunden mit Otitis externa als Grundlage fiir zukiinftige Resistenzbestimmungen

ermittelt werden.
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] PUBLIKATION

This is the peer reviewed version of the following article: “Determination of
minimum inhibitory concentrations for silver-sulfadiazine and other topical
antimicrobials against Pseudomonas aeruginosa isolated from canine otitis
externa”,  which  has  been  published in  final form  at
http://dx.doi.org/10.1111/vde.12718. This article may be used for non-commercial
purposes in accordance with Wiley Terms and Conditions for Use of Self-

Archived Versions.
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Résumé

Contexte ~ L'otite externe est une présentation fréquente en pratigue. Les infections auriculaires & Pseu-
domonas asruginosa sont particulirernent problématigues en raison de leur haut niveau de résistance st
de la capacité & endommager le tympan. Le traiternant devrait &tre basé sur des tests de sensibilitd bisn
gue les concentrations rninimales inhibitrices (MICs) ne solent pas disponibles pour toutes les options
thérapeutiques. La sulfadiazine argentigue a €& utilisée dans les cas d'otites récurrentes a /2. seruginosa
bien ou'une MIC pour fa sulfadiazine argantioue en tant au'agent unigua n'ai pas &6 détarminde.

Ohjectifs - Décrire 8s patrons de sensibilité pour les souchses de P aeruginoss isclées o otite externs de
chiagns et détarminer la MIC pour la sulfadiazine arganticus et dautres topigues antimicrobiens.

Sujets - Trente six souches de P aeruginosa ont 616 collectdes de chiens de propridtaires atteints d'otite
axterne.

Materiel et méthode - [ 85 patrons de sensibilité ont 6t déterminés par des tests de sensibilité sur dis-
que de diffusion contre 17 agents antimicrobiens. Pour la détermination des MIC, des souches sélec-
tionnées ont &té testdes contre des concentrations augmentées de marbofloxacine, enrofloxacine,
gentamycine, polymyxine B et sulfadiazine argenticue a I'aide de microdilution en rmilisu liguide.

Résuitats — Pour neuf des 17 agents antimicrobiens, une résistance compigte a ét€ observée pour toutes
les souches testées par test de sensibilité sur disgue de diffusion. Approximativernent 94% et 96% des
souches Salent respectivemnent sensidles a la gentamycing et a lirnipenéma. Cas donnédes &tajent compa
tinles avec la dilution en milieu liquide pour laguelle toutes [es souches dtalent sensibles 3 la gentarmycine.
La résistance était plus dlevée contre la polymyxine B et les fluoroguinolones. La sulfadiazine argenticue
était efficace in vitro avec une MIC allant de 1 4 84 pg/ml.

Conglusions et importanse clinique = Cormme la MIC de sulfadiazine argentigue était plus basse cue la
concentration dans la préparation & 1%, un tel produit peut représenter potenticlement une option théra
neutigue pour les chiens avec ofite & P. aeruginosa.

Resumen

Intreduceion - la otitis externa es un problema de presentacidn frecuente en vaterinaria. Las infecciones
de oldo por Pseudomonas aeruginesa son particularmente nronlermdticas debido al alto nivel de resistencia
del organismo v la capaciodad de dadar el timpano. Bl fratarviento debe basarse en las pruebas de suscepti-
nilidad, aungue las concentraciones innibitorias minimas (MICs) no estdn disponibles para todas fas opcio-
nes de tratamiento. La sulfadiazina de plata se ha utilizado en casos de ofitis recurrente por P aeruginosa,
aungue no se ha establecido una MIC para la sulfadiazina de plata como agenis Unico.

Ohjetivos - describir Ios patrones de susceptibilidad de P. aeruginosa en aislados de otitis externa canina
y determinar el MIC para la sulfadiazina de plata y otros antimicroblancs tépicos.

Animales - sc recogieron treinta y seis aislamientos de P. aeruginosa de perros de propistarics particula-
res gue padeclan otitis externa.

Métodos v materiales ~ se astablecieron patrones de susceptibilidad utilizando oruehas de susceptibili-
dad a la difusién en disco frente a 17 agentes antimicrobianas. Para la determinacion de la MIC, se proba-
ron cepas seleccionadas contra concentraciones crecientes de  marbofloxacing,  enrofloxacing,
gentamicing, polimixing By sulfadiazing de plata usando técnica de roicrodilucidn en caldo.

