Wissenschaftliche Reihe
der Klinik fiir Pferde
Herausgegeben von

Karsten Feige, Harald Sieme, Florian Geburek,
Sabine Kastner, Bernhard Ohnesorge

Leonie Maria Stolle

In vitro-Untersuchungen zu
antiseptischen Therapieansatzen bei der
infektidsen Keratitis des Pferdes

STIFTUNG TIERARZTLICHE HOCHSCHULE HANNOVER 7 3

(V Cuvillier Verla§ Gottingen

Internationaler wissenschaftlicher Fachverlag



Leonie Maria Stolle

In vitro-Untersuchungen zu antiseptischen Therapie-
ansatzen bei der infektidsen Keratitis des Pferdes

(V Cuvillier Verlag Gottingen

Internationaler wissenschaftlicher Fachverlag



Impressum

Reihe: Wissenschaftliche Reihe der Klinik fiir Pferde, Bd. 73
Titel des Werkes: In vitro-Untersuchungen zu antiseptischen
Therapieansatzen bei der infektiosen Keratitis des Pferdes
Autorin: Leonie Maria Stolle

Cuvillier Verlag GmbH

Nonnenstieg 8

37075 Géttingen

Telefon: 0049-551-547240

Webseite: www.cuvillier.de E-Mail: info@cuvillier.de

Bibliografische Informationen der Deutschen Nationalbibliothek
Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der
Deutschen Nationalbibliografie; detaillierte bibliografische Daten sind
im Internet Uber http://dnb.dnb.de abrufbar.

1. Auflage, Gottingen. 2026
Zugl.: Tierarztliche Hochschule Hannover, 2026

Diese Publikation wurde durch Mittel aus dem Publikationsfonds
NiedersachsenOPEN unterstitzt, der von zukunft.niedersachsen
finanziert wird.

© Cuvillier Verlag GmbH, Géttingen

Dieses Werk ist lizenziert unter einer Creative Commons Namens-
nennung 4.0 International Lizenz (CC BY 4.0). https://creativecom-
mons.org/licenses/by/4.0/ Sie kdnnen das Material frei weiterverbrei-
ten und bearbeiten, auch fir kommerzielle Zwecke, sofern Sie die
Quelle ordnungsgemal angeben. Sie mussen aulierdem einen Link
zur Lizenz angeben und auf Anderungen hinweisen. Alle Rechte an
Inhalten, die nicht unter diese Lizenz fallen, bleiben vorbehalten.

Gedruckt auf umweltfreundlichem, saurefreiem Papier aus nachhalti-
ger Forstwirtschaft.

ISSN  2194-6647 (Print)

ISSN  3053-8947 (Online)

ISBN  978-3-68952-525-5

elSBN 978-3-68952-526-2

ORCID 0009-0008-1542-4101

DOI 10.61061/ISBN_9783689525255



Tierarztliche Hochschule Hannover

In vitro-Untersuchungen zu antiseptischen Therapie-

ansatzen bei der infektiosen Keratitis des Pferdes

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Grades

Doctor medicinae veterinariae
(Dr. med. vet.)

vorgelegt von
Leonie Maria Stolle

Wildeshausen

Hannover 2026



Wissenschaftliche Betreuung:

1. Prof. Dr. med. vet. Bernhard Ohnesorge
Klinik fur Pferde
Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover
2. Dr. med. vet. Claudia Busse

Klinik fur Kleintiere
Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover

1. Gutachter: Prof. Dr. med. vet. Bernhard Ohnesorge

2. Gutachter: Prof. Dr. rer. nat. Lothar Kreienbrock

Tag der mundlichen Prifung: 28.04.2026



Meiner Familie



Teile der vorliegenden Dissertation wurden bereits publiziert oder in wissen-
schaftlichen Vortragen vorgestellt:

Wissenschaftliche Vortrage:

Aktuelle antibiotische Resistenzlage und Wirksamkeit von Antiseptika bei hau-
fig auftretenden Bakterien aus equinen infektiosen Keratitiden — Methodik
Vortrag im Rahmen des Klinikseminars der Klinik fur Pferde, Stiftung Tierarztliche
Hochschule Hannover, 12.11.2024, Hannover

Aktuelle antibiotische Resistenzlage und Wirksamkeit von Antiseptika bei hau-
fig auftretenden Bakterien aus equinen infektiosen Keratitiden — Methodik
Vortrag im Rahmen des Pharmakologischen Kolloquiums des Instituts fiir Pharmako-
logie, Toxikologie und Pharmazie, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover,
27.11.2024, Hannover

Polyhexanide, povidone-iodine and hypochlorous acid show high antimicrobial
efficacy against pathogens commonly associated with equine infectious
keratitis — Ergebnisse

Vortrag auf dem Kongress des European College Veterinary Ophthalmology (ECVO),
22.05.2025-25.05.2025, Edinburgh, Scotland (Présentation am 23.05.2025)

Publikation in einem peer-reviewed Journal:

Stolle L, Oltmanns H, Mei3ner J, Heun F, Schieder A, Ohnesorge B, Busse C: Poly-
hexanide, povidone-iodine and hypochlorous acid show high antimicrobial effi-
cacy against pathogens commonly associated with equine infectious keratitis
Journal: Veterinary Ophthalmology

Article DOI: 10.1111/vop.70141, Article ID: VOP70141, Internal Article ID: 100453698



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 EINIGIUNG ..ot 1
2 LiteraturlibersiCht...........ccooiiiiiiinniinne e —————— 3
2.1 Allgemeine Anatomie und funktionelle Grundlagen des Pferdeauges .................... 3
2.1.1  Die Kornea im Detail .............cooiiiiiiii 3
2.1.2  Strukturorganisation der KOrnea.............ceeiuiiiiiieiiii e 4
2.1.21  Das EPIthel......oo i s 4
2.1.2.2  DAS STrOMA ...t e 5
2.1.23  Das Endothel...........o e 5
2.1.3 Innervation und sensorische FUNKtion ... 6
2.1.4 Immunologische Besonderheiten ... 6
2.1.5  Zellulare OrganiSation .............coiiueeiieieiiiiee et eeeee e eee e e e e e e e s enraeeeeannnees 7
2.1.6  Wundheilungsgrundlagen............cccooueeoiiieiiiie e 8
2.1.7 Physiologische Mikroflora der okuldren Oberflache............cccocoiiiiiiiiniicee. 8
2.2 Korneale Erkrankungen des Pferdes............cooiiiiiiiiiiiiiiic e 9
221 Uberblick PAthOIOGIEN ............oovveeiiiieeceeeee e 10
2.2.2 Keratitis des Pferdes ...........ocoiiiiiiiiiiiii 10
2.2.2.1  Definition und Einteilung infektidser Keratitiden .............cccccoevviieeeeniinn.. 11
2.2.2.2 Equine bakterielle ulzerative Keratitis .................occoiiiiiiiii s 11
2.2.2.3 Préadisponierende Faktoren und Pathogenese...............ccccooiiiiiiiiines 12
2224  Klinische SymptomatiK ..........ccooeiiiiiiiiiiiie e 13
2.2.2.5  DIAQNOSIK ....eveieeeiiiiiee et e e aaee e s 14
2.2.2.6  Atiologie und bakterielles Erregerspekirum ............ccocceeeveeeveeeveevseenennn 15
2.3 Therapeutische Konzepte Keratitis. ..o 16
2.3.17  GruNAPriNZIPIEN ....ccvviiie ettt et e e e e e e s e e e e s naaaaeeeennnrees 16
2.3.2  Antimikrobielle ThErapi€.........ccccuiiiiiiiiiiee et
2.3.3 Erganzende und unterstiitzende Therapiestrategien .
2.3.3.1  Kontrolle der Proteolyse ..o
2.3.3.2  Entziindungs- und Schmerzmanagement...........c.cceeruierieieinieesieeenieeeies
2.3.3.3  Chirurgische Therapie .........c.cciiiiaiiieiiiieeie e 19
2.3.4 Prognostische Bedeutung der Therapie ..............ccoooiiiiiiiiiiiii e 20
24 Grenzen der antibiotischen Therapie und Resistenzproblematik..............c.c.ccc.... 20
2.4.1 Einfluss topischer Antibiotika auf die okulare Mikroflora ..............cccccooeeinienns 20
2.4.2 Resistenzlage vorkommender Bakterien .............occcvveiiiiiiiiiiiiiicee e 21
2.4.3 Fokus auf methicillin-resistente Staphylococcus aureus-Stdmme ..................... 22



Inhaltsverzeichnis

2.4.4 Auswirkungen auf die Therapie und den One-Health-Ansatz .............cccccoceenne 23
2.5 Nicht-antibiotische antimikrobielle Substanzen..............ccccccoiiiiiiiiiii e 24
2.5.1 Grundlagen antiseptischer Wirkstoffe und Mechanismen.............ccccocveveiniines 24
2.5.2  POVIAON-TOA. ...ttt e e e 25

25.21 Physikalisch-chemische Wirkweise ...

25.2.2 Anwendung und Vertraglichkeit ...... .25

2.5.3  HypOoChIOrGE SAUNE.........ooiiiiiiiiiiie et 26

2.5.3.1  Physikalisch-chemische Wirkweise ..............ccccoiiiiiiiiiiii e 26

2.5.3.2 Anwendung und Vertraglichkeit ... 27

2.5.4  POIYREXANIA .....oiiiiiiiiiie e 28

2.5.41  Physikalisch-chemische WIirkweise .............cccccooniiiiiiiiiiiciiinieee e 28

2.5.4.2 Anwendung und VertraglichKeit .............ccooiiiiiiiiii e 29

26 FOrschungSIUCKEN ... e 30

3 Zielsetzung und Hypothese der Arbeit ..., 31

4  Eigene UntersuChUNQGeN .........cociiiiiiiiinii s s s 32

4.1 ADSTTACE. ...t 33

4.2 PUBIKAHON ... 35

5 DiSKUSSION ..o 51

5.1 Einordnung der Ergebnisse...........oouiiiiiiiiiii e 51

5.1.1  KIiNiSChe BEAGUIUNG .......eiiiiiiiiiie ettt 52

5.2 Ubertragbarkeit auf die Klinische SItUation .............cccceveveeviieeeeeeceeceeeee e 53

5.2.1 Kontaktzeit, Retention und Verdlnnung ..........cccooecuiiiiiiiniieiiie e 53

5.2.2 Einfluss von Proteinlast, pH und okuldrem Milieu................ccocoeiiiiiiiieniicennen. 54
5.2.3 Begrenzte stromale Penetration .............oooouiiiiiiiiiiii e

5.3 Erregerspektrum und biologische Einordnung

5.3.1 Représentativitat des untersuchten Erregerspektrums ................cccoooiiiiienne. 56
5.3.2 Bedeutung myKotiSCher Erreger..........ooiiiiiiiiiiiiiii e 57
5.4 Biofilmbildung bei der equinen infektidsen Keratitis.............ccccoeeriiiiniiiiiiieninns 57
5.4.1 Relevanz der Biofilme ..........cccociiiiiiiiiiiie e 57
5.4.2 Wirksamkeit der Antiseptika gegenuber Biofilmen............cccoooeiiiiiiieniiiccnnen. 58
5.5 Methodische Einordnung der StUdie ..........cccooiiiiiiiiiiiieneee e 59
5.6 Klinische Perspektive und AUSDIICK ..........coueiiiiiiiiiiee e 61
5.6.1 Praktische Umsetzung im klinischen Alltag ...........ccccoeevvieeeiiiiiiie e 61
5.6.2 Vergleich mit anderen AntiSeptika ............cccoviiiiiiiiiiii e 62



Inhaltsverzeichnis

5.6.3 Einordnung im Kontext von One Health .............cccoiiiiiiiiiiceeeeec e 64

B.7  AUSDIICK ..t 65

6 ZUSAMMENTASSUNG.....cueriiriiinrrrrissrnrrersssssnersssssnnesssssssnesessssnnessssssnneesssssnsnensssssnnesssanns 67
AR~ 1 1141 11T .2 69
8 Verwendung von kiinstlicher Intelligenz . .71
9 Literaturverzeichnis .........c.cccceiiininnnnns .73

VI 0 T 141GV 1 ' T 95



Abklrzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

ABCG2 ATP-binding-cassette sub-family G

B. cereus Bacillus cereus

bFGF basic Fibroblast Growth Factor

CFU Colony Forming Units

CFU/mL Colony Forming Units per milliliter

CK14 Cytokeratin 14

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute

cm Zentimeter

cm? Kubikzentimeter

DNA Desoxyribonukleinsaure

DMSZz Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen

DSM Stammnummer nach DMSZ

E. hormaechei Enterobacter hormaechei

ECDC European Centre for Disease Prevention and Control

EFSA European Food Safety Authority

EGF Epidermal Growth Factor

EMA European Medicines Agency

EU Européaische Union

g Gramm

HOCI Hypochlorige Saure

IL-1 Interleukin-1

KBE/mL Koloniebildende Eineiten pro Milliliter

L Liter

mecA-Gen Methicillin-resistance gene A

MBC Minimal Bactericidal Concentration

mg Milligramm

mg/L Milligramm pro Liter

mL Milliliter

mm Millimeter

mm?3 Kubikmillimeter

MHC Major Histocompatibility Complex

MHK Minimale Hemmkonzentration

MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

ug Mikrogramm



Abklrzungsverzeichnis

pug/mL Mikrogramm pro Milliliter

uL Mikroliter

NGS Next-Generation-Sequencing
nm Nanometer

p63 Tumor Protein p63

pH pH-Wert

PDGF Platelet-Derived Growth Factor
PHMB Polyhexamethylenbiguanid
ppm Parts per million / Teile pro Million
PVP-I Polyvinylpyrrolidon-lod

S. aureus Staphylococcus aureus

S. zooepidemicus

Streptococcus equi subspezies zooepidemicus

spp. Spezies

subsp. Subspezies

TGF-B Transforming Growth Factor Beta
TNF-a Tumornekrosefaktor alpha

V1-V8 Verdinnungsstufen 1-8

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
WHO World Health Organization






Einleitung

1 Einleitung

Erkrankungen der Kornea gehdren zu den haufigsten ophthalmologischen Krankheitsbildern
beim Pferd und besitzen aufgrund der zentralen Bedeutung der Hornhaut flr die Sehfunktion
eine hohe klinische Relevanz (Clode & Matthews, 2011). Ulzerative, infektiose Keratitiden stel-
len dabei potenziell seh- und bulbusbedrohende Erkrankungen dar, die haufig mit starker
Schmerzsymptomatik, raschem Voranschreiten und dem Risiko bleibender struktureller Scha-
den einhergehen (Andrew et al., 1998; Clode, 2010; Strubbe et al., 2000). Ein friihzeitiges und
konsequentes therapeutisches Vorgehen ist daher entscheidend fir den Erhalt der kornealen
Transparenz und der allgemeinen visuellen Funktion.

Die anatomischen Gegebenheiten des equinen Auges bedingen eine erhdhte Anfalligkeit der
Kornea fiir mechanische Einwirkungen und daraus resultierende Schadigungen. Insbesondere
die seitliche Lage der Augen am Kopf sowie die vergleichsweise groRe okuldre Oberflache
beglinstigen das Auftreten von Hornhautverletzungen. Zuséatzlich trégt die Lebensweise des
Pferdes als Fluchttier zu einem erhdhten Risiko fiir okulare Traumata bei (Clode & Matthews,
2011). Dementsprechend kommt es haufig zu oberflachlichen Verletzungen der Kornea,
wodurch die physiologische Barrierefunktion beeintrachtigt werden kann. In der Folge wird das
Eindringen mikrobieller Erreger begunstigt. Im weiteren Verlauf kdnnen entziindliche Prozesse
sowie proteolytische Abbauvorgénge im Hornhautstroma einsetzen, die die Entstehung und
Progression ulzerativer, infektidser Lasionen férdern (Andrew et al., 1998; Clode & Matthews,
2011; Ollivier et al., 2007).

Die Therapie der infektidsen Keratitis beim Pferd ist aufgrund des haufig rasch progredienten
Verlaufs und des heterogenen bakteriellen Erregerspektrums besonders anspruchsvoll. In der
klinischen Praxis ist daher haufig eine sofortige empirische antimikrobielle Behandlung
erforderlich, noch bevor mikrobiologische Ergebnisse vorliegen (Clode, 2010; Matthews,
2009). Gleichzeitig limitieren zunehmende antimikrobielle Resistenzen die Wirksamkeit
etablierter Therapiekonzepte und erschweren eine gezielte Wirkstoffauswahl (Foote et al.,
2023; Vercruysse et al., 2022; Verdenius et al., 2024).

Vor dem Hintergrund der zunehmenden Verbreitung antimikrobieller Resistenzen, regulatori-
scher Einschrankungen beim generellen Antibiotikaeinsatz sowie der wachsenden Bedeutung
des One-Health-Ansatzes geraten etablierte therapeutische Konzepte bei infektiésen Horn-
hauterkrankungen zunehmend unter Druck (Hellander Edman et al., 2019; Raidal, 2019; Sauer
et al., 2003). Es gewinnen antibiotikasparende und erganzende Strategien deutlich an Rele-
vanz. Insbesondere lokal applizierbare, nicht antibiotische antimikrobielle beziehungsweise
antiseptische Substanzen riicken verstarkt in den Fokus, da sie ein breites Wirkspektrum auf-
weisen und unabhangig von klassischen Resistenzmechanismen eingesetzt werden kénnen.
Vor allem Povidon-lod (PVP-I), hypochlorige Saure (HOCI) und Polyhexanid (PHMB) werden



Einleitung

in der aktuellen Literatur zunehmend als vielversprechende Alternativen oder adjuvante The-
rapieoptionen bei infektidsen Hornhauterkrankungen diskutiert.

Im Folgenden werden die anatomischen und physiologischen Grundlagen der equinen Kornea
dargestellt. Die Pathogenese und klinischen Charakteristika kornealer Erkrankungen werden
mit besonderem Schwerpunkt auf der infektidsen und bakteriellen ulzerativen Keratitis zusam-
mengefasst. Zudem werden etablierte therapeutische Konzepte kritisch beleuchtet.
Aufbauend darauf werden ausgewahlte antiseptische Substanzen hinsichtlich ihrer
Wirkmechanismen, Anwendungsmdglichkeiten und okuldren Vertraglichkeit dargestellt, um
eine strukturierte Grundlage flr die Bewertung antibiotikasparender oder erganzender Thera-

piestrategien zu schaffen.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Aligemeine Anatomie und funktionelle Grundlagen des Pferdeauges

Das Sehorgan des Pferdes reagiert auf Lichtreize im sichtbaren Wellenldngenbereich
zwischen etwa 400-700 nm und weist artspezifische Besonderheiten, darunter beispielsweise
ein dichromatisches Farbsehen sowie eine funktionelle Anpassung an geringe
Lichtintensitaten, auf (Macuda & Timney, 1999). Es ermdglicht sowohl die Orientierung im Nah-
als auch im Fernbereich und umfasst neben dem Augapfel (Bulbus) den Sehnerven, die
zentralen Sehbahnen sowie die kortikalen Sehzentren. Die seitliche Anordnung der Augen am
Kopf des Pferdes fuhrt zur Ausbildung ausgepragter monokularer Sehfelder mit einer Diver-
genz der Augenachsen von etwa 90° und ermdglicht dadurch ein weitreichendes panorami-
sches Sichtfeld (Nickel et al., 2004).

Der Augapfel ist in der knéchernen Orbita positioniert und wird dort durch ein retrobulbares
Fettpolster sowie die Periorbita stabilisiert. Der nach auen exponierte Anteil des Bulbus ist
auBeren Einwirkungen ausgesetzt, wird jedoch durch die Augenlider geschiitzt, die Uber den
Lidschlussreflex eine wirksame Barriere gegeniiber mechanischen, optischen und chemi-
schen Reizen darstellen. Erganzend Gbernehmen Bindehaut und Tranenapparat eine schit-
zende Funktion, indem ihre Sekrete die vordere Bulbusoberflache befeuchten, reinigen und
zur Stabilitat des Tranenfilms beitragen (Liebich & Konig, 2005; Nickel et al., 2004).
Morphometrisch weist der equine Augapfel einen mittleren Langs-, Quer- und Vertikaldurch-
messer von etwa 42,4 : 49,8 : 45,0 mm auf (Nickel et al., 2004) und ist damit insgesamt breiter
als hoch. Das Bulbusvolumen liegt zwischen 38,0 und 57,7 cm?® (Clode & Matthews, 2011).
Der Augapfel stellt einen Hohlraum dar, der mit lichtbrechenden Medien unterschiedlicher Kon-
sistenz geflllt ist. Anatomisch wird der Bulbus von drei konzentrisch angeordneten Hauten
gebildet: Der inneren Augenhaut (Tunica interna bulbi, Retina), der mittleren Augenhaut
(Tunica vasculosa bulbi, bestehend aus Choroidea, Corpus ciliare und Iris) sowie der auf3eren
Augenhaut (Tunica fibrosa bulbi), die sich aus der Lederhaut (Sklera) und der transparenten

Hornhaut (Kornea) zusammensetzt.

2.1.1 Die Kornea im Detail

Die Kornea bildet den vordersten Abschnitt der duBeren Augenhaut und stellt die zentrale op-
tische Grenzflache zwischen der Umwelt und den intraokularen Strukturen dar. Aufgrund des
ausgepragten Brechungsindexunterschieds an der Luft-Kornea-Grenzflache tragt sie mageb-
lich zur Gesamtbrechkraft des Auges bei (Clode & Matthews, 2011). Gleichzeitig fungiert sie
als mechanische, immunologische und metabolische Barriere (Clode & Matthews, 2011; Téth
et al,, 2010).
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Beim Pferd besitzt die Kornea eine querovale bis eiférmige Gestalt, wobei der stumpfe Pol
nasal und der spitze Pol temporal lokalisiert ist (Nickel et al., 2004; Téth et al., 2010). Dorsal
und ventral wird sie stérker von der Sklera uiberlappt als in den horizontalen Meridianen (Nickel
et al., 2004). Diese Form- und Lagebeziehungen beeinflussen sowohl die biomechanischen
Eigenschaften als auch die optische Abbildung (Clode & Matthews, 2011; Nickel et al., 2004).
Die Kornea zeigt altersabhangige GroRenveranderungen. Beim adulten Pferd betragt der
horizontale Durchmesser etwa 29,7-34,0 mm, wahrend der vertikale Durchmesser zwischen
23,0 und 26,5 mm liegt. Bei jingeren Pferden sind geringere MaRe beschrieben, mit horizon-
talen Durchmessern von 20,5-26,6 mm und vertikalen Durchmessern von 19,5-24,0 mm
(Clode & Matthews, 2011; Ramsey et al., 1999). Eine Zunahme der KorneagréfRe kann bis

zum flinften beziehungsweise siebten Lebensjahr festgestellt werden (Plummer et al., 2003).

2.1.2 Strukturorganisation der Kornea

Die Transparenz der Kornea ist das Ergebnis eines sensiblen Zusammenspiels zwischen ihrer
hochgeordneten Gewebestruktur, der streng kontrollierten Hydratationsbalance und einer aus-
reichenden metabolischen Versorgung. Untersuchungen an enukleierten equinen Augen zei-
gen, dass die zentrale Kornea im Bereich des Vertex corneae diinner ausgepragt ist als die
peripheren Abschnitte am Limbus corneae. Dartiber hinaus sind dorsale und ventrale Bereiche
signifikant dicker als zentrale und laterale Areale (Andrew et al., 2001). Die mittlere
Gesamtdicke der equinen Kornea liegt dabei im Bereich von etwa 835-893 ym (Andrew et al.,
2001; Ledbetter & Scarlett, 2009).

Unabhangig von Alter und Geschlecht bleibt die Gesamtdicke der Kornea weitgehend kon-
stant. Eine Ausnahme stellen Rocky-Mountain-Pferde dar, bei denen die Korneadicke mit dem
Alter zunimmt (Ramsey et al., 1999). Im Vergleich zu anderen Saugetierarten ist die Kornea
des Pferdes relativ flach gekrimmt und weist eine durchschnittliche Brechkraft von rund 16,46
+ 1,5 Dioptrien auf (Clode & Matthews, 2011).

Auf histologischer Ebene zeigt die Kornea einen dreischichtigen Aufbau, bestehend aus einem
mehrschichtigen Epithel, dem tGiberwiegend hydrophilen Stroma sowie dem daran angrenzen-
den Endothel (Andrew et al., 2001; Clode & Matthews, 2011; K&nig & Liebich, 2005; Ledbetter
& Scarlett, 2009).

2.1.21 Das Epithel
Die auBerste Schicht der Hornhaut wird durch das Korneaepithel gebildet, ein mehrschichti-

ges, nicht verhorntes Plattenepithel (Epithelium anterius corneae). Im Bereich des Anulus
conjunctivae erfolgt der Ubergang aus der einschichtigen Tunica conjunctiva bulbi in das
korneale Epithel. Es besteht aus etwa 8-12 Zelllagen und erreicht eine Dicke von rund 131—
163 um (Ledbetter & Scarlett, 2009). Die strukturelle Integritat des Epithels wird durch einen

4
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komplexen Haftapparat gewahrleistet. Fliigel- und Basalzellen sind tUber Hemidesmosomen
an der Basalmembran befestigt. Von dort aus verlaufen Ankerfibrillen durch die Basalmembran
und verankern sich in Ankerplaques des anterioren Stromas, wodurch eine feste Verbindung
zwischen Epithel, Basalmembran und Stroma entsteht (Gipson et al., 1987). Eine klar abge-
grenzte Bowmansche Membran ist beim Pferd nicht vorhanden, sodass das Korneaepithel
unmittelbar in das Stroma libergeht (Nickel et al., 2004).

2.1.2.2 Das Stroma

Das Stroma nimmt den gréten Anteil der Hornhaut ein und tragt etwa 90 % zur Gesamtdicke
der Kornea bei. Das Gewebe besteht zu circa 75-80 % aus Wasser und zeichnet sich durch
eine geordnete, lamellare Kollagenstruktur aus. Diese wird durch eine extrazellulare Matrix
erganzt, die proteoglykanreiche Bestandteile wie Dermatan-, Chondroitin- und Keratansulfat
enthalt (Clode & Matthews, 2011). Innerhalb des Stromas bestehen schichtabhangige Unter-
schiede in der Zusammensetzung der Glykosaminoglykane, mit einem relativen Uberwiegen
von Chondroitin-4-Sulfat in tieferen und Chondroitin-6-Sulfat in oberflachlichen Regionen.
Diese Variationen sind funktionell relevant fir die Hydratation des Gewebes und die Aufrecht-
erhaltung der kornealen Transparenz (Biros et al., 2002). Zelluldre Elemente des Stromas sind
Keratozyten, die vor allem in den anterioren Schichten in héherer Dichte vorkommen (Ledbet-
ter & Scarlett, 2009). Die hintere Begrenzung des Stromas wird durch die Lamina limitans
posterior (Descemet-Membran) gebildet, die als Basalmembran des Endothels dient und im
Verlauf des Lebens in Dicke zunimmt (Clode & Matthews, 2011).

