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l. EINLEITUNG

Bissverletzungen sind traumatisch bedingte Wunden, welche héufidgen
Sommermonaten irklinischen Alltag vorgestellt werdeand durch ein erhéhtes
Aktivitatsaufkommen sowie ein erhdhtes Aggressionspotenzial der Hunde
zustande kommerfHarris et al. 1974)Zumeist werden die Bissverletagen
durch grofRere Hunde verursacht, wobei mannlich intakte Riden Uberprasentiert
sind (Shahar et all997) Das Ausmald der Verletzung kann ganz unterschiedlich
ausfallen und unter Umstanden Koérperhdhlen perforiggeidstein 1989, Shahar

et al. 1997, Cabon et al. 2019s sind akute Wundenwvelche immer als
kontaminiertanzusehen sin@Holt und Griffin 2000) Dabei werden vor allem
Uber den Speichel der Tiere Bakteriendie entstehende Wunde eingetragen
wobei es sich meist um mehrere Bakterienspezies hasigithir und Carter
1976, Balilie et al. 1978, Ordog 198®)ies pradisponiert Bissverletzungen fir
Infektionen, sodass jedBissverletzung spatestens nach 24 Stunden als infiziert
anzusehen isfCallaham 1978, Meyers et al. 2008)or allem durch haufigen
Antibiotikaeinsatz von Breitspektrumantibiotika kann die Entstehung und
Verbreiung von multiresistenten Erregern potenziert wer@darbarth 2007,
Nolff et al. 2016) Ob eine Antibiotikatherapie bei Bissverletzungen notwendig
ist, wird kontrovers diskutiert und in der Literatur hierzu unteiestliche
Empfehlungen abgegebdallaham 1988) Eine chirurgische Versorgunder
Bissverlezungenmittels Sauberung, einem Débridement und einer Wundspulung
ist von grof3er Bedeutun@allaham 1980, Ordog 198@)urch Wundantiseptika
sollen Wunden dekontaminiert werden, um so eine Infektion zu verhindern
(Kramer 2004) Dabei sollten die Antiseptika neben einer guten Biokompatibilitét
und einem mikrobizida Effekt auch eine geringe Zytotoxizitat aufweig®uilly

et al. 2017. In der Tiermedizinsind Antiseptikawenig erforscht. Bisherige
Ergebnisseind Empfehlungesttitzen sich hierbaior allemauf Untersuchungen
von Chlorhexidinund Povidorlod (Sanchez et al. 1988, Lozier et a@92) In

der Humanmedizin werden Chlorhexidin und Octenidin zur Wundlavage
hingegen nicht mehr empfohldilulsemann und Habenicht 2009, Schupp und
Holland-Cunz 2009, Franz und Vogelin 2012, Willy et al. 201Demach

vielversprechend fur die Wundsptlung ist Polyhexanid, welches ein breites
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antibakterielles Wirkspektrum aufweishd sowohl gegen grampositive, wie auch
gramnegative Bakterien wirksam i@ aehn 201Q) Die antseptische Wirkung

von Polyhexanid wird nicht von Blut oder Proteinen beeintrachegtweist eine
hohe Gewebevertaglichkeit auf und soll zudem die Wundheilung fo(deaimer

et al. 2004, Muller und Kramer 2008bé&tlein und Assadian 2010, Kaehn 2010)
Im Vergleich zu anderen Antiseptika wie Octenisept (Wirkstoff:
Octenidindihydrochlorid), Braunol (Wirkstoff: Poviddad) und Betaisodona
(Wirkstoff: Povidorlod) zeigt es eine deutlich geringere Toxizitdt gegenuber
humanen Fibroblasten und Keratinozyten und stoppt effizient die bakterielle
Proliferation schon bei einer geringen Konzentratjblirsch et al. 2010)Eine
Alternative zu Wundantiseptika bietet Kaltplasma, welchesm hohes
antiseptisches Potenzial aufweidtaroussi 2009, Von Woedtke et al. 2013)
Kaltplasma istein hoch energetischer physikalischer Zustand, welcher durch die
Bildung von Radikalen, Elektronen und lonen sowie Lichtemission bestimmt wird
(Laroussi 2002, Matthes et al. 201&s hat einen mikrobizigeEffekt und kann

die bakterielle Zellmembran, intrazellulare Progssowie die DNA bei Bakterien
schadigenVatansever et al. 2013, MBrochnow et al. 2014Bislang wird von

zwei unterschiedlichen Mechanismemisgegangen, die zur Zerstérung von
Bakterien durch eine Kaltplasmabehandlung fiihren. Hierunter fallt die
Schadigung durch elektrostatische Kraft und zum anderen eine Schéadigung durch
oxidativen Stress in der Zell®ei der Zerstérung durch elektrostatisdleifte

sind grampositive und gramnegative Bakterien unterschiedlich empféanglich
(Mendis et al. 2000, Laroussi 2002, M&iochnow et al. 2014xidativer Stress

in der Bakterienzelle fuhrt zur Zerstorunger Bakteien, wenn der
Reparationsmechanismuschi mehr der Schadigurdgr DNA, dem Verlust von
Zytoplasma und der Lipidoxygenierung standhalten képarr und Kogoma
1991, Gadri et al. 2000, Imlay 2003, Joshi et al. 20D&) Effekt von Kaltplasma

ist dosisabhangig, wobei geringe Dosen antibakteriell wirken und hohere Dosen
zelltoxisch fur die Wirtszelle sein konn€éWon Woedtke et al. 2013Padurch,

dass der Effekt von Kaltplasma durch unterschiedliche Faktoren bestimmt wird,
ist kein einheitliches Dosierungsprotokoll fiir dessen Anwendung verfugbar
(Laroussi 2009, Von Woedtke et al. 201Bislang wurde der Effekt von
Kaltplasma auf die Proliferatioppas@ von Bakterien untersuclsbwie auf die

initial vorhandene Bakterienkonzentratiofu et al. 2006, Fernandez et al. 2Q12)
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Ziele dieser Doktorarbeit wan: 1. Die in Bissverletzungen bei Hunden
auftretenén Baktelenspezies zu erfassspowie deren Anteil an multiresistenten
Keimen (MDR = multidrugresistant).2. Die Effektivitat und Dekontamination
von Polyhexanid und ArgeKaltplasma in der Tiermedizim vivo anhand von
Bissverletzungen zu untersuchen und mieekochsalzvagezu vergleichen3.
Den Effekt von ArgorKaltplasma auf Bakterien zu untersuchen, welche in
Bissverletzungen in der Tiermedizin haufig vorkommernbeider Einflussder
Behandlungszeiin Bezug auf dieBakterienspezies, dierdiferationsghasen der

Bakteriensowiederinitialen Bakterienkonzentratioavaluiertwerdensollten
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. L ITERATURUBERSICHT

1. Bissverletzungen

1.1 Ursachen und Vorkommen

Hunde mitBissverletzungerwerdenvor allem in den Sommermaten haufig
vorgestellt(Harris et al. 1974)Die Periode, welche vermutlich mit einer héheren
Aktivitat und somit haufigeren Spaziergangen der Tiere und ihrer Besitzer
einhergét, beginnt etwa Anfang Marzerreicht ihren hepunkt im Juni bis
August undgeht vor September nicht zuridu Bissverletzungen kommt esr
allem in den Nachmittagsstundewobei ein Peak zwischen 15 und 19 Uhr zu
sehen ist (Spatnachmittag bis friher Abenn Bissverletzungebetroffen sind
zumeistkleinere Hunde, welche oftmals multiple und schwere Bissverletzungen
erlangen (Shahar et al. 1997, Shamir et al. 200%erursacht werden die
Verletzungen tUberwiegend von grof3en bis mittelgroRen Hunderassaamem
Wetter, welches Einfluss auf ihr VerhaltgAggressivitat)ausubt(Harris et al.
1974, Shahar et al. 199Aor allem sind intaktdRudenuberpréasentiert und zu
einer geringeren Anzahl weibliche Tigf@hahar et al. 1997, Shamir et al. 2002)

Das Ausmal einer Bissverletzung und datsachlich daraus resultierenden
Wunde kann sehr unterschiedlich se&@enerell handelt es sich bei Bissen um
Quetsch, Riss, Ausriss, Abriss und punktuelle Wunden, welche in Verbindung

mit Schwellung, Rdatng, Blutung, Hamatomen, Ischamie, Nekrosen und
devitalisierten Gewebe auftreten kdnnen sowie daraus resultierender Sepsis mit
Fieber und einer Verbrauchskoagulopatt@ardany et al. 1976, Goldstein 1989,
Holt und Griffin 2000, Yokose und Dan 2007, Kramer et al. 20B@)blematisch

dabei ist, dass das Ausmald der Verletzung unter dem ersichtlichen Defekt weitaus
grolBer sein kann. Hunde kdnnen miteim Kiefer eine hohe Beil3kraft ausiiben

die bis zu 450 psi betragen kaf@oldstein 1989) Dabei entstehen typische
Verletzungsmuster, wobei immer mit einem Einbiss und einem Gegenbiss
gerechnet werden myssntsprechend der Anatomie des Fan@dsnalssind die
Wunden unterminiert oder kbnnen im Bereich des Thorax oder des Abdomens die
jeweilige Kérperhdhle perforierefshahar et al. 1997, Cabon et al. 2013 bei
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einem Einbiss hohe Kraftsowohlauf den Korpe des Opfers als auch auf den
Fang des Angreiferginwirken muss immer mit einer hohen Schadigung des
Kdrpers desOpfers, als auch der Zdhne des Angreifers gerechnet weismer

sollte die Bissverletzungswunde nicht nur augenscheinlich untersucht werden
sondern weitere diagnostische MalBhahmen wie beispielsweise eine
Rontgenuntersuchung erfolgeam Perforationen der Koérperhéhlen als auch
inokulierte Fremdkdrper wie Zéhne oder anderes Fremdmaterial ausschlie3en zu
konnen(Kramer et al. 2010, Fossum 201Ruf Grund des Traumas windicht

nur die Haut und Unterhaut geschadiggndern auch die darunter liegende
Muskulatur, Nerven, Sehnen, Gefa@®wie mdglicherweise deKnochen
(Kramer et al. 2010, Fossum 2011)

1.2. Kontamination

Bissverletzungen sind  grundséatzlich  kontaminierte  Wunden. Neben
makroskopisch sichtbareverunreinigungenwie Haare, Sand, Zahne oder
Pflanzenteilen konnen sie auch mit makroskopisch nicht sichtbaren
Kontaminanten versehen sein. Hierbei kann es sich um Bakterien, Viren und Pilze
handeln. Anhand der Ursache fiir eine solche Verletzung ist jedoch stark von einer
bakteriellen Kontamination auszugehgiolt und Griffin 2000) Die im Speichel

der Hunde naturlich vorkommenden Bakterievelche als Kommensalen, wie
auch als potentiell pathogene Krankheitserreger auftigé@nen, werden Utber
eine Bissverletzung in die Wunde Ubertra¢@aphir und Carter 1976, Bailie et al.
1978) Nicht nur durch den Speichel, sondern auch von der HesitOpfers
konnen Bakterien durch den Einbissdie Wunde Ubertragen werden und dort im
Verlauf zu einer Infektiontthren(Kramer et al. 2010)Auf Grund der moglichen
Keimbelastung dieser Wunden mit potentiell pathegelrankheitserregern, sind
Bissverletzungen stets als kontamim zu betrachten. Alle diese Faktoren
pradisponieren Bissverletzungen fur Infektionen und daraus resultierenden
Wundheilungsstorungen. Spatestens nach 24 Stunden sind die meisten Wunden
als nfiziert anzuseheCallaham 1978, Meyers et al. 2008, Kramer et al. 2010)
Als Risikofaktoren fur eine Wundinfektion stellten sich nelsklm Alter des
Patienten und dem Zeitraum zwischen erfolgter Bissverletzumgd) deren
Versorgung auch die Art der Wunde und deren Tiefe heraus, wobei punktuelle
Wunden neben sehr weitreichenden Wunden ein héheres Risiko fur Infektionen
zeigen(Callaham 1978, Dire 1991, Mouro et al. 201@pn gréiRter Wichtigkeit
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bei der Behandlung von Bissverletzungen sind daher das S&aubasn,
chirurgische Débridement und die Wundspilung dieser Verletzuf@giaham
1980, Ordog 1986)Die Haufigkeif das eine zuwr nicht infizierte Wunde sich
infiziert, wird allerdings mit 2,7% als gering beschrieli@rdog B86). Es ist
generell falsch anzunehmen, dass eine Kontamination oder gar Infektion einer
Bissverletzung lediglich auf eine Bakterienspezies zuriickzufiihren ist. Meist
handelt es sich umimehrereverschiedeneBakterien, welche unter Umsiden
potenziell patogen sindOrdog 1986) Nicht nur aerbe sondern auch anaerobe
Bakterien spielen bei Bissverletzgen eine grofRe Roll&riffin und Holt 2001)
Sephir und Carter (197@)ntersuchten die Maulschleimhautflora von Hunded
konnten anhand dessesowohl grampositive als auch gramagative Bakterien
unter anderen der folgenden Bakterienspezies isolialeha, beta und gamma
hamolytische Streptococc und Micrococcaceage Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermididMycoplasma Pasteurella sgp. mit Pasteurella
multocida und Pasteurelladhnlichen StabchenActinomyces viscosus und
Actinomycesspp, Acinetobactercalcoaceticusvar. Iwoffi und var. anitratus
Neisseriaspp, Moraxella spp. mit Moraxella phenylpyruvicaund Moraxella
nonliqudaciens Escherichiacoli, Corynebacteriunspp, Enterobacteraerogenes

und Bacillus species Durch Untersuchungen der aeroben Bakterienflora von
oralen und nasaleRlissigkeiten von Hunden zeigte sich vor allem eine grol3e
Haufigkeit fur das Auftreten vorPasteurella multocidaund Staphylococcus
aureus nebenStreptococcus epidermidi€orynebacterium sppEnterobacteria
Neisseria spp Moraxella spp und Bacillus spp (Bailie et al. 1978)In einer
Studie aus der Humanmedizfalan et al. 1999}eigte sich ebenso haufig das
Vorkommen vorPasteurellaspp in infizierten Bissverletzungen von Hunden und
Katzen beim Menschen, wobei hieasteurella caniam héaufigsten durch einen
Biss von einem Hund undPasteurella multocidaiber einen Katzenbiss
Ubertragen wurden. Nebebereits bekannterisolaten wurdeKlebsiella und
anaerobe Bakterienarten wiBusobacteriumund Bacteroides vorgefunden.
Anerobe Bakterien waren haufiger in Abszessen vorzufinden im Gegensatz zu
Staphylococcus sppund Streptococcus speciesvelche aus nicht purulenten
Wunden isoliert werdekonnten.Goldstein et al. (1980konnten anhand ihrer
Studie zeigen, dass vor allem eine mikrobiologische Untersuchungen mittels
Tupferabstrich aus der Wunde Aufschluss tber die Kontamination mit Bakterien

geben kann. Am haufigsten wurde Pasteurella multocida gefolgt von
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Streptococcus,Stgphylococcus aureusind PseudomorgavorgefundenEs wurde
festgestellt, dass nicht jede Bissverletzung automatisch infiziert sein muss,
obwohl jedoch Bakterien in ihr nachgewiesen werden koénn®b eine
Tupferprobenentnahme wahrend bzwrZnach dem chirgischen Débridment
wirklich sinnvoll ist wird kontrar diskutiert.Griffin und Holt (2001)fanden
heraus, dass Bakteriewelche letztlich zu einer Wundinfektion fuhrercht die
gleichen sind wie jeng die rach dem Débridenent vorzufinden waren. Aus
diesem Grund sind Rekulturen vonimérten Wunden &uf3grwichtig (Ordog
1986, Griffin und Holt 2001)