Resultados - para nueve de los 17 agentes antimicrabianos probados, se observé resistencia completa de
todos los aislarnientos en las prusbas de susceptibilidad por difusién en disco. Aproximadarmente el 94% y
el 96% de los aislamientos fueron susceptibles a la gentarnicina y el imipenem, respectivarnente. Estos
hallazgos fueron consistentes en la prueba de dilucidn en caldo, donde todas las cepas fueron susceptibles
a la gentaricina. La resistencia fue mayor contra la polimixina B v las fluoroquinoionas. La sulfadiazina de
plata fue efectiva /n vitro con un MIC gue oscild entre 1y 84 ug/ml

Conglusiones y significacion clinica = como la MIC de la sulfadiazina de plata fue inferiar a la concen-
tracién presente en Una preparacion del 1%, este oroducto representa potencialmente una oncion de trata-
miento ara parros con otitis por P. asrugincsa.

Zusammenfassung
Hintergrund - Die Otitis externa ist ain hiufiges Problem in der Praxis. Onrinfektionen mit Pseudomonas
aeruginesa sind besonders problernatisch, aufgrund des hahen Resistenzlevels des Organismus” und

© 2012 ESVD and ACVD, Veterinary Dermatology, 36, 14542,
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AV DISKUSSION

1. Resistenzmuster von Pseudomonas aeruginosa

Die richtig durchgefiihrte topische Therapie und damit auch die Auswahl des
richtigen Antibiotikums, ist der Schliissel zum Erfolg einer Otitisbehandlung '2.
Initial wird das Antibiotikum oft empirisch anhand klinischer oder zytologischer
Befunde ausgewdhlt. Sind bei purulenten Otitiden Stdbchen in der Zytologie
nachweisbar, liegt der Verdacht nahe, dass es sich um Pseudomonaden handelt.
Ihre erhohte Resistenzbereitschaft schriankt die Auswahl moglicher Therapeutika
deutlich ein und erschwert eine empirische Herangehensweise ®’. Nichtsdestotrotz
kann eine empirische Therapie erforderlich sein, z.B., wenn aufgrund der
schmerzhaften Ulzerationen keine Beprobung durch einen Tupfer moglich. In
solchen Fillen sind Kenntnisse iiber typische Resistenzmuster von P. aeruginosa
von Vorteil und kénnen als Orientierungshilfe fiir die Auswahl eines geeigneten

Antibiotikums herangezogen werden.

In dieser Studie wurden 36 Isolate von P. aeruginosa, die von Hunden mit Otitis
externa stammen, mittels Plattendiffusionstest getestet und die Sensitivitdt der

Isolate gegeniiber 17 antibiotisch aktiven Substanzen bestimmt.

Aufgrund der natiirlichen Resistenz von P. aeruginosa, die auf der geringen
Permeabilitdt der dufleren Membran, dem Vorhandensein von Breitspektrum-
Effluxsystemen und einer chromosomalen AmpC-83-Laktamase beruht, ist P.
aeruginosa intrinsisch resistent gegeniiber Aminopenicillinen, Cephalosporinen
der 1. und 2. Generation, sowie der Generation 3a, Tetrazyklinen,
Chloramphenicol, Makrolid-Antibiotika und Lincosamiden '*. Dies spiegelt sich
auch in den Resultaten dieser Studie wieder, in der >97% der getesteten Isolate
von P. aeruginosa ecine Resistenz gegeniiber Vertretern dieser Klassen zeigten.
Testresultate der Fluorchinolone, der Aminoglykoside, bzw. von Imipenem und
Colistin demonstrierten eine hohere Sensitivitit. Allerdings waren nur 11% der
getesteten Isolate auch gegeniiber Enrofloxacin, welches vor allem bei
multiresistenten Keimen als Reserveantibiotikum umgewidmet wird 2, sensibel.
Interessanterweise waren die in dieser Studie getesteten Isolate sensibler
gegenliber Marbofloxacin als Enrofloxacin. Marbofloxacin ist als Inhaltsstoff

einiger Otologika kommerziell erhéltlich, Enrofloxacin findet hingegen nur im
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Therapienotstand Anwendung, indem eine Enrofloxacin-haltige Injektionslosung
als Ohrtropfen benutzt wird. Dies wurde auch in anderen #hnlichen Studien

9,156,182 ynd ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass Enrofloxacin

beschrieben
aufgrund seiner héheren Lipophilitdt ein besseres Substrat fiir das MexAB-OprM
Effluxsystem darstellt als Marbofloxacin '®3. Von allen getesteten Substanzen im
Plattendiffusionstest waren Gentamicin und Imipenem am wirksamsten gegen P.
aeruginosa mit Empfindlichkeitsraten von 94% und 95%. Dies stimmt mit
Resultaten anderer Studien {iiberein, die eine gilinstige Resistenzlage von
Gentamicin mit durchschnittlich 90% Sensitivitit beschreiben * 3% 185 Ebenso
konnte eine gute Wirksamkeit von Imipenem mit 96,7% bzw. 99% Sensitivitét