2.1.2.3 Das Endothel

Das Endothel besteht aus einer kontinuierlichen, einschichtigen Zelllage an der inneren Ober-
flache der Hornhaut und steht in direktem Kontakt mit dem Kammerwasser der vorderen Au-
genkammer. Die Endothelzellen sind Uberwiegend hexagonal, zu einem geringeren Anteil
auch pentagonal geformt (Andrew et al., 2001; Ledbetter & Scarlett, 2009). Die Zelldichte
variiert alters- und methodenabhéangig und wird mit etwa 1705 bis 3155 Zellen/mm? angege-
ben, wobei im Verlauf des Alterns eine signifikante Abnahme beschrieben ist (Andrew et al.,
2001; Ledbetter & Scarlett, 2009).

Funktionell ist das Endothel wesentlich an der aktiven Regulation des stromalen Wasserhaus-
halts beteiligt. Uber spezialisierte Transport- und Pumpmechanismen steuert es den Fliissig-
keits- und Stoffaustausch zwischen Kammerwasser und kornealem Gewebe und trégt so zur
Erhaltung einer relativen stromalen Dehydratation und Transparenz bei. Die Effizienz dieses
Systems wird unter anderem durch Zellgréf3e, Zellform und Zelldichte sowie durch die Verflig-
barkeit bestimmter lonen wie Calcium, Glutathion und Bicarbonat beeinflusst (Clode &
Matthews, 2011).
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2.1.3 Innervation und sensorische Funktion

Die Kornea des Pferdes ist dicht sensibel innerviert und weist eine hohe funktionelle Abhan-
gigkeit von ihrer nervalen Versorgung auf. Die sensiblen Nervenfasern entstammen dem oph-
thalmischen Ast des Nervus trigeminus und treten Uberwiegend Uber den Limbus in das kor-
neale Gewebe ein. Nach dem Eintritt verzweigen sie sich in oberflachennahen Stromaschich-
ten und bilden subepitheliale Nervenplexus, aus denen freie Nervenendigungen in die epithe-
lialen Schichten aufsteigen. Tiefere korneale Gewebeschichten sind demgegeniber nur ge-
ringfiigig innerviert (Dawson et al., 2011; Nickel et al., 2004).

Die Korneasensibilitat zeigt eine regionale Differenzierung. Hohere Sensibilitatswerte werden
insbesondere in zentralen, lateralen und ventralen Arealen beschrieben, wahrend der nasale
und dorsale Bereich eine vergleichsweise geringere Sensibilitat aufweist (Brooks & Plummer,
2022; Clode & Matthews, 2011).

Die sensible Innervation erfiillt eine zentrale Rolle fiir korneale Schutzmechanismen, indem
sie nozizeptive Reize vermittelt und reflektorische Lidschluss- und Tranenreaktionen auslost.
Dariiber hinaus besitzt sie eine Bedeutung fiir den Erhalt der epithelialen Integritat und unter-
stltzt regenerative Prozesse nach oberflachlichen Lasionen. Neurogene Mediatoren tragen
hierbei zur Regulation von Zellmigration, Proliferation und Differenzierung bei (Brooks & Plum-
mer, 2022; Clode & Matthews, 2011; Dawson et al., 2011; Téth et al., 2010).

Eine verminderte Korneasensibilitét ist in der veterindrmedizinischen Literatur mit einer erhéh-
ten Anfalligkeit fur Ulzerationen sowie mit einer verzégerten epithelialen Wundheilung assozi-
iert. Insbesondere bei chronischen oder tiefen Hornhautlasionen kann eine gestorte nervale
Versorgung die Reparaturmechanismen der Kornea nachhaltig beeintrachtigen und somit den
klinischen Verlauf unglinstig beeinflussen (Clode & Matthews, 2011; Téth et al., 2010).

2.1.4 Immunologische Besonderheiten

Die Kornea wird in der Literatur als immunologisch privilegiertes Gewebe beschrieben. Dieses
besondere immunologische Milieu dient dem Schutz intraokularer Strukturen und der Aufrecht-
erhaltung der optischen Transparenz, ist jedoch mit einer funktionell reduzierten lokalen
Immunreaktivitdt verbunden (Clode & Matthews, 2011). Das immunologische Privileg stellt
dabei keinen statischen Zustand dar, sondern ein funktionelles Gleichgewicht zwischen
Immuntoleranz und kontrollierter Abwehr.

Zentrale strukturelle Voraussetzungen fir dieses Gleichgewicht sind die physiologische Blut-
und LymphgefaRfreiheit der Kornea sowie die Integritat des kornealen Endothels. Beide Fak-
toren limitieren den Zugang immunkompetenter Zellen und Iéslicher Immunmediatoren zum
kornealen Gewebe und tragen wesentlich zur Aufrechterhaltung der immunologischen
Isolation bei (Hori & Niederkorn, 2007). Eine Stérung dieser Strukturen kann die lokale Immun-

homdostase nachhaltig beeintrachtigen.
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Erganzend wirken verschiedene immunmodulatorische Mechanismen, die eine uberschie-
Rende Immunantwort verhindern. Hierzu zahlen unter anderem eine reduzierte Antigenpra-
sentation, die Expression regulatorischer Oberflachenmolekiile sowie komplementhemmende
Proteine. Die insgesamt geringe Dichte antigenprasentierender Zellen im zentralen
Korneaareal unterstitzt zusatzlich den Erhalt des immunologischen Privilegs (Cursiefen, 2007;
Kaplan & Niederkorn, 2007; Wu et al., 2024). Unter entziindlichen Bedingungen kann dieses
fein regulierte Gleichgewicht aufgehoben werden. Proinflammatorische Zytokine, insbeson-
dere IL-1 und TNF-a, férdern die Rekrutierung und Aktivierung antigenprasentierender Zellen
und induzieren die Expression von MHC-Klasse-II-Molekilen im kornealen Gewebe. In Ver-
bindung mit einer entziindungsassoziierten Lymphangiogenese wird der Zugang zur adaptiven
Immunantwort ermdglicht. Damit kommt es zum Verlust des immunologischen Privilegs (Cur-
siefen, 2007; Dana, 2005).

Diese immunologischen Veradnderungen besitzen eine groRRe klinische Relevanz, da sie zur
Entstehung und méglichen Persistenz entziindlicher Korneaerkrankungen beitragen und die

Gewebehomoostase nachhaltig beeinflussen kénnen.

2.1.5 Zelluldre Organisation

Die Kornea weist eine spezialisierte zellulare Organisation auf, die Transparenz, Barrierefunk-
tion und Regenerationsfahigkeit ermdglicht.

Langerhans-Zellen sind vorwiegend im basalen Korneaepithel lokalisiert, wéahrend
dendritische Zellen Gberwiegend im anterioren Stroma vorkommen. Diese Zellpopulationen
ibernehmen Aufgaben der immunologischen Uberwachung und tragen bei geringer Dichte im
zentralen Korneaareal zum Erhalt des immunologischen Privilegs bei (Ledbetter & Scarlett,
2009; Pérez-Torres et al., 2002).

Das Korneaepithel erflillt eine zentrale Barriere- und Kommunikationsfunktion. Zelladhasions-
und Signalproteine wie E-Cadherin, 3-Catenin und Connexin-43 sind Uberwiegend apikal und
lateral exprimiert, wahrend das Tight-Junction-Protein 1 zusatzlich in der basalen Zellschicht
nachweisbar ist und zur epithelialen Stabilitat beitragt (Kammergruber et al., 2019).

Der Limbus stellt die Stammzellnische der Kornea dar und enthalt Zellen mit regenerativem
Potenzial, die Marker wie p63, CK14, und ABCG2 exprimieren. Insbesondere p63- und CK14-
positive basale Epithelzellen sind wichtig fiir den Erhalt des Korneaepithels und die Regene-
ration nach epithelialen Defekten (Kammergruber et al., 2019; Ledbetter & Scarlett, 2009).
Eine intakte zelluldre Organisation ist Voraussetzung firr die regenerative Kapazitat der
Kornea. Stérungen der epithelialen Barriere, der immunologischen Balance oder der limbalen
Stammzellfunktion kdénnen die Heilung beeintrachtigen und persistierende Lasionen

begunstigen.
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2.1.6 Wundheilungsgrundlagen

Die Wundheilung der Kornea verlauft schichtspezifisch und ist eng an die strukturellen und
funktionellen Eigenschaften der einzelnen Gewebekompartimente gebunden. Art und Tiefe der
Lasion bestimmen dabei maRgeblich den zeitlichen Verlauf und das funktionelle Ergebnis der
Heilung (Clode & Matthews, 2011).

Oberflachliche epitheliale Defekte werden primar durch Zellmigration geschlossen. Ist die
Basalmembran intakt, erfolgt die Reepithelialisierung in der Regel rasch, wahrend Lasionen
mit Basalmembranschadigung mit einer verzdgerten Heilung assoziiert sind. Fir das Pferd
wird bei kornealen Ulzerationen eine durchschnittliche Heilungsrate von etwa 0,6 mm pro Tag
beschrieben (Cintron et al., 1978; Clode & Matthews, 2011; Dawson et al., 2011; Gipson et al.,
1987). Das Korneaepithel Ubernimmt dabei eine zentrale Barrierefunktion gegenuiber mikrobi-
eller Invasion und reguliert den Flissigkeitseintritt in das Stroma. Der erhéhte Energiebedarf
wahrend der Heilung kann teilweise Uber subepitheliale Glykogenspeicher gedeckt werden
(Dawson et al., 2011; Hanna et al., 1961).

Die stromale Wundheilung ist komplexer und durch eine friihe entziindliche Zellinfiltration so-
wie die Aktivierung und fibroblastische Transformation der Keratozyten gekennzeichnet. Dabei
kommt es zur Synthese von Kollagen und extrazellularer Matrix, wobei Matrixbestandteile wie
Fibronectin die Zelladhasion und -migration férdern. Das anschlieRende Remodeling mit Re-
organisation der Kollagenfibrillen geht initial haufig mit einer verminderten Transparenz einher,
kann jedoch langfristig zur partiellen Wiederherstellung der biomechanischen Stabilitat beitra-
gen (Dawson et al., 2011; Fini, 1999; Fujikawa et al., 1984; Jester et al., 1999).

Die Regenerationsfahigkeit des kornealen Endothels ist stark eingeschrankt. Zellverluste wer-
den Uberwiegend durch Migration und VergréRerung benachbarter Endothelzellen kompen-
siert, wobei Barriere- und Pumpfunktion bei ausreichender Zelldichte erhalten bleiben (Bourne
& Kaufman, 1976; Wu et al., 2024).

Die korneale Wundheilung wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren wie EGF, PDGF und
TGF-B moduliert, die Prozesse wie Zellmigration, Proliferation und Entziindungsreaktionen be-
einflussen. lhre klinische Bedeutung beim Pferd ist bislang nur begrenzt charakterisiert (Clode
& Matthews, 2011). Zusétzlich ist eine kontrollierte proteolytische Aktivitat fir Gewebeumbau
und Reparatur erforderlich. Matrixmetalloproteinasen sind an physiologischen
Umbauprozessen beteiligt, wahrend inhibitorische Mechanismen eine Uberschiefende
Gewebedegradation begrenzen (Matsubara et al., 1991; Ollivier et al., 2007).

2.1.7 Physiologische Mikroflora der okuldren Oberfliche
Die okuldre Oberflaiche des klinisch gesunden Pferdes ist regelmaRig von einer
physiologischen Mikroflora besiedelt. Diese besteht Uberwiegend aus grampositiven Bakte-

rien, die in geringer Dichte und ohne klinische Entziindungszeichen nachweisbar sind. In der
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Literatur ~ werden insbesondere koagulasenegative  Staphylococcus-Spezies, a-
hamolysierende Streptococcus-Spezies sowie Bacillus- und Corynebacterium-Arten als
haufige Vertreter beschrieben (Andrew et al., 2003; Berkowski et al., 2019; Jinks et al., 2020;
Sauer et al., 2003; Whitley & Moore, 1984).

Unabhangig von kulturabhangigen Methoden zeigen molekularbiologische Analysen mittels
Next-Generation-Sequencing (NGS), dass die okulare Oberflache gesunder Pferde eine deut-
lich héhere bakterielle Diversitat aufweist als bislang angenommen. Dabei dominieren die
Phyla Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria und Bacteroidetes, die zusammen den Grol3-
teil der bakteriellen Gemeinschaft ausmachen (Santibafez et al., 2022; Scott et al., 2019). Auf
Ebene der Familien werden unter anderem Pasteurellaceae, Sphingomonadaceae, Moraxel-
laceae sowie Vertreter der Ordnung Cardiobacteriales in relevanter Haufigkeit nachgewiesen
(Scott et al., 2019). Insgesamt lassen sich mehrere hundert bakterielle Gattungen identifizie-
ren, darunter haufig Massilia, Pedobacter, Pseudomonas, Sphingomonas, Suttonella und Ver-
ticia (Santibafiez et al., 2022).

Gramnegative Bakterien kdnnen somit regelméaRig Bestandteil der physiologischen Flora sein,
werden jedoch in kulturabhangigen Studien haufig unterschatzt.

Auch Pilze kénnen Teil der physiologischen okuladren Flora sein, treten jedoch insgesamt in
geringerer relativer Abundanz auf. Bei klinisch unauffalligen Pferden werden hierbei vor allem
Umweltpilze wie Cladosporium, Alternaria, Fusarium sowie Aspergillus-Spezies nachgewie-
sen (Rosa et al., 2003; Samuelson et al., 1984; Walsh et al., 2021; Whitley & Moore, 1984).
Molekulargenetische Analysen der okuldren Mykobiota zeigen, dass auch zuséatzlich
Gattungen wie Leptosphaerulina, Vertreter der Familien Pleosporaceae und Montagnulaceae
sowie Pestalotiopsis regelmafig vorkommen (Walsh et al., 2021). Die Zusammensetzung und
Diversitat der mykotischen Flora wird dabei signifikant durch Umweltfaktoren wie Haltungsform
und Exposition gegeniber AuRenbedingungen beeinflusst (Walsh et al., 2021).

Die Zusammensetzung der physiologischen Mikroflora unterliegt insgesamt individuellen und
umweltbedingten Schwankungen, bleibt jedoch bei intakter epithelialer Barriere und funktio-
neller Immunhomdostase in der Regel ohne pathologische Bedeutung. Bei Stérungen der
okularen Oberflachenintegritdt oder lokalen Abwehrmechanismen kommt es zu einer
messbaren Verschiebung der mikrobiellen Gemeinschaftsstruktur mit Reduktion der Diversitat
und relativer Zunahme potenziell pathogener Taxa, insbesondere aus der Klasse der Bacilli
und der Familie Staphylococcaceae, was die Entstehung infektioser Keratitiden beglinstigen
kann (Julien et al., 2023).

2.2 Korneale Erkrankungen des Pferdes
Korneale Erkrankungen gehéren zu den am haufigsten beschriebenen ophthalmologischen
Krankheitsbildern beim Pferd (Clode & Matthews, 2011). Sie gehen haufig mit okuldren
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Schmerzen, einer Beeintrachtigung des Visus sowie funktionellen Einschrankungen des
betroffenen Auges einher und kdnnen bei unzureichender oder verzdgerter Behandlung zu
bleibenden strukturellen Schaden bis hin zum Verlust des Bulbus fiihren. Entsprechend wer-
den korneale Erkrankungen beim Pferd in der Literatur als potenziell seh- und bulbusbedro-
hende Entitaten eingeordnet, die ein frihzeitiges, sorgfaltiges und oftmals intensives diagnos-
tisches sowie therapeutisches Vorgehen erfordern (Cabrera-Aguas et al., 2022; Clode, 2010).

2.2.1 Uberblick Pathologien

Erkrankungen der Kornea des Pferdes umfassen ein breites Spektrum angeborener und er-
worbener Veranderungen. Zu den angeborenen Anomalien zéhlen unter anderem Megalokor-
nea, Mikrokornea sowie korneale Dermoide. Erworbene Erkrankungen kdnnen infektiéser oder
nichtinfektidser Genese sein und sowohl ulzerative als auch nichtulzerative Verlaufsformen
annehmen (Clode & Matthews, 2011).

Beschrieben werden darunter vielfaltige Erkrankungen wie traumatische oberflachliche bis
tiefe Lasionen, therapieresistente Ulzera, eosinophile Keratitiden, korneale Sequester sowie
strahlen- oder chemisch bedingte Keratopathien, ferner immunvermittelte Entziindungen, stro-
male Abszesse, parasitére Erkrankungen bis zu degenerativen Veranderungen und Neopla-
sien der Kornea. Neoplastische Verdnderungen umfassen unter anderem stromal invasive
Plattenepithelkarzinome, korneale Lymphome sowie seltene vaskulare Tumoren wie Haman-
giosarkome (Clode & Matthews, 2011).

2.2.2 Keratitis des Pferdes

Innerhalb des heterogenen Spektrums kornealer Erkrankungen nimmt die Keratitis aufgrund
ihrer Haufigkeit und ihres potenziell schweren Verlaufs eine zentrale Stellung in der klinischen
Praxis ein. Beim Pferd kann sie infektioser oder nichtinfektioser Genese sein, wobei insbeson-
dere infektidse Keratitiden oft eine Schadigung des Korneaepithels voraussetzen, durch die
die physiologische Barrierefunktion der Hornhaut beeintrachtigt wird (Clode & Matthews,
2011).

Das intakte Korneaepithel bildet zusammen mit dem Tranenfilm eine effektive physikalische
und immunologische Barriere gegentiber Mikroorganismen. Wird diese gestért, kann es zur
Etablierung einer kornealen Infektion mit nachfolgender entziindlicher Reaktion kommen
(Andrew et al., 1998; Andrew & Willis, 2005; D. E. Brooks & Plummer, 2022; Hamor & Whelan,
1999; Nasisse & Nelms, 1992; Schieder et al., 2021; Strubbe et al., 2000). Aufgrund ihrer Hal-
tungs- und Umweltbedingungen sind Pferde dabei kontinuierlich potenziell pathogenen Mikro-
organismen ausgesetzt, sodass bereits geringfligige Lasionen der okuldren Oberflache eine

mikrobielle Invasion begiinstigen kénnen (Clode & Matthews, 2011).
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Neben infektidsen Auslosern tragen auch nichtinfektidse Prozesse wie immunvermittelte
Reaktionen, traumatische Einwirkungen sowie toxische oder medikamentés bedingte Schadi-
gungen zur Entstehung einer Keratitis bei. Diese Formen sind durch das Fehlen eines primar
nachweisbaren Erregers gekennzeichnet, kénnen jedoch sekundar durch mikrobiellen Befall
kompliziert werden (Andrew et al., 2003; Andrew & Willis, 2005; Cutler, 2004; Schieder et al.,
2023).

2.2.2.1 Definition und Einteilung infektiéser Keratitiden

Die infektiése Keratitis stellt eine entziindliche Erkrankung der Kornea dar. Diese wird durch
das Eindringen und die Vermehrung von Mikroorganismen im kornealen Gewebe verursacht.
Als Erreger kommen vor allem Bakterien, Pilze und Viren in Betracht, wahrend parasitare Ur-
sachen seltener sind (Clode & Matthews, 2011). Eine bakterielle Beteiligung tritt dabei haufig
sekundar im Krankheitsverlauf auf, insbesondere nach vorbestehender Schadigung des
Korneaepithels und damit verbundener Beeintrachtigung der epithelialen Barrierefunktion
(Clode & Matthews, 2011; Schieder et al., 2023).

Die Einteilung infektiéser Keratitiden erfolgt unter anderem anhand der Ausdehnung der ent-
zundlichen Veranderungen innerhalb der Hornhaut.

Oberflachliche Verlaufsformen (Keratitis superficialis) betreffen primar das Korneaepithel,
wahrend sich bei tiefen Verlaufsformen (Keratitis profunda) die Entziindung mit Durchbruch
der Basalmembran auf das mittlere bis tiefe Stroma erstreckt. Tiefe infektiose Keratitiden sind
haufig mit stromalen Abszessen assoziiert und gehen in der Regel mit einem schwereren
klinischen Verlauf einher (Andrew & Willis, 2005; Clode & Matthews, 2011; Eule & Schmidt,
2017; Schieder et al., 2023).

Daruber hinaus wird zwischen ulzerativen und nichtulzerativen Formen unterschieden. Die
ulzerative Keratitis ist durch einen umschriebenen Substanzverlust des Korneagewebes ge-
kennzeichnet, der in Tiefe und Ausdehnung variiert. Beim Pferd werden klinisch vor allem
ulzerative Verlaufsformen beobachtet, da bereits oberflachliche epitheliale Defekte die
Barrierefunktion der Kornea beeintréachtigen und damit eine mikrobielle Besiedelung sowie
eine Beteiligung stromaler Schichten und einen progressiven Zerfall kornealer Strukturen
beglinstigen kénnen. Diese Unterscheidung ist flr die klinische Beurteilung, die Wahl des
therapeutischen Vorgehens und die prognostische Einschatzung von wesentlicher Bedeutung
(Andrew & Willis, 2005; Hamor & Whelan, 1999; Nasisse & Nelms, 1992).

2.2.2.2 Equine bakterielle ulzerative Keratitis

Innerhalb der infektidsen Keratitiden kommt diesen ulzerativen Verlaufsformen eine besondere
klinische Bedeutung zu, da sie beim Pferd haufig durch einen raschen Krankheitsverlauf, aus-
gepragte entziindliche Reaktionen und ein erhdéhtes Risiko fur Visusverlust oder den Verlust
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des Bulbus gekennzeichnet sind. In einer Vielzahl der Falle sind bakterielle Erreger beteiligt,
wodurch die Verlaufsformen therapeutisch besonders anspruchsvoll sind. Entsprechend zahlt
die bakterielle ulzerative Keratitis zu den klinisch relevantesten Formen der infektidsen Kera-
titis beim Pferd (Clode & Matthews, 2011).

2.2.2.3 Pradisponierende Faktoren und Pathogenese

Der Entstehung der bakteriellen ulzerativen Keratitis geht haufig eine epitheliale Lasion vo-
raus, die in vielen Fallen durch ein traumatisches Ereignis, insbesondere durch Kontakt mit
pflanzlichem Material, Fremdkdérpern oder mechanischen Reizen aus der Umgebung, verur-
sacht wird. Unter diesen Bedingungen beglnstigt die Freilegung der Basalmembran und des
Stromas sowohl das Eindringen exogener Erreger als auch die Invasion opportunistischer
Mikroorganismen der physiologischen okuldren Mikroflora. Darliber hinaus erhdhen vorge-
schadigte okulare Strukturen, etwa infolge chronischer Reizungen oder vorbestehender ent-
zundlicher Erkrankungen, die Anfalligkeit der Kornea fiir eine bakterielle Kolonisation und se-
kundéare Infektion (Clode & Matthews, 2011; Gemensky-Metzler et al., 2005).

Nach Etablierung der bakteriellen Infektion kommt es rasch zur Ausbildung einer lokalen Ent-
ziindungsreaktion, die durch die Einwanderung neutrophiler Granulozyten sowie weiterer in-
flammatorischer Zellen gepragt ist (Matsubara et al., 1991; Strubbe et al., 2000). Diese
Immunantwort ist zwar auf die Kontrolle der bakteriellen Erreger ausgerichtet, tragt jedoch
gleichzeitig in erheblichem MaR zur Schadigung des kornealen Gewebes bei (Ripple et al.,
1986; Twining et al., 1986). Es setzen aktivierte Entzlindungszellen ebenso wie korneale
Epithelzellen, Keratozyten und stromale Fibroblasten verschiedene proteolytische Enzyme
frei, die den Abbau stromaler Gewebestrukturen fordern kénnen (Matsubara et al., 1991;
Ripple et al., 1986; Strubbe et al., 2000; Twining et al., 1986).

Ein zentrales pathogenetisches Merkmal der bakteriellen ulzerativen Keratitis ist ein Ungleich-
gewicht zwischen proteolytischen Enzymen und ihren physiologischen Inhibitoren zugunsten
einer Uberschielenden Proteaseaktivitat. In infizierten Hornhauten kommt es dabei zu einer
vermehrten Expression und Freisetzung von Matrix-Metalloproteinasen, insbesondere MMP-
2 und MMP-9, sowie von Serinproteasen wie der neutrophilen Elastase, die sowohl von
bakteriellen Erregern als auch von aktivierten Entziindungszellen, Keratozyten und stromalen
Fibroblasten gebildet werden. Die resultierende Degradation von Kollagenfasern und Proteo-
glykanen der extrazellularen Matrix fiihrt zu einer progressiven stromalen Destruktion, die sich
klinisch in einer zunehmenden Vertiefung des Ulkusbetts bis hin zur Entwicklung einer Kerato-
malazie dulRern kann. Die Auspragung dieser Prozesse wird sowohl durch die lokale Immun-
reaktion als auch durch bakterielle Einflussfaktoren moduliert (Fini, 1999; Ollivier et al., 2004,
2007; Ripple et al., 1986; Twining et al., 1986).
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Darlber hinaus besitzen einzelne bakterielle Spezies spezifische Virulenzmechanismen, die
den Krankheitsverlauf zusatzlich beeinflussen. Beispielsweise sind Infektionen mit B-hamoly-
tischen Streptokokken oder Pseudomonaden dabei haufig mit einem rasch fortschreitenden
Verlauf, ausgepragter stromaler Destruktion, intensiver Entzindungsreaktion und einem er-
héhten Risiko fur die Ausbildung einer Keratomalazie assoziiert (Andrew & Willis, 2005). Ins-
gesamt wird der Schweregrad, die Dynamik und die Prognose der bakteriellen ulzerativen
Keratitis beim Pferd durch das Zusammenspiel bakterieller Invasion, lokaler Immunantwort

und proteolytischer Gewebeschadigung maRgeblich beeinflusst (Clode & Matthews, 2011).

2.2.2.4 Klinische Symptomatik
Die klinische Symptomatik der bakteriellen ulzerativen Keratitis beim Pferd ergibt sich aus den

entziindlichen Veranderungen der Kornea sowie aus begleitenden Reaktionen angrenzender
intraokularer Strukturen.

2.2.2.4.1 Veranderungen der Kornea

Bei bakteriellen Keratitiden treten haufig ausgepragte stromale Entziindungsreaktionen auf,
die mit einem deutlichen Korneaddem, einem zellularen Infiltrat und einer zunehmenden Ver-
tiefung des Ulkusbetts einhergehen kdnnen (Clode & Matthews, 2011).