1.3. Therapie von Bissverletzungen bei Hunden

1.3.1. Konservative Therapie

Das korservative Wundmanagement einer Bissverletzung umtiestScheren

der Wundumgebung undlas Spulen der Wund@Fossum 2011) Ob ein
konservativer Therapieversuch durchgefuhrt werden kiahmftmals eine Frage
des AusmaResund des Alters der Wunde, ggf. bereits bestehenden
Infektionsanziehen und ebenso eine kosmetische Fr&gessum 2011, Xiaowei

et al. 2013)In der Regel werden die Wundeach der Spulungffen belassen

und lediglich mit einer Wundauflageabgedeckt um sie vor der Umwelt zu
schitzen. Sie verheileper secundam intentione(Rossum 2011, Xiaowei et al.
2013) Handelt es sich um Lazerationen, so ist kein signifikanter Unterschied in
der Infektionsrate zwischen primér verschlossenen Bistzarigswunden und
offen gelassenen Wunden zu seh&rotz dessen kanuie Infektionsrate bei
primar verschlosseneVunden minimal hoéher liegefXiaowei et al. 2013)
Betrachtet man dies aus kosmetischer Sicht, so liegt der Vorteil und signifikante
Erfolg allerdngs auf der Seite der chirurgisch versorgten Wur{@®&wowei et al.
2013, Paschos et al. 201Bestehen punktuelle Wundeso ist die Wundspilung
dieserWundensehr schwierig. Sie neigen eher zur Entwicklung trdektionen

und sollten daher bessenittels chirurgischen Débridement versorgt werden
(Callaham 1980)
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1.3.2.  Chirurgische Versorgung

Grundsatzlich werden Patienten nach Vorstellung mit reiBessverletzung
entsprechend ihrem Allgemeinzustand stabilisiert und bis zu ihrer
Narkosefahigkeit die Wunde vor Kontamination geschijizolt und Griffin

2000) Al's Agol den per i @dtdpanrte ewister 6 bie t ma n
Stundemach erfolgter Verletzung, in welcheine Wunde versorgt werden sollte
bevor sich Bakterien vermehrédohnston 1990, Fossum 201Nachdem diese

Zeit abgelaufen ist, werden Wunden nicht mehr nur als kontaminiert, sondern als
infiziert angesehen. Dies resultiert daraus, dass sich nach dieser Zeitspanne
Mikroorganismen vermhren konnen und ee danrl0® Mikroorganismen pro
Gramm Gewebe (ibersteigé@ardany et al. 1976, Fossum 201(plicherweise
manifestieren sich Infektionen nach 24 Stun@€ramer et al. 2010)Je friher

eine Behandlung erfolgt, desto besser ist die Prognose, wobei eine
Wundversorgung innerhalb der ersten 8 Stunden zu einer Reduktion der
Infektionsrate fuhr{Paschos et al. 2014)er Zeitpunkt deMVundversorgungst
ausschdggebend fiir die Infektionsrateenn die Wunden erst 10 Stunden nach
erfolgtem Trauma versorgt wurdestieg damit auch die Infektionsrate an
(Maimaris und Quinton 1988)

Fiar den chirurgischen Eingriff wird die Wundumgebung geschoren und die
Wunde selbst mit sterilen Tupfern abgedeckt, damit keine Haare in die Wunde
gelangen(Holt und Griffin 2000, Fossum 2@). Die Haut wird mit Povidotiod

oder Chlorhexidinglukonabeife gewaschen und gereinigt. Bei der Desinfektion
sollte unbedingt darauf geachtet werden, dass nur die intakte Haudemit
Waschlosung und mifAlkohol in Kontakt kommt, da diesbei Kontakt z
darunter liegenden Gewelaeam Absterberdesselberitihren lonnen(Sanchez et

al. 1988, Holt und Griffin 2000, Fossum 201Bei der Wundversorgung selbst
werden zunéchst grobe Verunreinigungen entfernt und diedéiander Regel

mit steriler isotonischer Kochsalzlosun@NaCl) gespult. Hierbei wird die
Keimzahl in der Wunde durch die Wundspulung mechanisch reduziert, da sie die
Bakterien wegspul{Fossum 2011)Im Vergleich zeigt sich, dass Wunden sich
weniger haufig infizieren, wenn diese ge$pierden und das Risiko einer
Infektion durch ein Débridement verringert werden karn(€allaham 1978)
Stevenson et al. (197@&gigen, dass Spulungen mit hohddnuck eine bessere

Wirkung und Effektivitat in Hinsicht auf eine Dekontamination von infizierten
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Wunden erbrachte, als Spilungen mit niedrigem Drudierbei war die
verwendete Menge der Spulldsung, ob 35 oder 12ml jedmth signifikant fur
das Ergebnis der Dekontamination. In der Regeideneine Spritze mit 35 bis
60ml und eine 18 Gaugeanuleverwendet wodurch ein Druck voetwa 7 bis 8

psi erzeugt wirdStevenson et al. 1976)

Kontaminierte, infiziertestark traumatisierte Wundamd Wunden welche alter

als 6 bis8 Stunden sind sollten nicht primar verschlossen werden. Fremdkdrper
aller Art, Mikroorganismen und nekrotisches Gewebe sollten durch eine
Wundtoilette bzw. Débridement entfernt werden, da diese die Heilung der Wunde
verzdgern koénnen (Holt und Griffin 2000, Fossum 2011)Dabei wird
devitalisiertes Gewebe unter Schonung von Sehnen, Gefal3en, Nerven und
Knochen durch chirurgische Exzision entfernt. Es sollte darauf geachtet werden
kontaminiertes Fett aufgrund der Minderdurchblutung grof3ziigig zu entfernen, da
sich hier Bakterien ungehindert vermehren konftéaury et al. 1978, Fossum
2011) Ein grundliches Débridement ist daher so wichtig, daitaléiertes
Gewebe die Vermehrung von Bakterien begtinstigt und damit signifikant zu einer
hoheren Infektionsta fuhrt wenn devitalisiertes Fett, Muskulatur oder Haut nach
chirurgischer Versorgung in der Wunde verbleilfetaury et al. 1978)Damit
fungiert esfur Bakterien als eine Art Wachstumsmedium und setzt gleichzeitig
die Leukozytenphagozytose und anschlieBende To6tung der Bakterien herab
(Haury et al. 1978)Im Falle van perforierenden Wunden kann etzlich und
notwendig seindie Wunde zu vergréf3ern, um ihamges Ausmald darunter
erkennen zu konne(Shahar et al. 1997)Gefahr besteht immer, wenn zu viel
Gewebe entfernt wird. Fur die Wundheilung sollte eine ausreichende
GefaRversorgung vorliegenund es kann durchaus hilfreich sein eine
Wunddrainage zu legefHolt und Griffin 2000) Wunddrainagen werden in der
Regel in Wunden verwendet, bei welchen es zu einer Ausbildung eines Totraumes
mit Exsudatansammlung von Blut und Serum kom(bssum 2011)Der
entstandene Totraum und desséruchtes Milieu bieten Bakterien ideale
Voraussetzungen zur Proliferatiqe Holl et al. 1974, Meyers et al. 2008)
Drainagen bieten hierbei einen guten Abfluss fir Wundsekret, Blut und Eiter und
ermdoglichen Uberdies den Totraum minimieren, sodass sich das Gewebe
adaptieren kann(Fossum 2011) Unterschieden wird zwischen passiven und

aktiven Drainagen. Aktive Drainagen arbeiten tber ein Vak8ystem (offen
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oder geschlossene Systeme), wohingegen der Sekretabfluss bei passiven
Drainagen wie z.B. eine PenreBeainage der Schwerkraft foldSchebitz und

Alef 2007) Daher sollte die Austrittsstelle des Drainagenendes immer an der
tiefsten Stelle vorzufinden sein und dber eine Stichinzision in etwa 1lcm
Entfernung von der Wunde extra angelegt werden. Der Wundverschkrs
restichen Wunde umfasst die Naht der Unterhaut und Haut, wobei darauf zu
achten ist, dass fur die Unterhaut resorbierbares Nahtmaterial verwendet wird
(Fossum 2011)Passive Drainagen sind als ein offenes System anzusehen und
sollten daher immer von der Umgebumiftels einer Wadabdeckungyeschutzt

sein, um aufsteigende Infektionen zu vermeiden. Wenn das Exsudat dee Wund
serosanguints wird und dMenge des Exsudates sich wesentlich verringert hat,
kann die Drainage wieder entfernt wen. Drainagen konnen hierbei 2 biJage

in der Wunde belassen werden, sollten danach jedoch entfernt werden, da diese

wie ein Fremdkorper wirke(Fossum 2011)

1.3.3.  Antibiotika

Ein heutzutage grof3es Problem in der Mediznvd Tiermedizinstellt sich vor
allem durch die immer haufigere Prdsenz von multiresistenten Keimen und
dadurt hervorgerufene Wundinfektionen d€i@gee#syles et al. 2006, Assadian
2007, Daeschlein 2013Purch zu haufigen Antibiotik@insatz, vor allem von
Breitspektrunantibiotika wird ein Selektionsdruck erzeugt, welcher die
Entstehung und Verbreitung von multiresistenten Keimen fo(eentbarth 2007,

Nolff et al. 2016) Im Zusammenhang mit Wunden wird die Antibiotikatherapie
kontrovers diskutiert. So stellt sich immer wieder die Frage, ob prophylaktische
Antibiosen bei Bissverletzungerwirklich zielfihrend sid, wenn diese bei
initialer Vorstellung einer Bissverletzung verabreicht werdgéenau genommen
handelt es sich dabei nicht um eine Prophylaxe, da die Antibiose erst nach
erfolgter Bissverletzung verabreicht wird und nidhvor (Callaham 1988)
Griffin und Holt (2001)konnten anhand ihrer Studie zeigeassl kein einziges
Antibiotikum gegen alle Bakterien wirksam ist, welche in Bissverletzungen
vorgefunden wurden. Um daher eine niedrige Infektionsrate solcher Wunden zu
erlangen, sollte neben dem chirurgischen DRiEMent und Lavage ein
Breitspektrunantibiaikum  eingesetzt werden. So empfehlen sie fir
schwerwiegende Wunden die Therapie mit Ampicillin, Fluorochinolonen oder

Aminoglykosiden.Mouro et al. (2010peschrieben einen fraglichen Effekt von
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Antibiotikaeinsatzbei nicht infizierten Wunden und empfahlen daher bis zum
Eintreffen der Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung die Gabe von
Amoxicillin-Clavulansaure. Dies deckt sich auch mit den Empfehlungen von
Meyers et al. (2008) welche ebenfalls AmoxicilliClavulansaure al
Antibiotikum der ersten Watduf Grund schneller Resistenzbildung der Bakterien
gegenuber anderen Antibiotikabeschrieben Sulfonamide, Amoxicillin
Clavulansaure und Cephalexin/Cephalothin zeidiem zwar eine dativ gute
Effektivitat von 83 bis 89%, jedoch war aucim dieser Studiekein einziges
Antibiotikum wirksam gegen alle in Bissverletzungen vorgefundenen Bakterien.
Wunden sollten stets auf aerobe und anaerobe Bakterien getestet weluanank
ResistenztestFluorochinole sowie Aminoglykosidsollten erst nach Erhalt der
Testergebnisse verabreicht werddalls erforderlich da diese ineffektiv
gegenuber Anaerobier singMeyers et al. 2008) Ein prophylaktischer
Antibiotikaeinsatz bei initialer Vorstellung des Patienten scheint bei nicht
infizierten Wunen wenig sinnvoll zu sein, da didas Risiko fir eine Infektion
nicht minimiert(Callaham 1978, Ordog 198Bire 1991) Zusatzlich zeigte sich,
dass der prophylaktische Antibiotikaeinsatz die Multiresistenzrate der Bakterien
in Wunden erhdhen kanfNolff et al. 2016) Dennoch kontrar hierzwurde in

einer anderen Studie das Risiko fur eine Infektion bei schwerwiegenden Wunden
durch denoralen Antibiotikaénsatz reduzier(Dire 1991) Auch Eugster et al.
(2004) fanden heraus, dass eine -puiad postoperative Antibiotikatherapimeit
einem Breitspektrumantibiotikurdas Risiko flr postoperative Wundinfektionen
(SSI =Asur gedkelct § cetluziéit. Eine andere Studie empfiehdlie
Antibiotikatherapie nur bei bereits infizierten und risikoreichen Wunden
durchzufihren und Bissverletzungen mit niedrigen Risiko ohne Antibiose
belasserfCallaham 1988)

2. Antiseptika

Das Gebiet der Wundantiseptik isicht neuund begrindet sich auf die zweite
Halfte des 19. JahrhundertéKramer 2004) Hierbei sollten potenzielle

Krankheitserregerwie Mikroorganismen wahrend chirurgischen Eingriffen
unschadlich gemacht werden, um somime Infektion zu verhindern und zu

bekampfen Anforderungen dad an das Antiseptikum selbst sind eine gute
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Vertraglichkeit der antiseptischen Wirkstoffe ohne systemisbhe. lokale
Nebenwirkungenhervorzurufen (Biokompatibilitat, geringe Zytotoxizitatpei
gleichzeitig mikrobizidemEffekt (Willy et al. 2017) In der Wundbehandlung
kénnen sie sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch eingesetzt werden
(Kramer 2004) Ziel hierbei ist nebeder Verhinderung einer Infektidmei akute

als auch chronischen Wunden ebenso eine Dekolonisation der \(Rawetechlein

2013, Willy et al. 2017) Vor allem die Wundinfektion ist diewvichtigste
Indikation fur den Einsatz volVundantiseptika(Kramer et al. Q04). Ist eine
Wunde mit Mikroorganismenkolonisiert so kann sichleider eine Infektion
entwickeln. Diese stort den normalen Wundheilungsprozess und die Heilung kann
nicht oder nur verzégert stattfinden. Wenn sich eine Infektion weiter ausbreitet, so
kam dies im ungunstigsten Fall in einer Sepsis minden. Zudem konnen die
Erreger weiter verbreitet werden, was hinsichtlich multiresistenter Erreger stets zu

vermeiden istKramer et al. 2004)