gegeniiber caninen Isolaten gezeigt werden % 18,

Obwohl einige der Isolate resistent gegeniiber mehr als 10 der 17 getesteten
Antibiotika waren, erfiillte nur eines die durch das European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC) und der Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) festgelegten Kriterien fiir Multiresistenz. In einem 2011 in dem
Journal of Clinical Microbiology and Infection publizierten Artikel erarbeiteten
internationale Experten unter Federfiihrung des ECDC und des CDC eine
international einheitliche Terminologie, um Resistenzprofile verschiedener
Bakterien zu beschreiben. Dabei wurde Multiresistenz als erworbene Resistenz
gegeniiber mindestens einem Vertreter von mindestens drei verschiedenen
Antibiotikaklassen definiert !4, Fiir die korrekte Anwendung dieser
Klassifizierung sollten P. aeruginosa Isolate gegen alle Vertreter folgender
Kategorien getestet werden: Aminoglykoside, antipseudomonale Carbapemene,
antipseudomonale Cephalosporine, antipseudomonale Fluorchinolone,
antipseudomonale Penicilline und B-Lactamase-Inhibitoren, Monobactame,
Epoxid-Antibiotika und Polymyxine. In dieser Studie wurden jedoch nur
Aminoglykoside  (Gentamicin, Amikacin, Streptomycin), Carbapeneme
(Imipemen), Fluorchinolone (Enrofloxacin, Marbofloxacin, Pradofloxacin) und
Polymyxine berticksichtigt. Die Empfehlungen des EDCD und des CDC basieren
auf Dokumenten und Grenzwerten (Breakpoints) des CLSI, des EUCAST und der
FDA, die aus der Humanmedizin stammen. Viele der dort erwéhnten Antibiotika
sind in der Veterindrmedizin nicht zugelassen oder der Einsatz ist beschrinkt, da
sie zu den sogenannten Reserveantibiotika gehdren '%. Spezifische Breakpoints

oder Klassifikationen fiir die Veterindrmedizin sind daher nicht verfiigbar und
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diese Substanzen werden in den Empfehlungen des CLSI fiir
Routineuntersuchungen mikrobieller Sensitivitit in veterindrmedizinischen
Laboratorien nicht erwihnt '¥7. Auch die Kommission fiir Krankenhaushygiene
und Infektionspriavention beim Robert Koch-Institut '*¢ basiert ihren Vorschlag
der Klassifizierung auf Leitsubstanzen, die gegen P. aeruginosa in der
Humanmedizin eingesetzt werden '4’. Fiir die Veterindrmedizin existiert derzeit
keine eigenstindige Klassifikation, daher wurde in dieser Studie ein Isolat als
multiresistent klassifiziert, bei dem nur eine der vier Antibiotikagruppen

Aminoglykoside, Carbapeneme, Fluorchinolone und Polymyxine wirksam ist.

Das Isolat, welches gemal3 diesen Kriterien als multiresistent definiert werden
konnte, war 1im Plattendiffusionstest resistent gegeniiber Enrofloxacin,
Marbofloxacin, Imipenem und Colistin. Nur die Vertreter der Aminoglykoside,
Gentamicin und Amikacin waren wirksam. Vier weitere Isolate waren
unempfindlich gegeniiber Substanzen aus zwei der vier Antibiotikaklassen, alle
jedoch sensibel gegeniiber Imipenem und Colistin bzw. Gentamicin. Nachdem
jedoch nicht alle der geforderten Gruppen getestet wurden, ist es durchaus
moglich, dass eines dieser Isolate gegeniiber mehreren Vertretern dieser Gruppen
resistent und somit als MDPA gemil der Klassifikation des ECDC und CDC

einzuordnen ware.

2. Bestimmung der Minimalen Hemm-Konzentration

Besteht eine Otitis langer und bessert sich trotz einer Behandlung mit einem
empirisch ausgewdhlten Antibiotikum nicht, oder sind in der Zytologie Stébchen
erkennbar und damit die Gefahr resistenter Pseudomonaden gegeben, wird eine
Kultur mit anschlieBendem Resistenztest empfohlen '* ?°. Dieser wird in der
Regel als Plattendiffusionstest durchgefiihrt, in dem die Mikroorganismen auf
einer Agarplatte einer festgelegten Konzentration von Testsubstanzen ausgesetzt
werden. Sie werden meist in Form von wirkstoffgetriankten Filterpapier-Plattchen
auf die beimpfte Agar-Platte gelegt und anschlieBend bebriitet. Nach der
Inkubation wird das Bakterienwachstum um die Pléttchen beurteilt. Wird das
Wachstum des getesteten Erregers durch die Testsubstanz eingeschréinkt, ist um
das Plattchen ein kreisformiger Hemmhof sichtbar, bei triibem Bewuchs der
restlichen Agarplatte. AnschlieBend wird der Durchmesser des Hemmbhofes mit

