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Zusammenfassung: Gramnegative Keime kénnen sowohl aus gesunden als auch aus erkrankten Pferdeaugen isoliert werden. Ziel der Studie
war, die bei Pferden mit infekfiésen Augenerkrankungen am héufigsten nachgewiesenen gramnegativen Gattungen hinsichtlich einer még-
lichen Beteiligung am Infektionsgeschehen néher zu betrachten. Dabei wurden Faktoren untersucht, die zu einem vermehrten Auftreten gram-
negativer Keime fihren kénnten. Zudem wurden die Resistenzlagen gramnegativer Keime ohne und nach lokaler antibiotischer Vorbehandlung
verglichen. Es wurden 844 Tupfer von Pferdeaugen bakteriologisch untersucht, die im Jahr 2018 im Rahmen der Routinediagnostik in einem
veterindrmedizinischen Diagnostiklabor eingegangen sind. Fir die Identifizierung der gramnegativen Bakterien wurden die Beurteilung der
Kulturmorphologie, biochemische Methoden und die Matrix-Assistierte Laser-Desorption-lonisierung — Flugzeitanalyse Massenspektrometrie
(MALDI-TOF) herangezogen. Die Resistenzbestimmung erfolgte im Mikrodilutionsverfahren nach der ,Breakpoint”-Methode. Weiterhin gin-
gen Informationen aus Fragebégen in die Auswertung ein. Das gramnegative Keimspektrum setzt sich im Wesentlichen aus drei Familien
zusammen: Enterobacteriaceae (53%, n=359), Moraxellaceae (21%, n=141) und Pseudomonadaceae (20%, n=137). Am haufigsten
wurden Spezies folgender Gattungen isoliert: Pantoea (n=267), Pseudomonas (n = 137), Acinetobacter (n = 101), Escherichia (n=42) und
Moraxella (n = 39). Weder das Alter der beprobten Pferde noch lokale antibiotische Vorbehandlung hatten einen signifikanten Einfluss auf die
Nachweishéufigkeit gramnegativer Keime. Ebenso kam es nicht zu einem vermehrten Auftreten gramnegativer Bakterien, wenn die Hornhaut
vom Krankheitsprozess betroffen war. Moraxella bovoculi konnte am haufigsten im Herbst nachgewiesen werden. Die Resistenzlage der gram-
negativen Keime, die aus Tupfern von antibiotisch lokal vorbehandelten Pferdeaugen nachgewiesen werden konnten, unterschieden sich nur
gering von den Keimen aus unbehandelten Augen. Hohes oder niedriges Alter, Hornhautbeteiligung und lokale antibiotische Vorbehandlung
lieBen nicht auf ein vermehrtes Vorkommen gramnegativer Keime schlieBen. Unterschiede ergaben sich in der In vitro-Wirksamkeit der ge-
testeten Antibiotika, wobei antibiotische Vorbehandlungen keinen groBen Einfluss auf die Resistenzlage hatten. Die klinische Bedeutung der in
der bakteriologischen Untersuchung nachgewiesenen gramnegativen Keime muss individuell beurteilt werden.

Schlusselwérter: Pferd, Auge, Mikrobiologie, Konjunktiva, Cornea

The role of Gram-negative bacteria in equine ocular infectious diseases

Gram-negative bacteria can be isolated from both healthy and diseased equine eyes. Bacteria in the families Psesudomonadaceae and Entero-
bacteriaceae in particular have been associated with corneal infections in the literature. In a previous study, we were able to show that 61% of
all swabs submitted to the laboratory for routine diagnostics contained Gram-negative bacteria, 25% contained only Gram-negative while 36 %
contained both Gram-negative and Gram-positive bacteria. The aim of the present study was therefore to take a closer look at the Gram-negative
genera most frequently detected in horses with infectious eye diseases with regard to a possible involvement in the infection process, as well as
to investigate factors that might lead to an increased occurence of Gram-negative bacteria. In addition, the resistance levels of Gram-negative
bacteria without and after local antibiotic pretreatment were compared. Bacteriological examinations were performed on 844 swabs from equine
eyes that were received as part of routine diagnostics in a veterinary diagnostic laboratory in the year 2018. Assessment of culture morphology,
biochemical methods and matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight analysis mass spectrometry (MALDI-TOF), were used to identify
Gram-negative bacteria. Resistance determination was performed by microdilution method using the breakpoint method. Furthermore, informa-
tion from questionnaires was included in the evaluation. The Gram-negative bacterial spectrum was predominantly composed of bacteria from
three families: Enterobacteriaceae (53% n=359), Moraxellaceae (21% n=141) and Pseudomonadaceae (20% n=137). Significantly fewer
isolates (2% n=16) were identified as belonging to the fourth most common familiy, the Pasteurellaceae. Additional isolates were indentified from
the following families: Alcaligenaceae, Xenomonadaceae, Myroidaceae, Oxalobacteraceae, Flavobacteriaceae, Neisseriaceae, Aeromonada-
ceae and Sphingobacteriaceae. However these accounted for only 3% (n=22) of the isolates obtained. Species of the following genera were
isolated most frequently: Pantoea (n =267), Pseudomonas (n = 137), Acinetobacter (n=101), Escherichia (n = 42) and Moraxella (n = 39). Most
common species were, in descending order: Pantoea agglomerans, Pseudomonas koreensis, Acinetobacter Iwoffii, Escherichia coli, Acinetobacter
sp., Moraxella bovoculi, Pseudomonas spp. and Acinetobacter johnsonii. The other species were detected in less than 10 of the samples. The age
of the sampled horses and local antibiotic pretreatment had no significant influence on the frequency of of detection of Gram-negative bacteria.
Similarly, there was no increased incidence of Gram-negative bacteria when the cornea was affected by the disease process. However, in animals
with pre-reported corneal involvement, absence of bacterial growth was significantly more common and mixed cultures of Gram-positive und
Gram-negative bacteria were significantly less frequent. Moraxella bovoculi was most frequently detected in the autumn. The resistance status of
the Gram-negative bacteria isolated from swabs of equine eyes that had been previously treated with local antibiotics differed only slightly from
the isolates from unireated eyes. Increases in resistance to the antibiotics used were not observed. In conclusion age, corneal involvement and
local antibiotic pretreatment did not influence the detection rate of Gram-negative germs. The clinical significance of the Gram-negative bacteria
detected in the aerobic bacteriological examination must be assessed individually for each patient. Differences were found in the in vitro efficacy
of the antibiotic agents tested. The resistance situation of the Gram-negative bacteria does not seem to be significantly influenced by previous
topical antibiotic therapy. Further studies are needed here.
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Einleitung

Auf der Schleimhautoberfléche von Pferdeaugen existiert eine
Mikroflora, die von Bakterien und Pilzen gebildet wird (Andrew
et al. 2003). Das aerobe Keimspektrum der Augenoberflache
von augengesunden Pferden und Pferden mit Augenerkran-
kungen ist in verschiedenen Léandern untersucht worden: Die
Bakterienflora gesunder Augen ist Uberwiegend aus grampo-
sitiven Keimen zusammengesetzt, wobei auch gramnegative
Keime in geringerer Anzahl vorkommen kénnen (Andrew et
al. 2003, Araghi-Sooreh et al. 2014, Cattabiani et al. 1976,
Gemensky-Metzler et al. 2005, Hampson et al. 2018, Johns
etal. 2011, Moore et al. 1988, Zak et al. 2018).