Die Avaskularitat der gesunden Kornea ist eine wesentliche Voraussetzung fur ihre optische
Klarheit. Im Verlauf persistierender oder unzureichend kontrollierter Entziindungen kann es
jedoch zur Ausbildung einer kornealen Neovaskularisation kommen, die durch aktivierte Ent-
ziindungszellen sowie Wachstumsfaktoren wie VEGF, bFGF und TGF-f vermittelt wird (Chung
et al., 2009; Clode & Matthews, 2011; Klenkler & Sheardown, 2004). Die Neovaskularisation
stellt zunachst einen reparativen Mechanismus zur Unterstlitzung der Wundheilung dar, ist
mittel- und teils langfristig jedoch mit einer Beeintrachtigung der kornealen Transparenz ver-
bunden (Ben Ezra, 1979; Chung et al., 2009; Dawson et al., 2011).

Ein ausgepragtes Korneaddem infolge epithelialer oder endothelialer Dysfunktion fiihrt klinisch
zu einer Tribung der Hornhaut und einer relevanten Einschrankung der Sehfunktion (Clode &
Matthews, 2011).

2.2.2.4.2 Aligemeine klinische Symptome

Bakterielle, teils ulzerative Keratitiden duRern sich initial haufig durch unspezifische okulare
Reizerscheinungen. Typischerweise bestehen ausgepragte Schmerzen mit Blepharospas-
mus, begleitet von Epiphora und Photophobie, sowie einer sichtbaren Tribung der Kornea. Mit
fortschreitender stromaler Beteiligung kommt es haufig zu einem zunehmenden Verlust der
Transparenz, der bis zur Einschrankung der Sehfahigkeit fihren kann (Clode & Matthews,
2011).
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AuRerdem tritt eine begleitende anteriore Uveitis bei bakteriellen Keratitiden haufig auf und
kann sich klinisch unter anderem durch Miosis, Kammerwasserflare, Hypopyon oder eine oku-
lare Hypotonie manifestieren (Austin et al., 2017; Brooks & Plummer, 2022; Clode & Matthews,
2011; Eule & Schmidt, 2017).

2.2.2.4.3 Chronische Verlaufe und Komplikationen

Bei unzureichender Kontrolle der bakteriellen Infektion kdnnen sich chronische, nicht heilende
Hornhautulzera entwickeln, die histologisch durch eine gestorte epitheliale Anheftung, eine
epitheliale Dysmaturitat sowie eine milde bis moderate stromale Entziindung gekennzeichnet
sind (Hempstead et al., 2014). Zu den klinisch relevanten Komplikationen zahlen neben per-
sistierenden Ulzera insbesondere die stromale Kolliquation und eine bleibende Narbenbildung,
die mit einer dauerhaften Beeintrachtigung der kornealen Transparenz und damit der
Sehfunktion einhergehen kénnen (Clode & Matthews, 2011; Ollivier et al., 2007). Bei Thera-

pieversagen kann es schlieRlich zum Verlust des Auges kommen (Clode, 2010).

2.2.2.5 Diagnostik
Die Diagnostik erfolgt im Rahmen einer strukturierten ophthalmologischen Untersuchung mit

Fokus auf den vorderen Augenabschnitt. Dabei werden Lokalisation, Ausdehnung und Tiefen-
ausmall kornealer Lasionen systematisch beurteilt und mdgliche intraokuldre
Begleitreaktionen erfasst. Klinische Hinweise auf eine anteriore Uveitis umfassen unter ande-
rem Miosis, Kammerwasserflare, Hypopyon sowie eine okulare Hypotonie (Brooks & Plummer,
2022; Schieder et al., 2023).

Zur ldentifikation epithelialer Defekte und ulzerativer Veranderungen der Kornea wird routine-
mafig eine Fluoreszeinfarbung durchgefiihrt, die eine prazise Beurteilung von Lokalisation
und Ausmaf der Hornhautlasionen erlaubt (Clode & Matthews, 2011).

Fur die weiterfihrende Abklarung sollten Abstriche von Konjunktiva und Kornea sowie Horn-
hautgeschabsel zur zytologischen und mikrobiologischen Untersuchung enthommen werden.
Diese MalRnahmen sind auch bei klinisch nicht eindeutig infektidser Genese indiziert, da friihe
Stadien oder sekundar infizierte Keratitiden initial unspezifische Befunde zeigen kénnen. Die
Probengewinnung sollte nach Mdglichkeit vor Beginn einer antimikrobiellen Therapie erfolgen,
um die diagnostische Aussagekraft mikrobiologischer Verfahren nicht zu beeintrachtigen
(Brooks & Plummer, 2022; Clode & Matthews, 2011; Eule & Schmidt, 2017).

Die definitive Diagnosestellung basiert auf der Kombination klinischer Befunde mit den
Ergebnissen der kornealen Zytologie sowie der bakteriologischen Kultur einschlieRlich
Antibiotikaresistenztestung. Die Zytologie liefert rasch Hinweise auf eine bakterielle
Beteiligung und unterstiitzt die initiale therapeutische Entscheidungsfindung, insbesondere bei
ausgepragten Entziindungsreaktionen oder rasch progredienten Lasionen. Die kulturelle
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Erregeranzucht mit anschlieRender Resistenzpriifung ist fur eine gezielte Anpassung der an-
timikrobiellen Therapie sowie fir die Beurteilung des weiteren Krankheitsverlaufs von zentraler
Bedeutung (Brooks & Plummer, 2022; Eule & Schmidt, 2017; Massa et al., 1999; Schieder et
al., 2023).

Weiterfihrende diagnostische MalRnahmen richten sich nach dem klinischen Verlauf, der ver-
muteten Atiologie und dem Ansprechen auf die initiale Therapie (Brooks & Galera, 2012;
Brooks & Plummer, 2022).

2.2.2.6 Atiologie und bakterielles Erregerspektrum

Bakterielle Erreger stellen einen wesentlichen &tiologischen Faktor der ulzerativen Keratitis
des Pferdes dar. In einem groRen Anteil der klinischen Falle lassen sich bakterielle Pathogene
kultivieren, wobei positive Kulturergebnisse typischerweise in etwa 35-55 % der untersuchten
Proben beschrieben werden (Berkowski et al., 2019; Mustikka et al., 2020; Uchida-Fujii et al.,
2024; Verdenius et al., 2024). In einzelnen Untersuchungen wurden Bakterien sogar in bis zu
85 % der entnommenen Proben nachgewiesen, wobei diese in rund 55 % der Kulturen als
alleinige Erreger identifiziert werden konnten (Uchida-Fujii et al., 2024). Insgesamt zeigt sich
eine erhebliche Variabilitéat der bakteriellen Nachweisraten, die in der Literatur in Abhangigkeit
der mikrobiologischen Nachweisverfahren zwischen 35 und 100 % liegt und insbesondere
durch vorausgegangene antimikrobielle Behandlungen beeinflusst wird (Andrew et al., 2003;
Brooks & Plummer, 2022; Vercruysse et al., 2022; Verdenius et al., 2024).

Neben monomikrobiellen Infektionen treten auch polymikrobielle Besiedlungen der Hornhaut
auf. In fast 31 % der positiven Kulturen konnten mehrere bakterielle Spezies gleichzeitig isoliert
werden (Vercruysse et al., 2022).

Uber verschiedene geografische Regionen hinweg dominieren konsistent Streptococcus-,
Staphylococcus- und Pseudomonas-Spezies, wobei deren relative Pravalenz erheblichen re-
gionalen Schwankungen unterliegt (Andrew et al., 2003; Deniaud & Tee, 2023; Foote et al.,
2023; Keller & Hendrix, 2005; Moore et al., 1995; Mustikka et al., 2020; Sauer et al., 2003;
Vercruysse et al., 2022; Verdenius et al., 2024). Saisonale Unterschiede scheinen in den Daten
einer Studie von untergeordneter Bedeutung zu sein (Andrew et al., 2003).

Historisch galt Streptococcus equi subsp. zooepidemicus als der am haufigsten isolierte
bakterielle Erreger und machte je nach Region etwa 13—47 % der positiven Kulturen aus, ins-
besondere in Nordamerika und Nordeuropa (Keller & Hendrix, 2005; Mustikka et al., 2020;
Vercruysse et al., 2022). In jingeren Erhebungen zeigt sich jedoch in vielen Regionen eine
Verschiebung hin zu einer Dominanz von Staphylococcus-Arten, deren Anteile zwischen 29
und 48 % liegen kénnen. Dabei fallt ein hoher Anteil methicillin-resistenter Staphylococcus
aureus (MRSA) auf, der in einzelnen Kollektiven bis zu 50 % der S. aureus-Isolate umfasst
(Foote et al., 2023; Vercruysse et al., 2022; Verdenius et al., 2024).
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Pseudomonas aeruginosa weist eine ausgepragte geografische Variabilitat auf. Wahrend in
europaischen Studien nur geringe Pravalenzen von 1,4 % berichtet wurden, erreichen die An-
teile in Australien Werte von bis zu 64,3 % (Deniaud & Tee, 2023; Vercruysse et al., 2022).
Darliber hinaus beeinflussen vorausgegangene therapeutische Mafnahmen, insbesondere
der Einsatz topischer Kortikosteroide oder antimikrobieller Substanzen, das isolierte Erreger-
spektrum in erheblichem MafRe (Keller & Hendrix, 2005; Mustikka et al., 2020).

Zuséatzlich zu den haufigsten Erregern wurden in etwa 13 % der Falle auch Actinobacillus- und
Aerococcus-Spezies, anaerobe Bakterien (Ledbetter & Scarlett, 2008), sowie seltene Isolate
wie Listeria monocytogenes und Pantoea agglomerans nachgewiesen (Foote et al., 2023;
Heun et al., 2025; Ledbetter & Scarlett, 2008; Vercruysse et al., 2022).

Obwonhl der Schwerpunkt dieses Abschnitts auf bakteriellen Erregern liegt, ist zu bericksichti-
gen, dass fungale Pathogene ebenfalls einen substanziellen Anteil an infektidsen Keratitiden
des Pferdes ausmachen (Brooks & Galera, 2012; Ferreira et al., 2017; Reed et al., 2013; Voel-
ter-Ratson et al., 2013; Wada et al., 2013).

2.3 Therapeutische Konzepte Keratitis

2.3.1 Grundprinzipien

Die infektiose Keratitis des Pferdes erfordert ein friihzeitiges und konsequentes therapeuti-
sches Vorgehen, da der Krankheitsverlauf haufig rasch fortschreitet und mit einem hohen Ri-
siko fir stromale Destruktion sowie funktionellen oder strukturellen Verlust des Auges verbun-
den ist (Clode, 2010; Matthews, 2009). Ziel der Therapie ist die rasche Kontrolle infektioser
Prozesse, die malgeblich zur kornealen Einschmelzung, intraokularen Entziindung und
okularen Schmerzsymptomatik beitragen (Clode, 2010).

Der Therapiebeginn erfolgt in der Regel empirisch auf Grundlage der initialen
ophthalmologischen Befunde und sollte durch zytologische und mikrobiologische Diagnostik
begleitet sowie kontinuierlich an den klinischen Verlauf angepasst werden (Matthews, 2009).
Dabei ist zwischen prophylaktischer antimikrobieller Behandlung oberflachlicher Lasionen und
einer intensivierten Therapie bei manifester Infektion zu differenzieren (Clode, 2010).

Neben der Erregerkontrolle sind die friihzeitige Hemmung proteolytischer Prozesse sowie die
konsequente Behandlung einer begleitenden anterioren Uveitis essenzielle Bestandteile des
Therapiekonzepts, um Schmerzen zu reduzieren und die Prognose zu verbessern (Matthews,
2009; Ollivier et al., 2004; Strubbe et al., 2000).

2.3.2 Antimikrobielle Therapie
Die lokale antimikrobielle Therapie stellt in der Behandlung der infektiosen Keratitis des Pfer-
des weiterhin einen zentralen, jedoch in ihrer Wirksamkeit begrenzten Therapiebaustein dar.

Zwar ist sie fur die initiale Infektionskontrolle von Bedeutung, ihr Einsatz erfolgt jedoch haufig
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empirisch. Dies ist vor allem darauf zurtickzufiihren, dass der Krankheitsverlauf meist rasch
fortschreitet und mikrobiologische Befunde nicht unmittelbar verfligbar sind, bei Vorliegen je-
doch zwingend angepasst werden miissen (Clode, 2010; Clode & Matthews, 2011; Matthews,
2009).

Die lokale Applikation antimikrobieller Wirkstoffe stellt damit weiterhin den therapeutischen
Standard dar, ist jedoch durch pharmakokinetische Limitationen gekennzeichnet. Aufgrund der
raschen Elimination Uber den Tranenfilm und der ausgepragten Konzentrationsabhangigkeit
der antibakteriellen Wirkung sind hohe Applikationsfrequenzen erforderlich, um wirksame
Wirkstoffspiegel auf der Hornhaut zu erreichen (Matthews, 2009).

Die Auswahl geeigneter Substanzklassen wird wesentlich durch den Zustand des Horn-
hautepithels beeinflusst. Bei ulzerativen Lasionen erlaubt der Verlust der epithelialen Barriere
den Einsatz hydrophiler Antibiotika wie Aminoglykosiden oder B-Laktamen, die teils hohere
stromale Konzentrationen erreichen kénnen. Bei intaktem Epithel, etwa bei stromalen Abszes-
sen, sind hingegen lipophile Substanzen erforderlich, um die epitheliale Barriere zu Uberwin-
den, darunter Fluorchinolone oder Chloramphenicol (Matthews, 2009).

Fluorchinolone werden aufgrund ihres breiten Wirkspektrums und ihrer guten
Hornhautpenetration haufig als empirische Initialtherapie eingesetzt, insbesondere bei Ver-
dacht auf gramnegative Erreger wie Pseudomonas spp. (Sauer et al., 2003). Kombinations-
therapien, etwa aus Aminoglykosiden und Cephalosporinen, werden oft empirisch eingesetzt,
um das Wirkspektrum zu erweitern und therapeutische Liicken zu schlieffen (Matthews, 2009).
Zunehmend zeigen jedoch aktuelle Studien, wie bereits dargestellt, deutliche geografische
Unterschiede im Erregerspektrum sowie eine wachsende Variabilitat der antimikrobiellen Emp-
findlichkeitsmuster okuldrer Pathogene. Dadurch wird die Vorhersagbarkeit des Therapieer-
folgs rein empirischer Konzepte weiter eingeschrankt (Foote et al., 2023; Vercruysse et al.,
2022; Verdenius et al., 2024). Daher gewinnt die friihzeitige mikrobiologische Diagnostik ein-
schlieBlich Kultur und Resistenztestung an Bedeutung und bleibt essenziell, um eine gezielte
Therapieanpassung zu ermdglichen und den selektiven Druck auf Resistenzentwicklungen zu

reduzieren.

Bei tiefer stromaler Beteiligung oder intraokularer Mitbeteiligung kann die topische antimikro-
bielle Therapie durch eine systemische Antibiose ergénzt werden. Diese antimikrobielle Wirk-
samkeit ist jedoch variabel und hangt wesentlich vom Entziindungsgrad sowie von der Perme-
abilitdt der Blut-Augen-Schranken ab (Clode & Matthews, 2011; Matthews, 2009). Entspre-
chend ist die systemische Antibiotikatherapie nicht als primare Behandlungsoption zu
verstehen, sondern kann in ausgewahlten Fallen, etwa bei tiefen stromalen Lasionen oder
ausgepragter intraokularer Entziindung, erwogen werden. Voraussetzung hierfir ist jedoch,
dass am okularen Wirkort therapeutisch relevante Wirkstoffkonzentrationen erreicht werden.

17



Literaturlibersicht

Fur das Pferd ist die pharmakokinetische Datenlage hierzu insgesamt sehr begrenzt. Entspre-
chende Penetrationsdaten systemisch applizierter Antibiotika liegen bislang im Wesentlichen
nur fir Doxycyclin vor, insgesamt zeigt sich jedoch eine geringe intraokulare Verfligbarkeit.
Nach oraler Gabe von Doxycyclin in einer Dosierung von 10 mg/kg alle 12 Stunden Uber flinf
Tage konnten im gesunden Auge keine messbaren Konzentrationen im Kammerwasser nach-
gewiesen werden (< 0,15 pg/mL), wahrend im Glaskorper am flinften Tag nur niedrige Kon-
zentrationen von etwa 0,17 pg/mL erreicht wurden (Gilmour et al., 2005). Nach héherer
Dosierung von 20 mg/kg alle 24 Stunden wurden Kammerwasserkonzentrationen von etwa
7,5-10 % der Plasmaspiegel gemessen. Diese Dosierung erzeugte Wirkstoffspiegel, die fur
Erreger mit einer minimalen Hemmkonzentration (MHK) < 0,25 ug/mL ausreichend sind, wah-
rend bei MHK-Werten von 0,5-1,0 ug/mL eine Gabe alle 12 Stunden erforderlich sein kann
(Davis et al., 2006). Trotz der geringen Penetration im gesunden Auge wird Doxycyclin haufig
bei Erkrankungen wie der equinen rezidivierenden Uveitis eingesetzt, da Entziindungen die
Blut-Augen-Schranke verandern und die intraokulare Penetration erhdhen kénnen (Matthews,
2009).

Doxycyclin wird neben seiner antimikrobiellen Wirkung auch aufgrund antiinflammatorischer
und antikollagenolytischer Effekte diskutiert, insbesondere im entziindeten Auge (Bian et al.,
2016; Clode & Matthews, 2011; Han et al., 2014; Weinberg, 2005; Yi & Zou, 2019). Weitere
systemisch applizierte Antibiotika, darunter Fluorchinolone, andere Tetrazykline und
potenzierte Sulfonamide, werden zwar klinisch eingesetzt, jedoch fehlen bislang verlassliche
Studien zum Nachweis therapeutisch relevanter Wirkstoffkonzentrationen in Hornhaut oder
Kammerwasser, sodass deren okulére Penetration beim Pferd nicht ausreichend belegt ist
(Clode, 2010; Matthews, 2009).

Der Einsatz systemischer Antibiosen bei Keratitiden sollte vor diesem Hintergrund kritisch hin-
terfragt werden und auf begriindete Einzelfdlle beschrankt bleiben, da die klinische
Wirksamkeit dieser Therapie limitiert ist und die Selektion resistenter Erreger beginstigt
werden kann (Clode, 2010; Matthews, 2009).

2.3.3 Ergédnzende und unterstiitzende Therapiestrategien

2.3.3.1 Kontrolle der Proteolyse

Die friihzeitige Kontrolle (berschielender proteolytischer Aktivitat stellt einen zentralen
Bestandteil der Therapie der infektidsen ulzerativen Keratitis des Pferdes dar, da das Horn-
hautstroma eine ausgepragte Anfalligkeit gegenulber proteasevermittelten Abbauprozessen
aufweist und selbst initial begrenzte Lasionen rasch zu tiefen Ulzera mit Keratomalazie
progredieren kdnnen (Ollivier et al., 2004, 2007; Strubbe et al., 2000). Pathophysiologisch liegt
der stromalen Destruktion ein Ungleichgewicht zwischen proteolytischen Enzymen und ihren

18



Literaturlibersicht

endogenen Inhibitoren zugrunde. Da diese Prozesse weitgehend unabhéangig vom spezifi-
schen Erregertyp ablaufen, wird eine antiproteolytische Therapie friihzeitig und unabhangig
vom mikrobiologischen Befund empfohlen, mit dem Ziel, die stromale Stabilitat zu erhalten, die
Ulkusprogression zu verlangsamen und das Risiko einer kornealen Einschmelzung zu redu-
zieren (Clode, 2010; Matthews, 2009).

Als wirksame topische Antiproteasen gelten unter anderem autologes Serum, Ethylendiamin-
tetraessigsaure (EDTA) oder N-Acetylcystein, die durch Hemmung von Matrix-Metalloproteina-
sen oder Neutralisation neutrophiler Elastase zur Reduktion der proteolytischen
Gesamtaktivitat beitragen (Brooks & Ollivier, 2004; Ollivier et al., 2004). Dabei ist zu beachten,
dass insbesondere der =zeitgleiche Einsatz von EDTA mit anderen Arzneimitteln

Wechselwirkungen durch Metallchelation verursachen kann (Al-Hity et al., 2017).

2.3.3.2 Entziindungs- und Schmerzmanagement

Infektiose Keratitiden des Pferdes gehen teils mit einer ausgepragten reflektorischen
anterioren Uveitis einher, die wesentlich zur okuldren Schmerzsymptomatik und zur Progres-
sion des Krankheitsgeschehens beitragt (Clode, 2010; Clode & Matthews, 2011). Entspre-
chend kommt der gezielten Kontrolle intraokularer Entziindungsprozesse eine zentrale thera-
peutische Bedeutung zu. Zur Schmerzlinderung und Reduktion entziindlicher Reaktionen wer-
den topische Mydriatika und Zycloplegika eingesetzt, wobei Atropin eine essenzielle Rolle
einnimmt. Neben der analgetischen Wirkung tragt diese Therapie zur Pravention posteriorer
Synechien bei (Clode & Matthews, 2011; Matthews, 2009). Erganzend kommen systemische
nichtsteroidale Antiphlogistika zur Anwendung, um die entzindungsbedingte Schmerz-
haftigkeit weiter zu reduzieren (Clode, 2010; Matthews, 2009). Lokale Kortikosteroide gelten
bei infektidsen Hornhauterkrankungen hingegen als kontraindiziert, da sie sowohl die lokale
Immunabwehr als auch die korneale Wundheilung negativ beeinflussen kénnen (Clode &
Matthews, 2011).

2.3.3.3 Chirurgische Therapie

Chirurgische MaRnahmen werden bei der infektiosen Keratitis des Pferdes eingesetzt, wenn

die Lasion unter konservativer Therapie nicht ausreichend kontrolliert werden kann oder eine
fortschreitende stromale Destruktion mit Perforationsrisiko besteht (Clode, 2010; Matthews,
20009). Ziel ist dabei primér die strukturelle Stabilisierung der Kornea sowie die Unterstiitzung
lokaler Abwehr- und Heilungsprozesse durch Entfernung infizierten Gewebes und Bereitstel-
lung vaskularisierter Gewebeanteile (Ollivier et al., 2004, 2007). Abhangig von Ausdehnung
und Tiefe der Lasion kdnnen Keratektomien zur Reduktion der Erregerlast und Verbesserung

der Wirkstoffpenetration sowie Konjunktivallappen oder lamelldre Keratoplastiken bei tiefer
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stromaler Beteiligung eingesetzt werden (Andrew & Willis, 2005; D. E. Brooks & Plummer,
2022; D. Brooks & Galera, 2012; Matthews, 2009).

2.3.4 Prognostische Bedeutung der Therapie

Die Prognose der infektidsen Keratitis des Pferdes wird wesentlich durch den Zeitpunkt des
Therapiebeginns sowie durch die Kontrolle infektidser, proteolytischer und intraokularer Ent-
zindungsprozesse bestimmt (Berkowski et al., 2019; Clode, 2010; Gaarder et al., 1998;
Matthews, 2009). Eine initial empirische antimikrobielle Therapie ist in der Akutphase haufig
erforderlich, gewahrleistet jedoch keinen giinstigen Verlauf (Clode, 2010). Vor dem Hinter-
grund zunehmender Resistenzentwicklungen kommt der friihzeitigen mikrobiologischen
Diagnostik mit gezielter Therapieanpassung eine wachsende Bedeutung zu. Bei konsequen-
tem Vorgehen lassen sich dennoch in vielen Fallen funktionell zufriedenstellende Ergebnisse
erzielen, auch wenn residuale Hornhauttriibungen haufig persistieren (Berkowski et al., 2019;
Gaarder et al., 1998; Matthews, 2009). Verzégerungen in Diagnostik oder der optimalen The-
rapie beglinstigen eine progressive stromale Destruktion mit erhdhtem Risiko fiir bleibende
Sehstdérungen bis hin zum Verlust des Auges (Clode, 2010).

2.4 Grenzen der antibiotischen Therapie und Resistenzproblematik

Die antibiotische Therapie ist ein wesentlicher Bestandteil der Behandlung der bakteriellen
ulzerativen Keratitis des Pferdes, ihre Wirksamkeit wird jedoch zunehmend durch antimikrobi-
elle Resistenzen begrenzt. Dies schrankt insbesondere empirische Therapiekonzepte ein und
kann mit verzdégertem Therapieansprechen oder Therapieversagen einhergehen.

Vor dem Hintergrund des haufig erforderlichen sofortigen Therapiebeginns und der
ausgepragten regionalen sowie therapieassoziierten Variabilitat bakterieller Resistenzmuster
stoRt eine primar empirische Antibiotikatherapie zunehmend an ihre Grenzen und erfordert
eine starker kultur- und resistenzbasierte Behandlungsstrategie. Ergdnzende und antibiotika-
sparende Therapieansatze gewinnen daher an klinischer Relevanz (Foote et al., 2023; Ver-
cruysse et al., 2022).

2.4.1 Einfluss topischer Antibiotika auf die okuldre Mikroflora

Der Einsatz topischer Antibiotika kann die Zusammensetzung der physiologischen okularen
Mikroflora, welche in 2.1.7 naher beschrieben ist, verandern und dadurch einen Selektions-
druck auf der okularen Oberflache ausiiben. NGS-basierte Untersuchungen zeigen, dass be-
reits kurz nach Therapiebeginn Veranderungen der mikrobiellen Diversitat auftreten, darunter
eine generelle Abnahme von Proteobacteria sowie einzelner kommensaler Gattungen wie Sut-
tonella, Nicoletella und Pasteurella, bei gleichzeitiger relativer Zunahme von Firmicutes und
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Bacteroidetes. Dies weist auf eine voribergehende Verschiebung des mikrobiellen Gleichge-
wichts hin (Martin de Bustamante et al., 2025).

Auch kulturbasierte Studien berichten nach antibiotischer Behandlung (iber eine Abnahme
grampositiver Keime und eine relative Zunahme gramnegativer Organismen, teilweise in Ver-
bindung mit erhéhten Resistenzraten (Gemensky-Metzler et al., 2005; Moore et al., 1995).
Andere Untersuchungen mit unterschiedlicher Methodik zeigen hingegen, dass die
dominierenden bakteriellen Taxa der okularen Oberflache trotz kurzfristiger topischer Antibio-
tikatherapie weitgehend erhalten bleiben kénnen (Scott et al., 2019).

Insgesamt sprechen die verfiigbaren Daten dafiir, dass antibiotikabedingte Veranderungen der
okularen Mikroflora meist zeitlich begrenzt sind und sich die mikrobielle Gemeinschaft inner-
halb von etwa drei bis vier Wochen weitgehend erholt, auch wenn geringfiigige
Verschiebungen langer bestehen bleiben kénnen (Martin de Bustamante et al., 2025). Wah-
rend dieser Phase kann die Reduktion kommensaler Bakterien jedoch dazu flhren, dass po-
tenziell pathogene oder bereits resistente Keime leichter an Bedeutung gewinnen und sich
etablieren. Der Einsatz topischer Antibiotika kann somit Einfluss auf die Zusammensetzung
und Resistenzmerkmale der bei okularen Infektionen nachgewiesenen bakteriellen Erreger

nehmen.