festgelegten Grenzwerten flir das Bakterium und die jeweilige Testsubstanz
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verglichen und das jeweilige Isolat so als sensibel, intermedidr oder resistent
klassifiziert ' 8%, Obwohl diese Methode weit verbreitet und etabliert ist, ist die
Aussagekraft der Testresultate fiir die Therapie einer Otitis externa beim Hund aus
folgenden Griinden limitiert: die festgelegten Grenzwerte und Konzentrationen
der Testsubstanzen beziehen sich auf die systemische Applikation des
Wirkstoffes. Bei einer Otitis externa ist jedoch die topische Therapie Mittel der
Wahl, bei der lokal eine viel hohere Konzentration erreicht werden kann, als dies
mit der systemischen Applikation mdglich wire. Daher wird oftmals klinisch eine
Wirksamkeit  bestédtigt, obwohl das verwendete  Antibiotikum im
Plattendiffusionstest als resistent klassifiziert wurde !> 1287, Eine Bestimmung der
Minimalen Hemm-Konzentration, die definiert ist als die niedrigste Konzentration
eines Wirkstoffes, bei der das Wachstum eines Keimes mit bloBem Auge nicht
189

wahrgenommen werden kann

Wirksamkeit eines Stoffes in vitro 3¢, Der Vergleich der MHK eines Stoffes mit

, ermoglicht die quantitative Messung der

der tatsdchlich erreichten Konzentration am Wirkort konnte somit eine bessere

Prognose iiber einen tatsdchlichen Therapieerfolg in vivo abgeben.

Zudem werden einige Substanzen, die als Therapieoption zur Behandlung
resistenter Keime bei einer Otitis externa zur Verfiigung stehen, nicht im
Plattendiffusionstest bertiicksichtigt und es mangelt an speziesspezifischen

Grenzwerten '

Um die MHK von P. aeruginosa bei Antibiotika zu bestimmen, die in der
Therapie von Otitis externa in Deutschland typischerweise Anwendung finden,
wurden 9 Isolate von Hunden mit Otitis externa ausgewdhlt. Diese wurden gemif
den Performance Standards des CLSI im Mikrodilutionstest aufsteigenden
Konzentrationen von Marbofloxacin, Enrofloxacin, Gentamicin und Polymyxin B
ausgesetzt. Da Silbersulfadiazin, welches als Therapieoption bei multiresistenten
Pseudomonaden umgewidmet wird, nur schlecht in Wasser 16slich ist, wurde
zundchst mittels Makrodilution mit Kationen-adjustierter Mueller-Hinton-
Bouillon eine Verdiinnungsreihe hergestellt und diese anschlieBend auf die

Mikrotiterplatte transferiert um die MHK Bestimmung durchzufiihren.
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Abbildung 2: Mikrotiterplatte mit Bakterienwachstum (gelb oder trib) und
Hemmstoffen.

Nach einer Kalibrierung bei der pro Isolat mehrere Hemmstoffe auf einer
Mikrotiterplatte aufgebracht wurden, um die zu testenden Konzentrationen zu
bestimmen, wurden jeweils sortenreine Platten pipettiert. Jeder Platte wurde eine
Negativkontrolle in Form von unbeimpfter Mueller-Hinton-Bouillon und eine
Positivkontrolle (P. aeruginosa Referenzstamm DSM 1117 (Deutsche Sammlung

von Mikroorganismen) beigefiigt.

Da eine Empfindlichkeitsbestimmung von P. aeruginosa gegeniiber
Silbersulfadiazin bis dato nicht durchgefiihrt wurde und auch keine Empfehlungen
des CLSI iiber Methodik und Testbereich vorliegen, wurde im Vorversuch ein
Testbereich von 1 bis 2048 pg/ml fiir Silbersulfadiazin festgelegt. Um eine
homogene Verteilung des Wirkstoffes in jeder Kavitdt zu gewdhrleisen wurden
die einzelnen Reagenzrohrchen der Makrodilution bei jedem Versuch griindlich
mit dem Vortex-Mischer durchmischt, bevor sie auf die Mikrotiterplatte

iibertragen wurden.

Obwohl die hoher konzentrierten Kavitdten durch das Silbersulfadiazin eingetriibt

wurden, beeintrachtigte dies die Auswertung nicht.
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Abbildung 3: Mikrotiterplatte mit Tribung durch Silbersulfadiazin
(schwarze Pfeilspitzen) und Tribung durch Bakterienwachstum (rote
Pfeilspitzen)

Auf Basis des ersten Vorversuches wurde fir Silbersulfadiazin dann ein
Testbereich von 0,5 bis 64 pg/ml fiir die Durchfithrung der MHK-Bestimmung

bestimmt.