Gramnegative Bakterien sind somit einerseits Bestandteil der okula-
ren Mikroflora bei augengesunden Pferden (Cattabiani et al. 1976,
Gemensky-Metzler et al. 2005, Hampson et al. 2018, Johns et
al. 2011) — andererseits werden sie aber auch héufig bei infektic-
sen Augenerkrankungen isoliert (Moore et al. 1995, Moore et al.
1983). Vor allem Pseudomonaden und Enterobakterien werden mit
infizierten Hornhautlésionen in Verbindung gebracht (Gemensky-
Metzler et al. 2005, McLaughlin et al. 1983, Moore et al. 1983,
Sweeney und Irby 1996).

In unserer vorangegangenen Studie konnten wir zeigen, dass
bei 61% aller untersuchten Tupfer, die im Rahmen der Rou-
tinediagnostik des Labors eingesendet worden waren, gram-
negative Keime vorkamen — davon bei 25% ausschlieBlich
gramnegative und bei 36 % zusammen mit grampositiven Er-

regern (Schieder etal. 2021).

Im Folgenden soll daher das Vorkommen gramnegativer Keime
bei infektiosen Augenerkrankungen des Pferdes genauer be-
trachtet werden. Das gramnegative Keimspektrum und vielfach
diskutierte Einflussfaktoren auf das Keimwachstum, wie antibio-
tische Vorbehandlung, Hornhautbeteiligung, Alter des Tieres
und Jahreszeit werden untersucht. Weiterhin wird der Frage
nachgegangen, ob lokale Antibiotikatherapien des Auges zu
einem Anstieg von resistenten Keimen fihren kénnen.

Material und Methoden

Untersuchungsgang und -material entsprechen einer vor-
ausgegangenen Verdffentlichung, die sich mit dem aeroben
Keimspektrum erkrankter Pferdeaugen und seiner Resistenz-
lage beschéftigt (Schieder et al. 2021).

Es wurden 844 Augentupfer von 785 verschiedenen Pferden bakfe-
riologisch untersucht. Die Proben entstammten der Routinediagnostik
eines veferingrmedizinischen Untersuchungslabors (akkreditiert nach
DIN EN ISO/IEC 17025:2005) aus dem Jahr 2018. Einsender wa-
ren in Deutschland praktizierende Tierérzte. Der Versand der Abstri-

Pferdeheilkunde — Equine Medicine 39 (2023)

Angenommen: 17. November 2022

che fir die aerobe bakteriologische Erregeranzucht erfolgte in regu-
ldrem Transportmedium (Aimes Medium mit Kohlezusatz oder Stuart
Medium) entweder auf dem Postweg (Dauer i.d.R. 1-2 Werktage)
oder Uber einen Kurier (Daver i.d.R. 1 Tag). Am Tag des Probenein-
gangs wurden Columbia Agar mit Zusatz von defibriniertem Schafblut
(Becton Dickinson GmbH, Heidelberg/Oxoid GmbH, Wesel) und
Endo-Agar (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) mit den Tupfern
im 3-Osen Ausstrich beimpft. Danach wurden die Tupfer fir die An-
reicherung in CaSo-Bouillon (Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouil-
lon: Herstellung sowie Qualitétskontrolle nach Herstellerangaben
inhouse, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) verbracht. Die Néhr-
béden wurden aerob 18-24 h bei 36 +1°C bebritet. Im Anschluss
an die Bebritungszeit wurde das bakterielle Wachstum auf den Plat-
ten beurteilt. Waren zu diesem Zeitpunkt (noch) keine Bakterienko-
lonien angewachsen, wurden die Néhrbdden fir weitere 24 h bei
36 +1°C bebriitet und anschlieend ermeut beurteilt. Das beimpfte
Anreicherungsmedium wurde nach 18-24 h Bebritung bei 36 +1°C
auf Columbia Agar (BD/Oxoid) und Endo-Agar (BD) ausgestrichen.
Auch diese Nghrbéden wurden bei 36 = 1°C bebritet und nach
18-24 h abgelesen.

Die Identifizierung der gramnegativen Bakterien erfolgte an-
hand der Beurteilung der Kulturmorphologie, biochemischen
Methoden und mittels MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser De-
sorption lonization — Time of Flight; MALDI Biotyper, Bruker
Daltonik GmbH, Bremen; Datenbanken: MALDI Biotyper Re-
ference Library MBT 7311 MSP Library und Reference Library
MBT 7854 MSP Library).

Die Resistenzbestimmung wurde von Reinkulturen im Mikrodilu-
tionsverfahren nach der Breakpoint-Methode geméf den Stan-
dards des CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute, 2015)
durchgefuhrt. Hierzu kamen das MERLIN-Micronaut System®
(MERLIN Gesellschaft fir mikrobiologische Diagnostika mbh,
Bornheim-Hersel, Deutschland) zur photometrischen Auswer-
tung und der Precision XS® Pipettierer (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, U.S.) zum Einsatz. War die Erstellung eines
Antibiogramms vom einsendenden Tierarzt nicht gewinscht,
wurde keine Resistenztestung durchgefihrt. Wurde bei dem-
selben Pferd beidseits die gleiche Keimspezies nachgewiesen,
erfolgte die Resistenziestung nur einmalig. Waren tierarispezi-
fische Grenzwerte des Supplements VO1 (3. Edition) des CLSI
verfigbar, fanden diese Anwendung — hier fir den Wirkstoff
Gentamicin fir Pseudomonas aeruginosa und die Familie der
Enterobacteriaceae. Fehlten tierartspezifische Breakpoints, wur-
de auf humanmedizinische Grenzwerte (VetO1 SO3; Supple-
ment M100, 28. Edition, human) zuriickgegriffen (Clinical &
Laboratory Standards Institute, 2018). War keinerlei Grenzwert
vorhanden, wurden Grenzwerte anderer Antibiotika der glei-
chen Gruppe, bzw. anderer Bakterienfamilien herangezogen.

Um klinische Daten zu den beprobten Pferden zu erhalten,
wurden Fragebdgen an die einsendenden Tierarzipraxen per
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E-Mail oder Telefax geschickt. Hierbei wurden neben Angaben
zum Signalement des entsprechenden Pferdes vor allem auch
Informationen zu klinischem Befund und Therapie vor Proben-
entnahme abgefragt.

Statistische Auswertung

Es erfolgte eine deskriptive Auswertung des aeroben Keim-
spekfrums mit Fokus auf die gramnegativen Keime. Zum
Vergleich des Keimwachstums ohne und nach antibiotischer
Vorbehandlung und der Altersgruppen sowie fir die Gegen-
Uberstellung des Ergebnisses der bakteriologischen Unter-
suchung ohne und bei Hornhautbeteiligung wurde der Chi-
Quadrat Test angewandt. Dies geschah mit dem Programm
Microsoft® Excel® in der Version 2102.

Ergebnisse
Patienten

Es gingen 844 Augentupfer von 785 Pferden verschiedener
Rassen — 296 Warmbliter, 153 Kleinpferde und Ponys, 29
Vollbliter und 5 Kaltbliter, 18 Pferde mit Elterntieren ver-
schiedener Rassen und 284 Pferde unbekannter Rasse in die
Auswertung ein. Das Geschlechterverhéltnis war relativ aus-
geglichen mit 309 weiblichen und 303 ménnlichen Tieren.
Von 173 Pferden war das Geschlecht unbekannt. Die Alters-
spanne der Pferde reichte von 10 Tagen bis zu 45 Jahren. Zu
240 Pferden lagen neben den Angaben des einsendenden
Tierarztes auf dem Untersuchungsantrag zusétzliche Informa-
tionen aus beantworteten Fragebdgen vor.