2.1. Povidon-lod (PVP-lod)

Povidortlod besitzt ein breites antimikrabies Spektrum und wirkt gegen
vegetative Bakterienformen, Sporen, Viren,z®ilund Protozoen. Es ist ein
wasserlosliches, stark saures (pH = 3,2) lodofRossum 2011PVP-lod enthalt

den Wirkstoff Poly(2vinyl-2-pyrrolidon)lod-Komplex (Folyvinylpyrrolidon-lod,
Povidortlod), welcher das Halogen lod freisetzt urfiir dessen antiseptische
Wirkung verantwotich ist (Willy et al. 2017) Es istbei einerBiofilmbildung
wirksam undes bilden sichkeine Resisteren Erhaltlich ist PVPlod in einer
wassrigen sowie alkoholischen LOsung, wobei die alkoholische Ldsung als
tiefenwirksames und viruzides Wundantiseptikum gilt, welches jedoch nur zur
auBBerlichen Anwendung auf der Haut und nicht auf der Schleimhaut oder in
Wunden bestimmt is¢Willy et al. 2017) Bei der Reinigungron Wundenmit
Povidorlod-haltigen Detergenziewird Gewebe geschadigt, was wiederum eine
Infektion potenzieren kann. Zudem zeigt es eine toxische Wirkung auf
Fibroblasten bei einer 0,5%igd.0sung(Fossum 2011)Die Regrption von lod

uber die Haut oder Schleimhaut kann zu voriubergehender Beeintréchtigung der
Schilddrisenfunktion fuhreffFossum 2011, Willy et al. 2017Ebenso kann
durch den niedrigen pMert der Losung eine bete vorliegende metabolische
Azidose verstarkt werden.  Nebenwirkungen neben einer

Schilddrisenfunktionsstérung kénnen Jakne, Schnupfen, Konjunktivitis,
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Gastroenteritis und eine Nieffenktionseinschréankung seifilly et al. 2017)
Weitere Kontraindikationen sind Allergien, Dermatitis, Anwendung vor oder nach
einer Radioiodtherapie sowie eine Peritoneallavageeintrachtigt wird die
antiseptische Wirkung von PVIBd durch einen Eiweil3fehler z.B. im Falle einer
Blutung. Der Verlust der Wirkung ist an einer Entfarbung des lods von Braun zu
Gelb erkennbar, wenn die Losung in Kontakt mit korpereigenem Eiweil3 wie Blut
oder Exsudat kommiFossum 2011, Willy et al. 2017Aufgrund seinerkurzen
Residualaktivitat von 4 bi8 Stunden istiae haufige Applikation (alle 4 bi6
Stunden erforderlich. Eine 0,1%ge L6sung kann Bakterien innerhalb von 15
Sekunden abtdten, wobei bisher keine Resistebhesohrieben wurderfFossum
2011)

2.2. Wasserstoffperoxid- H,O,

Waserstoffperoxid H,0,) hat einen antimikrobiellen Effekt und eine reinigende
Wirkung in wassriger Losun@Frey et al. 2010)Es penetriert sehr leicht durch
organische Membranen urebensodurch unvesehrte Haut. kD, zerféllt sehr
schnell durch in Geweben ufpitdr vorkommende Hydroxyperalasen
(Katalasen) und setzt dabei intermediar atomaren SauerstofDabei ist die
Wirkung von der entstehenden Konzentration an atomaren Sauerstoff abhangig.
Eskann dahesowohlbakteriostatisch (0,2 big,3%ig), bakteriai (0,5 bis3%ig)

oder antimykotisch (bis 10%igyie auch Virusinaktivierend wirkenln hdéheren
Konzentrationen hatl,O, eine bleichende WirkundgDie antiseptische Wirkung
kann bei verschmuteh, stark zerklufteten und schlecht heilenden Wunden
eingesetzt werden. Allerdings wird der reinigende und antiseptische Effekt durch
leukozytare Enzyme (Eiter) stark verklrzt, sodass wiederholte Spilungen von
Wunden notwendig sind. Die Wirkung von® wird durch eine Schaumbildung
ersichtlich (atomarer Sauerstoff). Bildet sich kein Schaum mehr, so bedeutet dies
auch das Ende der antiseptischen Wirk{agey et al. 2010)Generellschadigt

H.O, Gewele auch in geringen Konzentrationen und hat nur eine geringe
antimikrobielle WirksamkeitDa H,O, gegen Sporemwirkt, kann es bei einer
Kolonisation mit Clostridium spp.indiziert sein. Es sollte jedoch nicht zur

Wundspulung eingesetzt werd@fossum 2011)
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2.3. Octenidin

Octenidin  hat eine breite antiseptische  Wirkung mit niedriger
Oberflachenspannung, welche durch den Wirkstoff Octenidindihydrochlorid
(OCT) bestimmt wird.Das Spektrum umfasst alle vegetativen Bakterien und
Sprosspilze. OCT istvirksam bei Vorkommen vomBiofilmen und entwidelt

keine ResistenZs ist ein kationenaktiver Wirkstoff aus der chemischen Gruppe
der Bispyridine. OCT wird als wassrige Losung angebotenmelche zur
wiederholten antiseptischen Reinigung geeignet istd als Ldsung mit
Alkoholzusatz zuoberflachliche@ Anwendung mit Tiefenwirksamkeit bei akuten,
kontaminierten, traumatischen sowie mit MethiciitesistentenStaphylococcus
aureus (MRSA) kolonisierten Wunden geeignet i8tVilly et al. 2017) Der
antibakterielle Effekt ist sehr hoch, jedoch zeigte sich, dass Octenidin einen
toxischen Effekt auf Fibroblasten, Keratinozyten und HaZallen (Human

adult low Calcium high Temperature Keratinocytésgt. Es flhrtzu einem
signifikanten Riuckgang der Zellviabilitat dieséellen und hat damit einen stark
negativen Effekt auf die ZellproliferatiofHirsch et al. 2010, Liu et al. 2018)
Kontraindikationen fur die Anwendung sind eine Bauchspilung sowie die
Anwendung auf Knorpelund Nervengewebe, da es hier toxisch wirken kann
(Willy et al. 2017) Als eine weitere Nebenwirkung in der Handchirurgie beim
Menschen konnten 6dematdse Schwellungen nach der Verwendung von OCT zur
Wundspulung gesehemerden, in Verbindung mit Nekrosen von subkutanem Fett
und MuskulaturBei tiefen perforierenden Wunden kam es zu interstitiellen Odem
sowie zu fibrotischen Muskelumbau, da es durch seinen langsamen lablau

im Interstitium verbleiben kanius diesem @&nd wurden die Warnhinweise fur
Octenisept® 2004 und 2008 erneuert, in welchen vor Wundspulungen unter
Druck, Gewebeinjektiorund fehlender Ablaufmdglichkeiten aus Wundkavernen
sowie Gewebeschwellung nach Wundspilungen bei penetrierenden Handwunden
gewarrt wurde(Hulsemann und Habenicht 2009, Franz und Vogelin 20Ni2ht

nur 6dematdése Schwellungen des subkutanen Gewebes wurden beschrieben,
sondern auch aseptische Entziindungsreaktionen mit partieller Fettgewebsnek
(Schupp und Hollan€unz 2009) Diese Komplikationen nach einer
Wundspulung konnten auch in der Veterindrmedizén Bissverletzungen von
Hunden gesehen werdé€Kaiser et al. 2015)Trotz empfohlener Drainage des
Wundgebietes entwickelten sich auclerhimitunter persistierende Odeme mit

Nekrosen von Fettgewebe und Muskulatur sowie entziindliche Veranderungen des
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Gewebes mit Flussigkeitsansammlung

2.4. Chlorhexidin

ChlorhexidinDiacetatbesitzt ein breites Wirkspektrum, jedoch sind Resistenzen
von Proteus Pseudomonasind Candida gegentber Chlorhexidin beschrieben.

Es hat eine lang anhaltende antimikrobielle Aktivitat, wobei die Residualaktivitat
bis zu 2 Tage anhalten kafffossum 2011)Die antimikrobielle Wirkungentsteht
durch Zerstérung der Zellmembran, woldgr Zellinhalt austritt.Die Wirkung

bleibt auch in Gegemart von Blut und organischen Dws erhalten. Eine
wiederholte Anwendung kann die Wirksamkeit erhéhen. Es fordert generell die
rasche Heilung, allerdings konnen LoOsungen uber 0,05% die Bildung von
Granulationsgewebe verzémgn. Die systemische Resorption und Toxizitat von
Chlorhexidin wird als minimal beschriebéRossum 2011)Eine In-vitro-Studie
zeigte allerdings, dass es abh&ngig von der Einwirkzeit und Konzentration ebenso
zytotoxisch fur humane Fibroblasten, Myoblasten und Osteoblasten ist. \for alle
bei Konzentrationen tber 0,02% und selbst einer kurzen Einwirkdauer zwischen 1
und 3 Minuten haben nur 6% der Zellen Uberl@bti et al. 2018) In einer
anderen Studie ergaben sich hohe Gewebetoxizitatswerte fir Chlorhexidin in
Zusamnenhang miteiner ausgep@igte Schadigung des Gefal3systéiualteis et

a. 2003)

2.5. Polyhexanid

Polyhexanid (Wirkstoffname: PolyhexamethyBiguanid) ist ein bakterizides
Antiseptikum mit breiten antibakteriellen Wirkspektrum, welches sowohl gegen
grampositive als auch gramnegative Bakterien wilg.kommt aus der Gruppe

der Biguanide und besteht aus alternierenden hydrophilen BigiResten und
HexamethylerSpacern, welche von hydrophilen polaren oder ionischen
terminalen Gruppen flankiert werdéKaehn 201Q) Die antiseptische Wirkag
entsteht durch Bindung an die negativ geladene Phospholipidmembran bei
gramnegativen Bakterien, Bindung von Teicoidsdure bei grampositiven Bakterien
und Peptidotykanen, was letztlich zur Membranlyse fuhrt und der Zellinhalt
austritt (Kaehn 2010) Polyhexanid kann in die Bakterienzelle aufgenommen
werden und verandert die Transkriptionsrate von bakterieller DNA, wobei es zu
einer Elongation und Kondensation der Chromosomen kommt. Da es einen hohen

selektiven Mebanismus aufweist, ist es flr Saugetierzellen nicht schadlich,
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wobei es in den Endosomen gefangen witen et al. 2006, Chindera et al.
2016) Neben der antiseptischen Wirkung, welche nicht durch Blut oderifrote
beeintrachtigt wird, fand man heraus, dass es nicht nur eine gute
Gewebevertraglichkeit aufweist, sondern zudem die Wundheilung férdern kann
(Kramer et al. 2004, Muller und Kramer 2008, Eberlein und Assadiaf, 201
Kaehn 201Q) Bisher konnten keine allergenen oder mutagenen Eigenschaften
sowie keine Resistenzbildurgn Polyhexanid nachgewiesen werdstuller und
Kramer 2008, Koburger et al. 2010jn Vergleich zu andereAntiseptika wie
Octenisept(Wirkstoff: Octenidindihydrochlorid) Braunol (Wirkstoff: Povidon

lod) und Betaisodon@Wirkstoff: Povidonlod) zeigt es eine deutlich geringere
Toxizitat gegenuber humanen Fibroblasten und Keratinozyten und stoppt effizient
die bakterielle Proliferation schon bei einer geringen Konzentrgtirsch et al.
2010)

3. Physikalische Therapie

In der Desinfektion unterscheidet man physikalische und chemische
Desinfektionsverfahren, wobei die yskalischen Methoden auf thermische
Wirkungen und StrahlenwirkungefUV-Strahlen) basieren (Kramer 2004)
Bekannte Verfahren zur Sterilisation und Desinfektion sind die Pasteurisation,
Autoklavierung, Dampfstdisation, Gassterilisation sowie die Plasmasterilisation
(Kramer 2004, Fossum  2011) Diese Verfahren wurden zur
Oberflachendesinfektion von Geraten und Instrumenten, Luft und FlUssigkeiten
entwickelt (Kramer 2004, Fossum 2011) Zu den physikalischen
Therapiemdoglichkeitem der Wundbehandlunzghlen die Kompressionstherapie,
Vakuumtherapie, Ultraschalltregsie, extrakorporale  StoRwellentherapie,
elektromagnetische Therapie, Elektrostimulation, Lasertherapie, photodynamische
Therapie, Hydotherapie, InfrareA-Strahlung(Dissemond 2010)Entsprechend
unterschiedlichster  Indikationen  kdnnen  diese  Therapieformen  zur
Wundbehandlung eingesetzt werden. Jedoch ist die wissdtiietie Datenlage

zu diesen Verfahren und ihrer Effektivitat gerirf§ine weitere physikalische
Therapiemethodemit antiseptischen Potenzidbietet eine Behandlung mit
Kaltplasma(Larouss 2009)
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3.1. Kaltplasma

Kaltplasma ist ein hoch energetischer physikalischer Zustand, welcher durch die
Bildung von Radikalen, Elektronen und lonen sowie Lichtemission bestimmt wird
(Laroussi 2002, Matthes et al. 201Kgaltplasma entsteht, wenn einem Gas bzw.
Edelgas (z.B. Argon) Energie zugefuhrt witde Energiedes Kaltplasmas hangt
hierbei vom verwendeten Gas ab, also auebn Wasserstoff und
Stickstoffradikalen der jeweiligen Umgebungsatmosphét@aroussi 2002,
Laroussi und Leipold 2004, Matthes et al. 200®r mikrobizide Effekt wird von
reaktiven Sauerstoffradikalen (reactive oxygen species = ROS), reaktiven
Stickstoffradikalen (reactive nitrogen species = RNSnegetisch geladenen
lonen und Teilchen, Ultravietter Strahlung (UV) sowie einer Mischuramn
Atomen hervorgerufer{fMontie et al. 2000, Laroussi und Leipold 2004, Von
Woedtke et al. 2013, M&rochnow et al. 2014Bislang wurden unterschiedliche
Wirkungen von Kaltplasma auf Bakterien beobachtet, worunter drei
Hauptmechanismen hauptséchlich fur deren Zellzerstérung verantwortlich sind:
die Zerstérung der bakteriellen Zellmembradie Schéadigung intrazelluléarer
Protene sowie die direkte DNASchadigung(Vatansever et al. 2013, Mai
Prochnow et al. 2014Welcher Mechanismus exakt die Zellzerstérung einleitet
konnte noch nicht festgestellt werden. Aus diesem Grund gibt es Uméeligthe
Anséatze, Hypothesenund Untersuchungemierzu. Hauptsachlichtreten zwei
ursachliche Mechanismen iher bisherigen Literatur iden Vordergrundeine
letale Schadigungler Zellendurch elektrostatische Kraft oder durch oxidativen
Stress in der 4k selbst.