Bei der MHK-Bestimmung von Silbersulfadiazin zeigte sich, dass fiir die meisten
Isolate eine minimale Hemmkonzentration von unter 10 pg/ml ermittelt werden
konnte. Dies traf auch auf den Referenzstamm P. aeruginosa DSM 1117 zu, mit
einer mittleren MHK von 9,2 pg/ml. Dies ist etwas hoher als in der Studie von
Trott et al., in der fiir den Kontrollstamm P. aeruginosa ATCC 27853 eine MHK
von 4,0 pg/ml nachgewiesen wurde. Allerdings bestimmte Trott in der Studie
nicht die MHK fiir Silbersulfadiazin als Einzelwirkstoff, sondern in der
Kombination mit Enrofloxacin. Diese Kombination ist unter dem Namen Baytril®
Otic in Landern wie USA oder Australien zur Behandlung caniner Otitis externa
zugelassen und enthilt 5 mg/ml Enrofloxacin und 10 mg/ml Silbersulfadiazin '°.
Trott verglich die MHK Werte, die fiir die Kombination der Wirkstoffe ermittelt
wurden mit denen flir Enrofloxacin als Einzelwirkstoff und konnte zeigen, dass
die MHK Werte fiir Enrofloxacin in der Kombination mit Silbersulfadiazin zum

Teil deutlich geringer waren als fiir Enrofloxacin alleine. Besonders deutlich war

der Unterschied bei Isolaten mit hohen MHK Werten (> 64 mg/ml Einzel vs. 4,0
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mg/ml Kombi). Er schlussfolgerte, dass Enrofloxacin und Silbersulfadiazin in der
Kombination synergistisch wirken und so niedrigere MHK Werte erreicht werden
konnen. Dies konnte eine Erklarung dafiir sein, dass fiir Silbersulfadiazin in dieser
Studie hohere MHK Werte nachgewiesen wurden. Interessanterweise waren die
beiden Stimme, die hohere MHKs gegeniiber Silbersulfadiazin aufwiesen auch
weniger empfindlich gegeniiber anderen Testsubstanzen. Isolat Nummer 6, bei
dem eine mittlere MHK von 32 pg/ml gegeniiber Silbersulfadiazin ermittelt
wurde, zeigte ebenfalls die hochsten MHK Werte gegeniiber Polymyxin B und

Gentamicin.

Die Ergebnisse der MHK Bestimmung der anderen Testsubstanzen zeigen eine
starke Varianz der unterschiedlichen Stdimme. Gegeniiber Enrofloxacin
schwankten die ermittelten MHK-Werte beispielsweise von 1,0 bis 1024 pg/ml.
Besonders drei der getesteten Isolate zeigten hohe MHKs gegeniiber den
Fluorchinolonen (Nummer 2, 4 und 6). Alle drei waren auch im
Plattendiffusionstest als resistent gegeniiber Enrofloxacin und Marbofloxacin
klassifiziert worden. Moglicherweise sind diese drei Isolate in der Lage, rasch
einen Biofilm auszubilden, der zu einer erhohten Toleranz gegeniiber diversen

Umwelteinfliissen und zu einer signifikant hheren MHK fiihren kann '8,

Biofilme bestehen aus Bakterienzellverbidnden, die extrazellulire polymere
Substanzen (EPS) wie Polysaccharide, Proteine und DNA ausscheiden. Sie bilden
in Verbindung mit Wasser Hydrogele, so dass eine schleimartige Masse entsteht,
die die Mikroorganismen umbhiillt. Diese widerstandsfahigen Aggregate konnen
tiberall dort entstehen, wo sich Grenzflachen (fliissige und gasformige Phase oder
feste und fliissige Phase) befinden. Mit dem Ubergang von der planktonischen in
die sessile Form dndert sich auch die Lebensweise der Bakterien. Einige von
thnen treten in eine Ruhephase ein, die durch einen extrem reduzierten
Stoffwechsel charakterisiert ist. Diese sogenannten Persister konnen in diesem
Dammerzustand selbst bakterizide Antibiotika wie z.B. Fluorchinolone iiberleben.
Gut geschiitzt durch den Biofilm verstecken sich die Persister auch vor der
Immunabwehr und koénnen nach dem Absetzen des Antibiotikums zu einem

schnellen Rezidiv fiihren °!.