Gramnegatives Keimspektrum

94% aller gramnegativen Bakterien (n=637 von 678), die
aus den Tupfern erkrankter Pferdeaugen (n=844) isoliert
werden konnten, entstammten drei Familien. Dabei domi-
nierte die Familie der Enterobacteriaceae, der Uber die Half-
te aller gramnegativen Bakterien angehérten (n=359). Die
zweitgrofite Familie wurde von den Moraxellaceae gebildet

Zusammensetzung des gramnegativen Keimspekirums

Weitere

Pasteurellaceae
2% {n=16)

4% (n=25)

Pseudomonadaceae
20% (n=137)

Enterobacteriaceae
53% (n=359)

Moraxellaceae
21% (n=141)

Abb. 1 Zugehérigkeit der aus Tupferproben erkrankter Pferde-
augen (n=844) isolierten gramnegativen Keime (n=678) zu ihren
Familien. | Affiliation of the Gram-negative bacteria isolated from
swab samples of diseased equine eyes (n = 678) to their families.
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(hn=141), gefolgt von den Pseudomonadaceae (n=137).
Der viertgréBten Familie der Pasteurellaceae gehdrten mit 2%
deutlich weniger Isolate an (n=16). Weiterhin kamen Ver-
treter folgender Familien vor: Alcaligenaceae, Xanthomona-
daceae, Morganellaceae, Myroidaceae, Oxalobacteraceae,
Flavobacteriaceae, Neisseriaceae, Aeromonadacece und
Sphingobacteriaceae. lhr Anteil machte aber insgesamt le-

diglich 4% (n =25) aus (Abb. 1).

Aus der Familie der Enterobacteriaceae waren folgende
Gattungen héufig vertreten: Pantoea (n=267), Escherichia
(n=42), Serratia (n=15) und Enterobacter (n=13). Die
Gattung Pseudomonas war mit 137 Isolaten die zweitgrofite
Gattung. Die Gattungen Acinetobacter (n=101), Moraxella
(n=39) und Psychrobacter (n = 1) représentierten die Familie
der Moraxellaceae. Actinobacillus stellte mit 12 isolierten Kei-
men die gréfite Gattung aus der Familie der Pasteurellaceae.
Aus allen weiteren vorkommenden Gattungen konnten jeweils
weniger als 10 Keime isoliert werden (Tab. 1).

Mégliche Einflussfaktoren auf das Keimwachstum
Antibiotische Vorbehandlung

Zu 262 Abstrichen lagen Informationen beziglich einer anti-
biotischen Vorbehandlung vor. Davon wurde bei 2 Abstrichen
systemisch vorbehandelt, daher sind sie nicht in die folgende

Keimwachstum mit & ohne antibiotische
Vorbehandlung
50%

40%

30%

20%

10% I

o R =

antibiotisch vorbehandelt

ohne antibiotische Verbehandlung

® kein Wachstum  ®nur gram-  Wnurgram+ W gram - & gram +

Abb. 2 Vergleich des Keimwachstums von Tupfern erkrankter
Pferdeaugen, die nach erfolgter Antibiotikatherapie (n=113) und
zwischen Tupfern, die ohne vorausgegangene Antibiotikaapplika-
tion (n=147) entnommen worden sind. Nach antibiotischer Vor-
behandlung zeigte sich bei 6,2% (n=7) kein, bei 22,1% (n=25)
ausschlieflich gramnegatives, bei 42,5% (n=48) ausschlieBlich
grampositives und bei 29,2 % (n = 33) grampositives und -negatives
Wachstum. Bei den Proben ohne Vorbehandlung wuchsen bei 3,4 %
(n=15) keine Bakterien an. Bei 28,6 % (n = 42) zeigte sich nur gram-
negatives, bei 33,3% (n=49) nur grampositives Wachstum. Eine
Mischkultur aus grampositiven und gramnegativen Keimen konnte
aus 34,7% (n=151) der Tupfer isoliert werden. |  Comparison of
the bacterial growth of swabs from diseased equine eyes taken after
antibiotic therapy (n=113) and between swabs taken without pre-
vious antibiotic application (n=147). After antibiotic pretreatment,
6.2% (n=7) showed no growth, 22.1% (n = 25) showed exclusively
Gram-negative growth, 42.5% (n=48) showed exclusively Gram-
positive growth, and 29.2% (n = 33) showed both Gram-positive and
Gram-negative growth. In the samples without pretreatment, no bac-
teria grew in 3.4% (n=5). Only Gram-negative growth was found in
28.6% (n=42) and only Gram-positive growth in 33.3% (n =49). A
mixed culture of Gram-positive and Gram-negative bacteria could be
isolated from 34.7% (n =51) of the swabs.
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Auswertung eingegangen. 113 Tupfer sind nach lokaler Vor-
behandlung, 147 ohne vorausgegangene lokale Antibiofi-
katherapie, enthommen worden. Zwischen beiden Gruppen
gab es keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des An-
teils grampositiver, bzw. -negativer Keime (Chi-Quadrat (3,

n=260) =4,14; p-Wert=0,24686; o= 0,05) (Abb. 2).

Hornhautbeteiligung

Zu 288 Abstrichen wurden von den einsendenden Tierarzi-
praxen eindeutige Angaben gemacht, ob die Cornea in den
Krankheitsprozess involviert war. Bei 146 beprobten Augen war
die Hornhaut beteiligt, bei 142 Tupfern nicht. Bei Tieren, bei
denen vorberichtlich eine Hornhautbeteiligung vorlag, konnte
signifikant héufig kein Keimwachstum nachgewiesen werden (p-
Wert =0,00119) und ein gleichzeitiger Nachweis von gramposi-
tiven und gramnegativen Keimen lag signifikant seltener vor (p-
Wert =0,00590) (Chi-Quadrat (3, n=288) a=0,05) (Abb. 3).

Alter

Bei 504 der untersuchten Pferde war das Alter zum Zeitpunkt der
Probenahme bekannt. 61 Pferde waren <4 Jahre alt und 120
Pferde > 21 Jahre. Die grofite Gruppe wurde von der Alters-
gruppe 5-20 Jahre (n=323) gebildet. Die meisten Mischkul-
turen gab es in der Altersgruppe < 4 Jahre mit 47,5% (n =29),

Keimwachstum mit & ohne
Hornhautbeteiligung
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Abb. 3 Vergleich des bakteriellen Wachstums von Abstrichen er-
krankter Pferdeaugen mit (n=146) und ohne Hornhautbeteiligung
(n=142). Das Ergebnis der bakteriologischen Untersuchung war bei
11,0% (n=16) der Tupfer von Augen mit Hornhautbeteiligung ne-
gativ. Ausschlieilich gramnegative Keime konnten hier bei 22,6 %
(n=33), ausschlieBlich grampositive bei 43,8% (n = 64) angeziich-
tet werden. Mischkulturen kamen bei 22,6% (n=33) vor. Nur bei
zwei Abstrichen (1,4 %) von erkrankten Augen ohne Hornhautbe-
teiligung blieb ein bakterielles Wachstum aus. Weiterhin lieBen sich
bei 26,8% (n=44) nur gramnegative und bei 31,0% (n=44) nur
grampositive Keime nachweisen. Bei 40,8 % (n = 38) wuchsen Keime
beider Gruppen. |  Comparison of bacterial growth of swabs
from diseased equine eyes with (n=146) and without corneal in-
volvement (n=142). The result of the bacteriological examination
was negative in 11.0% (n = 16) of the swabs from eyes with corneal
involvement. Exclusively Gram-negative bacteria could be cultured in
22.6% (n =33), exclusively Gram-positive in 43.8% (n = 64). Mixed
cultures occurred in 22.6% (n = 33). Bacterial growth was absent in
only two swabs (1.4%) from diseased eyes without corneal involve-
ment. Furthermore, in 26.8% (n=44) only Gram-negative and in
31.0% (n =44) only Gram-positive bacteria could be detected. Bac-
teria from both groups grew in 40.8% (n = 38).