2.4.2 Resistenzlage vorkommender Bakterien

In mehreren aktuellen Untersuchungen wird eine zunehmende Pravalenz resistenter und
multiresistenter bakterieller Isolate bei equiner infektioser Keratitis beschrieben, wodurch an-
timikrobielle Resistenzen zu einer zentralen Herausforderung der klinischen Therapie gewor-
den sind (Vercruysse et al., 2022; Verdenius et al., 2024). Dabei zeigen sich ausgepragte Un-
terschiede der Resistenzmuster in Abhangigkeit von geografischer Region, Untersuchungs-
zeitraum sowie vorausgegangener antimikrobieller Exposition (Alexandrakis et al., 2000;
Andrew et al., 2003; Deniaud & Tee, 2023; Foote et al., 2023).

Ein wesentlicher Einflussfaktor auf die Resistenzentwicklung ist die Vorbehandlung mit
topischen Antibiotika. So wurde eine Gentamicin-Resistenz signifikant haufiger bei Pferden
nach vorausgegangener Gentamicin-Therapie nachgewiesen (Verdenius et al., 2024). Auch
der Einsatz von Kombinationspréaparaten aus Neomycin, Polymyxin B und Dexamethason war
mit einer erhohten Isolation von Staphylococcus spp. assoziiert (Foote et al., 2023; Sauer et
al., 2003).

Aminoglykoside, insbesondere Gentamicin und Tobramycin, galten Gber Jahrzehnte als zuver-
lassige Erstlinientherapeutika bei bakterieller Keratitis des Pferdes. Wahrend frihere Studien
hohe Sensibilitatsraten beschrieben, dokumentierten bereits Anfang der 2000er-Jahre erste
Arbeiten einen signifikanten Anstieg der Resistenz von Pseudomonas aeruginosa gegeniiber

diesen Substanzen (Sauer et al., 2003). Neuere europdische und asiatische Studien
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bestatigen inzwischen eine breite Resistenzverbreitung gegeniiber Aminoglykosiden, insbe-
sondere bei Staphylococcus- und Pseudomonas-Isolaten (Uchida-Fujii et al., 2024; Vercru-
ysse et al., 2022). Methicillin-resistente Staphylokokken weisen dabei haufig ausgepragte Mul-
tiresistenzen auf, mit Resistenzraten von bis zu 75-100 % gegenliber Gentamicin und Tetra-
zyklin (Vercruysse et al., 2022; Verdenius et al., 2024).

Auch fir Fluorchinolone wird eine generelle Zunahme der Resistenz beschrieben. Friihere
Untersuchungen zeigten iberwiegend keine bis geringe Resistenzanteile (Sauer et al., 2003),
wahrend neuere Studien klinisch relevante Resistenzraten nachweisen. In Japan beispiels-
weise waren sdmt-liche untersuchte MRSA-Isolate gegenlber Ofloxacin resistent, wahrend
auch bei Ubrigen Staphylococcus- und Streptococcus-Spezies erhohte Resistenzraten festge-
stellt wurden (Uchida-Fujii et al., 2024). In der Schweiz wurde zudem ein deutlicher Riickgang
der Sensitivitat von Staphylococcus-Isolaten gegentber Enrofloxacin auf etwa 50 % beschrie-
ben (Suter et al., 2018), wahrend andere Untersuchungen weiterhin niedrigere Gesamtresis-
tenzraten zeigten, was die Bedeutung regionaler Unterschiede unterstreicht (Vercruysse et al.,
2022).

Polymyxin B, hdufig Bestandteil topischer Kombinationspraparate, weist ebenfalls eine stark
variable Wirksamkeit auf. Europaische Studien berichten liber Resistenzraten zwischen etwa
40 und nahezu 60 % (Vercruysse et al., 2022), wahrend australische Untersuchungen
Resistenzraten von Uber 85 % bei Pseudomonas-Isolaten dokumentierten. Diese Unter-
schiede werden unter anderem mit dem haufigen Einsatz von Polymyxin B als empirische
Erstlinientherapie in Verbindung gebracht (Deniaud & Tee, 2023).

Auch gegeniiber Neomycin und Bacitracin wurden in mehreren Studien bereits hohe Resis-
tenzraten beschrieben (Keller & Hendrix, 2005; Suter et al., 2018).

Insgesamt verdeutlichen diese Befunde, dass sich die Resistenzlage nicht homogen entwi-
ckelt, sondern mafgeblich durch lokale Erregerspektren und therapeutische Gewohnheiten
gepragt ist.

Angesichts der hohen Resistenzraten gegeniber klassischen Erstlinientherapeutika wie
Gentamicin und Polymyxin B erscheint eine allein empirische Therapie zunehmend unzu-

reichend.

2.4.3 Fokus auf methicillin-resistente Staphylococcus aureus-Stdmme

Der methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) hat sich als einer der klinisch rele-
vantesten bakteriellen Erreger bei der equinen ulzerativen Keratitis etabliert. Staphylococcus
aureus wird in bis zu 45-48 % der bakteriellen Isolate nachgewiesen, wobei bis zur Halfte
dieser Stamme eine Resistenz gegen Methicillin vorliegt (Vercruysse et al., 2022; Verdenius
et al., 2024). Diese Befunde verdeutlichen, dass MRSA inzwischen einen substantiellen Anteil

bakterieller Keratitiden beim Pferd verursacht.
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Charakteristisch fir MRSA-Isolate ist eine ausgepragte Multiresistenz gegenuber zahlreichen
Antibiotikaklassen, die Ublicherweise im Rahmen empirischer Therapiekonzepte eingesetzt
werden. Beschrieben sind vollstdndige Resistenzen gegeniber Tetrazyklinen, hohe Resistenz-
raten gegeniiber Gentamicin sowie haufig verminderte Empfindlichkeiten oder Resistenzen
gegeniber Fluorchinolonen. Zusatzlich vermittelt das mecA-Gen eine Resistenz gegeniber
samtlichen B-Laktam-Antibiotika, wodurch die therapeutischen Optionen weiter eingeschrankt
werden (Soimala et al., 2018; Vercruysse et al., 2022).

MRSA ist sowohl in der Umwelt als auch in klinischen Einrichtungen weit verbreitet und kann
die okulare Oberflache in relevanter Haufigkeit kolonisieren. Dadurch steht ein leicht
verfigbares Reservoir multiresistenter Erreger zur Verfligung, welches die Entstehung von
Infektionen beglnstigt und deren therapeutische Kontrolle zusatzlich erschwert (Soimala et
al., 2018; Weese et al., 2005).

Das haufige Auftreten von MRSA, seine ausgepragte Multiresistenz, sowie die eingeschrankte
Wirksamkeit etablierter Antibiotika erschweren die antibiotische Behandlung der equinen ulze-
rativen Keratitis. Dies unterstreicht die Notwendigkeit alternativer oder ergdnzender antimikro-
bieller Behandlungsstrategien.

2.4.4 Auswirkungen auf die Therapie und den One-Health-Ansatz

Die zunehmende Pravalenz resistenter bakterieller Erreger, insbesondere multiresistenter
Stdmme wie MRSA begrenzt die Wirksamkeit etablierter antibiotischer Therapien bei der
equinen infektidsen Keratitis zunehmend. Therapieassoziierte Veranderungen der okularen
Mikroflora nach lokaler Antibiotikatherapie kénnen diese Entwicklung zusatzlich beeinflussen.
Damit stolRen insbesondere empirische Behandlungsstrategien bei resistenten Erregern
vermehrt an ihre Grenzen (Hellander-Edman et al., 2013; Martin de Bustamante et al., 2025;
Raidal, 2019; Sauer et al., 2003).

Neben der Resistenzproblematik sind auch therapieassoziierte Effekte zu berticksichtigen. Die
wiederholte oder hochdosierte topische Anwendung bestimmter Antibiotika, darunter
Gentamicin, Ciprofloxacin und Tobramycin, wurde mit einer verzégerten kornealen
Epithelregeneration in Verbindung gebracht und kann die lokale Gewebebelastung erhéhen
(Stern et al., 1983). Zudem kdénnen Wechselwirkungen oder antagonistische Effekte zwischen
gleichzeitig eingesetzten Antibiotika die therapeutische Wirksamkeit beeintrachtigen (Yilan-
cioglu, 2019).

Regulatorische Vorgaben haben den Einsatz kritisch wichtiger antimikrobieller Wirkstoffe in
der Veterindrmedizin in den letzten Jahren zunehmend eingeschréankt und an eine
mikrobiologische Indikationsstellung sowie eine engmaschige therapeutische Kontrolle ge-

knupft (European Parliament and the Council of the European Union, 2019).
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Diese Entwicklungen sind auch im Kontext des One-Health-Ansatzes von besonderer Bedeu-
tung, der die enge Verknlpfung von Human-, Tier- und Umweltgesundheit betont und im Um-
gang mit antimikrobiellen Resistenzen eine sektorlibergreifende Verantwortung fordert (Robin-
son et al., 2016; Zinsstag, 2011). Da resistente Erreger wie MRSA sowohl Tiere als auch Men-
schen betreffen und durch Umwelt- und Nutzungseinfliisse begunstigt werden, besitzt der ver-
antwortungsvolle Einsatz von Antibiotika in der Pferdemedizin eine Relevanz uber den
individuellen klinischen Fall hinaus (Robinson et al., 2016; World Organisation for Animal
Health (WOAH), 2023; Zinsstag, 2011).

Vor diesem Hintergrund riicken antibiotikasparende oder ergédnzende Therapiekonzepte, ein-
schlieRlich antiseptischer Behandlungsansatze, zunehmend in den Fokus der klinischen

Diskussion.

2.5 Nicht-antibiotische antimikrobielle Substanzen

2.5.1 Grundlagen antiseptischer Wirkstoffe und Mechanismen

Antiseptische Wirkstoffe umfassen eine chemisch heterogene Gruppe von Substanzen, die
zur lokalen Reduktion oder Inaktivierung von Mikroorganismen auf lebendem Gewebe einge-
setzt werden. Im Gegensatz zu Desinfektionsmitteln sind sie fir die Anwendung auf Haut,
Schleimhduten und Wunden vorgesehen und dienen der Minimierung des Infektionsrisikos
(Franklin & Snow, 1973; Gjorgjeska et al., 2018).

Unterschiedliche chemische Stoffgruppen, darunter Biguanide, halogenfreisetzende Verbin-
dungen, Silberverbindungen, Phenole sowie quartdre Ammoniumverbindungen, entfalten ihre
antiseptische Wirkung liberwiegend uber unspezifische Mechanismen. Diese beruhen auf der
Interaktion mit der mikrobiellen Zelloberflache, der Stérung der Zellmembran sowie der Beein-
trachtigung zentraler Protein- und Enzymfunktionen, wodurch Wachstum und Replikation der
Mikroorganismen gehemmt werden (Gjorgjeska et al., 2018; McDonnell & Russell, 1999).

Die Wirksamkeit antiseptischer Substanzen ist abh&ngig von Konzentration, Expositionsdauer
und Zielorganismus. Verminderte Empfindlichkeiten kdénnen auftreten, etwa durch
Biofilmbildung oder veranderte Zellpermeabilitat, sind jedoch in ihrer klinischen Relevanz von
klassischen Antibiotikaresistenzen abzugrenzen (Alp, 2007; Gjorgjeska et al., 2018).

Im Unterschied zu Antibiotika, die selektiv in spezifische Stoffwechselprozesse eingreifen,
wirken Antiseptika nicht selektiv. Diese Eigenschaften machen sie zu potenziell sinnvollen
Erganzungen von Therapiekonzepten, insbesondere im Kontext zunehmender Resistenzent-
wicklung (Hansel et al., 1980; Maihoub et al., 2024; McDonnell & Russell, 1999).

Im Folgenden werden ausgewahlte antiseptische Substanzen im Hinblick auf ihre Anwendung
und Vertraglichkeit bei der equinen infektidsen Keratitis naher dargestellt.
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2.5.2 Povidon-lod
2.5.2.1 Physikalisch-chemische Wirkweise

Povidon-lod (PVP-) ist ein lodophor, bei dem molekulares lod in einem wasserldslichen Kom-
plex mit Polyvinylpyrrolidon gebunden vorliegt. Dieser Komplex fungiert als Reservoir, aus dem
kontinuierlich biologisch aktives freies lod freigesetzt wird. Die antimikrobielle Wirkung beruht
auf dem raschen Eindringen des freien lods in Bakterien und der unspezifischen Oxidation
essenzieller Zellbestandteile. Dabei werden insbesondere schwefelhaltige Aminosauren wie
Cystein und Methionin oxidativ verandert, was zur Inaktivierung zentraler Enzymsysteme fiihrt.
Zusatzlich kommt es zu Interaktionen mit Nukleinsduren und ungesattigten Fettsduren,
wodurch strukturelle und funktionelle Schaden an Zellmembranen entstehen, die letztlich zum
Zelltod fuihren (Apostolov, 1980; Bigliardi et al., 2017; Irawan et al., 2024; McDonnell & Russell,
1999; Stern et al., 1983).

Die Vielzahl dieser Angriffspunkte erklart das aulergewohnlich breite antimikrobielle Wirk-
spektrum von PVP-I, das grampositive und gramnegative Bakterien, bakterielle Sporen, Pilze,
Protozoen sowie Viren umfasst (Barreto et al., 2020; Lachapelle et al., 2013). Besonders her-
vorzuheben ist die ausgepragte viruzide Aktivitdt gegenliber behullten und unbehiliten Viren.
Die antimikrobielle Wirkung setzt so rasch ein, dass in experimentellen Untersuchungen Re-
duktionen der Keimzahl von tber 99,99 % innerhalb von 30 bis 60 Sekunden beschrieben
wurden (Kawana et al., 1997; Reimer et al., 2002; Tan & Johari, 2021).

Ein charakteristisches Merkmal von PVP-| ist seine nichtlineare, konzentrationsabhangige
Wirksamkeit. Durch Verdiinnung hochkonzentrierter Losungen steigt die Menge verfligbaren
freien lods zunachst an, erreicht bei etwa 0,1 % ein Wirkmaximum und nimmt bei weiterer
Verdiinnung wieder ab. Dieser Effekt erklart, weshalb moderat verdiinnte Lésungen unter Um-
stdnden eine starkere antimikrobielle Aktivitdt aufweisen als héher konzentrierte Praparate
(Bigliardi et al., 2017; Gottardi, 1983; Rackur, 1985). Aufgrund des unspezifischen Wirkmecha-
nismus und der Vielzahl an Zielstrukturen wurden bislang weder relevante bakterielle
Resistenzen noch Kreuzresistenzen beschrieben, auch nicht bei langfristiger Anwendung
(Barreto et al., 2020; Grzybowski et al., 2018).

2.5.2.2 Anwendung und Vertraglichkeit

PVP-1 wird seit mehreren Jahrzehnten in der Human- und Veterindrmedizin eingesetzt und
zeichnet sich durch ein breites antimikrobielles Wirkspektrum aus. Neben der raschen mikro-
biellen Inaktivierung werden auch antibiofilme Effekte beschrieben. In vergleichenden in vitro-
und in vivo-Untersuchungen wird PVP-I aufgrund seines schnellen Wirkungseintritts als min-
destens gleichwertig, teilweise auch als tberlegen gegenliber anderen etablierten Antiseptika
beurteilt (Koburger et al., 2010; Reimer et al., 2002).

In veterindrmedizinischen in vitro-Studien konnte eine bereits ausgepragte bakterizide Wirk-

samkeit von PVP-I gegenlber typischen Erregern infektidser Keratitiden nachgewiesen
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werden, darunter Staphylococcus-, Streptococcus- und Pseudomonas-Isolate aus kaninen
und felinen Hornhautulzera (Wolff et al., 2025). Fir equine Isolate liegt bislang eine Studie vor,
in der PVP-I gegenliber Pantoea agglomerans eine rasche Keimreduktion erreichte (Heun et
al., 2025). Diese experimentell ermittelten minimalen bakteriziden Konzentrationen lagen in
beiden Arbeiten deutlich unterhalb der in der Literatur beschriebenen okularen Vertraglichkeits-
grenzen, was auf ein breites therapeutisches Fenster hinweist (Heun et al., 2025; Wolff et al.,
2025).

Fir den ophthalmologischen Einsatz ist neben der antimikrobiellen Wirksamkeit insbesondere
die lokale Vertraglichkeit von zentraler Bedeutung. Diese ist maRgeblich von der eingesetzten
Konzentration sowie der Expositionsdauer abhangig. Niedrig konzentrierte PVP-I-L6sungen
zeigen eine zuverlassige bakterizide Wirkung bei gleichzeitig geringerer lokaler Reizwirkung
im Vergleich zu hdher konzentrierten Praparaten und sind daher insbesondere fiir empfindliche
okulare Gewebe von besonderem Interesse (Jiang et al., 2009; Kim et al., 2020; York, et
al.,1988).

Tierexperimentelle sowie klinische Studien zeigen, dass topisch appliziertes PVP-I in Kon-
zentrationen von 0,2—1,0 % Uberwiegend gut vertraglich ist (Farkas et al., 2024; Jiang et al.,
2009; Nair et al., 2023; York, et al., 1988). Wahrend diese Konzentrationen ohne relevante
Nebenwirkungen eingesetzt wurden, traten bei Konzentrationen von 2,5-5,0 % vereinzelt re-
versible konjunktivale Irritationen auf (Jiang et al., 2009). Ausgepragte unerwiinschte Effekte
wurden somit Uberwiegend bei Konzentrationen beobachtet, die mindestens das 25-Fache der
Konzentration von 0,1 % erreichten, bei der das Wirkmaximum beschrieben ist (Gottardi, 1983;
Jiang et al., 2009).

2.5.3 Hypochlorige Séure
2.5.3.1 Physikalisch-chemische Wirkweise

Hypochlorige Saure (HOCI) ist wie PVP-I, ein halogenfreisetzendes Antiseptikum und stellt die
mikrobiologisch aktivste Form chlorfreisetzender Verbindungen dar.

Ihre antimikrobielle Wirksamkeit ist pH-abhéngig und erreicht im leicht sauren bis neutralen
Bereich ihr Maximum, da unter diesen Bedingungen die biologisch aktive, ungeladene HOCI-
Form Uberwiegt. In wassrigen Lésungen besteht ein Gleichgewicht zwischen hypochloriger
Saure und Hypochlorit-lonen, wobei die ungeladene Form Zellhiillen effizient durchdringen
und intrazellular wirksam werden kann (McDonnell & Russell, 1999; Wang et al., 2023).

Die antimikrobielle Aktivitat beruht auf einer ausgepragten oxidativen Reaktivitat. HOCI oxi-
diert essenzielle zelluldre Komponenten, insbesondere Proteine und Enzyme, wobei funktio-
nell relevante Thiolgruppen zu Disulfiden oder weiteroxidierten Derivaten umgewandelt wer-
den. Darliber hinaus wurden direkte Effekte auf nukleare Strukturen beschrieben, einschlielk-

lich einer Hemmung der DNA-Synthese durch chlorierte Nukleotidderivate. Bereits niedrige
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Konzentrationen kdénnen das bakterielle Wachstum inhibieren, wahrend hdhere
Konzentrationen zu strukturellen Schaden, erhéhter Membranpermeabilitdt und damit
einhergehend schlieRlich zum Zelltod fiihren (Irawan et al., 2024; McDonnell & Russell, 1999).
Diese oxidativen Angriffspunkte erklaren die schnelle und breit wirksame antimikrobielle Akti-
vitat hypochloriger Saure. Experimentelle Untersuchungen zeigten eine vollstandige Inaktivie-
rung verschiedener Mikroorganismen innerhalb sehr kurzer Zeit. In einer Studie wurde Uber
vollstandige Abtdtungsraten innerhalb von zwélf Sekunden berichtet, wobei die minimalen bak-
teriziden Konzentrationen je nach Erreger im Bereich von 1/32- bis 1/64-Verdiinnungen einer
Stammldsung mit 218 ppm lagen, entsprechend Konzentrationen von etwa 5,5 bis 2,75 ppm
(Sakarya et al., 2014). In vergleichenden Studien erreichte hypochlorige Saure in Konzentra-
tionen von 500 bis 1500 mg/L innerhalb von flinf bis zehn Minuten eine mit etablierten Antisep-
tika vergleichbare oder teilweise uberlegene Wirksamkeit (Herruzo & Herruzo, 2020).

Ein weiterer relevanter Aspekt ist die ausgepragte antibiofilme Aktivitat. Wahrend Chlorhexidin
in einer Konzentration von 1 % eine eingeschrénkte Penetration von Biofilmen zeigte, erzielte
hypochlorige Saure bei 1500 mg/L die hdchste antibiofilme Wirksamkeit (Herruzo & Herruzo,
2020)

2.5.3.2 Anwendung und Vertraglichkeit

HOCI wird in der Ophthalmologie zur direkten Anwendung an der okularen Oberflache einge-

setzt, unter anderem als Spul- und Hygieneldsung fir den Kontakt mit Kornea und Bindehaut
und ist auch zugelassen (z. B. Vetericin®). In klinisch relevanten Konzentrationen von etwa
0,009-0,01 % wurde wiederholt eine effektive Reduktion der bakteriellen Belastung der oku-
laren Oberflache beschrieben, ohne die physiologische mikrobielle Diversitat wesentlich zu
beeinflussen (Hejkal et al., 2022; Stroman et al., 2017). Auch fir HOCI wurde aus der Veteri-
narmedizin eine ausgepragte bakterizide Wirksamkeit gegenuber typischen okularen Patho-
genen von Hunden und Katzen nachgewiesen, wobei bereits sehr niedrige Konzentrationen
eine vollstédndige Keimreduktion ermdglichten (Wolff et al., 2025). Ebenfalls konnte gegentiber
Pantoea agglomerans-Isolaten aus equinen infektidsen Keratitiden eine hohe antiseptische
Wirksamkeit bestatigt werden (Heun et al., 2025). Mehrere experimentelle und klinische Un-
tersuchungen belegen eine sehr gute lokale Vertraglichkeit hypochloriger Saure bei topischer
Anwendung. In den genannten Konzentrationsbereichen traten weder relevante irritative Re-
aktionen noch toxische Effekte auf Kornea oder Bindehaut auf, auch nicht bei wiederholter
Applikation (Hejkal et al., 2022; Stroman et al., 2017).

Diverse Studien stltzen diese Befunde. In einem Modell der infektidsen bovinen Keratokon-
junktivitis fihrte die topische Applikation von HOCI in einer Konzentration von 0,009 % zu einer
verbesserten klinischen Situation mit reduzierter Schmerzhaftigkeit, geringerer Infektions-

auspragung und verkirzter Heilungsdauer kornealer Lasionen (Gard et al., 2016). Erganzend
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wurden gunstige Effekte auf die Migration von Fibroblasten und Keratinozyten beschrieben,
was auf eine gute Vertraglichkeit im Kontext der Wundheilung hinweist (Sakarya et al., 2014).
Vergleicht man die in der ophthalmologischen Praxis eingesetzten Konzentrationen mit
experimentell bestimmten minimalen bakteriziden Konzentrationen, liegen die applizierten
HOCI-Konzentrationen deutlich hoher, ohne dass relevante lokale Nebenwirkungen berichtet
wurden. Dies spricht fiir eine breite Sicherheitsmarge, auch wenn belastbare Langzeitdaten

zur kontinuierlichen Anwendung am equinen Auge bislang begrenzt sind.

2.5.4 Polyhexanid
2.5.4.1 Physikalisch-chemische Wirkweise

Polyhexanid, auch als Polyhexamethylenbiguanid (PHMB) bezeichnet, ist ein polymeres Bigu-
anid mit kationischen Eigenschaften, das als membranaktives Antiseptikum eingesetzt wird.
Aufgrund seiner positiven Ladung bindet PHMB bevorzugt an negativ geladene Strukturen der
bakteriellen Zelloberflache, insbesondere an phosphathaltige Bestandteile der Zellhiille,
wodurch es vor allem bei gramnegativen Bakterien zu einer Destabilisierung der duflReren
Membran kommt (McDonnell & Russell, 1999).

Auf Ebene der Zytoplasmamembran interagiert PHMB mit sauren Phospholipiden und indu-
ziert strukturelle Veranderungen wie Phasenseparation und die Ausbildung von Lipiddoméanen.
Dies flihrt zu einer erhdhten Membranpermeabilitat mit konsekutivem Verlust von Kaliumionen
und zunachst bakteriostatischen Effekten. In der Folge kommt es zu einem vollstandigen Funk-
tionsverlust der Membran und zum Absterben der Mikroorganismen (McDonnell & Russell,
1999).

Neben den membranassoziierten Effekten greift PHMB auch intrazellular in essenzielle bakte-
rielle Prozesse ein. Mehrere Studien beschreiben eine Beeintrachtigung der DNA-Replikation
beziehungsweise von DNA-Reparaturmechanismen, wodurch die bakterielle Vermehrung
effektiv unterbunden wird (Allen et al., 2004; Chindera et al., 2016; Niro et al., 2023; Sowlati-
Hashjin et al., 2020). Der multifaktorielle Wirkmechanismus erschwert die Ausbildung mikrobi-
eller Anpassungsmechanismen erheblich. Eine klinisch relevante Resistenzentwicklung ge-
genuber PHMB wurde bislang nicht beschrieben (Niro et al., 2023; Sowlati-Hashjin et al.,
2020).

Die antimikrobielle Wirksamkeit von PHMB umfasst grampositive und gramnegative Bakterien
sowie Pilze, Protozoen und virale Erreger. Bereits niedrige Konzentrationen zeigen eine aus-
gepragte antibakterielle Aktivitat, wobei wirksame Konzentrationen ab etwa 2 ug/mL beschrie-
ben wurden (Fidelis et al., 2023; Lu et al., 2023; Zhou et al., 2024). Zudem konnte eine Wirk-
samkeit gegenuber methicillin-resistenten Staphylococcus aureus-Stdmmen nachgewiesen
werden (Kamaruzzaman et al., 2016, 2017; Niro et al., 2023). Dariiber hinaus besitzt PHMB
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die Fahigkeit, bestehende Biofilme effektiv zu disruptieren und die bakterielle Belastung inner-

halb biofilmassoziierter Strukturen zu reduzieren (Oluwole et al., 2022).

2.5.4.2 Anwendung und Vertraglichkeit

In der Ophthalmologie wird Polyhexanid seit mehreren Jahrzehnten in unterschiedlichen
Zubereitungen eingesetzt, unter anderem in Kontaktlinsenpflegeldsungen, zur Behandlung der
Acanthamoeba-Keratitis sowie als praoperatives Antiseptikum.

In humanophthalmologischen Anwendungen kamen dabei Uberwiegend Konzentrationen im
Bereich von etwa 0,001 bis 0,02 % zum Einsatz, fir die eine gute Vertraglichkeit beschrieben
wurde (Farkas et al., 2024; Hansmann et al., 2005; Hibner & Kramer, 2010; Niro et al., 2023;
Rusiecka-Zidtkowska et al., 2023). Lediglich in Einzelféllen wurden bei Konzentrationen von
0,08 % milde unerwiinschte Effekte beobachtet, wobei die Anwendung trotzdem insgesamt als
gut vertraglich eingestuft wurde (Papa et al., 2022).