Die Biofilm-Matrix erschwert zudem die Penetration von Wirkstoffen in das
Innere der Kolonie und kann Enzyme, wie z.B. B-Lactamasen enthalten, die

Antibiotika schnell metabolisieren.
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Obwohl bei einigen Isolaten vergleichsweise hohe MHK-Werte bestimmt werden
konnten, insbesondere gegeniiber Enrofloxacin und Marbofloxacin, ist die
Antibiotika-Konzentration, die bei einer topischen Therapie im &dulleren
Gehorgang erreicht wird, um ein vielfaches hoher.

Gentamicin, welches in Easotic® (Virbac) kommerziell erhiltlich ist, wird gemiB
Herstellerangaben in einer Konzentration von 2,35 mg/ml im Ohr angewendet.
Dies entspricht dem 588fachen der hochsten MHK, die in dieser Studie ermittelt
werden konnte. Auch bei den anderen getesteten Wirkstoffen ist die
Konzentration, die laut Fachinformation des jeweiligen Therapeutikums im
Gehorgang erreicht wird, ein Vielfaches der hochsten MHK, welche fiir den

jeweiligen Wirkstoff bestimmt wurde.

Tabelle 2: Vergleich von MHK Werten und erreichter therapeutischer
Konzentration im Gehdrgang

Wirkstoff Hochste MHK Konz. Ohr Faktor
Gentamicin 4 pg/ml 2350 pg/ml 588
Polymyxin B 16 pg/ml 529,3 pg/ml 33
Enrofloxacin 1024 pg/ml 11250 pg/ml 11
Marbofloxacin 256 pg/ml 3000 pg/ml 12
Silbersulfadiazin 64 pg/ml 10000 pg/ml 156

Da Enrofloxacin in Deutschland nicht als zugelassene Ohrsuspension erhéltlich ist
und durch Verdiinnen einer Injektionslosung umgewidmet wird, wurde bei
Enrofloxacin von einer Dosis von 11,25 mg/ml ausgegangen. Diese Konzentration
wird in der Praxis durch verdiinnen einer 2,5% Injektionsldsung (Baytril® 2,5%,
ad us. Vet, Bayer Vital GmbH) mit NaCl und Hexadreson im Verhéltnis 9:9:2
erreicht. Eine Publikation empfiehlt bei Pseudomonas-Otitiden lokal eine
Konzentration von 22,7mg/ml Enrofloxacin zu verwenden, was dem 22fachen der

hochsten ermittelten MHK entsprechen wiirde .

Silbersulfadiazin wird ebenfalls umgewidmet. Dazu wird eine humanmedizinische
Salbe (Flammazine®) mit NaCl zu einer 1%igen Losung verdiinnt und im

Gehorgang angewendet %87,
Dies resultiert in einer zu erwartenden Dosis von 10 mg/ml.

Nimmt man an, dass die Wirksamkeit von Antibiotika davon abhingt, dass im

Gehorgang mindestens ein zehnfaches der minimalen Hemmkonzentration



IV Diskussion 58

erreicht wird ¥, ist die Wahrscheinlichkeit groB, dass ein Therapieerfolg in vivo
mit einem der getesteten Wirkstoffe erreicht worden wére, selbst wenn das
jeweilige Isolat sowohl im DDST als auch im Mikrodilutionstest als resistent
gegeniiber dem Wirkstoff klassifiziert wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden nach
einer Studie von Robson et al. im Rahmen des North American Veterinary
Dermatology Forums 2010 prisentiert: 90% der Hunde mit P. aeruginosa Otitis
sprachen auf die Behandlung mit einem empirisch ausgewihlten Antibiotikum an,
obwohl dieses im DDST als resistent klassifiziert worden war '°2. Es stellt sich
nach diesen Ergebnissen die Frage, ob ein Plattendiffusionstest, der nur in der
Lage ist, festgelegte Konzentrationen von Wirkstoffen zu testen und auch nicht
alle zur Verfiigung stehenden Therapeutika umfasst, wirklich eine sinnvolle
Orientierungshilfe darstellt oder ob eine empirisch ausgewihlte Therapie, die auf
zytologischen Ergebnissen und typischen Resistenzmustern basiert, nicht genauso

erfolgsversprechend ist?

Eine Moglichkeit, den Therapieerfolg genauer vorherzusagen und alle relevanten
Wirkstoffe zu beriicksichtigen, wére, spezifische Mikrotiterplattenlayouts zu
verwenden, wie sie durch den DVG-Arbeitskreis ,,Antibiotikaresistenz fiir die
Empfindlichkeitstestung von Infektionserregern bei Kleintieren, Groftieren und

Mastitiden empfohlen werden '%3.