Durch geladene Partikel (lonen und Elektronen) entsteht ein elektrostatisches
Feld, welches die Bakterienzellmembran penetriert. Die elektrostatische Kraft
akkumuliert an der Zelloberflacheis die aul3ere Zellwand dieser nachgibt und
somit zergrt wird, wobei gramegative und granpositive Bakterien
unterschiedlich empfanglich sind auf Grund ihrer ZellmembranmorpholBgie
grammegativen Bakterien hangt dieser Effekt vermutlich mit ihrer irreguléaren
rauen Zellwandmorphologie zusaen. Bei grampositiven Bakterien konnten
hingegen keine morphologischen Zellwandverdnderungen gesehen werden. Somit
wird bei granmegativen Bakterieweniger elektrostatische Kraft bendtigt, um ihre
aulBere Zellmembran zu zerstor@dendis et al. 2000, Laroussi 2002, Von
Woedtke et al. 2013, Md&'rochnow et al. 2014Nicht nur grampositive und



Il. Literaturtibersicht 19

gramnegative Bakterien werden durch Kaltplasma geschadigt, sondern auch
Biofilme koénnen inaktiviert werdenAbramzon et al. 2006)Ein weiterer
wichtiger Effekt des Kaltplasmas ist die Auslogwon oxidativen Stress in der
Zelle. Oxidativer Stress wird hauptsachlich durch Sauerstoffradikale verursacht.
Wenn der oxidative Stress den Abwehrmechanismus der Zelle Ubersteigt, so fuhrt
dies zur Schadigung der Zellwand und intrazellular gelegener Eoempen
(Montie et al. 2000, Gaunt et al. 2006, Joshi et al. 20E%) konnte in
unterschiedlichen Studidrerausgefunden werden, dass oxidativer Stressnzau
Lipidoxygenierung,einenVerlust von Zytoplasmeaginer oxidativenSchadigung

von Proteinen sowie der DNA und somit zum Zelltod fi(fwarr und Kogoma
1991, Gadri et al. 2000, Imlay 2003, Gaunt et al. 2006, Joshi et al..2011)
Kaltplasma fuhrt letztendlich zuFragmetierung der Zelle und diese wird
morphologisch sowie chemisch verand®vor sie inaktiviert wirqJoaquin et al.
2009, Joshi et al. 2011, Zhang et al. 201Ba der Effekt von Kaltplasma
dosisabhangig ist, konnegeringere Dosen antibakteriell wirken, wohin gegen
hohere Dosen einen zelltoxischen Effekt auch auf Wirtszellen zeigen
Woedtke et al. 2013) Generell ist der Effekt von Kaltplasma von
unterschiedlichen  Faktoren abhangig, sodass es kein einheitliches
Dosierungsprotokoll hierfur gibLaroussi 2009, Von Woedtke et al. 201Ber
dekontaminierende Effekt kann dabei unter anderem vom Tragergas, dem
Abstand der Plasmaquelle zur Behandlungsitéiche,der Behandlungsdaueter
Proliferationsphase der Bakterien sowie der initialen Bakterienkonzentration
abhangig seir{Laroussi 2002, Yu et al. 2006, Laroussi 2009, Fernandez et al.
2012, Von Woedtke et @013, Taghizadeh et al. 2015)
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Schliisselwdrter
Hund, Bissverletzung, Wundantiseptika, Wundversorgung, Lavage

Zusammenfassung

Ziel der Studie war, die Keimbelastung sowie die klinische Effizienz
von Polyhexanid, Argon-Kaltplasma und Kochsalzldsung zur Reduk-
tion der Bioburden bei Hundebissverletzungen zu iberpriifen. Mate-
rial und Methoden: In die Studie eingeschlossen wurden Hunde mit
Bissverletzungen, die durch ein chirurgisches Debridement mit an-
schlieBender Wundbehandlung durch Lavage mit Polyhexanid-Bigua-
nid (A), Therapie mit kaltem Argonplasma (B) oder Lavage mit physio-
logischer Kochsalzldsung (C) versorgt wurden. Ein bakterieller Ab-
strich erfolgte bei allen Patienten nach Debridement sowie nach der
Lavage bzw. Behandlung mit Argon-Kaltplasma. Zur Auswertung der
Resultate diente der Chi-Quadrat-Test. Ergebnisse: Insgesamt 40
Hunde gingen in die Studie ein (A:n=12; B:n =10; C: n = 18). Bei ei-
nem GroBteil der Verletzungen handelte es sich um geringfiigige Biss-
wunden. Ein Keimnachweis ergab sich bei 87,5% aller Patienten, wo-
bei 19,8% aller Isolate als multiresistent klassifiziert wurden. Eine Re-
duktion der Keimlast durch Lavage wurde bei 8/12 Hunden der Grup-
pe A, 5/10 Hunden der Gruppe B und 14/18 Hunden der Gruppe C er-
reicht. Eine komplette Dekontamination durch Lavage gelang bei 5/12
Hunden der Gruppe A, 2/10 der Gruppe B und 9/18 der Gruppe C. Sta-
tistisch signifikante Unterschiede oder Effekte auf spatere Komplika-
tionen waren nicht festzustellen. Schlussfolgerung: Zwischen den
verschiedenen Lavagekonzepten bestanden keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede, doch wurde in der Kaltplasma-Gruppe die ge-
ringste Dekontamination erzielt. Klinische Relevanz: Bei Bissverlet-
zungen ist von einer hohen Keimbelastung auszugehen. Zudem wer-
den zunehmend multir Isolate nachg Basierend auf
diesen ersten Ergebnissen lieB sich keine Uberlegenheit von Polyhexa-
nid oder Kaltplasma gegeniiber physiologischer Kochsalzlosung zur
Wundlavage nachweisen.
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Summary

Objective: To evaluate the bacterial contamination rate and to com-
pare the efficacy of polyhexanide, cold argon plasma and saline at re-
ducing bacterial bio-burden in dog bite wounds. Material and me-
thods: Dogs with bite-wound injuries were included when surgical
debridement was pursued with subsequent treatment using either
polyhexanide-biguanide lavage (A), cold argon plasma treatment (B)
or saline lavage (C). Culture swabs were taken after debridement as
well as after lavage or argon treatment. Statistical analysis was per-
formed using the chi-square test. Results: A total of 40 dogs were en-
rolled in the study (A: n = 12; B: n = 10; C: n = 18). The majority of in-
juries were minor and 87.5% of patients had positive bacterial culture
results pre-lavage, with 19.8% of isolates classified as multidrug resis-
tant, A reduction in wound bioburden was achieved in 8/12 patients in
group A, 5/10 patients in group B and 14/18 patients in group C. Com-
plete decontamination was achieved in 5/12 patients in group A, 2/10
in group B and 9/18 in group C. None of these differences were statis-
tically significant nor associated with the development of complica-
tions. Conclusion: No statistically significant differences were detec-
ted between the treatment groups; however, the cold argon plasma
treatment provided the least effective decontamination. Clinical rele-
vance: Bite wounds yield a high rate of bacterial contamination, with
increasing multidrug-resistance rates. Based on these preliminary re-
sults, no superior effect was detected for lavage using polyhexanide-
biguanide or cold argon plasma.

Comparison of the antibacterial efficacy of polyhexanide, cold atmospheric
argon plasma and saline in the treatment of canine bite wounds
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Schlisselworter

Hund, Bissverletzung, Wundantiseptika, Wundversorgung, Lavage

Zusammenfassung

Ziel der Studie war, die Keimbelastung sowie die klinische Effizienz von
Polyhexanid, ArgofKaltplasma und Kochsalzlosung zur Reduktion der

Bioburden bei Hundassverletzungen zu Gberprufen.

Material und Methoden: In die Studie eingeschlossen wurden Hunde mit
Bissverletzungen, die durch ein chirurgisches Debridement mit anschlie3ender
Wundbehandlug durch Lavage mit Polyhexaniiguanid

(A), Therapie mit kaltem Argonplasma (B) oder Lavage mit physiologischer
Kochsalzlésung (C) versorgt wurden. Ein bakterieller Abstrich erfolgte bei allen
Patienten nach Debridement sowie nach der Lavage bzw. BehgndltiArgon

Kaltplasma. Zur Auswertung der Restdtaiente der ChQuadratTest.

Ergebnisse: Insgesamt 40 Hunde gingen in die Studie ein (A: n =12; B: n = 10; C:
n = 18). Bei einem Grol3teil der Verletzungen handelte es sich um geringfligige
Bisswunden. B Keimnachweis ergab sich bei 87,5% aller Patienten, wobei
19,8% aller Isolate als multiresistent klassifiziert wurden. Eine Reduktion der
Keimlast durch Lavage wurde bei 8/12 Hunden der Gruppe A, 5/10 Hunden der
Gruppe B und 14/18 Hunden der Gruppe Ceieht. Eine komplette
Dekontamination durch Lavage gelang bei 5/12 Hunden der Gruppe A, 2/10 der
Gruppe B und 9/18 der Gruppe C. Statistisch signifikante Unterschiede oder
Effekte auf spatere Komplikainen waren nicht festzustellen.

Schlussfolgerung: Zwehen den verschiedenen Lavagekonzepten bestanden keine
statistisch signifikanten Unterschiede, doch wurde in der Kaltpl&&mppe die

gelingste Dekontamination erzielt.

Klinische Relevanz: Bei Bissverletzungen ist von einer hohen Keimbelastung
auszugehenZudem werden zunehmend multiresistente Isolate nachgewiesen.
Basierend auf diesen ersten Ergebnissen lieR sich keine Uberlegenheit von
Polyhexanid oder Kaltplasma gegeniber physiologischer Kochsalzlosung zur

Wundlavage nachweisen.
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Keywords

Dog, bite injuy, wound antiseptics, wound treatment, lavage

Summary

Objective: To evaluate the bacterial contamination rate and to compare the
efficacy of polyhexanide, cold argon plasma and saline at redbeictgrial bie

burden in dog bite wounds.

Material and methds: Dogs with bitewound injuries were included when
surgical debridement was pursued with subsequent treatment using either
polyhexanidebiguanide lavage (A), cold argon plasma treatment (B) or saline
lavage (C). Culture swabs were taken after debrideammtell as after lavage or

argon treatment. Statistical analysis was performed usindnitsejgare test.

ResultsA total of 40 dogs were enrolled in the study (A: n=12; B:n=10;C: n=
18). The majority of injuries were minor and 87.5% of patierdd positive
bacterial culture results ptavage, with 19.8% of isolates classified as multidrug
resistant. A reduction in wound bioburden was achieved in 8/12 patients in group
A, 5/10 patients in group B and 14/18 patients in group C. Complete
decontamiation was achieved in 5/12 patients in group A, 2/10 in group B and
9/18 in group C. None of these differences were statistically significant nor
associated with #ndevelopment of complications.

Conclusion:No statistically significant differences wereteleted between the
treatment groups; however, the cold argon plasma treatment providegathte |

effective decontamination.

Clinical relevanceBite wounds yield a high rate of bacterial contamination, with
increasing multidrugesistance rates. Based dmede preliminary results, no
superior effect was detected for lavage using polyhexdrgleanide or cold

argon plasma.
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Einleitung

Bissverletzungen machen mit etwa 10 % den drittgrof3ten Anteil traumatischer
Verletzungen bim Hund aus (19). Durch das sanmenspiel von Druck und
Scherkraften von bis zu 3102 kPa durch die Fangzdhne entsteht ein
charakteristisches Verletzungauster (9). Aus dieser Krafteinwirkungsultiert
haufig ein masses Gewebstrauma mit begleitlem Ischamie (9). In den
resutierenden Hohlrdumen finden eingebrachte  Bakterien perfekte
Wachstumsbedingungen und in Kombination mit der lokalen Minderdurchblutung
sowie der reduzierten Immunantwort in schlecht perfundiertem Gewebe fihren
Hundebisse deshalb haufig zu schweren Infektionen2@831). In der aktuellen
Literatur werden bakterielle Kontaminatisraten von bis zu 484 %
dokumentiert, mit bis zu 6 % multiregenten Erregern (MDR) (31). 1i&
vorausgegangene antibiotische Therapie sorgt hierbei nachweislich fiir erhéhte
Resistenzien im Vergleich zu nicht vorfendelten Patienten (31).
Multiresistenz ist heutzutage eines der gewichtigsten Probleme der modernen
Medizin. Strateggn zur Resistenzvermeidundgadern neben Verbesserungem
Hygienemanagement einenstektiven und geziéén Antibiotikaeinsatz, sodass
alternative Theapien zur Keimreduktion, wie i@ antiseptische Behandlung,
zunehmend in den Fokus des Intees treten (2, 11, 23). Die Wiaantisepsis
nimmt hierbei fUr chiurgische Patienten einen beders interessantend®t ein.
Wundantiseptika werden zur Behd&mdg akuter und chronischer Wunden
eingesetzt, um Infektionen zu verhindern und die Weitdhg durch Reduktion

der Keimast zu verbessern (11, 23). Um dieser Anforderung gerecht zu werden,
muss ein geeignetes Wdantiseptikum eine Balance zwghen effizienter
antibakteridler Wirkung und maximaler Gewefreundlichkeit herstellen. Die
ideale Substanz soll neben Efénz die Wundheilung begiinstigen, eine
Forderung, die bis dato nur PolyhexaBidjuanid erfullt (11,13, 23).Aufgrund

ihrer schnellen und nachhaltigen antiseptischen Wirkung, die nicht von Blut oder
Proteinen in der Wunde beeintrdighh wird, sowie fehlender altgener und
mutagener Eigenscheft, schmerzfreier Applizierbegit und fehlender bekannter
Resistenzbildung werden in der Humanmedizin aktuell Polyhexanid und
Octenidin als Wundantiseptika der Wahl empfohlen (22, 30, 37). Alternative
antiseptische Strategien, die aktuell untersucht werden, sind die Behandlung

mittels Laser, photodynamische ThempSuperinfektion mit nicht pathogenen
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Erregern sowie kalte Plasmen (10, 11, 35). Vaeseh neuen Ansatzen bietet
insbesondere das Kaltplasma eine interessante Alternative mit hohem
antiseptischem Potenzial (24, 3%pbwohl in der Tiermedizin die gleichen
Probleme beziiglich Wundinfektionen und MiERtwicklung vorherrschen wie

in der Humanmedizin (31, 36), gab es in den letzten zwei Jahrzehnten keine
Bemuhungen, den Effekt der genannten neuen Antiseptika zu erforschen. Die
aktuellen Empfehlungen zur Wundeefpsis im tiermedizinischen Bereich
basieren auf Ergebnissen von Lozier et al. (25) aus dem Jahr 1992 sowie Sanches
et al. (26) aus dem Jahr 1988 und beschranken sich auf Chlorhexidin. Diese
Empfehlung steht im Kontrast zu den akten humanmedizinischerichtinien,

in denen Chlorhexidin fur die Indikation Wundlavage nicht mehr empfohlen wird
(2, 37). Chlorhexidin ist nicht so effektiv wie die neueren Antiseptika, hat eine
hohere Gewebetoxizitat und es gibt bekannte Resistenzen (4). Dartber hinaus
kann (hlorhexidin Kreuzresistenzen gegen Antibiotikaklassen wie Makrolide und
Vancomycin auslosen, eine Emgehaft, die den Einsatz im Kext der
Resistenzbekdmpfung verbietet (4, 6, 373iel dieser Arbeit war, die
Kontaminationsrate  sowie den  Anteil  von MBXRimen bei
Hundebissverletzungen zu erfassen.-gufnd der fehlenden Daten Ziffizienz

der neuen Wundantisega sollte zudem der Dekontaminationseffekt von
PolyhexanieBiguanid und ArgofKaltplasma im Vergleich zur Wundlavage
mittels physiologischer Kahsalzlésung bei klinischen Falldreurteilt werden.