Experimentelle Untersuchungen auf zellularer und Gewebeebene stiitzen diese klinischen Be-
obachtungen. So wurde fur PHMB eine gute zellulare Vertraglichkeit gegentiber epithelialen
Zelllinien beschrieben, auch unter Bedingungen bakterieller Infektionen (Wiegand et al., 2009).
Ergénzend zeigten ex vivo-Untersuchungen an kornealem Gewebe keine nachteiligen Auswir-
kungen auf die epitheliale Integritat oder die Wundheilung (Foja et al., 2024).

In Studien unter Verwendung klinischer Tierisolaten aus infektidsen Keratitiden konnte eine
ausgepragte bakterizide Aktivitat gegenliber relevanten okularen Pathogenen nachgewiesen
werden, darunter Staphylococcus-, Streptococcus- und Pseudomonas-Isolate aus kaninen
und felinen Hornhautulzera (Wolff et al., 2025) sowie Pantoea agglomerans-Isolate aus equi-
nen infektidsen Keratitiden (Heun et al., 2025). Die hierfiir erforderlichen minimalen bakterizi-
den Konzentrationen lagen deutlich unterhalb der in der ophthalmologischen Praxis eingesetz-
ten Wirkstoffkonzentrationen, was auf ein breites therapeutisches Fenster hinweist (Heun et
al., 2025; Wolff et al., 2025).

Insgesamt sprechen die verfligbaren experimentellen und klinischen Daten dafir, dass
Polyhexanid in niedrigen Konzentrationen eine effektive antimikrobielle Wirkung mit guter

lokaler und okuléarer Vertraglichkeit verbindet.
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2.6 Forschungsliicken

Trotz der klinischen Relevanz der equinen infektiésen Keratitis fehlt bislang eine allgemein
gultige Therapie, was unter anderem auf das heterogene bakterielle Erregerspektrum sowie
zunehmende Antibiotikaresistenzen zurlickzufiihren ist. Antiseptische Wirkstoffe werden da-
her als mégliche antibiotikasparende oder erganzende Therapieoptionen diskutiert. Die anti-
septische Wirksamkeit und okulére Vertraglichkeit sind bislang jedoch nur unzureichend un-
tersucht. Erste in vitro-Daten weisen zwar auf eine antimikrobielle Aktivitat gegenliber ausge-
wahlten bakteriellen Erregern hin, die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf das gesamte Er-
regerspektrum der equinen infektiésen Keratitis ist jedoch bislang nicht ausreichend validiert.
Es besteht somit ein Bedarf an systematischen Untersuchungen zur Bewertung des Potenzials

antiseptischer Substanzen in diesem Kontext.
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3 Zielsetzung und Hypothese der Arbeit

Aufgrund des dargestellten wissenschaftlichen Stands ist das Ziel dieser Arbeit die
Untersuchung der in vitro-antimikrobiellen Wirksamkeit ausgewahlter Antiseptika gegenuber
den haufigsten bakteriellen Erregern der equinen ulzerativen bakteriellen Keratitis. Dabei soll
geprift werden, ob Polyhexanid, Povidon-lod und hypochlorige S&ure als antibiotikasparende
oder erganzende Behandlungsoptionen flir ausgewahilte klinische Situationen in Betracht kom-
men.

Es wird die Hypothese aufgestellt, dass alle getesteten Antiseptika das Wachstum der hau-
figsten bakteriellen Erreger der equinen ulzerativen bakteriellen Keratitis effektiv hemmen, und
zwar in Konzentrationen, die fir die okulare Oberflache als vertraglich gelten.
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Eigene Untersuchungen

4.1 Abstract

Objective:
To determine the in vitro antimicrobial activity of specific antiseptics against common equine
ocular surface pathogens.

Methods:

Staphylococcus aureus (S. aureus) (n = 12), Streptococcus equi subspecies zooepidemicus
(S. zooepidemicus) (n = 9), Enterobacter hormaechei (E. hormaechei) (n = 6), and Bacillus
cereus (B. cereus) (n = 5) were collected from corneal samples of horses with ulcerative
keratitis. Reference strains were included. Minimum bactericidal concentrations (MBC) of
polyhexanide, povidone-iodine, and hypochlorous acid were tested using the microdilution
method. After incubation with the antimicrobial agent, the inocula were subcultured according
to the Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines. Colony growth was manually
counted and photographically documented.

Results:

The MBC values of polyhexanide were 0.8-3.2 ppm for S. aureus, 0.8-1.6 ppm for S.
zooepidemicus, 1.6-3.2 ppm for E. hormaechei, and 1.6-6.4 ppm for B. cereus. For povidone-
iodine, values were 8-32 ppm for S. aureus, 4-16 ppm for S. zooepidemicus, 8-16 ppm for
E. hormaechei, and 8-16 ppm for B. cereus. For hypochlorous acid, values were 0.4-6.4 ppm
for S. aureus, 0.4-3.2 ppm for S. zooepidemicus, 0.8-1.6 ppm for E. hormaechei, and 1.6-6.4
ppm for B. cereus. The MBC values of methicillin-resistant S. aureus isolates were comparable

to those of methicillin-susceptible isolates.

Conclusion:

All antiseptics are highly efficient against common equine ocular bacterial surface pathogens,
in concentrations that are well below those of commercially available products. In accordance
with the One Health approach, these findings highlight their potential in treating infectious
ocular surface disease either as an alternative or alongside topical antibiotics. Further in vivo
and clinical studies are required to investigate the translatability of their in vitro effectiveness

to clinic cases.
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ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antimicrobial activity of specific antiseptics against common equine ocular surface
pathogens.

Methods: Staphylococcus aureus (S. aureus) (n=12), Streptococcus equi subspecies zooepidemicus (S. zooepidemicus) (n=9),
Enterobacter hormaechei (E. hormaechei) (n=6), and Bacillus cereus (B. cereus) (n=>5) were collected from corneal samples of
horses with ulcerative keratitis. Reference strains were included. Minimum bactericidal concentrations (MBC) of polyhexanide,
povidone-iodine, and hypochlorous acid were tested using the microdilution method. After incubation with the antimicrobial
agent, the inocula were subcultured according to the Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines. Colony growth was
manually counted and photographically documented.

Results: The MBC values of polyhexanide were 0.8-3.2ppm for S. aureus, 0.8-1.6 ppm for S. zooepidemicus, 1.6-3.2ppm for
E. hormaechei, and 1.6-6.4 ppm for B. cereus. For povidone-iodine, values were 8-32ppm for S. aureus, 4-16 ppm for S. zooepi-
demicus, 8-16 ppm for E. hormaechei, and 8-16 ppm for B. cereus. For hypochlorous acid, values were 0.4-6.4 ppm for S. aureus,
0.4-3.2ppm for S. zooepidemicus, 0.8-1.6 ppm for E. hormaechei, and 1.6-6.4 ppm for B. cereus. The MBC values of methicillin-
resistant S. aureus isolates were comparable to those of methicillin-susceptible isolates.

Conclusion: All antiseptics are highly efficient against common equine ocular bacterial surface pathogens, in concentrations
that are well below those of commercially available products. In accordance with the One Health approach, these findings high-
light their potential in treating infectious ocular surface disease either as an alternative or alongside topical antibiotics. Further
in vivo and clinical studies are required to investigate the translatability of their in vitro effectiveness to clinic cases.
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1 | Introduction

Equine infectious keratitis is a common and potentially vision-
and globe-threatening ocular disease that requires intensive
management [1-4]. While some cases of equine keratitis can lead
to vision loss or require enucleation, many horses achieve favor-
able visual outcomes with appropriate treatment [2, 4-6]. A va-
riety of pathogens can be involved in the development of equine
infectious keratitis. In most cases, a positive bacterial culture
can be obtained [7-9]. Considering that one study demonstrated
that bacteria were involved in 85% of isolates from infectious
keratitis cases, with 55% of cultures yielding bacteria as the
sole pathogen, it indicates a significant role of bacterial agents
in the disease's etiology [7]. There are geographical differences
in the involved bacteria, and data from multiple countries have
identified Staphylococcus, Streptococcus, and Pseudomonas as
the most common bacterial genera [7, 9-14]. Alongside bacteria,
fungal pathogens also contribute significantly to the disease’s
pathogenesis in horses [5, 15, 16].

In equine infectious keratitis, early treatment is crucial for
preventing complications and preserving vision [1]. Initial
treatment focuses on topical antibiotics to manage the in-
fection and support healing [3, 4, 17, 18]. Due to the urgency
of starting treatment, initial antimicrobial therapy must be
empirical and initiated before culture and sensitivity results
are available [3, 18]. Currently, this involves selecting topical
antibiotics based on clinical evaluation and cytology exam-
inations to characterize the infection and guide appropriate
initial therapy. However, antibiotic susceptibility testing re-
mains essential for guiding treatment, as resistance patterns
vary among bacteria [11, 15], and it can facilitate adequate
changes in medication if the initial treatment is ineffective in
controlling the disease. The prevalence of multidrug-resistant
isolates has risen in recent years, making antimicrobial resis-
tance an escalating concern in clinical practice [9, 10]. This
emphasizes the need for careful and judicious use of antibiot-
ics in the treatment of infectious keratitis [19-21].

The rising resistance, combined with the fact that high concen-
trations and frequent topical application of certain antibiotics,
such as gentamicin, ciprofloxacin, and tobramycin, can delay
epithelial regeneration in experimental models [22], under-
scores the need for alternatives.

In recent years, the EU regulations [23] have increasingly re-
stricted the use of critically important antimicrobials in vet-
erinary medicine, requiring microbiological justification and
fostering a more controlled and monitored prescription practice.
Furthermore, antagonistic effects between concurrently admin-
istered antibiotics and their mutual interactions may reduce
overall therapeutic efficacy [24]. All these points underscore the
urgent need to explore alternative substances with antimicrobial
properties for the treatment of equine infectious keratitis [25].
This is in accordance with the One Health approach [26], which
emphasizes the interconnectedness of human, animal, and en-
vironmental health in addressing emerging zoonoses and other
health challenges [27].

Antiseptics are increasingly being considered as alternatives
to antibiotics in various medical fields [28-33]. While both

antibiotics and antiseptics have antibacterial properties, they
are distinct categories of agents [34]. Antiseptics demonstrate
broader spectrum antimicrobial activity and are less likely to
induce resistance compared to antibiotics [35].

Several antiseptics, including povidone-iodine (PVP-I), hypo-
chlorous acid (HOCI), and polyhexanide (PHMB), have been in-
vestigated for ocular use with positive outcomes to date. PVP-I
remains the main antiseptic agent used for preoperative ocular
antisepsis in ophthalmology [29]. However, PHMB shows broad-
spectrum antimicrobial activity against bacteria, most fungi, and
protozoa [36, 37] and HOCI has a potent oxidative antimicrobial
effect against various pathogens. This may make them promising
alternatives [38, 39]. Previous studies have investigated these anti-
septic agents for ocular use, demonstrating good efficacy and tol-
erability for ocular applications [36-40]. Considering their proven
antimicrobial effects and encouraging safety data, PHMB, PVP-I,
and HOCI have promising potential to become essential therapeu-
tic options in the future management of infectious keratitis as ef-
fective and well-tolerated alternatives to conventional antibiotics.

1.1 | Purpose

The purpose of this study was to determine the in vitro anti-
microbial activity of PHMB, PVP-I, and HOCI against the most
common pathogens found in eyes from horses with equine ul-
cerative bacterial keratitis.

We hypothesized that all tested antiseptics effectively inhibit
bacterial growth of the most common bacterial pathogens in
equine ulcerative bacterial keratitis at concentrations shown to
be tolerated on the ocular surface.

2 | Materials and Methods
2.1 | Bacterial Isolates

Between August 2022 and August 2024, swab samples were col-
lected from horses diagnosed with infectious ulcerative keratitis by
experienced veterinarians based on clinical examination. Samples
were obtained during routine diagnostic and therapeutic proce-
dures. They originated from both cases examined at the authors'
institution, the Clinic for Horses of the University of Veterinary
Medicine Hannover, Germany, and from external equine clinics
and veterinarians in Germany. All samples were processed either
at the Institute of Microbiology of the University of Veterinary
Medicine Hannover, Germany, or at LABOKLIN GmbH & Co.
KG, Bad Kissingen, Germany. Cases were included if a corneal
defect with a clear ulcerative appearance (epithelial, stromal, or
melting ulcer) was present, while samples originating from out-
side Germany were excluded. When available, clinical information
such as diagnosis, previous antimicrobial treatment, ulcer dura-
tion, and sampling site was recorded. Antimicrobial susceptibility
results were documented when provided by the respective labora-
tory. All clinical and microbiological data were compiled and ana-
lyzed retrospectively in another project.

The isolates were identified via matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS).
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These clinical samples were collected and analyzed to deter-
mine the most frequently occurring bacterial species. The most
prevalent isolates were subsequently included in the antiseptic
testing performed in this study. Pantoea agglomerans was the
most commonly identified species overall, but it was evaluated
separately in a previous study [41].

The four isolates with the highest regional incidence that were
tested included 12 isolates of Staphylococcus aureus (S. aureus),
nine isolates of Streptococcus equi subspecies zooepidemicus (S.
zooepidemicus), six isolates of Bacillus cereus (B. cereus), and five
isolates of Enterobacter hormaechei (E. hormaechei). Six of the S.
aureus isolates were methicillin-resistant.

Additionally, reference strains from the German Collection
of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig,
Germany) were utilized, including S. aureus (DSM 1104), S.
zooepidemicus (DSM 20727), and B. cereus (DSM 31).

2.2 | Antiseptic Agents

Three antiseptic agents, including PHMB, PVP-I, and HOCI,
were evaluated and tested against all bacterial isolates, with all
dilutions freshly prepared on the day of testing (Table 1).

2.3 | Preservation of Bacterial Isolates

Bacterial isolates were preserved by initial cultivation in

Lysogeny broth (NaCl, 5g/L; yeast extract, 5g/L; tryptone,
10g/L) overnight. Freshly isolated strains were suspended in

80% glycerol stock solution and stored in cryovials at —=70°C.
Before carrying out the experiment, fractional streaks were
cultured on 5% Columbia Sheep Blood Agar (COLUMBIA
AGAR WITH SHEEP BLOOD, Oxoid Deutschland GmbH,
Wesel, Germany) and incubated for 16-24h at 37°C to ensure
viable cultures.

2.4 | Determination of Minimum Bactericidal
Concentrations (MBCs)

The antimicrobial susceptibility of each bacterial isolate was
assessed according to the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) guidelines for determining the bactericidal
activity of antimicrobial agents (M26-A) [42]. A previously
established modification of the CLSI M26-A [43] method was
used for MBC testing. The MBC was assessed using a sub-
culture method on agar plates after the bacteria had been
incubated with various concentrations (Table 2) of the antimi-
crobial agent.

In this study, the MBC is defined as the lowest concentration
at which 99.9% of the original bacterial population in the final
inoculum is killed, as previously described [41-43].

Each isolate was tested in triplicate. Bacterial suspensions
were adjusted in sterile saline (NaCl 0.9%, BRAUN, Frankfurt
am Main, Germany) to 0.5 McFarland units (approximately
1.5% 108 CFU/mL) using a densitometer (Biosan, Riga, Lettland).
Further, the bacterial suspension was diluted twice in a 1:9 ratio
to achieve an approximate concentration of 1.5x10° CFU/mL for
the bacterial suspension.

TABLE1 | Overview of the antiseptic agents used in this study, including the commercially available products, their original concentrations, and

the dilution ranges obtained by dilution with phosphate-buffered saline.

Used a commercially

Antiseptic agent available product

Product concentration

Experimental model dilutions

PHMB Polyhexanid-Losung,

Fagron, Glinde, Germany

PVP-1 PVP-11-100g
Poly(vinylpyrrolidone)-
iodine complex PVP-I,

Povadyne antiseptic, SIGMA-
ALDRICH CHEMIE GmbH,
Steinheim, Germany

HOCI Vetericyn.VF + plus eye and
ear solution, Ecuphar GmbH,
Greifswald, Germany

20% 0.000005%-0.00256%
=200000 ppm =0.05-25.6 ppm

100% 0.00005%-0.0256%
=1000000ppm =0.5-256 ppm

0.0275% 0.000005%-0.00256%

=275ppm =0.05-25.6 ppm

Note: Although these concentrations were generated as part of the experimental dilution protocol, only the concentrations listed in Table 2 were finally tested.

TABLE 2 | Concentration of used antiseptics in each dilution stage (V1-V8).

Vi V2 V3 V4 V5 V6 v7 V8
PHMB 6.4ppm 3.2ppm 1.6ppm 0.8ppm 0.4ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.05ppm
PVP-1 64ppm 32ppm 16 ppm 8ppm 4ppm 2ppm 1ppm 0.5ppm
HOCI 6.4ppm 3.2ppm 1.6ppm 0.8ppm 0.4ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.05ppm
Veterinary Ophthalmology, 2026 30f 15
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Polyhexanide

S. aureus

1.6 32 6.4

FIGURE1 | This figure illustrates an example of the MBC assessment of PHMB against a S. aureus isolate. The image displays eight agar plates

corresponding to serial dilutions of PHMB, with concentrations indicated in ppm above each plate. Following incubation (16-20h), bacterial growth

was visually assessed. Each plate was inoculated with approximately 7500 CFU of the test strain. In this specific example, visible growth of 4 CFU

was observed at a PHMB concentration of 1.6 ppm and none at higher concentrations, indicating a >99.9% reduction in viable bacterial count, thus

defining the MBC at 1.6 ppm for this isolate.

The sterile antiseptics (PHMB, PVP-I, HOCI) were diluted in
eight stages in a 1:1 ratio with phosphate-buffered saline (PBS)
(Table 2). Each experimental setup included positive and nega-
tive controls.

A volume of 0.25mL of each antiseptic dilution was combined
with an equal volume of bacterial inoculum/suspension,
which was diluted to a final concentration of approximately
1.5% 10° CFU/mL, and incubated for 10 min. Following incu-
bation, 0.1 mL of the mixture was combined with 0.9 mL of
Dey-Engley-neutralizing broth (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) to terminate the antiseptic action, as used in a pre-
vious study [43], followed by an additional 5-min incubation.
The neutralized mixture was then plated onto 5% Columbia
sheep blood agar plates and incubated at 37°C for 16-20h.
Following this protocol, 7500 colony-forming units (CFU)
were expected to be plated on each agar plate. The negative
control contained no bacterial suspension but was handled in
the same manner as all other samples (neutralizer and equal
volumes). Similarly, the positive control did not contain any
antiseptics, but the same amount of bacterial suspension as
the other samples.

At the beginning of the experiment, preliminary tests were
performed to verify that the densitometer-based adjustment in
McFarland units [45, 46], corresponded to the targeted initial
CFU per isolate. For species in which the desired concentration
could not be reliably achieved using the McFarland setting, addi-
tional procedures were implemented, notably for Bacillus cereus,
as described in the corresponding section.

The bacterial concentrations used for all analyses were therefore
based on the previously validated measurements. Approximately
7500 CFU were applied per plate. Colony counts were recorded
only for plates containing up to 300 CFU, whereas higher counts
were classified as too numerous to count, in accordance with

standard microbiological guidelines, as overcrowding prevents
accurate enumeration [44, 47].

Bacterial growth exceeding this threshold was therefore eval-
uated visually by counting after an incubation time of 16-20h,
with the critical number of colonies set at 7CFU/agar, indicat-
ing a 99.9% inhibition of bacterial growth, based on an expected
growth of approximately 7500 CFU per plate in the absence of
antimicrobial activity (Figure 1).

The incubation period was narrowed to 16-20h to improve ac-
curacy by preventing overgrowth and allowing clearer counts,
which was not necessary for pure culture growth but essential
for antiseptic testing.

The MBC values were determined by counting the bacterial col-
onies grown on agar plates and performing calculations based
on these counts.

2.5 | Bacillus cereus

Initial testing of B. cereus isolates revealed insufficient growth
in pretests and positive control samples, as indicated by a re-
duced number of colonies and a spread-out growth pattern de-
spite the absence of antiseptic agents. This finding suggests that
adjusting the bacterial suspension solely to 0.5 McFarland units
using a densitometer was not appropriate for this species. Due
to the irregular colony formation, counting and defining MBC
values were unreliable. Therefore, a preliminary growth assess-
ment was conducted to ensure accurate determination.

Six B. cereus suspensions were prepared, and triplicate plating
was performed at inoculation levels of 7500, 750, and 75 CFU per
plate. The actual growth of colonies was counted to calculate a
correction factor for the bacterial suspension dilution, allowing
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for the precise determination of MBCs in subsequent assays.
Following this factor, the bacterial suspension with a theoreti-
cal concentration of 0.5 MFU (of 1.5 108 CFU/mL) was only di-
luted in a 1:1.6 ratio to achieve a realistic bacterial concentration
0f 1.5 10°CFU/mL.

The main experiment was then performed as described above.

2.6 | Data Analysis

MBC values were determined by calculating viable bacterial
reductions based on an expected untreated growth level of
7500CFU per plate. The minimum bactericidal concentration
was defined as the lowest antiseptic concentration producing a
>99.9% reduction in colony-forming units (<7 CFU per plate).
The corresponding concentration state is considered the MBC.

A descriptive analysis of the collected data was performed using
Excel (Version 2405, June 11, Microsoft Office Professional). The
figures were created with Excel, Microsoft PowerPoint 2016, and
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software Inc.).

3 | Results

All tested antiseptics showed an in vitro antimicrobial effect at
specific concentrations. None of the isolates exhibited resistance.

Positive controls consistently showed the expected bacterial
growth, which was confirmed visually, validating the func-
tionality of the culture media and methodology. Conversely,
the negative controls consistently showed no growth, indi-
cating successful prevention of contamination during the
procedures.

3.1 | Polyhexanide

For all isolates the MBC for polyhexanide ranged from 0.8 to
6.4ppm. For S. aureus, MBC values across all isolates ranged
from 0.8 to 3.2ppm (Figure 1). For the methicillin-resistant
isolates it ranged from 0.8 to 1.6ppm and for the methicillin-
susceptible from 1.6 to 3.2ppm. For S. zooepidemicus, the MBC
was 1.6 ppm for nearly all isolates, with one isolate showing a
lower value of 0.8 ppm. For E. hormaechei, MBC values ranged
between 1.6 and 3.2 ppm. For B. cereus, MBC values ranged from
1.6 to 6.4 ppm (Figure 2a-d).

3.2 | Povidone-Iodine

For all isolates the MBC for povidone-iodine ranged from 8 to
32ppm. The MBC values for PVP-I ranged for S. aureus from
8 to 32ppm, with an MBC for the methicillin-resistant isolates
of 8ppm and for the methicillin-susceptible values from 8 to
32ppm. For S. zooepidemicus, it ranged from 4 to 16 ppm. For
E. hormaechei, the MBC was 16 ppm for most isolates, with one
isolate showing a lower value of 8 ppm. For B. cereus, the values
ranged between 8 and 16 ppm (Figure 2a-d).

3.3 | Hypochlorous Acid

For all isolates the MBC for hypochlorous acid ranged from 0.4
to 6.4ppm. For S. aureus, the MBC values ranged from 0.4 to
6.4ppm. For the methicillin-resistant isolates it ranged from
0.4 to 3.2ppm and for the methicillin-susceptible from 0.4 to
6.4ppm. For S. zooepidemicus, the MBC values ranged from 0.4
to 3.2ppm. For E. hormaechei, most isolates required an MBC
of 0.8 ppm, although one isolate required 1.6 ppm. For B. cereus,
the MBC values ranged between 1.6 and 6.4 ppm (Figure 2a-d).

The MBC values for methicillin-resistant S. aureus were not
higher than for methicillin-susceptible ones.

Across all isolates and antiseptics, the MBC values fell within a
comparable overall range, and no consistent pattern indicating
higher or lower requirements for any species or antiseptic was
apparent. However, evaluation of Figure 2a-d shows that intra-
species variation was considerable, particularly for hypochlor-
ous acid, with values for S. aureus ranging from 0.4 to 64 ppm
and within S. zooepidemicus from 0.4 to 3.2 ppm. Variation was
also observed for povidone-iodine, with MBCs for S. aureus
ranging intraspecies from 8 to 32 ppm.

In total, the MBC at which all tested isolates were reliably killed
was 6.4 ppm for polyhexanide, 32 ppm for povidone-iodine, and
6.4 ppm for hypochlorous acid.

4 | Discussion

In this study, we evaluated the in vitro bactericidal efficacy of
PHMB, PVP-I, and HOCI against clinically relevant pathogens
that were isolated from horses with ulcerative keratitis.

All tested antiseptics demonstrated excellent bactericidal ac-
tivity. The maximal observed MBCs were 6.4ppm for both
PHMB and HOCI, and 32ppm for PVP-I. These findings are
consistent with previously published data. For PHMB, re-
ported minimal inhibitory concentrations in human isolates
range from 0.1 to 25 ppm [48, 49]. The MBC for PVP-I in this
study was 32ppm, which is consistent with values reported
in previous in vitro studies involving other bacterial species
[50]. In the case of HOCI, the MBC was 6.4 ppm, notably lower
than concentrations reported in earlier studies, where up to
150 ppm was required to achieve bactericidal activity against
S. aureus [51].

A comparative analysis with a parallel study performed under
identical laboratory conditions, involving canine ocular isolates,
yielded closely aligned results. In that study, the maximal MBCs
were 3.2ppm for PHMB, 32ppm for PVP-I, and 1.6ppm for
HOCI [43]. The similarity of results underlines the consistency
and potential cross-species applicability of these antiseptics,
suggesting only a slight species-specific variance in susceptibil-
ity against the agents.

Given the frequent involvement of fungi in infectious keratitis,
it is notable that all three antiseptics have also demonstrated
strong antifungal activity in other studies [14, 52-57].
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FIGURE 2 | Results for all tested isolates of the four bacteria species against the three antiseptics. Each isolate was tested in triplicate (row 1-3).
Dark green fields indicate no observable reduction in colony growth with colony counts >300. Medium green fields indicate a reduction of colony

growth (colony counts between 8 and 300) but do not show a reduction that matches the MBC definition (<99.9%). Light green fields indicate a reduc-
tion in bacterial growth of >99.9%, which corresponds to the MBC (0-7 colonies). (a) Results for S. aureus, (b) Results for S. zooepidemicus, (c) Results
for E. hormaechei, and (d) Results for B. cereus. HOCl=hypochlorous acid, PHMB = polyhexanide, PVP-I=povidon iodine, Reference =reference

strain (DSMZ). *=methicillin resistant species.

Previous studies have not described differences in susceptibil-
ity between methicillin-resistant and methicillin-susceptible S.
aureus [49]. In comparison, our data appear to show a similar
pattern.

To evaluate the relevance of our findings, all isolates were com-
pared to reference strains under identical experimental condi-
tions. The comparative analysis revealed no obvious differences

between the isolates and the reference strains in any of the an-
tiseptics used.