Pferdeheilkunde — Equine Medicine 39 (2023)

A.-K. Schieder et al.

gefolgt von der Altersgruppe 520 Jahre mit 36,2% (n=117).
Bei den Tieren ab 21 Jahren liefen sich bei 32,5% (n=239)
Mischkulturen aus grampositiven und -negativen Keimen nach-
weisen. Bei den jungen Pferden war der Anteil der negativen

Vorkommen von Moraxella bovoculi
im Wechsel der Jahreszeiten

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10% -
Abb. 4 73% (n=24) aller aus erkrankten Pferdeaugen ange-
zichteten Moraxella bovoculi stammten aus Tupfern, die im Herbst
entnommen worden sind. 18% (n=6) waren es im Sommer — im
Frohling nur 6% (n=2) und im Winter nur noch 3% (n=1). |
73% (n=24) of all Moraxella bovoculi isolates cultured from disea-
sed equine eyes came from swabs taken in the autumn. 18% (n=6)

of the swabs were taken in summer, in spring only 6% (n=2) and in
winter only 3% (n=1).

Resistenzen mit & ohne Vorbehandlung

| _..T .

u

120

100
=

60
)
20
L]
o r T é

a\“ @ ‘
e b.,
& §

o : e 6* cﬁ“

mresistent  © intermediar  ® sensibel
pemusterte Siulen = ohne Vorbehandiung

Abb. 5  Gefillte Sgulen: In-vitro Wirksamkeit einiger Antibiotika bei
antibiotisch vorbehandelten Isolaten der Familien Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae und Moraxellaceae (n = 73) in absoluten Zahlen.
Anteil sensibler Isolate: Oxacillin 8,2% (n=6); Gentamicin 97,3%
(n=71); Neomycin 95,9% (n="70); Kanamycin 95,9% (n=70; En-
rofloxacin 94,5% (n=69); Tetracyclin 87,7% (n=64); Florfenicol
60,3% (n=44); Polymyxin B 75,3% (n=55). Gemusterte Séulen:
In-vitro Wirksamkeit einiger Antibiotika bei nicht-vorbehandelten Iso-
laten der Familien Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae und Mo-
raxellaceae (n=104) in absoluten Zahlen. Anteil sensibler Isolate:
Oxacillin 10,6% (n=11); Gentamicin 97,1% (n=101); Neomycin
97,1% (n=101); Kanamycin 96,2% (n=100); Enrofloxacin 100%
(n=104); Tetracyclin 86,5% (n=90); Florfenicol 63,5% (n=66);
Polymyxin B 64,4% (n=67). |  Filled columns: In vitro efficacy
of some antibiotics in antibiotic-pretreated isolates of the families En-
terobacteriaceae, Pseudomonadaceae and Moraxellaceae (n=73).
Percentage of sensitive isolates: oxacillin 8.2% (n=6); gentamicin
97.3% (n=71); neomycin 95.9% (n = 70); kanamycin 95.9% (n = 70;
enrofloxacin 94.5% (n = 69); tetracycline 87.7% (n = 64); florfenicol
60.3% (n=44); polymyxin B 75.3% (n=255). Patterned columns:
In vitro efficacy of some antibiotics in non-pretreated isolates of the
families Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae and Moraxellaceae
(n=104). Percentage of sensitive isolates: oxacillin 10.6% (n=11);
gentamicin 97.1% (n=101); neomycin 97.1% (n=101); kanamycin
96.2% (n=100); enrofloxacin 100% (n=104); tetracycline 86.5%
(n=90); florfenicol 63.5% (n = 66); polymyxin B 64.4% (n = 67).

15



Die Rolle gramnegativer Keime bei infektiésen Augenerkrankungen des Pferdes

Kulturen mit 3,3% (n=2) am geringsten. Bei den dlteren Pfer-
den lag der Anteil mit 5,5% (n=7) schon etwas héher. Bei den
Tieren mittleren Alters kam es bei 8,4 % (n=27) zu ausbleiben-
dem Wachstum. Geringe Unterschiede gab es im Vergleich der
grampositiven Reinkulturen mit 27,9 % (n = 17) bei den jungen,
32,8% (n=106) bei den mittelalten und 33,3% (n=40) bei
den alten Pferden. Der Anteil der gramnegativen Reinkulturen
nahm mit aufsteigendem Alter leicht zu: Von 21,3% (n=13),
Uber 22,6% (n=73) bis 28,3% (n=234). Es zeigte sich je-
doch kein statistisch signifikanter Unterschied (Chi-Quadrat (6,
n=504) =6,61; p-Wert =0,6779; a=0,05).

Vorkommen von Moraxella bovoculi im jahreszeitlichen Verlauf

Die Monate wurden wie folgt den entsprechenden Jahreszei-
ten zugeordnet: Marz, April, Mai: Frihling; Juni, Juli, August:
Sommer; September, Oktober, November: Herbst; Dezember,
Januar, Februar: Winter. Moraxella bovoculi konnte in der
vorliegenden Arbeit vorwiegend aus den Tupfern angezichtet
werden, die im Herbst eingesandt worden waren (Abb. 4)

Resistenzlage der gramnegativen Keime ohne und mit lokaler
antibiotischer Vorbehandlung

Bei 104 Keimen der Familien Enterobacteriaceae, Pseudo-
monadaceae und Moraxellaceae waren die entsprechenden
Pferdeaugen, aus denen sie isoliert werden konnten, vor Ab-
strichentnahme nicht antibiotisch vorbehandelt (Abb. 5, ge-
musterte Séulen). Bei 73 Keimen der vorgenannten Familien
war eine lokale antibiotische Vorbehandlung der entspre-
chenden Pferdeaugen von den behandelnden Tierdrzten an-
gegeben worden (Abb. 5, gefillte Séulen).

Von 66 Keimen war der verwendete Wirkstoff bekannt (Tab. 2).

Diskussion
Pantoea

Die Gattung Pantoea kam mit Abstand am haufigsten vor
(Tab. 1). Ihr auffallend héufiger Nachweis unterscheidet die
vorliegende Arbeit von vorausgegangenen Veréffentlichun-
gen. Pantoea spp. blieben in einer Reihe von Studien zur
okularen Mikroflora des Pferdes ungenannt oder konnten
zwar isoliert werden, aber deutlich seltener (Hampson et al.
2018, Johns et al. 2011, Keller und Hendrix 2005, Sauer
et al. 2003). Einer der méglichen Griinde fir eine ausblei-
bende Erwdhnung ist die Taxonomie: Erst seit 1989 gibt es
die eigenstdndige Gattung Pantoea. Davor gehérte Pantoea
agglomerans anderen Gattungen an, zuletzt als Enterobacter
agglomerans der Gattung Enterobacter (Schoch et al. 2020).
Demzufolge wurde dieser Keim vor 1989 anderen Gattungen
zugeordnet, teilweise auch noch in Studien danach.