Die zugrunde liegende Hypothese war, dass die Mehrzahl aller Bissverletzungen
bakteriell kontaminiert ist und dass sowohl Polyhexanid als auch Argon
Kaltplasma eine starkere Dekontamination der Wundeswirken als

physiologische Kockalzlésung.

Material und Methode

Die Studie wurde durch die Bkkommission der Fakultat geneingt (38 201 12

2014). Aufnahme in Studie fanden Hunde, die zwischen Januar und Juni 2015
nach Bissverletzungen in der HKik vorgesellt wurden. Signalement dériere,

Typ und Lokaliséion der Verletzung und eventuelBegleitverletzungen wurden
erfasst. Je nach antiseptischer Bailang intra operationem erfdly die
Zuteilung der Patienten zu einer von drei Gruppen: Gruppe A: Balyite
Biguanid (ProntoVet®, B. Braun, Melsungen); Gruppe B: Argf@hplasma
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(KiInPEN®VET, NeoPlas, Greidwald); Gruppe C: 0,9 %ige Koshlzlésung
(NacCl, B. Braun, Maungen). Uber die Art der Behandlung entschied das Los.

Wundbehandlung

Alle Hunde wurderin einem Zeitfenster von 6 Stunden nach -gtallung in der
Klinik chirurgisch vesorgt. Falls es der Zustandaderte, erfolgte zunachst eine
Stabilisierung der Patienten durch Infusion kristalloider Losurig@ib0 ml/kg/h

je nach Schodaleschehen). Zuchirurgischen Versorgung erhielten die Tiere eine
Allgemeinanésthesie, wobei dienésthesie basierend auf der $ehieidung des
diensthabenden Asthesisten individuell eingetet und aufrechterhalten wurde.
Nach Abdeckung der Wunden wurde das umgebeddatareal geschoren,
gewaschen und desiziert (Jodosept® PVP, Vetoquinol GmbH, Ravensburg;
Softasept® N, B. Braun, Melsungen). Alle Debridements fanderusterilen
Bedingungen im glehen Operationssaal statt. Nach initialem Debridement wurde
der erge Abstrich genommen, indem der Tupfer (Sarstedt AG & Co, Sarstedt)
unter Vermeidung eines Kontakts mit der umliegenden Haut gleichméaRig tber die
gesamte Wundflache gerollt wurde. Anschliel3end erfolgte diedVauage. In

den Behandlungsgrpen PolyhexanidBiguanid und Kochalzlésung wurde die
gesante Wundflache mit der Losung Ubergossen. In der KaltplaSmape
wurden zunachst grobe Verunreinigungen miti 3 ml Kochsalzlésung
abgewaschen und im Anschluss die Flache mit denb®eandeltQAbb. 1). Das
verwendete Handstlck des portablen Plasmagerats (KInPEN®VET) besteht aus
seiner 1 mm dunnen Elektrode, die von einer Quarzkapillare (1,6 mm innerer
Diameter) umschlossen wird. Bei allen Patienten kam ein Gasfluss ion 4
Standardlitern/Minwg bei normaler Umgebungsluft zur Anwendung. Das Gas
wird an der Spitze der Elektrode Agez¢n
sichtbares Effluent, das in etwa 1 cm2 Wundflache abdeckt. Die Temperatur
dieser Argonflamme bleibt konstant bei 48 °C und diebehandelnde Flache
wird mit ca. 1 cm Abstand kreisférmig Uberlappend behar(@HRbb. 1). Die
beteiligten Chirurgenwurden Uber die notwendigen Wendungsschritte
aufgeklart (# Minuten Einwirkzeit von Polyexanid; Dauer der Behandlung mit
Argon-Kaltplasma 2 Minuten je Quadratzentimeter mit einem Maximum von 15
Minuten pro Patient, m die Anasthesiedauer nicht unnétig zu verlangern). Eine

Kontrolle erfolgte hierbei nicht (Intentieto-TreatPrinzip), da die Situation im
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klinischen Alltag mdglichst detailgetreu widergespiegelt werden sollte. Nach
abgeschlossener Lavage wurde ein wertewundabstrich genommen. Zum
Wundverschluss diente in allen Fallen Polydioxanon (MonoPlus®, B. Braun,
Melsungen). In tiefe Taschen mit Totraumbildung wurde ein Peiibosa
eingelegt. Lokalisation, GroRe (Lange x Breite) und makroskopische
Kontamination der Wunden wurden erfasst und die Wunden nach der
Klassifikation von Holt und Griffin (19) einer von funf Kategorien zugeteilt. Nach
Entnahme beider Tupfer wurde die intravendse antibiotische Therapie mit
Amoxicillin/Clavulansaure begonnen (12,5 mg/kg.i.Amoxiclav Hikma, Hikma
Pharma GmbH, Martinsried) und im Verlauf flr weiteré75Tage oral
fortgefuihrt. Je nach Schweregrad der Verletzung und Einschrankung der
Perfusion des Patienten erfolgte die Analgesie mittels Buprenorphin (0,01 mg/kg
i. v., Bupremvet®, Animalcare Limited, York, UK) allein oder in Kombination

mit Carprofen (4 mg/kg i. v., Rimadyl®, Pfizer Amal Health, Berlin) fur B5

Tage.
Bissverletzung Debridement

Polyhexanid Kochsalz + Kochsalz
(Gruppe A) Argon-Kaltplasma (Gruppe C)

Abb. 1 (Gruppe B)

Behandlungsschema fir die drei Behandiungs-

gruppen \ ‘l’

Fig. 1 R

Treatment schedule for the three treatment '\6_bimcf__2/"

groups.
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Mikrobiologische Untersuchung

Die Untersuchung der Tupfer fuhrte ein akkreditiertes Labor durch. Neben ei
Speziesideifikation mittels MaldiTOF wuide die Menge der isolierten Erreger
semiquantitativ angegeben [(+): Wachstum nach Anreictggru+: 110
koloniebildende Eiheiten (KbE), ++: 11100 KbE, +++: > 100 KbE). Resistenz
wurde anhand der Leitliniened Clinical and Laboratory Standards Irate
(CLSI VETO1 document) erfasst. Alle Isolate unterlagen einer Prifung auf
Empfindlichkeit gegentber folgenden Antibiotika: Doxycyclin, Sulfonamid
Trimethoprim, AmoxicillinClavulansaure, Cefalothin, Cefovecin,
Nitrofurantoine, Enrofloxacin, Marbofloxacin, Gentamicin, Imipenem, Ampicillin
und Amikacin. Die Isolate wurden basierend auf den Leitlinien des European
Centre for Disease Prevention and Control (14) sowie den Empfehlungen von
GandolfitDechristophoris etal. (17) als MDR klassifiziert, wenn Resistenzen

gegen mehr als drei Antibiotikaklassen vorlagen.

Nachkontrollen

Alle Patienten wurden am Tag nach der Operation und wéahrend des stationaren
Aufenthalts tagth klinisch untersucht. Komationen wurden esfsst undals

Minor (keine Behandlung neendig) oder Major (chirurgische oder
medikamentdse Therapie notwendig) klassifiziert. Zusatzlich erfolgte eine
Kontrolle 10 Tage post operationem in der Klinik oder durch den Haustierarzt. In
Fallen, bei denen es zeiner Wundinfektion kam, wurde ein Abstrich zum
Zeitpunkt der Komplikation genommen und der Befund mit den Ergebnissen des

Abstrichs nach der Lavage gtichen.

Statistische Auswertung

Zum Vergleich der Abstrichresultate vor und nach Lavage sowie der
Komplikationsraten in den einzelnen Gruppen diente der-(@iadraiTest.
Zusatzlich wurdeder Einfluss der Faktoren Wugidb3e, Kontaminationsgrad,
Wundalter, Anasthesiedauer, Op@raszeit, Chirurg und Wundverschluss

(mit/ohne Drainage) auf das Auftreten w@omplikationen erfasst.
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Ergebnisse

Aufnahme in die Studie fandeA0 Hunde, von denen 12 mit PbBxanid
Biguanid (Gruppe A), 10 mit Kaltplasma (Gruppe B) und 18 mit physiologischer
Kochsalzlosung (Gruppe C) behandelt wurden. Das mittlere Alter derbeeney

4 Jahre (113 Jahre), das mittlere Gewicht 16,9 kd)(83,5 kg). Vertreten waren
Hunde der folgenden Rasse® Tab. 1): Mischlinge (n = 11), Beagle (n = 6),
Labrador Retriever (n = 6), Sibirian Husky, Rhodesian Ridgeback, Jack Russell
Terrier (je n = 2), Border Collie, Dackel, Foxhound, Deutsch Kurzhaar, Golden
Retriever, Hovawart, Kerry Blue Terrier, KooikerhgmdMagyar Vizla, Malinois,
Malteser, Pinscher, Pointer, Weimaraner und West Highland White Terrier (je n =
1).

Verletzungsmuster

Beim Grof3teil der Wunden handelte es sich um unterminierte Lazerationen
(Klasse 1V; 22/40), gfolgt von oberflachlichen Larationen (Klasse II; 12/40)

und olerflachlichen punktuellen Perationen (Klasse Il 6/40). Die mittlere
Wundléange betrug 1,6 cm (03 cm) bei einer Breite von, 3 cm (0,16 cm) und

einer mitteren Distanz der Unterminierung von 3,2 critd® cm). Die Wundn
befanden sich bei der Mehrzahl der Patienten im Bereich der GliedmalRen (17/40),
gefolgt von Kopf (11/40), Nacken (5/40), Schulter (4/40), Ricken (2.4l
Flanke (1/40). Keine Verleung penetrierte eine Kdorperhdhle. Die mittlere
Zeitspanne zwischen Beerei und Vorstellung in der Klinik lag bei 6/40 Hunden
unter 6 Stunden und betrugl® Stunden bei 24/40 Hunden,i 22 Stunden bei

6/40 Hunden und > 24 Stunden bei 4/40 Patienten. Keine Wunde war &lter als 3
Tage. Ein Hund hatte eine antibiotische Belwamgl erhalten (Gruppe BPDie
meisten Verletzungen (37/40) wurden mittels Drain nach Bergmann versorgt, bei
drei Patienten mit Bissverletzungen am Kopf erfolgte eine Versorguoly na
Friedrich. Die mittlere Andkesiezeit betrug 65 Minuten (2810 Minuten)bei

einer mittleren Operationszeit von 47 Minuten 1280 Minuten). Detaillierte

Daten zu den Wundcharakteristika in den drei Gruppen fisénnOTab. 1.
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Tab. 1 Signalement und Verletzungsmuster der Hunde sowie Komplikationen in den drei Behandlungsgruppen (A: Polyhexanid, B: Argon-Kaltplasma,
C: Kochsalziosung)

Table 1 Signalement data of the dogs, wound characteristics and complications in the three treatment groups (A: polyhexanide, B: cold argon plasma,
C: saline).

Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe A Gruppe B Gruppe C
(n=12) (n=10) (n=18) (n=12) (n=10) (n=18)
Signalement Zeit bis Vorstellung
Alter (Monate)' 60 (4-156) 42 (4-90) 4 (4-76) < b Stunden 1 5
Gewicht (kg)' 17,9(7,1-325) 199(4,0-30) 172 6-12 Stunden 8 6 10
{5,0-34,0}
mannlich/weiblich 101 8n 108 12-24 Stunden 2 2 2
Wundlokalisation > 24 Stunden 1 2 1
Kopf 3 2 6 Behandlung
Nacken 1 2 2 Bergmann 1 9 17
Schulter 1 1 2 Friedrich 1 1 1
Rucken 2 Operationsdauer’ 30 (15-50) 47 (30-240) 30 (15-70)
Flanke 1 Anasthesiedauer’ 59 (20-90) 83(30-310) 61 (30-120)
GliedmaBe 5 5 7 Komplikationen
Wundcharakteristika Minor® 4 4 7
Wundklasse | 0 0 0 Schwellung 2 2 4
Wundklasse Il 5 2 5 Rétung 3 3 3
Waundklasse Il 4 2 0 Hamatome 2 1
Wundklasse IV 3 6 13 Emphysem 1 1
Lange {cm)’ 1,1 (0,5-2,0) 14(04-35 22(0,2-2,7) Major (revisions- 1 2
phlichtig)
Breite (cm)' 0,9(0,2-1,5) 1.4(04-25 14(01-35) Infektion 1
Unterminierung (cm)' 3,5 (0-10) 2,9 (0-10) 3.3 (0-15) Wunddehiszenz 1
makroskopisch sicht- 8 7 13 Serom 1
bar kontaminiert
' Angabe als Mittelwert und Spanne
7 Die Zah! der Minor-Komplikationen gibt an, bei wie vielen Patienten eine solche Komplikation auftrat, wobei manche Hunde mehrere Komplikatio-

nen aufwiesen.

Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen

Bei 35/40 (87,5 %) der Patienten lieRen sich Keime nachweisen, wobei 35
verschiedene Bakterienspezies identifiziert wurden. Im Durchschnitt lagen pro
Wunde drei verschiedene Keime (@ruppe A:0i 8; Gruppe B: 07; Gruppe C:

01 7). Folgende Spezies wurdenehr als einmal nachgewiesen:

APasteurella spp. (Pasteurella canis: n = 13, Pasteartiti@ Bakterien: n = 9,
Pasteurella dagmatis: n = 2)
A Neisseria spp. (nicht weiter klassifizierbar: n = Meisseria canis: n = 2,

Neisseria weaveri: n = 7, Neisseria zoodegmatis: n = 5)

A Staphylococcus spp. (Staphylococcus epidermidis: n = 2, Staphylococcus
hominis: n = 1, Staphylococcus pseudintermedius: n = 11, Staphylococcus

saprophyticus: n = 1, Staplogloccus ylosus: n = 1)

AStreptococcus spiiStreptococcusanis: n = 5, Streptococcus dgdactiae: n =
1, Streptococcus mi nor : n = 9-, Streg

hamolysierendeStreptokokken: n = 4, undifferenzierte Streptokokken: n = 1)
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ACorynebactéum: n = 5

AAcinetobacter spp. (Acinetobactejyni: n = 1, nicht weiter klasfizierbar: n =
2)

AEnterococcus spp. (Enterococcus faecalis: n = 1, Enterococcus faecium: n = 2)
APseudomonas aeruginosa: n = 4

Die genaue Verteilung der Isolate innerhadly Gruppen und ihre Haufigkeiten
vor und nach der Lavage sind { Abb. 2 dargestelltEine Reduktion der
Keimlast im Sinne einer KbReduktion zwischen erstem und zweitem Abstrich
wurde bei 8/12 Patienten der Gruppe A, 5/10 Patienten in Gruppe B und 14/18
Patienten in Gruppe C erreicht. Wahrend eine komplette Dekardatom
(negativer zweiter Abstrich nach initialem Bakteriennachweis) bei 5/12 Patienten
in Gruppe A ud 9/18 Patienten in Gruppe C lageg, lie3 sich ein solches
Ergebnis nur bei 2/10 Patienten Gruppe B (Kaltplasma) verzeichnen. Einen
negativen ersten Absth gefolgt von einem positiven zweiten Abstrich gab es in
keinem Fall.Insgesamt wurden 15 der 40 nachgewiesenen Isolate im ersten
Abstrich (37,5 %) und 21 dersgesamt 106 nachgewiesenends® aus beiden
Abstrichen (19,8 %) als multiresistent eingdéistiWeder die Ergebnisse der
Abstriche noch die Prasenz multirdsister Erreger konnten mit deAuftreten

von Komplikationen asoziiert werden.
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Abb. 2

Isolierte Bakterienspezies vor (Abstrich 1) und
nach (Abstrich 2) a) Lavage mit Polyhexanid
(Gruppe A), b) Behandlung mit Argon-Kalt-
plasma (Gruppe B} und ¢) Lavage mit Koch-
salzlésung (Gruppe C)

Fig. 2

Isolated bacteria species before (swab 1) and
after (swab 2) a) lavage using polyhexanide
(group A), b) cold argon plasma treatment
{group B) and ¢) lavage using saline (group C).
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Tab. 2 Ubersicht iber die nachgewiesenen multiresistenten Isolate und deren Sensibilitat gegeniiber verschiedenen getesteten Antibiotika
Table 2 Overview of individual bacterial isolates classified as multidrug-resistant and their susceptibility to the tested antibiotics.

Isolate Summe Dox TS AC Pe/ Ceft Cef3? Nit St Gen Pra Mar Enr Clif Ery? Chl Col MDR
Amp Lin?

Acinetobacter 3 1 2 2 2 1 2 1 1 213

Spp.

Enterococcus 3 2 1 2 2 1 2 2 2 1 2 203

spp.!

Klebsiefla 1 1 1 1 1 1 1 n

pneumoniae

Neisseria spp. 20 2 2 2 2 2120

Pasteurella spp. 24 1 2 3 2 1 34

Pseudomonas < 4 4 4 4 4 4 4 4 1 1 1 4 4 4 414

aeruginosa’

Staphylococcus 17 1 1 1 4 4 4 3 4 s17

spp.!

Streptococcus 21 1 2 1 1 1 2 2

spp.

' Isolate mit besonders hoher Resistenzrate, ? Antibiotika, gegen die haufig Resistenzen gefunden wurden

Summe = Gesamtzahl der Isolate in dieser Subgruppe beim ersten Abstrich, Dox = Doxycyclin, TS = Sulfonamid-Trimethoprim, AC = Amoxicllin/
Clavulansaure; PefAmp = Penicillin/Ampicillin; Cef1 = Cefalothin/Cephalexin (1. Generation), Cef3 = Cefovecin (3. Generation), Nit = Nitrofurantoin,
Str = Streptomycin, Gen = Gentamicin; Pra = Pradofloxacin, Mar = Marbofloxacin, Enr = Enrofloxacin, ClilLin = Clindamycin/Lincomycin, Ery = Ery-
thromycin, Chl = Chloramphenicol, Col = Colistin, MDR = Multiresistenz

Komplikationen

Der Einsatz des Kaltplasmas fiihrte intra operationem haufig zu
elektromagnetischen Storsajen, die insbesondere die EKA&bleitungen
betrafen und keinen klinischen Effekt hatt&mei Patienten entwickelten Major
Komplikationen, die einen Revisionseingriff notwendig machten. Ein Hund
(Gruppe B) mit einem Nachweis von Micrococcus ssp. im er$tgier und
negatvem Befund beim Tupfer nach der Lavage entwickelte ein steriles Serom.
Die beiden anderen Patienten (Gruppe C) handelte es sich um eine
Wunddehiszenz (Ergebnis des ersten Abstrichs Pasteurella canis und
Staphylococcus pseudintermedius, md@vage Abstrich negativ, Abstrich bei
Revision negtiv) und eine tiefe Wundinfélon (erster Abstrich Neisseria
weaveri, Pasteurellartige Bakteien, Pasteurella canis, Streptococcus minor;
nach Lavage identische Kultur, Abstrichergebnis bei RevisiasteRrella canis,
Pasteurella dagmatis, Staphylococcus pseudintermedius, Streptococcus minor).
Obwohl Trends verzeichnet werden konnten, war kein weiterer Faktor signifikant

mit der Entwcklung postoperativer Komplikmnen assoziiert.

Diskussion

Bissverktzungen stellen eine Hée Verletzungsart mit hochgiaer
Kontamination sowie erheblichem Infektionsrisiko dar (33). Ahnlich wie bislang

in der Literatur beschrieben zeigten sich auch in dieser Studie mannliche Tiere
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Uberreprasentiert, ein Trend, demn ierster Linie auf ein hodheres
Aggressionspotenzial von Ruden zurtckgefuhrt wird (28, B8)Gegensatz zu
aktuellen Publikationen Uber Hundebissletzungen (28, 33) waren unsere
Patienten mit einem mittleren Gewicht von 16,9 kg deutlich grdl¥er Rasse

der vorgestellten Hunde entsprachen dem Klinikaufkommen und aus keiner Rasse

wur den Hunde Agbér mii i gBilsasustellt. Diesez ungen

Phanomen ist imMWesentlichen mit dem hohen Awwimmen mittelgrof3er und
groBer Hunderassen in unsererediel zu erklaren. Dies erklart auch, warum im
Gegensatz zu anderen Studien (7, 28, 33) die meisten Verletzungen nur einen
geringen Schweregrad hatten. Shamir et @3) wiesen nach, dass das
Vel et zungsmuster vorwiegend idflusstoMrd. di e
Wahrend grofRere Hhade in der Regel mit geringflggren Verletzungen im
Berech von Kopf, Nacken und Gliedfdan vorgestellt werden, kommen bei
Patienten unter 10 kg haufig schwerwiegende Verletzungen mit Perforation von
Thorax und Abdomen vor (28, 33).Der Grol3teil der Bissverletzungen wird im
Zuge des Bisses mit der oralen Flora des Angreifers, der lokalen Hautflora des
Opfers oder Umweltkeimen kontaminiert (19, 28, 29). In Studien ergaben sich
Kontaminationsraten zwischen 48 % und 95,8 %bhevsich eine grofRe Vielfalt
verschiedener Bakterienspezies nachweisen lie (28, 29, 31). Die von uns
ermittelte Kontaminationsrate von 87,5 % stimmt im Wesentlichen mit den
Ergebnissen anderer Studien Uberein (28, 29, 31). Auch die Verteilung der
einzelne Spezies entsprach weitestgehend der derm Studien, lediglich der
hohe Anteil von Neisseria spp. wurde bislang nicht beschrigbsichtlich der
Wirksamkeitder gangigen Antibiotika stimt@an unsere Resultate ebenfalls mit
denen anderer Autoren (8, 29) Uberein, wobei Amoxicillin/Clailanséure die
beste und Clindaycin die schlechteste Resisteitaation aufwies. Ein
beunruhgender Trend ergab sich bei der Resistenzrate von 19,8 % (37,5 % bei
alleiniger Berucksichtigung des ersten Abstrichs), deutlich tber bislang
publizierten Werten (6 %) lag und entgegen aktueller Ergebnisse aus dem Jahr
2016 ncht immer mit einer vorhergehéen Antibiotikabehandlung korrelierte
(31). Diese Entwicklung unterstreicht, dass auch in der Tiermedizin das Thema
MDR grof3ter Aufmerksamkeit bedarf. Zusatzlich ist anzumerken, dass bei den
ersten Abstrichen bereits relative hohe Resistenzraten bei den gelisteten
Reservesubstanzen (Fluorchinolone, Colistin  und sogar Carbapeneme)

festzustellen waren. Dies zeigt deutlichsda unser e Al ast | ine

Gr

of
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stark gelitten hat und der Eatz dieser Substanzen in der Praxisroutine unbedingt
verringert werden mus®&ei der Suche nach Alternativeur Antibiose wird bei
chirurgisch zu behandelnden Patienten insbesondere idtraoperative
Wundantisepsis interessant. édlings mussten wir unsere Hypese, dass
antiseptische Wuispilungen zu einer bessererkbetamination fihren als eine
Lavage mit Kochsalzlosung, basiad auf den vorliegenden Ergebnissen
ablehnen. Der Ensatz von Polyhexanid als Wundantiseptikum ist in der
Humanmedizin umfangreich untersucht (2, 13). Diese Substanz aus der Biguanid
Gruppe besteht aus alternierenden hydrophilen BigtRegten und
HexamethylerSpacern, die von hydrophilen polaren oder sohen terminalen
Gruppen flankiert werden (20). Die antiseptische Wirkung wird im Wesentlichen
auf eine Bindung von Polyhexanid are diegativ geladene Phospholipiembran
gramnegativer Bakterien oder von Teicoidsaure (goasitive Bakterien) und
Peptidodykanen zurtickgefihrt, die zur Membranlyse fuhrt (20). Aufigrihoher
Selektivitat dieses Mshanismus werden Saugetierzellenicht angegriffen.
Neuere Stdien zeigen zudem, dass Polybheid eine Veradnderung der
Trarskriptionsrate bakterieller DNA bewirktl). Chindera et al. (8) konnten
aulBerdem in einer aktuellen Untersuchung nachweisen, dass Polyhexanid in die
Bakterienzelle aufgenommen wird und dort zu einer Elongation und
Kondensation der Chromosomen fuhrt; ein Effekt, der bislang diirekandere
Subsaénz nachgewsen wurde. Die Arbeitsgruppkonnte zeigte zudem, dass
Polyhexanid in Saugetierzellen in den Endosomen gefangen wird und dadurch
kein Schaden in den Wirtszellen entsteht (8). Polyhexanid ist somit stark
bakterizid bei einem hohen therapeutsthindex, es bietet einen lang
anhaltenderkffekt, wird durch Blut und Pteine in der Wunde nicht beeinflusst
und fordert die Wundheilung (13, 20, 23, 30). Bislang gibt emrdibs keine
bekannten Resistean gegen die Substanz. Somit erfillt Polyhexaalld
Anforderungen an ein modernes Wundantiseptikuin. einer grof3en
kontrollierten  MulticenteiStudie an 7862 Humanpatienten mit stark
kontaminierten Weichteilverletzungen ergab sich nach PolyheXdmedapie eine
signifikant geringere Infektionsrate aisich eineBehandlung mit Povidedod,
RingerLdsung oder Peroxid (32).evgleichbare Untersuchungen ligh in der
Tiermedizin. Banovicet al. (Graham et al.)untersuchten die Wkung von
Polyhexanid und Chlorhexidin gegen bakterielle Isolate von Hunden in vitro und

stellten keire Unterschiede zwischen den Substanzen fstrachtet man die
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umfargreichen humanmedizinischen 8ien (12, 32), die den Effekt von
Polyhexanid belegen, erscheinen unsere Ergebnisse uberraschend. Ein wichtiger
Faktor,der alledings bertcksichtigt werdanuss, ist die notwendige Einwirkzeit

von 1015 Minuten (13). Obwohhlle Chirurgen explizit angewsen wurden,
diese Einwirkzeit der Substanz zu beachten, wurde nicht kontrolliert, ob dies auch
bei allen Patienten korrekt erfolgte. Hierdurch ergibt sink @ichige Limitation

der Studie. Anderseits wurde damit eine moglichst realistische klinische
Situation simuliert (Intentioftio-treatPrinzip). Retrospektiv war die Uberiifung

der korrekten Anwendung nicht midgp. Wird die Kortaktzeit von Polyhexadi
unterschitten, kann nicht von einem tseptischen Effekt ausgegangen werden.

In diesem Fall handelt es sich um eine simple Wundspulung, die mit einer
Kochsalzlavage vergleichbar ist (12). Erste Ergebnisse r eibislang
unverotffentichten Studie der Awatren weisen darauf hin, dadei korrekter
Anwendung Polyhexanid KochHgdsung hinsichtlich der Dekdamination
uberlegen ist. Eine gauere Beurteilung bleibt Folgidien vorbehaltehnlich
verhalt es sich mit der Anwendung von Kaltplasma. Hierbedélares sich um

den vierten Aggregatszustand (fest, flissig, Gas, Plasma). Basiavénder
Kombination des Traggases und der zugeleiteten Hjpierkbnnen verschiedene
Effluenten erzeugt werden. Der antibakterielle Effekt ergibt sich durch die
Wirkung van elektromagnetischer Strahlung (Infrarot, Ultraviolett und sichtbares
Licht), reaktiven Sauerstoffund Stickstoffspezies sowie elektrischen Ladungen
im Effluent (34, 35). Im Gegensatz zu natirlichen Plasmazustanden sind
Kaltplasmen relativ kalt (3&3 °C und ermdglichen dadurch die medizinische
Nutzung (35). Plasma wurde bislang iarschiedenen Indikationen eirsgézt,
darunter Stimulation dekngiogenese, Induktion von Aptgse in neoplastischen
Zell en sowie Wundheil un g-abbdddgg) wobebsice Ef f ek
die Dosis aus der Bestrahluzgg ergibt: Wahrend geringe Dosen antibakteriell
wirken und die Wirtszellen schonen, wirken hohere Dosen zelltoxisch I(85).
verschiedenen Studien, die die Effizienz von Kaltplasma mit der von
Chlorhexidn und Polyhexanid in vitro und am Menschen verglichen, ergab sich
ein Behandlungsvorteil fir das Kaltplasma (18, 21). Der in unserer Studie
ermittelte geringe Effekt erscheint daher ebenfalls fraglich. Die notwendige
ADosi sh fer ©ekantamin#oa |irt pivo aliegin awischen 10
Sekunden und 5 Minuten je Quadratzentimeter insgesamt (5, 16, 27). Da sich mit

dem verwendeten Pen nur 1 cm2 pro Minute behandeln lasst und die maximale
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Therapiezeit auf 15 Minuten je Wunde festgelegt wurde, ergaben sich
Behandlungszeiten am unteren Rand der empfohlenen Zeitspanne. damist
maoglich, dass die Behaluhg nicht ausreichend lang durchgefihrt wurde. Betont
werden muss jedoch Folgendes: Eine langer als 15 Minuatanernde
Dekontamination, die beispielsweise imlFeiner 5 x 5 cm (25 cm2) messenden
Wunde bei der hochsten angegebenen Anwendungszeit zu einer Therapiedauer
von 2 Stunden fuhrt, steht in keinem Verhéltnis zu der Belastung, die eine solch
lange Narkose fur den Patienten bedeuten wirde, und ersclotinpraktikabel.
Damit ist der korrekte Einsatz des ArgKaltplasmas in Form des Pen bei einem
narkotisierten Patienten mit grof3flachiger Verletzung nicht vertretbar. Die
Ergebnisse der Studie lassen sich nicht auf die Behandlung von kleinesd@nAre
ode wachen Patienten Uldeagen, bei denen die riwirkzeit beachtet werden

kann.