Several studies have highlighted geographic variation in the com-
position of the equine ocular microbiota, with Staphylococcus
spp., Streptococcus spp., and Pseudomonas spp., as well as other
bacteria and fungal organisms, being the most frequently iso-
lated pathogens, depending on the region and study. Recent data
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indicate a possible increase in Staphylococcus spp. prevalence In human ophthalmology, PHMB has been used at concentra-
[7,10-12, 15, 19]. tions ranging from 0.001% to 0.02% in ophthalmic formulations

and contact lens solutions for the treatment of Acanthamoeba
We tested the four most frequently detected bacteria of our data- keratitis and as a presurgical antiseptic, demonstrating good tol-
set: S. aureus, S. zooepidemicus, E. hormaechei, and B. cereus. erability [36, 37, 48, 59, 68]. Except for a sole report with mild
The high prevalence of Staphylococcus ssp. and Streptococcus adverse effects observed under PHMB 0.08% treatment, this
ssp. is consistent with findings in other countries and confirms concentration was overall well tolerated [69]. Additionally, an
their role as the most commonly isolated ocular pathogens ex vivo study using porcine corneas treated with 0.04% PHMB

across various studies and regions [9-13, 16]. showed no adverse effects on epithelial integrity or corneal
wound healing [70] and therefore provided support for the ocu-

Variations in the distribution of less dominant genera, poten- lar surface compatibility of PHMB.

tially driven by geographic and environmental factors, further

underscore regional differentiation. While much of the evidence regarding PHMB derives from wound

studies [66] whose findings cannot be fully extrapolated to the
avascular corneal environment, current evidence supports the safe
4.1 | Polyhexanide use of PHMB at low concentrations, demonstrates good tolerabil-
ity, and suggests potential benefits for antimicrobial benefit.
PHMB has a broad-spectrum antimicrobial activity, which
involves blocking DNA replication and exerting intracellu- Notably, our findings reveal a substantial safety margin between
lar effects [58-61]. This may explain its efficacy and low re- the maximum MBC identified in our study (0.00064%) and the
sistance development. Consequently, bacterial resistance to concentrations commonly used in clinical studies.
PHMB has not been reported yet [59, 61]. Several studies show
that PHMB has effective antibacterial activity in low concen-
trations (>2ug/mL) [56, 63, 64], even against MRSA [59, 65]. 4.2 | Povidone-Iodine
PHMB disrupts biofilms [28], promotes re-epithelialization,
and reduces bacterial burden in wounds at well-tolerated low PVP-I is widely used in both human and Veterinary
concentrations [32, 66, 67]. However, these results are de- Ophthalmology [29, 42, 50, 71, 72] due to its antimicrobial ef-
rived from wound studies and do not directly reflect corneal ficacy, antibiofilm activity, and lack of resistance development
conditions. [66, 71].
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PVP-I exhibits rapid and broad-spectrum antimicrobial activ-
ity [73, 74] by releasing free iodine that penetrates microorganisms
and induces oxidative damage to essential proteins, nucleotides,
and fatty acids, ultimately leading to cell death [22, 75-79].

Interestingly, lower concentrations of PVP-I increase the
availability of free iodine and result in enhanced antimicro-
bial activity until a critical dilution is reached. This effect is
explained by the characteristic dilution curve of PVP-1. As a
10% solution is diluted, the amount of free iodine initially rises
and reaches its peak at roughly 0.1%, after which it begins to
decline again [79-81]. Consequently, moderately diluted solu-
tions can exhibit stronger antimicrobial effects than more
concentrated formulations. Based on these findings, a concen-
tration of approximately 0.1% appears to be the most suitable
for application.

This concentration-dependent effect is relevant for ophthalmic
use in horses, where diluted formulations are commonly em-
ployed to balance antimicrobial efficacy with ocular surface
tolerability [71, 82]. However, studies show that lower concen-
trations (0.5%-1%) are generally well tolerated in ophthalmic use
[37, 38, 40, 69, 83].

In a study on a rabbit model, repeated application of PVP-I was
used to assess ocular tolerance. The 0.33% solution was well
tolerated with no observable side effects, while the 0.5% con-
centration caused increased conjunctival irritation and delayed
epithelial healing by about 1day [38].

Further adverse effects, such as suspected dry eye syndrome
caused by PVP-I in 5%, have been reported [84], but only at con-
centrations far exceeding those found to have an antimicrobial
effect in our study, considering our maximum observed MBC
of 0.0032%. In a recent review, none of the included studies re-
ported any safety concerns with topical PVP-I [85].

Available animal data indicate that dilute topical PVP-I is
generally well tolerated on the ocular surface when exposure
time and concentration are controlled [38, 40, 83]. However,
true long-term safety data from continuous use in animals
are currently lacking. Still, small sample sizes and heteroge-
neity in study design, populations, outcome measures, and
PVP-I concentrations limit current evidence. Therefore, fur-
ther equine studies with larger sample sizes and standardized
PVP-I concentrations, durations, and outcome measures are
recommended to confirm the efficacy of PVP-Iin treating in-
fectious keratitis in horses [85].

4.3 | Hypochlorous Acid

HOCI is a halogen-releasing agent, which is most effective at
pH4-7, where the active HOCI form dominates. It also occurs
naturally as part of the innate immune response, produced by
neutrophils during the oxidative burst [57].

Although its exact mechanism is not fully understood, HOCI
acts as a potent oxidant that disrupts microbial cells by damag-
ing key structures and interfering with DNA, protein, and ATP
synthesis [75].

HOCI effectively reduces the bacterial load on the ocular surface
without altering microbial diversity [86], and it is effective in re-
ducing ocular bacterial load in a concentration of 0.01% without
irritation [39].

Experimentally topical HOCl in a concentration of 0.009% reduced
pain, infection, and healing time of corneal lesions in experimen-
tally induced infectious bovine keratoconjunctivitis [87].

Furthermore, HOCI had dose-dependent, favorable effects on
fibroblast and keratinocyte migration, making it an ideal wound
care agent [88].

Interestingly, among the three antiseptics, only hypochlorous
acid is currently available as a commercially approved ocular
rinsing solution in the EU (Vetericyn, VF+plus eye and ear
solution, Ecuphar GmbH).

When comparing the existing body of evidence on HOCI with
our findings, which showed a maximum MBC of 0.00064%, it
becomes evident that the concentrations already used in ocular
applications are several times higher than the bactericidal lev-
els identified in our study, supporting the classification of such
use as safe. These findings, together with existing clinical and
experimental data, support the safe and effective use of hypo-
chlorous acid in ophthalmic applications, particularly given the
substantial safety margin between its bactericidal threshold and
concentrations already in commercial use.

Compared to PVP-I and PHMB, HOCl offers a wider safety mar-
gin, with effective concentrations well above its MBC and no re-
ported irritation. While PVP-I and PHMB show dose-dependent
side effects, HOCI appears better tolerated, though long-term
data in equine eyes are still lacking.

Povidone-iodine, polyhexanide, and hypochlorous acid have
shown broad-spectrum efficacy, low resistance potential, and
good ocular tolerability at clinically relevant concentrations.
Although the concentrations evaluated in this study may not
accurately reflect the final concentrations on the ocular sur-
face, the findings offer a positive outlook for their future clinical
application.

4.4 | Clinical Applicability

One of the key challenges is the contact time between the anti-
septic agents and the pathogens. In our controlled in vitro set-
ting, we used a defined exposure duration, with neutralization
precisely timed at 10min. In vivo, especially on the equine ocu-
lar surface, such consistent and prolonged contact is difficult to
achieve due to natural factors, such as the tear film, blinking,
and washout rate.

The mean tear volume of a healthy ophthalmological horse is ap-
proximately 233.74uL, with a turnover rate of 13.21%/min and
a flow rate of 33.62uL/min, resulting in a time of complete tear
recycling of approximately 7 min [89].

Considering the average volume of a single eye drop, which
is approximately 39 uL [90], achieving the desired therapeutic
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concentration on the ocular surface would require either
using at least 7 times the MBC concentration of the antisep-
tic within a single-drop formulation, administering a larger
volume through multiple drops at a lower concentration, or
applying continuous lavage. Given that the average conjunc-
tival sac capacity in horses is approximately 230 L [91], the
administration of 5-6 drops may be appropriate. But it should
be noted that the concentration declines rapidly after instil-
lation, and it is difficult to terminate the final contact time
even after a defined period, making it difficult to control the
antiseptic effect.

This makes the contact time used in our laboratory unreal-
istic under clinical conditions, unless the eye is flushed with
the agent for 10min. While this might be achievable with a
subpalpebral lavage system and manual injection or an infu-
sion pump, it would be highly labor-intensive and may not be
feasible in some clinical settings. Nonetheless, killing times
of different concentrations are likely to be well below 10 min
for higher concentrations, as shown for Pantoea agglomer-
ans [41].

Consequently, a significantly higher concentration than the
MBC determined in our study would be required in clinical
patients. However, given the substantial safety margin estab-
lished in previous studies [36-39, 68, 83, 87| using much higher
concentrations on the ocular surface, there is little concern that
such an adjustment would approach toxic levels.

The physiological pH of the healthy equine tear film is ap-
proximately 7.84 [92]. In addition, the mean tear film osmolal-
ity has been reported at 283.51 mmol/kg, along with specific
electrolyte concentrations [89]. However, in eyes affected by
infectious keratitis, these values may vary. For example, el-
evated levels of matrix metalloproteinases and neutrophil
elastase have been observed in horses with ulcerative keratitis
[93-95]. As the pH of the ocular surface can influence the ef-
ficacy of antiseptics, a shift toward less favorable pH ranges
may reduce their antimicrobial activity [96]. The effectiveness
of PHMB decreases at lower pH values [97]. In contrast, the
activity of PVP-I is reduced at higher pH [97], likely due to
improved solubility of iodine-releasing metal ions in acidic
conditions [98]. The antimicrobial effect of HOCI is also pH-
dependent, with optimal activity between pH 6.0 and 7.5 [99].
A possible strategy to counteract this would be to buffer the
antiseptic solution to stabilize pH, to identify a concentration
that remains effective despite a potential loss of activity under
suboptimal pH conditions, or to adjust the ocular surface pH,
for example, through repeated application or controlled flush-
ing via continuous lavage systems.

An essential factor to consider in vivo is the protein error. The
protein error refers to the fact that the presence of proteins,
particularly albumin, can decrease the effectiveness of anti-
septics against bacteria [100]. The total protein concentration
in the lacrimal fluid of healthy eyes ranges from 7.0 to 19.5mg/
mL. Serum albumin concentrations in the tear fluid of healthy
eyes range from 71.1 to 711.3 ug/mL, making up approximately
1.6% of the total protein content. Eyes affected by ocular disease
show significantly higher serum albumin levels in the tear film
(median: 679.6ug/mL) compared to contralateral unaffected

eyes (130.0pug/mL) and reference eyes (200.7ug/mL; p<0.001)
[101]. While total protein content does not differ significantly
between healthy and diseased eyes, albumin concentration
clearly increases and may even serve as a biomarker of ocular
inflammation.

A protein error has been observed with various agents. The an-
tibacterial activity of PHMB-based antiseptics is significantly
diminished in the presence of albumin, especially against S.
aureus and MRSA [100]. For HOC], the presence of organic ma-
terial and inorganic ions leads to faster consumption and loss of
antimicrobial activity [102, 103]. Diluted formulations of PVP-I,
such as 0.66% or 1% solutions, have shown reduced antimicro-
bial efficacy in the presence of proteins, indicating susceptibility
to protein interference. Conversely, standard 10% PVP-I solu-
tions maintain full antimicrobial activity even under high pro-
tein loads, suggesting that PVP-I is not significantly affected by
protein errors at very high concentrations [104].

Wolff et al. examined the efficacy of the same antiseptics tested
in our study under protein-free conditions (PBS) and in a protein-
rich medium (CAMHB, approximately 2% protein content).
They demonstrated that all three antiseptics were markedly
less effective in the presence of protein, requiring substantially
higher concentrations to achieve the bactericidal activity. For
PVP-1, a 100-fold increase in concentration was necessary, while
HOCI showed no measurable bactericidal effect in the protein-
rich environment [43].

The reduced efficacy of antiseptics in protein-rich environments
must be considered when applied to the ocular surface, where
tear film components may limit antimicrobial activity. Therefore,
effective in vitro concentrations may not directly translate to
in vivo conditions and should be carefully re-evaluated.

Given that Wolff et al. [43] observed, for example, a 100-fold
increase in required PVP-I concentration at 2% protein, a sim-
ilar effect may be expected on the ocular surface, where albu-
min levels are approximately 1.6%. Thus, the in vitro MBCs
may underestimate the effective in vivo concentration and re-
quire adjustment accordingly. Further experimental studies are
necessary to determine the exact concentration at which each
agent remains effective on the ocular surface with and without
discharge.

Another important aspect is the activity against bacterial bio-
films. Previous studies have shown that all three antiseptics,
PHMB [59, 105], PVP-I [106, 107], and HOCI [108, 109], are ef-
fective in disrupting or preventing biofilm formation. However,
these observations are based on in vitro or non-ocular models,
and none have investigated the disruption of biofilms on the
corneal surface. This is a relevant limitation, as the cornea rep-
resents a special environment that differs fundamentally from
vascularized wound tissues. Given that many bacterial species
associated with infectious keratitis, including the four isolates
examined in our study, are known biofilm producers [109-113],
this gap warrants consideration, but offers a promising outlook
that such effects could extend to the ocular surface.

However, biofilm-associated bacteria exhibit increased resis-
tance to antimicrobials, requiring higher concentrations and
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FIGURE 3 | Comparison between the detected MBC concentrations (left bar) and the concentrations that have already been used on the ocular

surface (right bar).

longer exposure times for effective eradication, an effect that is
likely to also occur with antiseptic susceptibility [114-116].

There are commercial products licensed for use on the ocu-
lar surface, and concentrations already used in other stud-
ies indicate that the MBCs we found are significantly lower
than the concentrations that can actually be used in practice.
This means there is a wide safety margin for adjusting con-
centrations, especially considering the limitations of in vivo
conditions.

A comparison of our MBC values for the different antiseptics
with commercial products, as shown in Figure 3, highlights
this fact.

For PHMB, assuming a tested concentration of 0.08% or a com-
mercial product at 0.04% (LAVANID1/2, SERAG WIESSNER
GmbH & Co.KG, Naila (Oberfranken), Germany), the usable
concentration is up to 62-125 times higher than our MBC.

For HOCI, the commercial product contains a concentration 43
times higher than the MBC we found (Vetericyn, VF + plus eye
and ear solution, Ecuphar GmbH, Greifswald, Germany).

And for PVP-I, typically used at 0.5%, the concentration [117] is
156 times higher than our MBC.

4.5 | Limitations

One of the main limitations of this study's clinical translation
is that it was conducted entirely in vitro, without attempts to
simulate key challenges of the ocular surface. Consequently,
the results obtained do not reflect the complexity of the in vivo
environment, with numerous factors, as discussed in the sec-
tion on clinical applicability. These aspects were not assessed in

the present study and must be considered when interpreting the
clinical relevance of the findings.

Another limitation is the relatively small number of bacterial
isolates. Although samples originated from different patients
and multiple facilities across Germany, most were submitted by
two referral clinics and were mainly from the northern regions,
resulting in an uneven geographic distribution. The isolates nev-
ertheless showed highly similar susceptibility patterns, support-
ing the internal consistency of the findings. Even so, a larger and
more regionally diverse dataset would be required to strengthen
the generalizability of these results, particularly given reported
variability in susceptibility among Enterobacteriaceae spe-
cies [118].

In this study, each experiment involved only one type of bacteria
at a time. In real-life situations, infections often involve more
than one pathogen, which may also form biofilms, and such set-
tings can exhibit different behaviors and treatment responses.
As our experiments were limited to single-bacterium models,
the findings can currently only be applied to such scenarios.
Further studies are needed to determine the efficacy in more
complex, polymicrobial or biofilm-associated infections.

Also, all bacteria included in the study were from a specific geo-
graphical region. Since the types of bacteria and their resistance
patterns can vary by region [9-13, 16], the findings may not be
universally applicable. However, due to the generally low levels
of antiseptic resistance [59, 62, 66, 71], significant differences
from findings in other regions are not expected.

Another important consideration is the surface-restricted ac-
tivity of topically applied antiseptics. Although all three agents
showed excellent in vitro efficacy, their penetration into the
corneal stroma is limited [119, 120]. In cases where bacteria
are located deeper within the stroma, such as melting ulcers or
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advanced stromal infections, these pathogens may remain be-
yond the effective reach of antiseptics.

A further limitation concerns the growth behavior of Bacillus
cereus. During the experiments, this species exhibited inconsis-
tent colony formation in the positive controls, necessitating an
additional correction step to determine the MBCs accurately.
Although this issue was most evident in B. cereus, it highlights a
more general challenge: that bacteria differ in their growth dy-
namics, and their viable counts at the time of testing do not al-
ways perfectly match the calculated inoculum. Such variability
can arise from biological differences between strains as well as
subtle variations in culture conditions.

The absence of contact-time experiments represents a limita-
tion of the study. Although one study [41] demonstrated very
rapid bactericidal activity of PHMB, PVP-I, and HOCI against
Pantoea agglomerans, these findings cannot be directly extrap-
olated to the broader range of bacterial species included here.
Determining killing times for these additional pathogens re-
mains an essential objective for future research.

5 | Conclusion

Our findings highlight the potential of polyhexanide, povidone-
iodine, and hypochlorous acid in the treatment of infectious
ocular surface diseases in horses, either as alternatives to or in
combination with topical antibiotics. However, their use as sole
agents is likely confined to uncomplicated ulcers, such as su-
perficial ulcers suspected to be contaminated but without estab-
lished infection, whereas complex ulcers, defined as deep and/
or infected ulcers, are more likely to benefit from their use as
adjunctive therapies.

Given their antimicrobial activity and the current knowledge
of their safety profiles, these agents represent promising can-
didates for future therapeutic strategies in the management of
ulcerative keratitis and may offer effective and well-tolerated op-
tions beyond conventional antibiotic therapy. And in this, they
may help to reduce the use of antibiotics in accordance with the
One Health approach. Our findings indicate that the effective
concentrations of the tested antiseptics were largely consistent
across different bacterial species. This uniformity suggests that
empirical use of these agents may be appropriate, even in the
absence of immediate microbiological results.

This study further strengthens and deepens the evidence base
for the potential future use of antiseptics in the management of
equine ulcerative keratitis, extending and complementing the
foundations established by previous studies [41, 43].

The results of this study show that povidone-iodine, polyhexa-
nide, and hypochlorous acid exhibit strong in vitro antimicro-
bial activity in low concentrations against S. aureus, S. equi
zooepidemicus, E. hormaechei, and B. cereus, which are associ-
ated with equine ulcerative bacterial keratitis.

These agents demonstrate in vitro efficacy at concentrations
well below those of commercially available formulations and
those already in clinical use on the ocular surface. However,

physiological factors such as tear dilution, rapid clearance, pH,
and protein interference, short retention times, and surface re-
stricted action will necessitate establishing higher concentra-
tions for comparable antimicrobial efficacy in vivo.
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5 Diskussion

5.1 Einordnung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit zeigten Polyhexamethylenbiguanid, Povidon-lod und hypochlorige
Saure eine ausgepragte in vitro-bakterizide Aktivitat gegenuber klinisch relevanten bakteriellen
Erregern der equinen ulzerativen Keratitis. Die minimalen bakteriziden Konzentrationen (MBC)
lagen insgesamt bei maximal 6,4 ppm fur PHMB und HOCI sowie bei 32 ppm fir PVP-l und
umfassten sowohl grampositive als auch gramnegative Erreger. Diese Befunde bestatigen
eine antimikrobielle Wirksamkeit der untersuchten Substanzen unter standardisierten Bedin-
gungen.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit bisherigen tiermedizinischen Studien. Eine rasche
bakterizide in vitro-Aktivitdt von PHMB, PVP-I und HOCI gegenliber Pantoea agglomerans
Isolaten aus equinen Proben, wurde bereits beschrieben (Heun et al., 2025). Die in der vorlie-
genden Arbeit ermittelten Konzentrationsbereiche liegen in einer vergleichbaren GréRenord-
nung und stitzen die Relevanz dieser Substanzen gegeniber fiir das Pferd typischen Erre-
gern.

Auch gegenuber kaninen und felinen Isolaten aus infektidsen Keratitiden konnten &hnliche
Ergebnisse erhoben werden, was die experimentell belegte antimikrobielle Aktivitat der unter-
suchten Antiseptika gegenliber einem breiten Spektrum klinisch relevanter okularer Patho-
gene zusétzlich bestatigt (Wolff et al., 2025).

Im Vergleich mit humanmedizinischen Daten zeigen sich ebenfalls Ubereinstimmungen. Fiir
PHMB wurden minimale Hemm- und Abtétungskonzentrationen im Bereich von 0,1-25 ppm
beschrieben (Fabry et al., 2013; Hubner & Kramer, 2010). Fur PVP-I wurden in aktuellen
Studien bakterizide Effekte ab etwa 90 ppm genannt (Sauerbrei, 2020), was etwa dem Dop-
pelten der in der vorliegenden Arbeit ermittelten Konzentration von 32 ppm entspricht.

Die bakterizide Aktivitdt von HOCI ist ab 2,75 ppm beschrieben (Sakarya et al., 2014; Wang et
al., 2023). In einzelnen Modellen waren jedoch héhere Konzentrationen bis 150 ppm erforder-
lich, um eine Abtétung von Staphylococcus aureus zu erreichen (Brezvyn et al., 2024).

In der vorliegenden Untersuchung zeigten klinische Isolate und Referenzstdmme keine
systematischen Unterschiede in ihrer Empfindlichkeit gegenuber PHMB, PVP-I und HOCI,
auch wenn innerhalb einzelner Spezies eine gewisse Variabilitat der MBC-Werte beobachtet
wurde. Dieses Verhalten steht im Gegensatz zu den haufig deutlich abweichenden Empfind-
lichkeitsprofilen klinischer Isolate gegeniber Antibiotika, die durch Selektionsdruck und
Adaptationsmechanismen gepragt sein konnen (Davies & Davies, 2010; McDonnell & Russell,
1999). Eine vergleichbare Empfindlichkeit antibiotikaresistenter und -sensibler Staphylococcus

aureus-Stamme gegeniber PHMB wurde bereits in der Literatur beschrieben (Fabry et al.,
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2013). Auch fiir Antiseptika im Allgemeinen wird eine geringe Neigung zur Resistenzentwick-
lung angenommen (Wiegand et al., 2009).

Die breite antimikrobielle Aktivitat ist biologisch plausibel und lasst sich durch die unspezifi-
schen Wirkmechanismen der Substanzen erklaren. PHMB interagiert elektrostatisch mit bak-
teriellen Membranen, kann intrazellulér wirken und zur Kondensation bakterieller DNA fiihren
(Allen et al., 2004; Chindera et al., 2016; Sowlati-Hashjin et al., 2020). PVP-I entfaltet seine
Wirkung uber die Freisetzung von elementarem lod, das Proteine, Enzyme und Nukleinsauren
oxidativ schadigt (Gottardi, 1983; Lepelletier et al., 2020; Rackur, 1985). HOCI wirkt als starkes
Oxidationsmittel auf eine Vielzahl mikrobieller Zielstrukturen und ist Bestandteil der angebore-
nen Immunabwehr (Wang et al., 2023). Diese unspezifischen Wirkmechanismen erklaren die
hohe Wirksamkeit gegentiiber unterschiedlichen bakteriellen Spezies und das geringe Resis-
tenzpotenzial.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass PHMB, PVP-I und HOCI in vitro bereits in
sehr niedrigen Konzentrationen eine ausgepragte bakterizide Wirkung gegeniber typischen
Erregern der equinen Keratitis entfalten. Die Befunde fiigen sich konsistent in die vorhandene
Literatur ein und bilden die Grundlage fir die weitere klinische Einordnung.

5.1.1 Kilinische Bedeutung

Die in dieser Arbeit nachgewiesene hohe in vitro-Wirksamkeit von PHMB, PVP-I und HOCI
gegenuber klinisch relevanten bakteriellen Isolaten aus equiner Keratitis ist vor dem Hinter-
grund der klinischen Charakteristik dieser Erkrankung von Bedeutung. Diese Erkrankung ist
haufig durch rasche Progression, ausgepragte Entziindungsreaktionen und ein hohes Risiko
stromaler Destruktion gekennzeichnet (Brooks & Galera, 2012; Brooks & Plummer, 2022;
Reed et al., 2013; Sauer et al., 2003). Komplikationen, teils mit der Notwendigkeit chirurgischer
Intervention treten regelmaRig auf und beeinflussen die Prognose maRgeblich. Eine friihzeitige
Reduktion der mikrobiellen Last ist daher prognostisch von groRer Relevanz (Brooks & Galera,
2012; Brooks & Plummer, 2022; Reed et al., 2013).

Hohe mikrobielle Belastungen auf der okuldren Oberflaiche und im Bereich des Ulkusbettes
gehen mit einer ausgepragteren Entziindungsreaktion, gesteigerter proteolytischer Aktivitat
sowie einer beschleunigten Destruktion des stromalen Gewebes einher (Brooks & Galera,
2012; Keller & Hendrix, 2005; Sauer et al., 2003). Die in vitro belegte bakterizide Wirksamkeit
der untersuchten Antiseptika bereits in niedrigen Konzentrationen weist auf ihr Potenzial zur
schnellen Reduktion dieser bakteriellen Last in frihen Krankheitsstadien hin.

In der klinischen Praxis erfolgt die antimikrobielle Therapie der equinen Keratitis haufig
empirisch, da mikrobiologische Ergebnisse initial meist nicht vorliegen (Cullen et al., 2019;
Reed et al., 2013). Gleichzeitig zeigen mehrere Studien eine zunehmende Resistenzentwick-

lung typischer okularer Erreger gegeniiber gangigen Antibiotika (Deniaud & Tee, 2023; Foote
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et al., 2023; Mustikka et al., 2020; Vercruysse et al., 2022; Verdenius et al., 2024). Vor diesem
Hintergrund besitzen antimikrobielle Substanzen mit breitem Wirkspektrum und geringer An-
falligkeit fir Resistenzentwicklung besondere konzeptionelle Bedeutung.

Ein weiterer klinisch relevanter Aspekt ist die Geschwindigkeit der antimikrobiellen Wirkung.
Fur PHMB, PVP-I und HOCI wurden in equinen in vitro-Modellen bakterizide Effekte schon
innerhalb von 15 Sekunden beschrieben (Heun et al., 2025). Dies ist im Kontext der in der
Praxis erforderlichen intensiven Applikationsintervalle relevant, bei denen kurze Kontaktzeiten
mit der okularen Oberflache die Regel sind (Brooks & Galera, 2012; Reed et al., 2013).