Im Vergleich der Kulturbedingungen unterschied sich lediglich
das verwendete Selektivmedium fir gramnegative Keime. In
der vorliegenden Studie kam Endo-Agar zum Einsatz, in den
anderen Studien MacConkey-Agar. Beide Medien enthalten
Hemmstoffe fur grampositive Keime — Natriumsulfit und Fuch-
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sin bei Endo-Agar, Gallesalze und Kristallviolett bei MacCon-
key-Agar — sowie Farbindikatoren fur einen Lactoseabbau:
Fuchsin, bzw. Neutralrot. Gréflere Unterschiede zeigten sich
zwischen den Identifizierungsverfahren. In den meisten Studien,
mit Ausnahme einer Studie aus Finnland (Mustikka et al. 2020),
wurden mikrobiologische und biochemische Standardmetho-
den angewandt. In der vorliegenden Arbeit stand zusétzlich
auch der MALDI-TOF zur Verfiigung. Allerdings sind Pantoea
spp. bereits morphologisch sehr gut zu erkennen, so dass Un-
terschiede in der Nachweishdufigkeit kaum mit der Identifizie-
rungsmethode zufriedenstellend erklérbar sein dirften.

Weiterhin unterschied sich das Patientengut. Wahrend diese
Studie Augenabstriche von Pferden aus verschiedenen Regio-
nen Deutschlands ausgewertet hat, die zu unterschiedlichen
Jahreszeiten entnommen worden waren, stammten die vor-
ausgegangenen Studien aus Léndern mit anderen klimati-
schen Bedingungen.

Pantoea spp. sind ubiquitdr in der Natur verbreitet. Sie kom-
men sowohl auf der Pflanzenoberfléche als auch als Endophy-
ten in Pflanzen vor. Aufierdem sind sie in Wasser, Boden und
Staub zu finden, sowie im Kérper einiger Arthropoden und
verschiedener Wirbeltiere (Walterson und Stavrinides, 2015).
In der Humanmedizin gilt Pantoea agglomerans nicht als obli-
gat pathogen, sondern vielmehr als Erreger opportunistischer
Infektionen — meist nach Verletzungen durch Pflanzenmaterial
oder assoziiert mit einem Krankenhausaufenthalt (Dutkiewicz
et al. 2016). Dariber hinaus sind beim Menschen auch Félle
von Endophthalmitiden beschrieben (Sudhalkar et al. 2014,
Venincasa et al. 2015). Beim Pferd wird Pantoea agglome-
rans mit Plazentitis und Abort in Verbindung gebracht (Henker
et al. 2020, Hong et al. 1993).

Aufgrund von Erndhrungsweise und Haltung ist es nicht ver-
wunderlich, dass Pantoea agglomerans héufig auf der Augen-
oberflache von Pferden gefunden wird. So kommen Pferde
unabhéngig von der Haltungsform sténdig mit diesem Keim in
Kontakt — sei es beim Grasen auf der Weide oder bei Aufstal-
lung vor allem Uber die Heuaufnahme, bzw. den Heustaub.
Auch kénnten Insekten eine Rolle spielen. Da beim Menschen
infektidse Augenerkrankungen durch Pantoea agglomerans
beschrieben worden sind, ist es nicht auszuschlieen, dass
dieser Keim auch beim Pferd nach Vorschadigung okularer
Strukturen klinisch relevant werden kénnte.

Pseudomonas

Pseudomonaden sind weltweit ubiquitdr in der Natur verbreitet.
So findet man sie in Boden, Wasser und organischem Material.
Bei Tier und Mensch gelten sie als opportunistische Krankheits-
erreger (Songer und Post 2005). Beim Pferd werden Pseudomo-
nas spp. einerseits mit infekfiésen Augenerkrankungen assozi-
iert (McLaughlin et al. 1983, Moore et al. 1983, Sweeney und
Irby 1996), andererseits aber auch regelméBig aus gesunden
Pferdeaugen isoliert (Andrew et al. 2003, Gemensky-Metzler
et al. 2005, Hampson et al. 2018, Johns et al., 2011). Pseu-
domonas aeruginosa gilt hingegen als einer der virulentesten
Infektionserreger des Pferdeauges (Keller und Hendrix 2005,
Saver et al. 2003) und konnte héufig bei equiner ulzerativer Ke-
ratitis nachgewiesen werden (Keller und Hendrix 2005, Moore
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Tab. 1 Vorkommende Spezies der gramnegativen Bakterien, die aus Tupfern erkrankter Pferdeaugen isoliert worden sind, geordnet nach ihren
Gattungen und Familien. | Occuring species of Gram-negative bacteria isolated from swabs of diseased equine eyes, classified by their genera
and families.

Familie Gattung Spezies Anzahl Isolate

Pantoea agglomerans 256

Enterobacteriaceae (n=359)

Pantoea

Pantoea sp.

Pantoea ananatis

6
5

Escherichia

Escherichia coli

Escherichia coli mucoid

Escherichia coli hédmolysierend

Escherichia vulneris

39

N

Serratia

Serratia rubidaea
Serratia marcescens
Serratia liquefaciens
Serratia plymuthica
Serratia fronticola

Serratia ureilytica

N N~ O

Enterobacter

Enterobacter cloacae
Enterobacter sp.
Enterobacter asburiae

Enterobacter ludwigii

BN

Leclercia

Leclercia adecarboxylata

Kosakonia

Kosakonia cowanii

Rahnella

Rahnella aquatilis

W |~ |0

Erwinia

Erwinia persicina

Erwinia sp.

Klebsiella

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae

Citrobacter

Citrobacter freundii

Raoultella

Raoultella ornithinolytica

Moraxellaceae (n=141)

Acinetobacter

Acinetobacter Iwoffii
Acinetobacter sp.
Acinetobacter johnsonii
Acinetobacter schindleri
Acinetobacter pittii
Acinetobacter radioresistens
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter beijerinckii
Acinetobacter dispersus
Acinetobacter guillouiae

Acinetobacter urisingii

36
34

[ e L IPEN

Moraxella

Moraxella bovoculi

Moraxella sp.

Moraxella subsp. moraxella osloensis

Moraxella (Branhamella) ovis

Psychrobacter

Psychrobacter sp.

18

Pseudomonadaceae (n=137)

Pseudomonas

Pseudomonas koreensis
Pseudomonas sp.
Pseudomonas putida
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas chlororaphis
Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fulva
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Familie

Gattung

Spezies

Anzahl Isolate

Pseudomonadaceae (n=137)

Pseudomonas

Pseudomonas graminis
Pseudomonas kilonensis
Pseudomonas libanensis
Pseudomonas synxantha
Pseudomonas thivervalensis
Pseudomonas brassicacearum
Pseudomonas congelans
Pseudomonas corrugata
Pseudomonas fragi
Pseudomonas frederiksbergensis
Pseudomonas oryzihabitans
Pseudomonas viridiflava
Pseudomonas abietaniphila
Pseudomonas alcaliphila
Pseudomonas cichorii
Pseudomonas fuscovaginae
Pseudomonas gessardii
Pseudomonas jessenii
Pseudomonas mendocina
Pseudomonas poae
Pseudomonas proteolytica
Pseudomonas rhodesiae
Pseudomonas taetrolens
Pseudomonas umsongensis

Pseudomonas xanthomarina

NN NN N DNDNW WwWwM~NO

Pasteurellaceae (n=16)

Actinobacillus

Actinobacillus sp.