Interessenkonflikt

Die Autoren bestatigen, dass kein Interessenkonflikt besteht.

Danksagung

Die Autoren bedanken sich bei der Firma NeoPlas, die im Rahmen der Studie das

KaltplasmaGerat zur Verfligung gestellt hat.

Fazit fir die Praxis

In der Studie ergab sich bei den Hunden ein hoher Anteil geringfligiger
Verletzungen im Bereich von GliedmalRRen, Kopf und Nacken. Bei Patienten mit
einem Korpergewicht unter 10 kg ist im Allgemem mit schwerwiegenderen
Verletzungen zu rechnen. Die nachgewiesenen Bakterien entsprachen im
Wesentlichen bekannten Kontaminanten im Rahmen von Bissverletzungen.
Hervorzuheben ist jedoch, dass eine beunruhigende Frequenz nstdtines
Isolate mit relat umfangreicher Resistenz gegen sogenannte Reserveantibiotika
zu verzeichnen war. Diese Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit
strukturierter Antiresistenzprogramme auch in der Kleintiermedizin. Die

Wundlavage mit Kochsalzlésung war bezlglich deeielten Dekontamination
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vergleichbar mit der Polyhexanldavage und besser wirksam als Kaltplasma,
wobei in allen Gruppen nur wenige Komplikationen und nur eine nachgewiesene

postoperative Infektion auftrat.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords:
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Beneficial effects of cold atmospheric argon plasma (CAAP) on wound healing and its capacity for bacterial
decontamination has recently been documented. First, in vivo studies in small animals did not prove any de-
contamination effect in canine bite wounds. The present study d the overall ination effect of
CAAP for different bacteria frequently encountered in canine bite wounds with respect to growth phase, initial
bacteria concentration and treatment duration.

Standard strains of Escherichia (E.) coli, Staph (S.) i dius, S. aureus, Streptococcus (S.) canis,
Pseudomonas (P.) aeruginesa and Pasteurella multocida were investigated. To evaluate the influence of the bac-
terial growth phase, each bacterium was incubated for three and eight hours, before CAAP treatment. Three
different bacterial concentrations were created per bacterium and growth phase, and were exposed to CAAP for
30s, 1 min and 2 min.

CAAP treatment resulted in acceptable decontamination rates (range 98.9-99.9%) in all bacteria species in
vitro; however, differences in susceptibility were detected. Decontamination rate was mainly influenced by in-
itial bacterial concentration and treatment time. Growth phase only influenced decontamination in S. pseu-
dintermedius. Treatment time significantly (P < .05) correlated with the decontamination rate in E. coli, S. canis
and S. aureus, with an exposure time of 2 min being most effective. Initial bacterial concentration significantly
(P < .05) infl d ination in P and P. aeruginosa, in which treatment time was
not as important. CAAP exerts effective antibacterial activity against the tested bacteria strains in vitro, with
species specific effects of treatment time, growth phase and concentration.

1. Introduction is a paucity of studies focusing on antiseptic wound treatment in ve-

terinary medicine (Sanchez et al., 1988; Lozier et al., 1992).

Microbial multidrug-resistance (MDR) is one of the main issues that
must be solved by modern medicine (Ogeer-Gyles et al., 2006; Weese,
2008). Among surgical patients, surgical site infections, and especially
open wounds, represent risk groups, and antibiotic treatment frequently
results in a shift to more resistant bacteria rather than in wound de-
contamination (Harbarth, 2007; Weese, 2008; Nolff et al., 2016). Re-
cognition of this problem has increased research on alternative strate-
gies for wound decontamination, including antiseptic substances and
physical treatment options in human medicine (Kramer et al., 2004;
Assadian, 2007). However, despite the fact that the same problem exists
in small animal surgical patients (Weese, 2008; Nolff et al,, 2016), there

* Corresponding author.
E-mail address: vetwinter@web.de (S. Winter).
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Plasma is a physical state of matter, which is highly energetic. A
multimodal effect has been postulated, with the microbiocidal effect
mainly attributed to reactive oxygen radicals (ROS), reactive nitrogen
radicals (RNS), energetically enriched ions and charged particles, ul-
traviolet (UV) radiation and a mix of other atoms (Montie et al., 2000;
Laroussi, 2002; Laroussi and Leipold, 2004; Matthes et al., 2014; Von
Woedtke et al., 2013; Mai-Prochnow et al., 2014).

Various effects of cold atmospheric plasma on bacteria have been
documented. Among these, three major impacts lead to cell destruction
(Vatansever et al., 2013; Mai-Prochnow et al., 2014):
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1. Destruction of the bacterial cell membrane
2. Intracellular protein damage
3. Direct DNA damage

Loaded particles, such as ions and electrons, create an electrostatic
field that permeates the bacterial cell wall (Mendis et al., 2000, Laroussi
et al. 2002, Von Woedtke et al., 2013). The electrostatic force accu-
mulates on the cell surface until it causes the outward directed cell wall
force to subside, leading to destruction (Mendis et al., 2000, Laroussi
et al. 2002, Mai-Prochnow et al., 2014). This effect is more profound in
Gram-negative bacteria, due to their more irregular rough outer
membrane. While morphologic cell wall destruction has been docu-
mented in this Gram-negative bacteria species, no morphological
changes occur in Gram-positive bacteria (Mendis et al., 2000, Laroussi
et al. 2002). Thus, less electrostatic force is needed to destroy their
outer cell wall compared to Gram-positive bacteria (Mendis et al., 2000,
Laroussi et al. 2002, Mai-Prochnow et al., 2014).

In addition, oxidative stress exerts direct effects on proteins and
bacterial DNA (Laroussi et al. 2009, Von Woedtke et al., 2013). Massive
oxidative stress through reactive oxygen radicals results in lipid-ox-
ygenation, loss of cellular cytoplasm, proteins and oxidative damage to
the DNA, leading to cell death once the reparation mechanism is
overcome (Gadri et al., 2000; Imlay, 2003; Joshi et al., 2011; Gaunt
et al., 2000; Farr and Kogoma, 1991). Prolonged exhibition to a plasma
effluent results in complete cell fragmentation (Joshi et al., 2011). Fi-
nally, the cells undergo morphological and chemical changes before
inactivation (Joaquin et al., 2009; Zhang et al., 2013). The described
effects are dose-dependent and individually differ between target cells
(Daeschlein et al., 2010; Fluhr et al., 2012; Matthes et al., 2013; Flynn
et al., 2015).

Numerous in vitro and in vive trials in small mammals and humans
have documented an effective decontamination effect combined with a
wide safety margin regarding a damage of eukaryotic cells (Laroussi
et al., 2003; Daeschlein et al., 2010; Hammann et al., 2010; Ermolaeva
et al., 2011; Koban et al., 2011; Fluhr et al., 2012; Lademann et al.,
2012; Bundscherer et al., 2013; Matthes et al., 2013; Wende et al.,
2014; Flynn et al., 2015; Kisch et al., 2016; Matthes et al., 2016).

Because the effect of plasma is related to numerous factors, a unique
“dosing’ protocol is not available (Laroussi, 2009; Von Woedtke et al.,
2013). The type of effluent is closely related to the carrier gas, the room
air and the device used for generation of the plasma state (Laroussi,
2009; Von Woedtke et al., 2013). Furthermore, the distance between
the plasma source and the wound surface influences the decontami-
nation effect (Taghizadeh et al., 2015). Longer treatment times have
been observedto result in greater ‘bacterial death’ however, this is in-
fluenced by bacteria species, growth form (biofilm) and substrate on
which the bacteria grows (Laroussi et al. 2002, Cooper et al., 2010,
Cotter et al.,, 2011, Brelles-Marino, 2012, Taghizadeh et al., 2015).

Other factors, such as growth state (exponential or stationary
phase), have been studied before by Yu et al. (2006) and initial bac-
terial concentration was evaluated in context of food microbiology.
Fernandez et al. (2012) could show, that inactivation of Salmonella
Typhimurium through CAP treatment is more efficient, the lower the
initial bacterial concentration is. Despite these well-investigated facts,
the first clinical trials evaluating the decontaminating effect of CAAP in
canine bite wounds were not able to detect any decontamination effects
in vivo (Winter et al., 2018). Therefore, it was our aim to investigate the
effect of the used CAAP source in bacteria to be anticipated in canine
bite wounds in vitro to decument the in vitro efficacy and potential in-
fluencing factors with respect to bacteria species, bacteria growth phase
and bacteria concentration. Based on a recent survey on the bacterial
bio-burden of open treated wounds in small animal patients, the fol-
lowing bacteria were chosen for evaluation: Escherichia (E.) coli, Sta-
phylococcus (S.) aureus, Staphyl us (S5.) 1 medius, Strepto-
coccus (S.) canis, Pasteurella multocida and Pseudomonas (P.) aeruginosa
(Nolff et al., 2016).

Journal of Micrabiological Methods 169 (2020) 105728

Our hypothesis was that CAAP would efficiently decontaminate all
chosen isolates with an exposure time of 2 min being most effective.
Furthermore, we postulated that this effect would be independent from
the growth phase of the tested bacterium, and that higher bacterial
concentrations would need longer exposure times for decontamination.
The aim was to investigate the efficiency of CAAP in vitro on selected
bacteria before using it in a following in vive study on canine bite
wounds.

2. Materials and methods
2.1. Bacteria selection and culture

For this investigation, the following bacteria were included for
further validation: Escherichia coli DSM 1103, Staphylococcus aureus
DSM 1104, Staphylocoecus pseudintermedius DSM 21284, Streptococcus
canis DSM 20715, Pasteurella multocida DSM 5281 as well as
Pseudomonas aeruginosa DSM 1117. All strains were obtained from the
Leibniz Institute DSMZ German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures. To exclude the potential influence of different genetic al-
terations in wild-type bacteria, standard strains were chosen.

Bacterial suspensions were prepared using a standard-I-bouillon
(No. 1.07882.0500, Merck) at a pH of 7.5 + 0.2 at 37 °C and plated on
Mueller-Hinton Agar (No. 1.05435.0500, Merck). Because of growth
requirements of the fastidious S. canis and Pasteurella multocida,
Mueller-Hinton Agar was supplemented with 5% sheep blood. Sheep
blood was drawn from in-house donors (animal house Schwere Reiter
Strafle 9, 80,797 Munich, sheep blood donor registration nr. 55.2-1-54-
2532.0-64-2016, government of upper Bavaria).

2.2. Determination of the bacterial growth phase

Bacterial proliferation in an closed system can be divided into four
phases: A lag phase with no cell division, an exponential growth phase
with high metabolic activity and cell division followed by a stationary
phase, and the death phase. A wound is like an open system where all
phases of bacterial proliferation can occur. For this study we only used
the exponential growth and stationary phase for examination. In order
to detect differences of the effect of CAAP with respect to the growth
phase of the investigated bacteria, the transition from exponential to
stationary phase of each bacterium was determined by visual control
using the McFarland standard. Each enrolled bacterium was incubated
in standard I-bouillon at 37°C = 1°C for 48h with a visual control
every 2h to document the increase of turbidity until the stationary
phase was reached (no more detectable increase). McFarland standard
was used to simplify and keep scope of the trial down. Based on the
results of the detected change in turbidity, an incubation of 3h was
representative of exponential growth in all tested bacteria, while an
incubation of 8h was representative of the stationary phase.
Additionally, CFU's were counted to confirm the exponential and sta-
tionary phase.

2.3. Determination of initial bacterial concentration

For determination of the colony-forming units per square centimetre
(CFU/em?) a log10 serial dilution of the inoculum for plating was used.
Colony counting was done after 48 h of incubation at 37 °C £ 1°C. For
treatment with CAAP, three concentrations (10", 10”2 and 10~ %)
were plated per strain and per growth phase (6 plates per strain) on
Mueller-Hinton Agar. After treatment with cold argon plasma, the
plates were incubated at 37 °C * 1°C before counting colonies in the
treated areas.

2.4. Cold Argon Plasma Treatment

The plasma device used in this study (KinPen Vet-NeoPlas) was an
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Fig. 1. Schematic (A, figure courtesy of INP Greifswald) and life (B) view of the KinPen Vet handheld device.

atmospheric plasma jet with a handheld unit, and consists of a 1 mm
pin-tip electrode mounted in the centre of a quartz capillary (1.6 mm
inner diameter, Fig. 1 A). Argon was selected as a working gas at a flow
of 5 standard litres per minute. The gas is ignited at the tip of the
electrode and creates a jet-like effluent covering approximately 1cm®
The device consumes 50 W, operated at 230 V/50-60 Hz. The direct
voltage within the plasma is 3kV and has a dissipated electric capacity
of 1.5-2 W. At these settings, the effluent has a visible length of 14 mm
(Fig. 1 B) and a constant temperature of 48 °C at the tip.

To assure repeatability of treatment, a template was created and
placed on the backside of each plate for plasma irradiation (Fig. 2).
Three areas of 1cm? each were treated with the plasma device at an
approximate distance of 1 cm above the surface for the duration of 305,
1 min or 2min. The KinPen Vet was therefore moved manually over
each area in a meandering pattern with parallel lines and with different
angles (top-down, from left to right, top right at lower left and top left
at lower right). This pattern was repeated in concern for each given
treatment duration.

After the plasma treatment, plates with isolates of the six bacterial
strains were incubated for 14 to 20h at 37°C * 1°C. S. canis was in-
cubated for 44 to 46h due to the small size of colonies detected, in
order to facilitate easier identification of CFUs. Experiments were re-
peated independently for each bacterial strain with all settings of the
experiment. Three different log10 dilutions for each bacterial pro-
liferation were plated respectively on agar plates. Each agar plate had
three areas for CAAP treatment, achieving 18 areas for single ex-
amination of one bacterial strain. Altogether, 36 areas (n = 36) for one

Fig. 2. Template with three areas of 1 cm? each for CAP treatment for 30s, 1min
or 2min.

and 216 areas (n = 216) for all six different bacterial strains were ex-
amined. This resulted in different concentrations between the two tests
of the bacterial strains and also for each growth phase.