Die Behandlung der equinen Keratitis erfolgt in der Regel multimodal und umfasst neben der
antimikrobiellen Therapie Mafnahmen zur Kontrolle der Proteolyse, zur Schmerztherapie so-
wie gegebenenfalls chirurgische Interventionen (Brooks & Galera, 2012; Brooks & Plummer,
2022; Reed et al., 2013). In der klinischen Praxis werden Antiseptika bislang Gberwiegend im
Rahmen von Spulungen, zur Dekontamination der okularen Oberflache sowie perioperativ ein-
gesetzt und bislang nicht als primare antimikrobielle Therapie bei equiner Keratitis. Dement-
sprechend liefern die in der Arbeit gezeigten in vitro-Wirksamkeiten von PHMB, PVP-I und
HOCI eine experimentelle Grundlage fir ihre Einordnung als mdgliche Erganzung im thera-
peutischen Gesamtkonzept. Sie ersetzt jedoch nicht die Notwendigkeit einer differenzierten
klinischen Beurteilung und individueller Therapieentscheidungen. Auflerdem spielen Antisep-
tika insbesondere im prophylaktischen Kontext eine besondere Rolle. Der Einsatz zur Reduk-
tion der mikrobiellen Ausgangsbelastung der okularen Oberflache, etwa perioperativ oder bei
oberflachlichen epithelialen Defekten ohne manifeste Infektion, stellt eine rationale Strategie
dar, um das Risiko sekundarer bakterieller Kolonisation zu minimieren. Im Gegensatz zu
selektiv wirkenden Antibiotika ermdglichen Antiseptika hierbei eine unspezifische Reduktion
eines breiten Spektrums potenzieller Pathogene, ohne gezielten Selektionsdruck auf einzelne

Keimpopulationen auszuiiben.

5.2 Ubertragbarkeit auf die klinische Situation

5.2.1 Kontaktzeit, Retention und Verdiinnung

Die Ubertragbarkeit, der in vitro bestimmten bakteriziden Konzentrationen auf die klinische
Situation, ist wesentlich durch die dynamischen Bedingungen an der okularen Oberflache be-
grenzt. Nach topischer Applikation kommt es zu sehr rascher Verdiinnung, wodurch die effek-
tive Kontaktzeit deutlich verkurzt wird (Clode, 2010; Clode & Matthews, 2011; Nasisse &
Nelms, 1992).

Das mittlere Tréanenvolumen eines gesunden Pferdeauges betragt circa 234 pL bei einer
Turnover-Rate von 13,21 %/min und einer Flussrate von 33,62 yL/min, was einer vollstandigen

Erneuerung des gesamten Tranenfilms in etwa 7 Minuten entspricht.
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Bei einem mittleren Tropfvolumen von circa 40 uL und einer Konjunktivalsackkapazitat von bis
zu 230 pL (Chen & Ward, 2010; Whelan, 2024) waren rein volumetrisch etwa sechs Tropfen
erforderlich, um den Konjunktivalsack vollstandig zu fiillen. Zuséatzlich beeinflussen jedoch
Reflextréanenfluss, haufiges Blinzeln, eventuelles Uberlaufen bei Eingabe und der nasolakri-
male Abfluss die Retention und damit die erreichbaren Oberflachenkonzentrationen, was zu
deutlicher Reduktion der effektiven Wirkstoffkonzentration fiihrt (Clode, 2010; Clode &
Matthews, 2011).

In der klinischen Praxis wird versucht, diese Limitationen durch haufige Applikation bzw. durch
Systeme zur wiederholten oder kontinuierlichen Gabe zu kompensieren. Hierflr werden ins-
besondere subpalpebrale Lavagesysteme eingesetzt (Giuliano et al., 2000; Nasisse & Nelms,
1992; Sherman et al., 2017). Gleichzeitig sind intensive Applikationsregime in der Therapie der
equinen Keratitis etabliert, haufig mit Intervallen im Bereich von 30-120 Minuten (Brooks &
Galera, 2012; Reed et al., 2013). Experimentelle Daten zeigen, dass bakterizide Effekte bei
bestimmten Erregern bereits innerhalb sehr kurzer Zeitrdume auftreten kdnnen. Fir Pantoea
agglomerans wurden bakterizide Effekte von PHMB, PVP-I und HOCI innerhalb von etwa 15
Sekunden beschrieben (Heun et al., 2025). Diese Befunde sind nicht direkt auf andere Spezies
oder auf die in vivo-Situation Ubertragbar, weisen jedoch darauf hin, dass die intrinsische Ab-
tétungskinetik der Substanzen grundsatzlich rasch ist, was das Applikationsregime beeinflusst.
Eine stabile, definierte Oberflachenkonzentration 1asst sich in vivo dennoch nur schwer mes-
sen und annehmen und ist multifaktoriell abhangig.

5.2.2 Einfluss von Proteinlast, pH und okuldrem Milieu

Neben Verdlinnung und mechanischem Abtrag beeinflusst die physiologische und insbeson-
dere die entziindungsbedingt veranderte Zusammensetzung des okuladren Milieus die Wirk-
samkeit topisch applizierter Antiseptika. /n vivo wird die antimikrobielle Aktivitat in erheblichem
Mal durch die Proteinlast und das Vorhandensein organischen Materials auf der okuldren
Oberflache modifiziert. Der sogenannte Proteinfehler beschreibt die Abschwéachung der anti-
mikrobiellen Wirkung durch Proteine, insbesondere Albumin, infolge einer Reduktion der frei
verfugbaren Wirkstofffraktion (Kapalschinski et al., 2013). Der Tranenfilm gesunder Pferde ent-
halt bereits relevante Proteinmengen, wobei der Albuminanteil bei entziindlichen
Augenerkrankungen signifikant erhoht ist (Terhaar et al., 2021). Bei equiner ulzerativer Kera-
titis sind zusatzlich haufig fibrindse Beldge, nekrotisches Gewebe, zelluldrer Detritus und eitri-
ges Exsudat vorhanden, sodass insgesamt von einer ausgepragt protein- und debrisreichen
Umgebung auszugehen ist, die die Wirksamkeit topisch applizierter Antiseptika weiter limitie-
ren kann (Terhaar et al., 2021).

Fir PHMB ist eine Wirkungsreduktion in proteinreicher Umgebung beschrieben (Kapalschinski

et al., 2013). Auch fiir HOCI fiihrt organisches Material zu einem raschen Wirkverlust (Rossi-
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Fedele et al., 2011; Strubbe et al., 2000), wahrend verdiinnte PVP-I-Losungen in proteinreicher
Umgebung ebenfalls an antimikrobieller Aktivitat verlieren (Rossi-Fedele et al., 2011).

Zuséatzlich kénnen pH-Verschiebungen und lokale Milieufaktoren der entziindeten Oberflache
die Aktivitat antiseptischer Substanzen beeinflussen, wobei pH-abhangige Veranderungen der
Wirksamkeit fiir alle drei Antiseptika, insbesondere fir PHMB beschrieben wurden (Ishihara et
al., 2017; Wiegand et al., 2015; Yap et al., 2024). Vor diesem Hintergrund ist zu erwarten, dass
in vivo héhere Wirkstoffkonzentrationen oder modifizierte Applikationsregime notwendig sein
kénnen, als durch in vitro MBC-Werte nahegelegt. Gleichzeitig konnten geeignete Formulie-
rungs- oder Pufferstrategien dazu beitragen, den proteinbedingten Wirkverlust zumindest teil-

weise zu kompensieren.

5.2.3 Begrenzte stromale Penetration

Die korneale Barriere limitiert die Penetration topisch applizierter Substanzen in tiefere
Stromaschichten. Epithel, Basalmembran und stromale Matrix stellen dabei eine wirksame
Diffusionsbarriere dar, sodass antiseptische Effekte primar an der Oberflache bzw. im Ulkus-
bett zu erwarten sind (Brooks & Galera, 2012; Brooks & Plummer, 2022; Clode & Matthews,
2011).

Fur PHMB wurde bereits in experimentellen Modellen eine begrenzte stromale Penetration
beschrieben. Klinisch ist dies insofern relevant, als dass bei intrastromaler Invasion oder
intrastromalen Abszessen nicht von ausreichenden Konzentrationen im Lasionszentrum aus-
gegangen werden kann (Hansmann et al., 2005). Ahnliche Limitationen gelten fiir HOCI-ba-
sierte Ansatze, bei denen eine effektive stromale Verteilung nicht belegt ist (Gard et al., 2016;
Hejkal et al., 2022).

Auch bei bestehender epithelialer Defektbildung, wie sie bei ulzerativer Keratitis vorliegt, ist
die Diffusion in tiefere Stromaschichten nicht unbegrenzt, da fibrindse Belage, nekrotisches
Gewebe, Odeme und entziindliche Infiltrate neben dem Verdiinnungs- und Abschwachungs-
effekt als zusatzliche Diffusionsbarrieren wirken kénnen (Brooks & Galera, 2012). In der klini-
schen Praxis werden jedoch auch bei solchen Lasionsformen regelmafig topische Antibiotika
eingesetzt, obwohl fiir viele Substanzen ebenfalls nur eine begrenzte stromale Penetration
beschrieben oder nicht eindeutig belegt ist, darunter Gentamicin (Ellerhorst et al., 1975;
Whelan, 2024), Polymyxin (Tasman & Jaeger, 2013) und Tetrazykline (Rhee et al., 2024). Dies
verdeutlicht, dass eine eingeschrankte Gewebepenetration ihren klinischen Einsatz nicht
grundsatzlich ausschlief3t und legt nahe, dass Antiseptika in Abhangigkeit von Lasionstyp und
Krankheitsauspragung ebenfalls ein therapeutisches Potenzial besitzen kdnnten.

Bei fortgeschrittenen Verlaufen mit tiefer Stromabeteiligung ist jedoch eine alleinige Kontrolle
Uber Oberflachenapplikation nicht realistisch (Brooks & Galera, 2012; Brooks & Ollivier, 2004;

Nasisse & Nelms, 1992; Sauer et al., 2003).
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Zur Optimierung der Oberflachenwirkung werden verschiedene Strategien diskutiert. Mecha-
nisches Debridement kann die Entfernung von nekrotischem Material férdern und die Exposi-
tion der Oberflache verbessern, verandert die grundsatzliche Penetrationscharakteristik je-
doch nicht (Borgia et al., 2023). Eine Verlangerung der Kontaktzeit, etwa durch geeignete
Applikationsformen oder Tragerkonzepte, kann die Oberflachenwirkung unterstiitzen, bleibt je-
doch durch die stromale Barriere limitiert (Meallet, 2006; Williams & Pinard, 2013).

Zur Verlangerung der Kontaktzeit und Verbesserung der lokalen Wirkstoffverfiigbarkeit werden
in der ophthalmologischen Forschung verschiedene Tragersysteme wie Hydrogele, nanopar-
tikulare Systeme, in-situ-gelierende Formulierungen oder kontaktlinsenbasierte Drug-Delivery-
Systeme konzeptionell diskutiert (Gupta et al., 2013; Lapidot et al., 2018; Torres-Luna et al.,
2020; Wuchte et al., 2021). Diese Anséatze befinden sich liberwiegend im experimentellen Sta-
dium und sind fir Antiseptika wie PHMB, PVP-I oder HOCI bislang nicht klinisch etabliert.
Invasive Applikationsformen wie subkonjunktivale oder intrastromale Injektionen sind in der
Pferdeophthalmologie fiir Antibiotika und Antimykotika beschrieben, gelten fur Antiseptika je-
doch aufgrund potenzieller Gewebetoxizitdt und unspezifischer Zellschadigung als nicht ge-
eignet und sind klinisch nicht etabliert (Brooks & Ollivier, 2004; Brooks & Plummer, 2022; Clode
& Matthews, 2011; Ledbetter & Scarlett, 2009; Lepelletier et al., 2020; Nasisse & Nelms, 1992;
Wiegand et al., 2009). Damit sind PHMB, PVP-I und HOCI im klinischen Kontext primar zu-
nachst als oberflachenwirksame, adjuvante Substanzen zu verorten.

5.3 Erregerspektrum und biologische Einordnung

5.3.1 Repréasentativitét des untersuchten Erregerspektrums

Das in dieser Arbeit untersuchte Erregerspektrum umfasst Uberwiegend bakterielle Spezies,
die typischerweise mit der equinen ulzerativen Keratitis assoziiert sind. Dazu zahlen insbeson-
dere grampositive Kokken wie Staphylococcus- und Streptococcus-Spezies sowie gramnega-
tive Erreger wie Pseudomonas aeruginosa und Vertreter der Enterobacteriaceae. Diese
Zusammensetzung entspricht damit in etwa den in der Literatur am haufigsten beschriebenen
Isolaten bei equiner Keratitis (Brooks & Plummer, 2022; Cullen et al., 2019; Keller & Hendrix,
2005; Ollivier et al., 2007; Reed et al., 2013).

Die Zusammensetzung des Erregerspektrums unterliegt einer ausgepragten regionalen
Variabilitdt. Klimatische Bedingungen, Haltungsform, Management, Umweltbelastung und
Vektorprasenz beeinflussen die Exposition gegeniber bestimmten Keimen. In feucht-warmen
Regionen werden haufiger gramnegative Umweltkeime und mykotische Erreger isoliert,
wahrend in gemaRigten Klimazonen grampositive Kokken dominieren (Clode & Matthews,
2011; Deniaud & Tee, 2023; Foote et al.,, 2023; Reed et al, 2013). Auch saisonale
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Schwankungen wurden beschrieben, insbesondere im Zusammenhang mit erhdhter Insekten-
aktivitédt und Staubbelastung (Andrew et al., 2003; Cullen et al., 2019).

Die in dieser Arbeit untersuchten Isolate stammen aus einer definierten geographischen Re-
gion und spiegeln die dortige klinische Realitit wider. Eine direkte Ubertragbarkeit auf andere
Regionen ist daher nur eingeschrankt méglich. Dennoch deckt das untersuchte Spektrum die
in der Literatur am haufigsten beschriebenen bakteriellen Erreger ab und ist damit grundsatz-

lich als reprasentativ fir die equine Keratitis in gemaRigten Klimazonen einzuordnen.

5.3.2 Bedeutung mykotischer Erreger

Unter diesem Erregerspektrum besitzen auch mykotische Keime eine hohe klinische Relevanz
und sind insbesondere in bestimmten geographischen Regionen sowie unter spezifischen Um-
weltbedingungen haufig beteiligt. Aspergillus- und Fusarium-Spezies werden in zahlreichen
Studien als die am haufigsten isolierten Pilze beschrieben, 2005; Ollivier et al., 2007; Reed et
al., 2013). Die Pravalenz mykotischer Keratitiden variiert deutlich, in Abhangigkeit von Klima,
Haltungsbedingungen und saisonalen Faktoren. Mykotische Keratitiden sprechen haufig
schlecht auf konventionelle antimikrobielle Therapien an und weisen im Vergleich zu rein
bakteriellen Infektionen eine unglinstigere Prognose auf (Clode & Matthews, 2011).

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung beziehen sich zunachst ausschlieflich auf
bakterielle Isolate und erlauben keine Aussage zur antifungalen Wirksamkeit von PHMB, PVP-
| oder HOCI.

Es existieren in der Literatur Hinweise auf eine fungizide Aktivitat diverser Antiseptika. Wah-
rend fir PVP-I eine ausgepragte fungizide Wirkung beschrieben ist (Barreto et al., 2020;
Gottardi, 1983; Lachapelle et al., 2013; Rackur, 1985), ist die Evidenz fur PHMB und HOCI
gegeniber filamentdsen Pilzen begrenzt und teils heterogen (Behrens-Baumann et al., 2012;
Bradley et al., 2021; Kunisada et al., 1997; Niro et al., 2023; Odorcic et al., 2015). Diese Daten
lassen sich jedoch nicht direkt auf die equine Kornea Ubertragen.

Die hohe klinische Bedeutung mykotischer Keratitiden unterstreicht die Notwendigkeit einer
differenzierten Diagnostik und Therapie. Antiseptika kdnnten in diesem Kontext gegebenen-
falls als Mallnahme zur Reduktion der Oberflachenkontamination, einschlieRlich Pilzen, be-

trachtet werden.

5.4 Biofilmbildung bei der equinen infektiosen Keratitis

5.4.1 Relevanz der Biofilme

Die Bildung bakterieller Biofilme stellt einen zentralen pathogenetischen Faktor bei
chronischen und therapieresistenten Infektionen dar und besitzt auch im Kontext der equinen

Keratitis hohe klinische Relevanz. Biofilme bestehen aus strukturierten Gemeinschaften von
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Mikroorganismen, die in eine selbstproduzierte extrazellulare Matrix eingebettet sind und sich
an biologischen Oberflachen anheften (Costerton et al., 1999; Donlan & Costerton, 2002; Hall-
Stoodley et al., 2004). Innerhalb dieser Struktur zeigen Bakterien eine deutlich erhohte Tole-
ranz gegenuber antimikrobiellen Substanzen sowie gegentiber der lokalen Immunabwehr.
Fur zahlreiche Erreger, die typischerweise bei equiner Keratitis isoliert werden, darunter
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Pseudomonas aeruginosa und Vertreter der
Enterobacteriaceae, ist die Fahigkeit zur Biofilmbildung gut dokumentiert (Hall-Stoodley et al.,
2004; O'Toole et al., 2000; Percival et al., 2012). Auch Umweltkeime und Bacillus-Spezies, wie
sie im equinen Umfeld haufig vorkommen, sind biofiimbildend (Branda et al., 2001; Vlamakis
et al., 2013). Das in dieser Arbeit untersuchte Erregerspektrum umfasst somit Gberwiegend
potenziell biofiimbildende Bakterien.

Klinisch kann das Vorhandensein von Biofilmen zu verzégertem Ansprechen, scheinbarer The-
rapieresistenz und Rezidiven nach initialer Besserung fiihren (Brooks & Galera, 2012; Brooks
& Plummer, 2022; Keller & Hendrix, 2005; Ollivier et al., 2007). Dabei sind biofilmassoziierte
Infektionen durch eine reduzierte metabolische Aktivitdét der Bakterien, verénderte
Genexpression und eine eingeschrankte Penetration antimikrobieller Substanzen in die extra-
zellulare Matrix gekennzeichnet (Costerton et al., 1999; Donlan & Costerton, 2002).

Fir die equine Keratitis bedeutet dies, dass Therapieversagen und Rezidive nicht ausschlieR-
lich durch unzureichende Wirkstoffauswahl oder mangelnde Compliance erklarbar sind, son-
dern in vielen Fallen die Biofilmbildung beriicksichtigt werden muss und dies in der adaquaten

Therapie beachtet werden muss.

5.4.2 Wirksamkeit der Antiseptika gegentiber Biofilmen

FUr Antiseptika wird im Vergleich zu Antibiotika ein grundséatzlich breiteres Wirkspektrum und
eine geringere Abhangigkeit von spezifischen bakteriellen Stoffwechselwegen angenommen
(Hubner & Kramer, 2010; Wessels & Ingmer, 2013).

Mehrere Studien zeigen, dass PHMB, PVP-I und HOCI Biofilm-zerstérende Eigenschaften be-
sitzen. Fir PHMB wurde eine ausgepragte Wirkung auf Biofilmstrukturen beschrieben, die auf
einer Stérung der extrazelluldren Matrix sowie auf direkten Effekten auf bakterielle
Zellmembranen beruht (Hibner & Kramer, 2010; Percival et al., 2014; Wiegand et al., 2009).
Auch fiir PVP-I liegen Hinweise auf eine effektive Penetration in Biofilmstrukturen und eine
Reduktion der bakteriellen Viabilitat vor (Gottardi, 1983; Lepelletier et al., 2020). HOCI zeigt
ebenfalls eine solche Aktivitat, die auf oxidativen Effekten auf Matrixbestandteile und mikrobi-
elle Zellstrukturen beruht (Sakarya et al., 2014; Wang et al., 2023). Diese Effekte wurden Uber-
wiegend in in vitro-Modellen oder in nicht-okuldren Geweben untersucht. Daten zur Wirksam-
keit gegen Biofilme an der kornealen Oberflache des Pferdes sind damit begrenzt. Die beson-

deren strukturellen und immunologischen Eigenschaften der Kornea sowie die dynamischen
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Bedingungen an der okuléren Oberfliche erschweren eine direkte Ubertragung bestehender
Ergebnisse (Brooks & Plummer, 2022; Keller & Hendrix, 2005).

Biofilmassoziierte Bakterien zeigen allerdings eine generell reduzierte Empfindlichkeit gegen-
Uber antimikrobiellen Substanzen als ohne Biofilme, sodass allgemein héhere Konzentratio-
nen und langere Expositionszeiten erforderlich sind (Costerton et al., 1999; Percival et al.,
2014). Die in dieser Arbeit bestimmten MBC-Werte beziehen sich auf planktonische Bakterien,
wahrend bei biofilmassoziierten Infektionen sowohl ein deutlich héherer Wirkstoffbedarf als
auch eine langere Kontaktzeit bis zum Wirkungseintritt anzunehmen ist. Gleichzeitig ist die
Méglichkeit einer starken Dosissteigerung durch die begrenzte Gewebetoleranz der Kornea
eingeschrankt, insbesondere bei vorgeschadigter Hornhaut und aktiver Entziindung mit erhéh-
tem Risiko irritativer oder zytotoxischer Effekte. Fur PHMB und PVP-I wurden dosisabhangige
lokale Reizwirkungen beschrieben, wahrend HOCI insgesamt als besser vertraglich gilt (Hub-
ner & Kramer, 2010; Lepelletier et al., 2020; Sakarya et al., 2014). Die berichteten uner-
winschten Effekte treten jedoch erst bei Konzentrationen auf, die deutlich oberhalb der fir
planktonische Bakterien erforderlichen wirksamen Bereiche liegen, sodass trotz der
bestehenden nétigen Konzentrationssteigerungen ein breites therapeutisches Fenster ver-
bleibt.

5.5 Methodische Einordnung der Studie

Die vorliegende Untersuchung basiert auf klinischen Isolaten aus Pferdenaugen mit ulzerativer
Keratitis und bildet damit die reale Erregersituation im equinen klinischen Kontext ab. Die Aus-
wahl der untersuchten Spezies orientiert sich am in der Literatur beschriebenen Erregerspekt-
rum und ist biologisch plausibel (Cullen et al., 2019; Foote et al., 2023; Moore et al., 1995;
Mustikka et al., 2020; Pate et al., 2006; Verdenius et al., 2024). Im Gegensatz zu Studien, die
ausschlieBlich laboradaptieren Referenzstdamme verwenden, erhéht dies die biologische Re-
levanz der Ergebnisse und ihre Ubertragbarkeit an die klinische Praxis (Brooks & Plummer,
2022; Clode & Matthews, 2011; Hamor & Whelan, 1999; Williams & Pinard, 2013).

Die Einbeziehung standardisierter Referenzstdmme dient der internen Plausibilitatspriifung
und reduziert methodenbedingte Verzerrungen. Die Testung in Triplikaten sowie die
standardisierte Inokulumaufbereitung stltzen die Aussagekraft der Ergebnisse, trotz der be-
grenzten Stichprobe mit méglichen regionalen und zeitlichen Besonderheiten.

Die parallele Testung von PHMB, PVP-l und HOCI im identischen experimentellen Setup er-
maoglicht einen direkten Wirkstoffvergleich unter kontrollierten Bedingungen und reduziert me-
thodisch bedingte Verzerrungen. Der Einbezug von Referenzstdmmen unterstiitzt zudem die
interne Validierung des Versuchsaufbaus. Das vergleichbare Reaktionsverhalten von Refe-
renzstdmmen und klinischen Isolaten unter den gewahiten Bedingungen spricht fir eine

konsistente Methodik (Fabry et al., 2013; Wolff et al., 2025). Die standardisierte Durchfiihrung
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mit definierten Inokula, Inkubationszeiten und Endpunkten erhéht die interne Vergleichbarkeit
der Ergebnisse (Clinical and Laboratory Standards Institute, 1999, 2024).

Dennoch zeigte sich zwischen den einzelnen klinischen Isolaten eine intraspezifische Variabi-
litat der MBC-Werte, die je nach Erreger und Substanz bis zu mehrstufigen Verdiinnungsun-
terschieden reichte. Diese Streuung ist vor dem Hintergrund des seriellen 1:1-Verdiinnungs-
schemas methodisch nachvollziehbar, verdeutlicht jedoch zugleich die biologische Variabilitat
klinischer Isolate und die begrenzte Mdoglichkeit einer einheitlichen Keimeinstellung. Beson-
ders ausgepragt war dieses Phanomen bei Bacillus cereus, der in Vorversuchen und Positiv-
kontrollen ein inkonsistentes Wachstum zeigte, sodass die Einstellung tber 0,5 McFarland die
Ziel-CFU nicht zuverlassig abbildete. Zur korrekten MBC-Bestimmung war daher eine vorge-
lagerte Kalibrierung mit Korrekturfaktor erforderlich. Diese Beobachtungen unterstreichen,
dass die ermittelten MBC-Werte keine absoluten GrofRen darstellen, sondern experimentab-
hangige Parameter sind, die durch stammspezifische Wachstumsdynamik und Vitalitat beein-
flusst werden kénnen.

Die Versuche wurden in proteinfreiem Medium, unter konstanten pH-Bedingungen und mit de-
finierter Expositionsdauer durchgefiihrt. Diese Bedingungen bilden die komplexe Situation an
der entziindeten equinen Kornea nur eingeschrankt ab. Wie in Abschnitt 5.2 dargestellt, be-
einflussen Proteinlast, pH-Verschiebungen, Tranenfilm-Turnover, Kontaktzeit und mechani-
scher Abtrag die Wirksamkeit topisch applizierter Substanzen in vivo erheblich. Die ermittelten
MBC-Werte sind daher als experimentelle Minimalwerte unter idealisierten Laborbedingungen
zu interpretieren.

Die Studie erfasste ausschlieRlich monobakterielle planktonische Isolate. Biofilmassoziierte
Wachstumsformen oder multibakterielle Infektionen, die bei chronischen und therapieresisten-
ten Verlaufen eine relevante Rolle spielen, wurden nicht untersucht. Auch mykotische Erreger
wurden nicht einbezogen. Angesichts der klinischen Bedeutung der vielfaltigen Pathogene die-
ser Erkrankung beim Pferd lassen sich aus den vorliegenden Daten keine Aussagen zur klini-
schen Wirksamkeit der getesteten Substanzen ableiten.

Die Ergebnisse erlauben ausschlieBlich Aussagen zur in vitro-Wirksamkeit unter kontrollierten
Bedingungen. Die strukturellen Limitationen des Modells missen bei jeder klinischen Einord-
nung zu berlcksichtigt werden.