Actinobacillus equuli
Actinobacillus ureae
Actinobacillus pleuropneumoniae

Actinobacillus rossii

N W O,

Pasteurella

Pasteurella multocida

Pasteurella sp.

Hamophilus

Hamophilus parainfluenza

Alcaligenaceae (n=7)

Advenella

Advenella kashmirensis

Advenella incenata

Bordetella

Bordetella bronchiseptica

Bordetella petrii

Achromobacter

Achromobacter spanius

Alcaligenes

Alcaligenes sp.

Xanthomonadaceae (n=4)

Stenotrophomonas

Stenotrophomonas maltophila

Stenotrophomonas sp.

Morganellaceae (n=3)

Morganella

Morganella morganii

Proteus

Proteus mirabilis

Providencia

Providencia alcalifaciens

Myroidaceae (n=3)

Myroides

Myroides odoratimimus

Flavobacteriaceae (n=2)

Chryseobacterium

Chryseobacterium gleum

Chryseobacterium scophthalmum

Neisseriaceae (n=2)

Neisseria

Neisseria sp.

Oxalobacteraceae (n=2)

Massilia

Massilia sp.

Massilia timonae

Aeromonadaceae (n=1)

Aeromonas

Aeromonas veronii

Sphingobacteriaceae (n=1)

Sphingobacterium

Sphingobacterium multivorum
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etal. 1983, Saver et al. 2003). In einer Studie aus Polen erfolg-
te jedoch auch ein Nachweis aus einem gesunden Pferdeauge
(Zak et al. 2018). In der vorliegenden Arbeit konnte Pseudomo-
nas aeruginosa aus sieben Augentupfern isoliert werden. Lei-
der lagen zu den erkrankten Pferden keine genauen klinischen
Informationen vor. Pseudomonas aeruginosa verfigt Gber vie-
le Pathogenitatsfaktoren, die Augeninfektionen beginstigen.
Durch Fimbrien kann er sich an oberfléchliche Defekte des
Hornhautepithels anheften, die Epithelzellen penetrieren und
durch die Zellen hindurch zum Stroma gelangen. Es werden
Exotoxine, Endotoxine und Proteasen produziert, die Cornea-
zellen und Stroma stark beschédigen. Die Aktivierung cornea-
ler Proteasen fihrt weiterhin zur Kollangenolyse des Stromas.
Letztlich kann dies zum Totalverlust des Stromagewebes und zur
Perforation der Kornea, fihren (Brooks et al. 2017). Daher er-
fordert jeder Nachweis von Pseudomonas aeruginosa aus er-
krankten Pferdeaugen eine schnelle und effiziente Therapie.

Acinetobacter

Acinetobacter spp. sind in der Natur weit verbreitet. Sie be-
sitzen eine hohe Tenazitét. So kommen sie im Boden, Ober-
flachengewdssern, in Trink- und Abwasser vor. Bei Mensch
und Tier gehéren sie zur physiologischen Haut- und Schleim-
hautflora (Robert Koch-Institut 2020). Ein Vorkommen von
Acinetobacter auf der Pferdehaut wird auf eine Umgebungs-
kontamination zurickgefihrt (Zubrod et al. 2004). In der
Humanmedizin spielen Acinetobacter spp. als Erreger noso-
komialer Infektionen eine Rolle und besitzen hierbei eine aus-
geprdagte Féhigkeit zur Resistenzbildung (Robert Koch-Institut,
2020). Acinetobacter baumannii scheint sich auch in der
Veterindrmedizin als nosokomialer Erreger etabliert zu haben
— beim Pferd im Zusammenhang mit Thrombophlebitis, Infek-

Tab. 2 Absoluter und prozentualer Anteil sensibler Keimisolate
aus antibiotisch vorbehandelten Pferdeaugen gegeniber den ange-
wandten Antibiotika. |  Absolute and percentage share of sensitive
bacterial isolates from antibiotic-pretreated equine eyes versus the an-
tibiotics applied.

Anzahl der mit
dem Wirkstoff

vorbehandelten

Anzahl sensibler
Isolate gegeniber

dem Wirkstoff

Zur Vorbehandlung ver-
wendeter antibiotischer

Wirkstoff

Keime
Chloramphenicol 7 4
(Florfenicol)**
Cloxacillin (Oxacillin)** 5 1
Gentamicin 19 19
Gentamicin + Tetracyclin 2 1/1
Neomycin 9 9

Neomycin + Polymyxin B

+ teilweise mit Gramicidin in 14 14/7/*
Kombination

Ofloxacin (Enrofloxacin)** 2 2
Tetracyclin 8 8

* Das Resistenzverhalten gegeniber Gramicidin wurde nicht getestet

** Die gekennzeichneten Antibiotika sind stellvertretend fir die vorgenannten
Wirkstoffe getestet worden.

Resistenzentwicklungen gegeniber den eingesetzten Antibiotika waren nicht zu
beobachten.
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tionen des tiefen Respirationstrakts und Fohlensepsis (van der
Kolk et al. 2019). In der vorausgegangenen Arbeit zu dieser
Studie bestand lediglich eine ausgeprégte Resistenz innerhalb
der Familie der Moraxellaceae gegeniber Oxacillin (Schie-
der et al. 2021), was auf das grampositive Wirkspektrum des
Antibiotikums zurickzufihren ist.

In dieser Studie war die Gattung Acinetobacter die dritthéu-
figste Gattung innerhalb der gramnegativen Keime. In einer
Studie aus dem Vereinigten Kénigreich, die die Mikroflora
augengesunder Pferde untersucht hat, war Acinetobacter sp.
sogar die am haufigsten isolierte Bakterienspezies. (Johns et
al. 2011). Auch in anderen Versffentlichungen zur normalen
okularen Mikroflora wurden Acinetobacter spp. isoliert (Cat-
tabiani et al. 1976, Gemensky-Metzler et al. 2005, Hampson
et al. 2018). Ebenso lieflen sich auch Vertreter der Gattung
Acinetobacter aus erkrankten Pferdeaugen isolieren (Keller

und Hendrix 2005, Moore et al. 1995, Moore et al. 1983).

Escherichia

Escherichia coli (E. coli) konnte sowohl aus gesunden (Andrew
et al. 2003, Araghi-Sooreh et al. 2014, Gemensky-Metzler
et al. 2005, Hampson et al. 2018, Johns et al. 2011) als
auch aus erkrankten Pferdeaugen (Keller und Hendrix 2005,
Moore et al. 1995, Saver et al. 2003) isoliert werden. E. coli
gehort beim Menschen und warmblitigen Tieren zur norma-
len Darmflora. Durch Fékalien gelangt E. coli in die Umwelt
(Heesemann 2001). Zwar konnte E. coli aus erkrankten Au-
gen isoliert werden — es sind der Autorin aber keine Versf-
fentlichungen bekannt, bei der eine Augeninfektion beim Pferd
eindeutig auf E. coli zuriickgefihrt werden konnte. Da es fir
E. coli kein natirliches Habitat gibt, kénnte man die These
aufstellen, dass E. coli in Haltungsformen, in denen die Pferde
mehr Kontakt zu ihrem Kot haben (z.B. Boxenhaltung) haufiger
in Augenabstrichen zu finden sei als beispielsweise bei Pferden
aus groBzigiger Weidehaltung. Diese These bleibt zu prifen.