Ausgehend von den ermittelten MHKSs in dieser Studie und den im Gehorgang
erreichten Wirkstoffkonzentrationen, konnte folgendes spezifisches Plattenlayout
fir die Empfindlichkeitsbestimmung von P. aeruginosa bei Otitis Externa

empfohlen werden:

In Abbildung 4 sind die beiden Konzentrationsstufen, zwischen denen sich jeweils
ein Zehntel der erreichten Konzentrationen im externen Gehorgang befindet griin
markiert. Da die klinische Wirksamkeit eines Antibiotikums mafigeblich durch die
erreichte Konzentration am Wirkort beeinflusst wird, kann durch die Beurteilung
der Wachstumshemmung an diesen Positionen eine Prognose {iber den

Therapieerfolg abgegeben werden.
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Abbildung 4: Mikrotiterplattenlayout zur Empfindlichkeitsbestimmung von
P. aeruginosa bei Otitis externa bei Hunden

Blau und Rot markiert sind jeweils die niedrigsten und hochsten minimalen
Hemmkonzentrationen, die in dieser Studie gemessen wurden. Die
Konzentrationen der einzelnen Wirkstoffe im Plattenlayout wurden so gewdhlt,

dass beide Extreme abgebildet werden konnen.

Um die Ergebnisse einer antimikrobiellen Empfindlichkeitstestung zu validieren,
sollte Qualititskontroll-(QC)Stimme in die Testung miteingeschlossen werden. In
dieser Studie wurde Referenzstamm P. aeruginosa DSM 1117 (entspricht P.
aeruginosa ATCC® 27853) auf jeder Platte mitgefiihrt und die jeweils ermittelte
MHK mit denen des festgelegten QC-Bereiches verglichen. Analog kdnnten
folgende  QC-Bereiche fiir die Qualitdtskontrolle des  spezifischen
Mikrotiterplattenlayouts verwendet werden:

Tabelle 3: Qualitatskontrollbereiche fur P. aeruginosa DSM 1117 fir die
Bouillon Mikrodilution (ug/ml)

Wirkstoff QC-Range CLSI Range in Studie
Polymyxin B 1-4. 1-2
Marbofloxacin 0,5-2 1-2
Enrofloxacin 1-4 2-4
Gentamicin 0,5-2 0,5-1
Silbersulfadiazin k. A. 4-16
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Mit der Anderung der Verordnung iiber tierdrztliche Hausapotheken (TAHAV),
die am 01.03.2018 in Kraft getreten ist, wird erstmals eine Antibiogrammpflicht
auch bei Haustieren vorgeschrieben. So ist bei der Behandlung mit Arzneimitteln,
die Cephalosporine der 3. oder 4. Generation oder Fluorchinolone enthalten, ein
Antibiogramm anzufertigen, selbst wenn der Wirkstoff zulassungskonform
eingesetzt wird. Daher ist es zum einen wichtig, Alternativen zu diesen
Wirkstoffen zu suchen, die bei P. aeruginosa Otitiden eingesetzt werden konnen,
wie z.B. Silbersulfadiazin. Zum anderen ist es wichtig den Antibiogramm-Befund
auf Basis der lokalen Therapie der Wirkstoffe zu interpretieren. Bei allen Isolaten,
die sowohl im DDST als auch im Mikrodilutionsverfahren als resistent gegeniiber
Enrofloxacin klassifiziert wurden, war Enrofloxacin in der Konzentration 7,5
mg/ml oder 11,25mg/ml die initiale Therapie. Diese wurde auch nach dem
Ergebnis des DDST beibehalten und alle Hunde zeigten klinisch und zytologisch
eine Besserung auf die Therapie. Nach Kontrolle der zugrundeliegenden Faktoren,
waren drei der vier Hunde rezidivfrei. Bei einem der Hunde war der Gehdrgang
durch die chronische, einseitige Otitis bereits so verdndert, dass nur eine

Gehorgangsablation eine langfristige Besserung brachte.

Diese Studie bestétigt somit, dass die erreichte Wirkstoffkonzentration bei lokaler
Therapie einer Otitis externa die MHKs von P. aeruginosa Isolaten gegeniiber den
verfligbaren Wirkstoffen um ein Vielfaches iiberschreitet. Des Weiteren konnte
durch die MHK Bestimmung von Silbersulfadiazin in vitro eine Wirksamkeit
gegeniiber P. aeruginosa demonstriert und ein Richtwert fiir die Therapie einer
Otitis externa mit Flammazine® generiert werden. Schlussfolgernd ist
anzumerken, dass der Therapieerfolg einer Otitis externa neben der
Empfindlichkeit der Erreger mafgeblich von einem multifaktoriellen
Therapieansatz abhédngt, der die Behandlung der zugrundeliegenden Faktoren, die
Sauberung des Gehorgangs, eine unterstiitzende antientziindliche Therapie, sowie

eine gute Besitzeraufklarung und Complience einschlieft.
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V ZUSAMMENFASSUNG