2.5. Calculation of the decontamination effect

The CFU per plasma treatment zone of 1cm? was divided by the
CFU per 1 cm?® without treatment, calculated from the log10 dilution of
the inoculum. The values were given in percentage of growth reduction
as well as in logarithmic growth reduction. In case CFU could not be
counted after CAAP treatment, appraisal value was used referring to the
untreated area of the agar plate. An 8 log reduction has been used for
calculation in terms of a 100% reduction. These results have been
marked by * within the tables.

2.6. Statistics

Data were computed in Excel (Microsoft Excel 2010) and analysed
using SPSS (IBM SPSS Statistics 23.0) software. Descriptive statistics
were given as mean and standard deviation. Effect of treatment with
respect to the investigated factors was determined using multivariate
analysis of variance (ANOVA, SS Type III) and Fisher's f-test. Treatment
time of CAAP, bacterial proliferation and initial bacterial concentration
were tested regarding their effects on the decontamination. Significance
was set at P < .05.

3. Results
3.1. Decontamination effect with regard to treatment time

Treatment time represents one of the major aspects of CAAP effi-
ciency. The effect of treatment time especially influenced the decon-
tamination of E. coli, 5. aureus and S. canis. In all three bacterial species,
significant effects could be detected (Table 1). However, improved
bacterial decontamination was observed in all investigated species at
both growth phases. The most efficient treatment duration was 2 min
per ecm? Minor effects of treatment time were observed for E. coli, P.
aeruginosa and Pasteurella multocida (Table 1). The influence of treat-
ment time in S. aureus was superior to the effect of bacterial con-
centration.

In addition to total decontamination, another effect was observed:
treatment duration correlated with the size of the inhibited area. The
zone of inhibition exceeded the border of the treated area, despite the
fact that all areas were treated based on the template. Extended treat-
ment time, especially 2 min per cm?, increased the zone of inhibition of
all tested bacteria (Fig. 3).
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Table 1
Decontamination rate with respect to treatment time.

Journal of Micrabiological Methods 169 (2020) 105728

Bacteria species Mean decontamination rate

% Decontamination (each n = 12)

Log reduction (each n = 12)

0.5 min 1 min 2min 0.5 min 1 min 2 min P-value n?
E. coli 99.98 99.99 100 4.52 5.74 592 0.001 0.286
P. multocida 89.97 99.98 99.99 3.97 5.15 516 0.096 0.084
P. acruginosa 98.71 99.99 100 3.64 4.37 5.59 0.227 0.045
S. canis 83.11 97.09 99.96 2.49 3.66 3.95 0.009 0.195
S. aureus 72.25 79.98 97.90 1.85 254 4.18 0,001 0.291
S. pseudintermedius 67.85 68.19 78.31 2.29 2.40 299 0.413 0.021
* 8 log reduction is used for calculation.
3.2. Decontamination effect with regard to bacterial growth phase animals (Weese, 2008; Flynn et al., 2015; Nolff et al., 2016).

The decontamination rate per growth phase and bacterial strain is
shown in Table 2. Higher decontamination rates were achieved in
growing bacteria of Pasteurella multocida, P. aeruginosa, S. aureus and S,
pseudintermedius as opposed to their stationary forms. However, this
difference was only significant for S. pseudintermedius (P = .001). Only
S. canis showed a slightly higher decontaminating effect in the sta-
tionary form. In E. coli, no difference was detectable between the two
bacterial proliferation phases.

3.3. Decontamination effect with regard to initial bacteria concentration

The decontamination rate per initial concentration and bacteria
species is given in Table 3, With the exception of E. coli, bacteria con-
centration significantly influenced decontamination in all tested bac-
teria. This implies that with higher dilution, more effective deconta-
mination is achieved through lower bacteria concentration.

Furthermore the effect of initial concentration (P = .000) seems to
be higher compared with the growth phase (P =.001) of S. pseu-
dintermedius. In S. canis, initial concentration (P = .001) has a greater
effect compared to treatment time (P = .009).

3.4. Decontamination effect with regard to bacteria species

The overall logarithmic growth reduction of bacteria in all treated
areas (n = 216) ranged between log 2.56 and 5.39, in percentage terms
between 71.4 and 99.9%. Treatment of Gram-negative bacteria (E. coli
99.99% = 5.39 log (n = 36), Pasteurella multocida 96.65% = 4.76 log
(n = 36), P. aeruginosa 99.6% = 4.54 log (n = 36)) resulted in an im-
proved decontamination compared to Gram-positive species (S. canis
93.4% = 3.37 log (n = 36), S. aureus 82.1% = 2.86 log (n = 36) and S.
pseudintermedius 71.4% = 2.56 log (n = 36)).

An overview of initial bacterial concentration of each bouillon,
CFUs before and after treatment for each serial dilution, treatment time
and proliferation phase of respective bacteria species is given in
Table 4.

4. Discussion

The aim of this study was to investigate the in vitro efficiency of
CAAP on selected bacteria frequently encountered in canine bite
wounds. Based on the overall effect, CAAP treatment seems to represent
an interesting alternative to antiseptic wound treatment, especially
since no known mechanisms for bacterial resistance have been docu-
mented in the literature (Heinlin et al., 2011; Daeschlein et al., 2012a;
Daeschlein et al., 2015). Flynn et al. (2015) even documented a high
efficiency against so-called ESKAPE bacteria (Enterococcus faecium,
Staphylocoocus aureus, Kiebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.), a group of pathogens fre-
quently encountered in hospital-acquired infections in humans and

However, the first study evaluating its effect in bite wounds in dogs
did not find any decontaminating effect in vivo at all (Winter et al_,
2018). Based on the beneficial results in experimental and human ap-
plications, this finding seems peculiar. We therefore wanted to evaluate
the effect of the plasma source used in vivo in dog bite wounds in an in
vitro setting to evaluate the general efficacy. We were able to prove that
several factors impact CAAP performance, including initial bacterial
contamination, treatment duration, bacterial growth phase and bac-
terial species.

The bacterial contamination of wounds is something that cannot be
influenced through the clinician as it occurs before the patient is pre-
sented for medical treatment. Nevertheless, this study underlines the
importance to reduce the contamination rate of wounds as far as pos-
sible before application of CAAP in order to achieve the maximum ef-
fect. In a clinical scenario, this can be achieved by debridement and pre
lavage, which should always be performed based on our in viiro results.

As previously reported, we could detect a superior decontamination
effect on Gram-negative bacteria compared with Gram-positive isolates.
Laroussi et al. (2003) had previously detected superior effects in Gram-
negative bacteria. They found that CAP treatment induced cell wall
destruction, leading to loss of integrity and cytoplasm was distributed
in clumps in Gram-negative bacteria compared to untreated controls. In
contrast, no differences between treated and untreated Gram-positive
bacteria were detectable (Laroussi et al., 2003). These findings are in
concordance with findings documented by Matthes et al. (2013), who
reported lower decontamination rates for §. epidermidis compared to P.
aeruginosa. The accumulation of the electrostatic force created by the
CAP treatment is more crucial in Gram-negative species. This effect has
been linked to their irregular rough outer membrane (Mendis et al.,
2000, Montie et al., 2000, Laroussi et al. 2002). In contrast Lu et al.
(2014) described the loss of cell integrity and additional DNA damage
through time dependent CAP treatment and indicated that gram paosi-
tive bacteria are more sensitive for inactivation induced by CAP than
Gram-negative bacteria. The attending cannot influence the con-
tamination under clinical conditions, and frequently there is a mixed
flora of Gram-negative and Gram-positive bacteria present (Nolff et al.,
2016). Despite the influence of bacteria species, the overall effect is still
profound. Thus, clinical usage without knowledge of the wound status
might still be helpful. However, if the contamination is known, CAAP is
especially useful in treating patients affected by Gram-negative bac-
teria. Gram-positive bacteria should not be disregarded for CAAP
treatment because of relatively good decontaminating results.

Yu et al. (2006) investigated the influence of CAP on the mid and
late exponential phase as well as the stationary phase of treated bac-
teria. The study showed up, that exponential phases of bacteria are
generally not more susceptible than their stationary phases, even cells
in the mid exponential phase showed up a higher resistance than the
other ones to plasma treatment, Bacteria in the stationary phase are
more resistant to inimical processes than bacteria in the exponential
growth phase (Dodd et al, 1997). It seems logical, that improved



IV. Publikation Il

48

S. Winter, et al. Journal of Microbiological Methods 169 (2020) 105728

Fig. 3. Effect of treatment time (arrowhead, 30s, black arrow, 1min, ¥, 2min) on different concentrations (left row 10™-1, middle row 10"-2 and right row 10™-3
bacteria) of Escherichia coli (A), aureus (B), i ius (C), canis (D), ida (E) as well as
aeruginosa (F) during the growth phase.
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Table 2
Decontamination rate with respect to bacterial growth phase.

Journal of Micrabiological Methods 169 (2020) 105728

Bacteria species Mean decontamination rate

% Decontamination (each n = 18)

Log reduction (each n = 18)

Exponential Stationary Exponential Stationary P-value n?
E. coli 99.99 99.99 5.31 5.48 0.944 0.000
P. multocida 97.20 96.10 4.68 4.84 0.879 0.001
P. acruginosa 99.98 99.14 4.53 4.54 0.718 0.004
S. canis 92,49 94.28 3.09 3.64 0.373 0.025
S. aureus 87.66 79.09 3.18 254 0.428 0.020
S. pseudintermedius 84.15 58.75 3.31 1.81 0.001 0.295

* 8 log reduction is used for calculation.

metabolism, as can be encountered in growing germs, might be linked
with increased susceptibility to CAP compared to a more resting, sta-
tionary phase. We found that this aspect is negligible for most Gram-
positive and Gram-negative tested bacteria species, with the exception
of S. pseudintermedius, in which growth significantly improved the
CAAP effect. This finding is interesting, especially as no such difference
was detected in S, aureus. However, individual differences, even be-
tween strains of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) have been re-

cently deseribed (Matthes et al., 2016).

We also detected an impact of bacteria concentration on deconta-
mination in all tested bacteria despite E. coli, with higher concentra-
tions being less susceptible than lower concentrations. This effect was
especially profound in S. pseudintermedius and S. canis. Our results agree
to those of Fernandez et al. (2012), who could equally confirm a higher
efficiency of CAP at lower bacteria concentration. In contrast to bac-
teria species and growth phase, bacteria concentration can actually be
influenced in clinical cases by debridement and intense lavage, which
should be included to reduce the concentration and treatment time and

increase the efficiency of CAAP in clinical situations.

Finally, it was observed that increased treatment time results in
increased decontamination, with the first decontamination effects
visible after 30s and a treatment time of 2min being most effective.
This is in concordance with the results of Matthes et al. (2013), who
described a time-dependent linear efficiency of decontamination be-
tween 30 s and 5 min (300 s). Dose represents a term that remains under
debate for plasma applications (Von Woedtke et al., 2013), Several
studies have defined treatment time as dose-dependent; however, the
energy level and amount of energy transferred should ideally also be
included in determining the effective dose (Von Woedtke et al., 2013).
Furthermore, other adjunctive treatments to CAP can increase the ef-
fective dose. It has been proven that irradiation of saline solution with
CAP induces ionisation in the liquid, lowers the pH and alters reactive
species within the fluid, making it bactericidal (Von Woedtke et al.,
2013). Thus, the addition of saline lavage before treatment might exert

an even bigger effect than pure CAP treatment.

Table 3
Decontamination rate with respect to bacterial concentration.

It is important to consider that CAP dose exerts an impact on bac-
teria as well as on host cells. Therefore, the maximum dose has to be
limited below the threshold that becomes toxic for the host (Von
Woedtke et al., 2013). It has been proven that lower doses of plasma
increase angiogenesis in host tissue, while higher doses induce cell
death (Laroussi, 2009; Von Woedtke et al., 2013). Fortunately, the le-
thal dose for bacteria is much smaller than the lethal dose for host tissue
cells, leaving a wide safety margin for application (Hammann et al.,
2010; Ermolaeva et al., 2011; Koban et al.,, 2011; Daeschlein et al.,
2012b; Lademann et al., 2012; Bundscherer et al., 2013; Matthes et al.,
2013; Wende et al., 2014; Kisch et al., 2016).

Based on the significant results achieved in this in vitro trial, we are
not able to explain the poor performance of CAAP in the clinical si-
tuation. We were able to prove, that the used device in the used setting
is capable of effectively killing the most frequently encountered bac-
teria types. However, the data of the current trial underline the im-
portance of appropriate exposure time. The design of the KinPen Vet is
adapted to clinical use, facilitating easy application and transport-
ability. Unfortunately, the design allows only treatment of a relatively
small area about 1 cm?. The duration of treatment not only influences
the rate of decontamination but also increases the decontaminated area.
This effect has been previously described in CAP-treated culture wells
and is hypothesized to be a reflection of the plasma jet at the surface of
the well. Another potential explanation for this inhibitory effect around
the actual treated area might include the diffusion and activation of
oxygen radicals within the perimeter of the treated area (Joshi et al_,
2010).

Therefore, a needed dose of 2min per cm® might result in a long
treatment time in clinical patients, prolonging anaesthesia time and
thus increasing the risk for surgical site infections. We think that this
effect represents the most important clinical limitation. If the results of
the study by Winter et al. (2018) are interpreted under the light of our
current findings, we think that the usage of bigger devices, which allow
appropriate treatment time under clinical conditions, would most likely
improve performance in vivo.

Mean decontamination rate

Bacteria species

% decontamination Log reduction

(each n = 12) (each n = 12)

107t 1072 1072 107! 1072 107* P-value n?
E. coli 99.99 99.99 99.99 6.75 4.88 4.55 0.127 0.071
P. multocida 89.98 99.98 99.98 4.43 5.09 451 0.004 0.234
P. aeruginosa 98.74 99.98 99.97 515 4.40 4.06 0.004 0.228
5. canis 80.80 99.55 99.81 227 4.08 3.74 0.001 0.282
S. aureus 72.08 7830 99.76 153 2.57 4.47 0.021 0.157
S. pseudintermedius 30.98 84.56 98.81 0.92 313 3.63 0.000 0.352

* 8 log reduction is used for calculation.
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5. Conclusion

CAAP exerts a substantial decontamination effect on bacteria fre-
quently found in animal bite injuries in vitro, Even if Gram-negative and
positive bacteria are affected differently by CAP treatment, there is no
formation of complete bacteria resistance (without any effect on bac-
teria), which is why this treatment might present an interesting alter-
native for local wound decontamination in vivo. However, bacteria
concentration should initially be reduced as far as possible before in-
itiation of CAAP treatment in clinical cases. Furthermore, adequate
treatment time must be ensured.
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