Moraxella

Auch Vertreter der Gattung Moraxella konnten aus gesunden
Pferdeaugen (Andrew et al. 2003, Cattabiani et al. 1976,
Gemensky-Metzler et al. 2005, Hampson et al. 2018, Johns
et al. 2011, Zak et al. 2018) und aus erkrankten Augen
(Hughes und Pugh Jr. 1970, Huntington et al. 1987, Liu et al.
2014, Mustikka et al. 2020, Sauver et al. 2003, Seeger et al.
2021) kulturell nachgewiesen werden. Hierbei fallt auf, dass
Moraxella spp. in gesunden Pferdeaugen héufiger vorkom-
men — in erkrankten Augen nur vereinzelt. So gehérten in der
vorliegenden Arbeit nur 5,75 % der gramnegativen Isolate der
Gattung Moraxella an. In einer Studie aus Ohio (Gemensky-
Metzler et al. 2005) und einer Studie aus Polen (Zak et al.
2018), die beide die Mikroflora gesunder Pferdeaugen unter-
sucht haben, stellte Moraxella hingegen sogar die haufigste
Gattung der nachgewiesenen gramnegativen Bakterien.

Moraxellen kommen auf der Haut, mukésen Membranen und
der Konjunktiva von S&ugetieren vor — in den meisten Féllen
als harmlose Kommensalen (Songer und Post 2005). Da Mo-
raxella spp. auch nur selten aus Augen mit ulzerativer Keratitis
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isoliert werden konnten, wurde vermutet, dass Moraxellen Be-
standteil der nichtpathogenen equinen Flora seien (Gemens-
ky-Metzler et al. 2005).

Erreger der Infektidsen Bovinen Keratokonjunktivitis (IBK), auch
bekannt als Pinkeye ist Moraxella bovis. Da M. bovoculi Gber
dhnliche Pathogenitatsfaktoren verfigt und in Verbindung mit
IBK in Abwesenheit von M. bovis bei Rindern isoliert werden
konnte (Loy und Brodersen 2014), kénnte auch M. bovoculi
bei der Pathogenese der IBK beteiligt sein. Neuere Versffent-
lichungen gehen davon aus, dass neben M. bovis auch ande-
re Pathogene, darunter M. bovoculi, IBK hervorrufen kénnen
(Zheng et al. 2019).

Zwei dltere Verdffentlichungen beschrieben die Isolation von
Moraxella spp., die serologisch und biochemisch M. bovis &h-
nelten, aus an Konjunktivitis erkrankten Pferdeaugen (Hughes
und Pugh Jr. 1970, Huntington et al. 1987). Eine Studie aus
Brasilien stellte zwei Félle equiner Keratokonjunktivitis vor, bei
denen M. bovoculi, bzw. eine nicht ndher identifizierbare Mo-
raxelle als Erreger identifiziert werden konnten. Beide Pferde
kamen aus schlechten Haltungsbedingungen (Seeger et al.
2021). In einer weiteren Studie wurde Moraxella bovoculi als
Erreger infekfidser Keratokonjunktivitis bei neun Rennpferden
eines Zuchtbetriebs in China gefunden (Liu et al. 2014). In der
vorliegenden Arbeit wurden aus insgesamt 844 Augentupfern
39 Moraxellen isoliert, 33 Isolate davon konnten als Moraxella
bovoculi identifiziert werden. Zu neun der betroffenen Pferde
lagen genauere klinische Informationen vor: zwei Pferde waren
an Keratokonjunktivitis erkrankt, sieben an Konjunktivitis ohne
Hornhautbeteiligung, von denen ein Krankheitsverlauf als re-
zidivierend und einer als chronisch beschrieben worden ist. In
einem Fall waren im gleichen Bestand des beprobten Pferdes
gleichzeitig mehrere Tiere von eitrigem Ausfluss betroffen. Auf-
fallig war, dass Moraxella bovoculi Gberwiegend aus Tupfern
isoliert werden konnte, die im Herbst entnommen worden waren
(Abb. 4). Dies deckt sich trotz unterschiedlicher klimatischer Be-
dingungen mit einer Studie aus Florida, die im Oktober, vergli-
chen mit den Probenahmen zu anderen Jahreszeiten, die héchs-
te Préivalenz von Moraxella spp. feststellte (Andrew et al. 2003).

Auswirkungen antibiotischer Vorbehandlung auf das Keim-
wachstum

Es wird vermutet, dass topische Anwendungen antibiotischer
Praparate am Auge zu einem Shift der Gberwiegend gramposi-
tiven Mikroflora hin zu gramnegativen Bakterien und Pilzen fuh-
ren, vor allem bei chronischem Gebrauch (Gemensky-Metzler
et al. 2005). So konnten gramnegative Isolate in behandelten
ulzerierten Augen mit gréfierer Haufigkeit nachgewiesen wer-
den als in unbehandelten (Moore et al. 1995). In einer Studie,
in der Neomycin, Polymyxin und Bacitracin gesunden Pferden
lokal appliziert worden sind, zeigte sich eine Woche nach der
Anwendung eine voribergehende Reduktion der grampositi-
ven Keime (Gemensky-Metzler et al. 2005). Keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem kulturell nachweisbaren Keimspek-
trum antibiotisch vorbehandelter und nicht vorbehandelter Pfer-
deaugen gab es hingegen in der vorliegenden Studie, wenn
man die Keimnachweise in die Gruppen der Grampositiven
und der Gramnegativen zusammenfasst. So lag der Anteil der
gramnegativen Reinkulturen bei den unbehandelten Augen so-
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gar etwas héher (Abb. 2). Hierzu ist allerdings kritisch anzumer-
ken, dass in diese Auswertung nur die Untersuchungsergeb-
nisse von Pferden eingegangen sind, zu denen Informationen
beziglich einer vorausgegangenen topischen Antibiotikathe-
rapie vor der Abstrichentnahme vorlagen. Die Therapiedauer
und der Abstand zur Probennahme waren aber oftmals nicht
bekannt. Weiterhin wurde der Effekt antibiotischer Therapie auf
die okulare Mikroflora in einer Studie untersucht, in der Next
Generation Sequencing angewendet worden ist. Hier zeigte
sich, dass die okulare Mikroflora auch unter Therapie weitge-
hend stabil blieb (Scott et al. 2019), was im Einklang mit der
vorliegenden Studie ist.

Vorkommen gramnegativer Keime bei infektiésen Augener-
krankungen mit Hornhautbeteiligung

In einigen Studien, die das bakterielle Wachstum bei infektis-
ser Keratitis ausgewertet haben, wurden gramnegative Keime
vermehrt isoliert (Moore et al. 1995, Moore et al. 1983). Vor
allem Pseudomonas spp. und einige coliforme Keime werden
mit Hornhautulzera in Verbindung gebracht (Gemensky-Metz-
ler et al. 2005, McLaughlin et al. 1983, Moore et al. 1983).
Auch in der vorliegenden Studie gab es signifikante Unter-
schiede im bakteriellen Wachstum zwischen Tupferproben, die
von erkrankten Augen mit und ohne Hornhautbeteiligung ent-
nommen worden waren. Allerdings waren hier nur die Unter-
schiede zwischen den negativen Kulturen und der Mischkultur
signifikant: War die Hornhaut in den Erkrankungsprozess in-
volviert, lieBen sich weniger Mischkulturen nachweisen. Au-
Berdem blieb bakterielles Wachstum héufiger aus (Abb. 3).
Dass vermehrt gramnegative Bakterien bei Keratitiden nach-
gewiesen werden, lief} sich nicht bestétigen. Der Anteil gram-
negativer Reinkulturen war sogar etwas niedriger als bei der
Gruppe ohne Hornhautbeteiligung (Abb. 3).