Die Otitis externa ist ein hédufiges Problem in der Praxis. Ohrinfektionen mit
Pseudomonas aeruginosa sind besonders problematisch, aufgrund der hohen
Resistenzbereitschaft des Erregers und seiner Fahigkeit, das Trommelfell zu
beschiddigen. Die Auswahl geeigneter Wirkstoffe zur Therapie sollte auf
Empfindlichkeitstests beruhen, die minimale Hemmstoffkonzentration (MHK)
steht jedoch nicht fiir alle Therapieoptionen zur Verfiigung. Silbersulfadiazin wird
bei rezidivierenden P. aeruginosa Otitiden in der Praxis mit guten klinischen
Erfolgen eingesetzt, eine MHK fiir Silbersulfadiazin als Monowirkstoff wurde

aber bis dato noch nicht bestimmt.

Ziel dieser Studie war es, Resistenzmuster von P. aeruginosa Isolaten von
Hunden mit Otitis externa aufzuzeigen und die MHK fiir Silbersulfadiazin und

andere hdufige Ohrtherapeutika zu ermitteln.

Die Empfindlichkeit von 36 P. aeruginosa Isolaten gegeniiber 17 ausgewihlten
Antibiotika wurden mittels Plattendiffusionstest bestimmt. Zur Ermittlung der
MHK wurden 9 der Stimme im Mikrodilutionsverfahren verschiedenen
Konzentrationen von Marbofloxacin, Enrofloxacin, Gentamicin, Polymyxin B und

Silbersulfadiazin ausgesetzt.

Im Plattendiffusionstest konnte gegeniiber 9 der 17 antimikrobiellen Wirkstoffe
eine vollstindige Resistenz nachgewiesen werden. 94% bzw. 96% der Isolate
waren empfindlich auf Gentamicin bzw. Imipenem. Diese Ergebnisse stimmten
mit denen der Mikrodilution iiberein, bei der alle Stimme sensibel gegeniiber
Gentamicin waren. Gegeniiber den Flourchinolonen und Polymyxin B konnte ein
hoheres Mal3 an Resistenz beobachtet werden. Silbersulfadiazin war wirksam in

vitro bei einer MHK von 1 bis 64 ug/ml.

Silbersulfadiazin wird in der Praxis als 1%ige Losung topisch im Ohr appliziert.
Obwohl der tatsdchlich erreichte freie Anteil einer derartigen Losung am Wirkort
nicht untersucht wurde, war die MHK in dieser Studie um ein vielfaches niedriger
als der angegebene Wirkstoffgehalt der zubereiteten Losung und ein
Behandlungserfolg ist wahrscheinlich. Somit kann Silbersulfadiazin als

Behandlungsoption bei Hunden mit P. aeruginosa Otitis angesehen werden.
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VI SUMMARY

Otitis externa is a common presenting complaint in practice. Ear infections with
Pseudomonas (P.) aeruginosa are particularly problematic due to the organism’s
high level of resistance and ability to damage the tympanum. Treatment should be
based on susceptibility testing, but minimum inhibitory concentrations (MICs) are
not available for all treatment options. Silver sulfadiazine has been used in cases
of recurrent P. aeruginosa otitis, but a MIC for silver sulfadiazine as a single

agent has not been established.

The objective of the study was to describe susceptibility patterns of P. aeruginosa
isolated from canine otitis externa and determine the MIC for silver sulfadiazine

and other topical antimicrobials.

Thirty-six P. aeruginosa isolates were collected from client-owned dogs,
suffering from otitis externa, and tested for susceptibility. Susceptibility patterns
were established wusing disc diffusion susceptibility testing against 17
antimicrobials. For determination of the MIC, selected strains were tested against
increasing concentrations of marbofloxacin, enrofloxacin, gentamicin, polymyxin

B and silver sulfadiazine using broth microdilution.

For nine out of 17 antimicrobial agents complete resistance was seen in all the
isolates tested via disk diffusion susceptibility testing. Gentamicin and imipenem
showed the highest susceptibility with 94% and 96% susceptible strains. About
94% and 96% isolates were susceptible against gentamicin and imipenem,
respectively. These findings were consistent with broth dilution, where all strains
were susceptible to gentamicin. Resistance was higher against polymyxin B and
the fluoroquinolones. Silver sulfadiazine was effective in vitro with an MIC

ranging from 1 - 64 pg/ml.

Silver sulfadiazine is used as a 1% topical solution in practice, when treating
otitis. Although the proportion of free silver sulfadiazine at the site of action has
not been investigated in this study, the MIC was lower, that the expected
concentration in the otic solution and thus a treatment success is probable.
Considering this, silver sulfadiazine represents a treatment option for dogs with

P. aeruginosa otitis.
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