Einfluss des Pferdealters auf das Keimwachstum

Der Einflussfaktor Alter wurde bereits in Studien zur okula-
ren Mikroflora des Pferdeauges untersucht. Hierbei kam es
zu widersprichlichen Ergebnissen. In einer Studie konnten bei
jingeren Pferden vermehrt gramnegative Bakterien und Pilze
nachgewiesen werden (Andrew et al. 2003). In einer anderen
Arbeit waren die Pferde, aus deren Augenabstrichen gram-
negative Keime angezichtet werden konnten, signifikant &l-
ter (Johns et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit war bei
den jungen Pferden lediglich der Anteil der Mischkulturen im
Vergleich mit den anderen Altersgruppen etwas gréfier, die
Unterschiede waren aber nicht signifikant. Dies deckt sich mit
Studien aus Polen (Zak et al. 2018) und Australien (Hampson
et al. 2018). Zu beachten ist allerdings, dass die hier zitierten
Studien Untersuchungen augengesunder Pferde umfassten,
wéhrend die aktuelle Studie Pferde mit infektiésen Augen-
erkrankungen ausgewertet hat.

Resistenzlage nicht vorbehandelter versus Resistenzlage anti-
biotisch lokal vorbehandelter Keime

Die Unterschiede zwischen beiden Gruppen waren gering.
Bei den meisten untersuchten Wirkstoffen kam es nach lo-
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kaler antibiotischer Vorbehandlung zu einem leichten Abfall
des Anteils sensibler Isolate — so bei Oxacillin, Neomycin,
Kanamycin, Enrofloxacin und Florfenicol. Hingegen kam es
bei Gentamicin, Tetracyclin und Polymyxin sogar zu einem An-
stieg der als sensibel getesteten Isolate (Abb. 5).

Nach Wissen der Autorin gibt es bislang noch keine Studie,
die die Resistenzlage okularer Bakterien beim Pferd vor und
nach topischer Antibiotikatherapie vergleicht. In der Human-
medizin wird empfohlen, bei akuten, milden bis moderaten
Konjunktivitiden auf topische Antibiotika bei gutem Heilungs-
verlauf zu verzichten, da das Risiko der Selektion resistenter
Bakterienstdmme bestdnde (Aramd 2020). Andererseits aber
wird die Wahrscheinlichkeit, durch lokale Antibiotikaanwen-
dung resistente Bakterien zu selektieren als gering einge-
schétzt. So erreiche man bei korrekter Anwendung topischer
Augenprdparate hohe lokale Wirkstoffspiegel (Aramd 2020).
Unterdosierungen, Langzeittherapien und wiederholte lokale
Behandlungen kénnten jedoch ein Auftreten resistenter Bak-
terienstémme verursachen (Aramda 2020, Miller 2017, Sand-
meyer et al. 2017). Zunéchst schwierig nachzuvollziehen war
die Beobachtung der vorliegenden Studie, dass bei einigen
Antibiotika nach Vorbehandlung weniger Resistenzen auftra-
ten. Zur genaueren Analyse wurde in einem weiteren Schritt
geschaut, wie sich die Keime gegeniber den einzelnen Wirk-
stoffen verhalten, mit denen sie auch vorbehandelt worden
waren (Tab. 2). Hierbei zeigte sich, dass nach Therapie mit
einem Polymyxin B enthaltendem Kombinationspréparat nur
noch die Halfte der Isolate sensibel gegeniber Polymyxin B
war. Somit muss das Ergebnis aus Abb. 5 auch unter Beriick-
sichtigung der zu Grunde liegenden kleinen Untersuchungs-
zahlen relativiert werden. Nur 14 Pferdeaugen waren mit
Polymyxin B vorbehandelt, 52 mit Antibiotika anderer Wirk-
stoffklassen. Daher war es nicht zu erwarten, dass es in der
Gesamtbetrachtung aller Keime zu einem Anstieg der Resis-
tenzen gegeniber Polymyxin B kommen wirde. Bei Genta-
micin und Tetracyclin war die Abnahme der Resistenzen nach
antibiotischer Vorbehandlung nur marginal.

Zu beachten ist, dass die vorliegende Studie lediglich einen An-
haltspunkt liefern kann, ob lokale Antibiotikatherapien des Auges
Resistenzen induzieren. So war beispielsweise die Resistenzlage
vor Behandlung nicht bekannt. Wollte man diese Fragestellung
genaver unfersuchen, misste man dieselben Pferdeaugen vor
und nach topischer Antibiotikatherapie beproben (innerhalb
eines definierten und einheitlichen Zeitrahmens) und musste
neben dem Keimspektrum die Antibiogramme vergleichen.

Auch wenn sich die klinische Relevanz der héaufig nachge-
wiesenen Bakteriengattungen Pantoea, Pseudomonas, Aci-
netobacter, Escherichia und Moraxella nicht pauschal festle-
gen lésst und fir jeden Patienten individuell beurteilt werden
muss, spricht der héufige Nachweis gramnegativer Keime aus
Abstrichen erkrankter Pferdeaugen (Schieder et al. 2021) for
eine wichtige Rolle.

In der Praxis kann dies die Wahl des Antibiotikums beeinflus-
sen. Momentan sind in Deutschland nur drei Préparate fur die
lokale Anwendung am Pferdeauge zugelassen, die entweder
Tetracyclin oder Cloxacillin enthalten (Veterindrmedizinischer
Informationsdienst fir Arzneimittelanwendung Toxikologie und
Arzneimittelrecht Universitdt Leipzig 2022). Da Cloxacillin ein
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grampositives Wirkspektrum besitzt, scheint Tetracyclin im Hin-
blick auf die gramnegativen Keime fir die Erstbehandlung ohne
bakteriologisches Untersuchungsergebnis geeigneter zu sein.

Aufgrund der wenigen zugelassenen antibiotischen Augenpréa-
parate ergeben sich beim Pferd héufig Umwidmungen, die, ge-
maB Verordnung Uber Tierdrziliche Hausapotheken (TAHAV),
eine Anfibiogrammpflicht nach sich ziehen (Bundesministerium
der Justiz und fir Verbraucherschutz 2018). So wird in der Pra-
xis beispielsweise hdufig auf Aminoglykoside zuriickgegriffen,
die sich gegeniber gramnegativen Keimen auch hochwirksam
zeigten. Das Resistenzspekirum der Familien Enterobacteriace-
ae, Moraxellaceae und Pseudomonadaceae sind der vorange-
gangenen Studie zu entnehmen (Schieder et al. 2021).

Bei Schlachtequiden sind weitere rechtliche Vorgaben, wie
etwa die Dauver der Wartezeit, zu beachten. Chloramphenicol
gehdrt gemaB VO (EU) Nr. 37/2010, Tabelle 2 zu den verbo-
tenen Stoffen und darf somit bei Pferden, die zur Schlachtung
bestimmt sind, nicht angewendet werden.

Ob die lokale Antibiotikatherapie des Auges zu einem Anstieg
von Resistenzen fihrt, konnte mit der vorliegenden Arbeit weder
bestétigt noch widerlegt werden. Hier bedarf es weiterer Studien.
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