Gleichzeitig liefert die Studie relevante Grundlageninformationen zur antimikrobiellen Aktivitat
von PHMB, PVP-I und HOCI gegenuiber typischen Erregern der equinen ulzerativen Keratitis.
Die vergleichende Bewertung der Substanzen im Kontext der vorhandenen Literatur tragt zum
Verstandnis ihrer potenziellen Rolle im therapeutischen Gesamtkonzept bei, ohne den An-

spruch zu erheben, klinische Wirksamkeit direkt abzubilden.
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5.6 Klinische Perspektive und Ausblick

5.6.1 Praktische Umsetzung im klinischen Alltag

Der Einsatz von Antiseptika bei der equinen ulzerativen Keratitis muss nicht nur unter pharma-
kologischen Gesichtspunkten, sondern auch im Hinblick auf klinische Wirksamkeit aufgrund
von Storfaktoren und der praktischen Umsetzbarkeit bewertet werden. Die Therapie ist
zeitintensiv, erfordert eine hohe Applikationsfrequenz und stellt erhebliche Anforderungen an
Tier und Betreuungspersonal (Clode, 2010; Matthews, 2009). Die tatsachliche Effektivitat ist
daher wesentlich durch die konsequente Durchfiihrung der Behandlung und die individuellen
Patientenbedingungen mitbestimmt.

In der klinischen Praxis werden Antiseptika derzeit Gberwiegend zur Dekontamination der oku-
laren Oberflache, im Rahmen von Spulungen sowie praoperativ eingesetzt. Ein routinemafi-
ger Einsatz als primare antimikrobielle Therapie bei equiner Keratitis ist bislang noch nicht
etabliert (Brooks & Galera, 2012; Clode, 2010; Reed et al., 2013).

Durch Verdliinnung, Tranenfilm-Turnover und mechanischen Abtrag sind bei topischer Appli-
kation nur kurze effektive Kontaktzeiten zu erwarten, sodass eine relevante antibakterielle Wir-
kung eine hohe Applikationsfrequenz oder kontinuierliche Zufuhr erfordert. In der Praxis kom-
men hierfir subpalpebrale Lavagesysteme in Betracht, die eine regelméaRige Applikation er-
moglichen (Clode, 2010; Giuliano et al., 2000; Nasisse & Nelms, 1992).

Die in dieser Arbeit ermittelten niedrigen MBC-Werte liegen deutlich unter den Konzentrationen
handelsublicher Praparate. Dies er6ffnet einen therapeutischen Spielraum, um Verdinnungs-
effekte und Proteinbindung teilweise mit einer héheren Ausgangskonzentration zu kompensie-
ren. Gleichzeitig ist die begrenzte Gewebetoleranz der teils vorgeschadigten Kornea zu be-
ricksichtigen, sodass eine unkritische Hochdosierung nicht vertretbar erscheint. Vor diesem
Hintergrund ist innerhalb dieses therapeutischen Fensters eine Konzentration zu bestimmen,
die eine ausreichende antimikrobielle Wirksamkeit bei minimaler Gewebetoxizitat gewahrleis-
tet.

Insgesamt sind Antiseptika im klinischen ophthalmologischen Alltag als potenziell sinnvolle Er-
ganzung innerhalb eines multimodalen Therapiekonzepts zu betrachten.

Sie sind mit antibiotischen oder antimykotischen Therapien, Proteaseinhibitoren, mydriati-
schen und analgetischen MalRnahmen sowie gegebenenfalls chirurgischen Interventionen ab-
zustimmen, wobei sie einzelne Therapiekomponenten teilweise ersetzen und zur Optimierung
der Gesamttherapie beitragen kdnnen.

PHMB, PVP-I und HOCI stellen zusammenfassend potenzielle antiseptische Therapieansatze
dar, deren Anwendung jedoch eine sorgfaltige Indikationsstellung und Anpassung an die je-
weilige klinische Situation voraussetzt. Schmerzen, Blepharospasmus und Abwehrreaktionen
kénnen die regelmafRige Applikation erheblich erschweren und erfordern haufig eine beglei-

tende Analgesie, Sedation oder Lokalanasthesie, wobei der Einsatz von Lavagesystemen die
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praktische Anwendbarkeit verbessern kann. Die Effektivitat antiseptischer Strategien ist insge-
samt mafgeblich von der Infektionsauspragung, der praktischen Durchfiihrbarkeit und indivi-
duellen klinischen Rahmenbedingungen abhangig.

5.6.2 Vergleich mit anderen Antiseptika

Neben den in dieser Arbeit untersuchten Substanzen existieren weitere antiseptische Wirk-
stoffe, die in der Human- und Tiermedizin eingesetzt werden und eine teils ausgepragte anti-
mikrobielle Wirksamkeit aufweisen. lhre Vergleichbarkeit im Kontext der equinen Keratitis ist
jedoch nur eingeschrankt gegeben, da fiir die Mehrzahl dieser Substanzen weder equine-spe-
zifische Wirksamkeitsdaten noch systematische Untersuchungen zur Anwendung an der
Hornhaut vorliegen. Die verfligbare Evidenz bezieht sich liberwiegend auf die Wundantiseptik,
Hautanwendungen oder humanmedizinische Studien und ist methodisch nicht direkt auf die
Situation der ulzerierten equinen Kornea Ubertragbar (Hibner & Kramer, 2010; Koburger et
al., 2010).

Chlorhexidin ist in verschiedenen medizinischen Bereichen etabliert und breit verfligbar, zeigt
jedoch in alkoholbasierten Formulierungen bei direkter und langerer Exposition des kornealen
Gewebes eine relevante dosisabhangige Zytotoxizitat gegenuber Epithel und Stroma, teils mit
hohen Endopthalmitisraten (Bates et al., 2025) wodurch seine therapeutische Anwendung an
der Hornhaut limitiert ist (Bever et al., 2016; Epstein, 2021; Green et al., 1980; Murthy et al.,
2002). In humanen klinischen Studien zur préinjektionellen Oberflachenantisepsis zeigten
wassrige, alkoholfreie Chlorhexidinformulierungen (0,05-0,1 %) eine mit PVP-I vergleichbare
antimikrobielle Wirksamkeit bei teils besserer subjektiver Vertraglichkeit, geringerer
Schmerzintensitat und weniger ausgepragter kornealer Epitheliopathie (Ali et al., 2021; Kan-
clerz & Brzezinska, 2024; Merani et al., 2016; Mihalache et al., 2025; Oakley & Vote, 2016;
Romano et al., 2024). So wird Chlorhexidin ophthalmologisch bereits in kurzzeitiger, niedrig
konzentrierter Anwendung im Rahmen der Antisepsis vor intravitrealen Injektionen eingesetzt,
sowie experimentell als intravitreales Therapeutikum untersucht.

Auch Octenidin ist in der Haut- und Wundantiseptik gut etabliert und weist dort eine
nachgewiesene Wirksamkeit auf (Assadian, 2016), wobei sich die vorhandene Literatur zur
ophthalmologischen Anwendung Uberwiegend auf periorbitale Applikation beschrankt oder
explizit auf die fehlende Evidenz fiir eine sichere intraokulare oder korneale Applikation hin-
weist (Langen et al., 2023; Matiasek et al., 2018).

Eine ebenfalls bekannte antimikrobielle Aktivitat besitzt Hexamidin, ein organisches Diamidin,
das seit den 1950er-Jahren eingesetzt wird. Im ophthalmologischen Kontext liegen vor allem
Daten zur Behandlung der humanen Acanthamoeba-Keratitis vor. In klinischen Fallberichten
wurde eine erfolgreiche Therapie mit 0,1 %igen Hexamidin-Diisethionat-Augentropfen ohne

relevante lokale Reizerscheinungen beschrieben (Brasseur et al., 1994; Perrine et al., 1995).
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Erganzend wurden proteasehemmende Eigenschaften sowie antimikrobielle Effekte in tierex-
perimentellen Modellen berichtet (McClelland & Van Rooyen, 1949; Parisi et al., 2017).

Die okulare Vertraglichkeit von Hexamidin wird in Konzentrationen von 0,05-0,1 % Ulberwie-
gend als gut eingeschatzt (Becker, 2007). In vitro-Untersuchungen zu kombinierten ophthal-
mischen Formulierungen mit Hexamidin und weiteren Wirkstoffen zeigten eine gute antimikro-
bielle Wirksamkeit ohne relevante Zytotoxizitat bei kurzer Exposition (Mencucci et al., 2020).
Fir das Pferd fehlen bislang spezifische Untersuchungen zur Wirksamkeit und Vertraglichkeit
von Hexamidin in der Veterindrmedizin und speziell an der Hornhaut, sodass eine belastbare
Bewertung fiir die equine Keratitis derzeit nicht méglich ist.

Silberhaltige Praparate, einschlieRlich nanosilberbasierter Formulierungen, werden aufgrund
ihrer antibakteriellen Eigenschaften in verschiedenen Wundkontexten eingesetzt. Die Daten-
lage zur Anwendung im okuléren Bereich ist jedoch begrenzt, insbesondere im Hinblick auf die
Vertraglichkeit an der Hornhaut, den Einfluss auf die Epithelheilung sowie potenzielle Ablage-
rungs- und Toxizitatseffekte (Krzeminski et al., 2024).

Vergleichbar verhalt es sich mit Triclosan, das in standardisierten in vitro-Vergleichsstudien als
Antiseptikum geflhrt und hinsichtlich seiner antimikrobiellen Wirksamkeit mit Substanzen wie
PVP-I, Octenidin, PHMB und Chlorhexidin verglichen wird. Diese Daten stammen jedoch aus
nicht-okularen Modellen und damit fehlen spezifische Untersuchungen zur kornealen Anwen-
dung (Koburger et al., 2010).

Wasserstoffperoxid zeigt zwar eine rasche antimikrobielle Wirkung, ist jedoch mit ausgepragter
Gewebereizung und potenzieller Schadigung okularer Strukturen assoziiert (Tripathi & Tripa-
thi, 1989).

Ahnlich sind alkoholbasierte Antiseptika sowie organische Séuren wie Essigsdure aufgrund
ihrer irritativen und zytotoxischen Effekte einzuordnen, die ihren Einsatz an der Kornea prob-
lematisch erscheinen lassen (Liu et al., 2016; Maurer & Parker, 2000).

N-Acetylcystein (NAC) wurde in der Ophthalmologie lange Zeit nicht als Antiseptikum, sondern
primar aufgrund seiner mukolytischen, antioxidativen und proteasehemmenden Eigenschaften
eingesetzt, insbesondere bei kornealen Lasionen, Keratitiden und chemischen Verletzungen
(Walter et al., 2023; Wolff et al., 2025). In neueren in vitro-Studien konnte eine eigenstandige
starke antimikrobielle Wirksamkeit von NAC an klinischen bakteriellen Isolaten aus infizierten
Augen von Hunden und Katzen nachgewiesen werden, unter anderem gegeniiber Staphy-
lococcus pseudintermedius, Streptococcus canis und Pseudomonas aeruginosa (Hawwash,
2024; Walter et al., 2023; Wolff et al., 2025). Entsprechende Ergebnisse liegen auch fiir den
beim Pferd relevanten Erreger Pantoea agglomerans vor (Heun et al., 2025). Vor diesem Hin-
tergrund wird NAC in aktuellen Arbeiten zunehmend als potenzielles antiseptisches Therapeu-

tikum auch im Zusammenhang mit Keratitis diskutiert.

63



Diskussion

Fur das Pferd existieren bislang keine direkten Vergleichsstudien, die unterschiedliche Anti-
septika systematisch am Auge gegenuberstellen, sodass die aktuelle Datenlage keine belast-
bare Bewertung der relativen Eignung einzelner Substanzen fir die equine Keratitis erlaubt.

Die genannten Substanzen werden in der vorliegenden Arbeit nicht weiter beriicksichtigt, da
sie entweder eine relevante Gewebetoxizitat aufweisen, keine belastbaren Daten zur okularen
Vertraglichkeit vorliegen oder keine ophthalmologische Anwendungserfahrung besteht. Wah-
rend fir PHMB, PVP-I und HOCI zumindest aus der Humanophthalmologie, der praoperativen
Antiseptik und periokuldaren Anwendungen Daten zur Anwendung am Auge vorliegen und sie

zu der vielversprechendsten Variante machen.

5.6.3 Einordnung im Kontext von One Health

Die Einordnung der vorliegenden Ergebnisse in das One-Health-Konzept ist vor dem Hinter-
grund der zunehmenden antimikrobiellen Resistenzentwicklung und teils Therapienotsténden
von besonderer Relevanz. Die Therapie der equinen Keratitis erfolgt in der klinischen Praxis
haufig empirisch und unter Einsatz breit wirksamer Antibiotika (Brooks & Galera, 2012; Clode,
2010). Parallel zeigen aktuelle Studien eine zunehmende Resistenzentwicklung typischer oku-
larer Erreger gegeniiber gangigen Wirkstoffen (Deniaud & Tee, 2023; Foote et al., 2023;
Mustikka et al., 2020; Vercruysse et al., 2022; Verdenius et al., 2024).

Im Rahmen des One-Health-Ansatzes ist diese Entwicklung nicht isoliert zu betrachten. Bak-
terielle Erreger und Resistenzgene zirkulieren zwischen Tier, Mensch und Umwelt. Pferde kon-
nen als Wirte potenziell zoonotischer Keime fungieren und als Reservoir fir
Resistenzdeterminanten dienen (Guardabassi et al., 2004; Weese, 2004). Die enge Exposition
gegenuber Stallumgebung, Einstreu, Wasserquellen und Weideflachen begtinstigt zudem den
Kontakt mit Umweltkeimen, die sowohl veterinar- als auch humanmedizinische Relevanz be-
sitzen. Die okuldre Oberflache stellt in diesem Zusammenhang eine besonders anfallige Ein-
trittspforte dar.

Auf regulatorischer Ebene bildet die EU-Tierarzneimittelverordnung (EU) 2019/6 den verbind-
lichen Rahmen fiir den verantwortungsvollen Einsatz antimikrobieller Substanzen in der Vete-
rindrmedizin. Sie fordert eine indikationsgerechte Anwendung, eine starkere mikrobiologische
Absicherung sowie eine Reduktion des Einsatzes kritisch wichtiger Antibiotika. Diese Vorga-
ben haben nicht die Einschrankung notwendiger Therapien als Ziel, sondern eine strukturierte
und evidenzbasierte Steuerung des Antibiotikaeinsatzes (European Parliament and the Coun-
cil of the European Union, 2019). EU-weite Analysen von Verbrauchs- und Resistenzdaten
zeigen, dass der Veterinarsektor wesentlich zum Gesamtbild antimikrobieller Nutzung beitragt
und sektorlibergreifende Strategien zur Einddmmung von Resistenzen erforderlich sind (Eu-
ropean Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) et al., 2024). Obwohl der Anteil der

Pferdemedizin am Gesamtverbrauch geringer ist als in der Nutztierhaltung, bleibt er aufgrund
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intensiver Therapieprotokolle bei bestimmten Erkrankungen, insbesondere der Keratitis, kli-
nisch relevant.

Antiseptika wie PHMB, PVP-I und HOCI wirken Uber unspezifische physikochemische Mecha-
nismen und zeigen in der Regel keine klassische Resistenzentwicklung (Wessels & Ingmer,
2013; Wiegand et al., 2015). Ihr Einsatz kdnnte dazu beitragen, den Selektionsdruck auf anti-
biotikaresistente Erreger zu reduzieren und den Antibiotikaverbrauch im okuldren Bereich zu
begrenzen. Dies ist nicht nur aus veterinarmedizinischer, sondern auch aus humanmedizini-
scher Perspektive relevant.

Darlber hinaus gelangen antimikrobielle Substanzen Uber Exsudate, Spulflissigkeiten und
Abwasser in die Umwelt. Strategien, die den Einsatz klassischer Antibiotika reduzieren, sind
daher auch im Hinblick auf Umwelt- und Resistenzaspekte von Bedeutung. In welchem Aus-
maf Antiseptika langfristig zur Reduktion der Resistenzproblematik beitragen kénnen, lasst
sich bislang nicht bestimmen.

Die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen die Einordnung von PHMB, PVP-I und HOCI als
potente Erganzung im therapeutischen Spektrum der equinen Keratitis. Dies istim Sinne eines
reduzierten, rationalen, indikationsbezogenen Antibiotikamanagements, und hat das Ziel, den
Einsatz klassischer Antibiotika perspektivisch zu reduzieren.

Zwar erlauben die vorliegenden Daten keine quantitative Abschatzung des tatsachlich erreich-
baren Einsparpotenzials, sie unterstreichen jedoch das grundsatzliche Potenzial antisepti-
scher Strategien, den antibiotischen Selektionsdruck zu verringern und damit langfristig zur

Eindédmmung von Resistenzentwicklungen beizutragen.

5.7 Ausblick

Die vorliegende Arbeit liefert systematische in vitro-Daten zur bakteriziden Wirksamkeit von
PHMB, PVP-I und HOCI gegeniiber klinischen Isolaten aus der equinen ulzerativen Keratitis.
Diese Ergebnisse erweitern die bestehende Datenlage und schaffen eine experimentelle
Grundlage fur die weitere Einordnung dieser Substanzen im therapeutischen Kontext. Gleich-
zeitig wird deutlich, dass zentrale Aspekte der klinischen Anwendung bislang unzureichend
untersucht sind.

Die potentielle langfristige korneale Zytotoxizitdt und dosisabhéngige Langzeitvertraglichkeit
von PHMB, PVP-l und HOCI am Pferdeauge sind bislang unzureichend untersucht. Wahrend
fur alle drei Substanzen umfangreichere Daten aus der Humanmedizin und der Wundbehand-
lung vorliegen, existieren spezifische Studien zur wiederholten oder langerfristigen Anwen-
dung an der equinen Kornea nur in sehr begrenztem Umfang.

PVP-l ist in der Ophthalmologie seit Jahrzehnten etabliert, insbesondere in der préaoperativen
Antiseptik, und gilt bei kurzfristiger Anwendung als gut vertraglich (Lepelletier et al., 2020).

Gleichzeitig sind dosisabhangige Reizwirkungen, verzdgerte Epithelisierung und zytotoxische
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Effekte bei hohen Dosierungen beschrieben worden (Hibner & Kramer, 2010; Lepelletier et
al., 2020) welche insbesondere bei vorgeschadigter Hornhaut klinisch relevant sind.

PHMB wird in der Wundtherapie und in der Kontaktlinsenhygiene eingesetzt und zeigt dort bei
sachgemaler Anwendung eine gute Gewebevertraglichkeit. /n vitro wurden jedoch dosisab-
hangige zytotoxische Effekte auf epitheliale Zellen nachgewiesen, deren klinische Relevanz
fur die equine Kornea bislang nicht geklart ist (Hibner & Kramer, 2010).

HOCI wird aufgrund seiner physiologischen Rolle in der angeborenen Immunabwehr und sei-
ner grundsatzlich guten Vertraglichkeit in verschiedenen medizinischen Bereichen eingesetzt
(Sakarya et al., 2014). Spezifische Daten zur Langzeitanwendung am Pferdeauge fehlen je-
doch. Bei haufiger Applikation kdnnen irritative Effekte und Stérungen der epithelialen Barriere
nicht ausgeschlossen werden, auch wenn ein fir die ophthalmologische Anwendung zugelas-
senes Praparat auf eine grundsatzlich gute lokale Vertraglichkeit hinweist.

Diese Evidenzllicke zu dosisabhangiger Zytotoxizitdt und Langzeitvertraglichkeiten limitiert die
Maoglichkeit, belastbare Empfehlungen fiir den Einsatz bei chronischen Verlaufen oder wieder-
holter Applikation abzuleiten.

Zukunftige Studien sollten sich auBerdem auf die generelle in vivo-Wirksamkeit und die er-
reichbaren Oberflachenkonzentrationen konzentrieren. Von besonderem Interesse sind der
Einfluss von Proteinlast, pH-Verschiebungen, Biofilmbildung und stromaler Invasion auf die
Wirksamkeit der Substanzen. Ebenso stellen die Effekte auf die Biofilmbildung an der
kornealen Oberflache sowie die Wirksamkeit gegentiber mykotischen Erregern relevante For-
schungsliicken dar. Auch Ansatze diese Storfaktoren abzuschwachen kénnten Inhalte neuer
Studien werden.

Daruber hinaus ist die Einbindung antiseptischer Strategien in ein rationales antimikrobielles
Gesamtkonzept weiter zu untersuchen. In welchem Umfang Antiseptika klinftig dazu beitragen
kénnen, den Einsatz klassischer Antibiotika bei equiner Keratitis zu reduzieren, Iasst sich der-
zeit noch nicht abschlieRend vorhersagen. Die vorliegenden Ergebnisse liefern jedoch eine
sehr solide und vielversprechende Datengrundlage, die den klinischen Einsatz antiseptischer
Strategien grundsatzlich rechtfertigt.

Vor diesem Hintergrund erscheint insbesondere die Durchfiihrung klinischer Studien fir alle
drei untersuchten Substanzen sinnvoll, um ihr Potenzial im therapeutischen und
prophylaktischen Einsatz weiter zu evaluieren und perspektivisch konkrete Anwendungs-
konzepte ableiten zu kénnen. Spezifische Empfehlungen fiir wiederholte oder langerfristige
Anwendungen lassen sich zum jetzigen Zeitpunkt zwar noch nicht formulieren, die verfligbaren
experimentellen Daten sprechen jedoch dafir, antiseptische Strategien kinftig starker in der

klinischen Praxis zu beriicksichtigen und in zukiinftige Behandlungskonzepte zu integrieren.
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6 Zusammenfassung

Leonie Maria Stolle

In vitro-Untersuchungen zu antiseptischen Therapieanséatzen bei der infektiosen Kera-
titis des Pferdes

Die infektiose Keratitis stellt beim Pferd eine klinisch hochrelevante und potenziell
visusgefahrdende Erkrankung dar, die haufig mit rascher Progression, ausgepragter Entzin-
dungsreaktion und erheblicher stromaler Gewebedestruktion einhergeht. Die derzeit
etablierten therapeutischen Konzepte basieren primar auf der lokalen antibiotischen Behand-
lung, sind jedoch in ihrer Wirksamkeit durch zunehmende Resistenzentwicklungen,
pharmakokinetische Limitationen sowie die regulatorischen Einschrankungen beim
Antibiotikaeinsatz eingeschrankt. Vor diesem Hintergrund besteht ein langfristiger Bedarf an
erganzenden antimikrobiellen Strategien.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die generelle in vitro-Wirksamkeit ausgewahlter antisepti-
scher Substanzen zu untersuchen, die potenziell zur Ergdnzung der Therapie der equinen
infektiosen Keratitis geeignet sind, bislang jedoch nicht routinemaRig oder langfristig einge-
setzt werden. Die Wirksamkeit wurde anhand der Bestimmung der minimalen bakteriziden
Konzentration (MBC) als Mal fir die bakterizide Effektivitat der Substanzen bewertet.

Im Versuchsdesign wurden Povidon-lod, hypochlorige Saure und Polyhexanid untersucht. Als
Testorganismen dienten klinische bakterielle Isolate aus equinen infektidsen Keratitiden, da-
runter Staphylococcus aureus (einschlieBlich methicillin-resistenter Isolate), Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus, Enterobacter hormaechei und Bacillus cereus. Erganzend wurden
Referenzstdmme in das Versuchsdesign integriert. Die Bestimmung der MBC-Werte erfolgte
mittels standardisiertem Mikrodilutionsverfahren in Anlehnung an etablierte Protokolle. Die
antiseptischen Substanzen wurden seriell verdinnt und in definierten Konzentrationsstufen
getestet. Als Inokulum wurde eine standardisierte Bakteriensuspension mit einer Zielkonzent-
ration von 1,5 x 10® KBE/mL verwendet. Nach Inkubation erfolgte die Beurteilung der
bakteriziden Wirkung durch Subkultivierung auf Agarplatten und Auszahlung vitaler Kolonien.
Die MBC wurde als die niedrigste Konzentration definiert, bei der 2 99,9 % der Ausgangskeime
abgetétet waren. Alle Isolate wurden in Triplikaten getestet, positive und negative Kontrollen
wurden in jedem Versuchsansatz mitgefiihrt.

Polyhexanid zeigte fiir alle getesteten Isolate MBC-Werte zwischen 0,8 und 6,4 ppm. Fir
Staphylococcus aureus lagen die Werte (berwiegend im Bereich von 0,8-3,2 ppm, fir
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus Uberwiegend bei 1,6 ppm. Enterobacter

hormaechei wies MBC-Werte von 0,8-1,6 ppm auf, Bacillus cereus von 1,6-6,4 ppm.
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Zusammenfassung

Fur Povidon-lod lagen die MBC-Werte insgesamt zwischen 4 und 32 ppm. Bei Staphylococcus
aureus wurden Werte von 8-32 ppm bestimmt, ohne Unterschiede zwischen methicillin-resis-
tenten und -sensiblen Isolaten. Streptococcus equi subsp. zooepidemicus zeigte MBC-Werte
von 4-16 ppm, Enterobacter hormaechei Uiberwiegend 16 ppm, Bacillus cereus 8—16 ppm.
Hypochlorige Saure wies MBC-Werte zwischen 0,4 und 6,4 ppm auf. Fir Staphylococcus
aureus und Streptococcus equi subsp. zooepidemicus lagen die Werte Uberwiegend bei 0,4—
3,2 ppm. Enterobacter hormaechei zeigte MBC-Werte von 0,8—1,6 ppm, Bacillus cereus von
1,6-6,4 ppm.

Insgesamt zeigten alle drei untersuchten antiseptischen Substanzen eine hohe und
konsistente bakterizide in vitro-Wirksamkeit gegenuiber den typischen Erregern der equinen
infektiosen Keratitis. Die MBC-Werte der klinischen Isolate lagen in vergleichbaren Bereichen
wie die der Referenzstdamme. Methicillin-resistente Staphylococcus-aureus-Isolate zeigten
keine héheren MBC-Werte als methicillin-sensible Stamme.

Eine direkte Ubertragung der in vitro-Ergebnisse auf die klinische Situation ist nicht méglich,
da wesentliche Einflussfaktoren wie Kontaktzeit, Retention auf der okuldren Oberflache, Ver-
dinnung durch den Tranenfilm, Proteinbelastung, pH-Wert, stromale Penetration sowie die
komplexen Bedingungen des entziindeten okularen Milieus im Versuchsmodell nicht abgebil-
det werden.

Die untersuchten Substanzen zeigten aber eine konsistente antimikrobielle Wirksamkeit und
bilden damit eine belastbare Grundlage zur Bewertung der generellen Effektivitat dieser Anti-
septika gegenlber relevanten bakteriellen Erregern der equinen infektiosen Keratitis. Sie kon-
nen als Basis fur weiterfuhrende Untersuchungen dienen und erméglichen eine sachliche Ein-
ordnung antiseptischer Substanzen als potenziell ergdnzenden Bestandteil im therapeuti-
schen Gesamtkonzept dieser Erkrankung.
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7 Summary

Leonie Maria Stolle
In vitro evaluation of antiseptic treatment approaches in equine infectious keratitis

Infectious keratitis represents a clinically highly relevant and potentially vision-threatening
disease in horses and is frequently associated with rapid progression, pronounced inflamma-
tory responses, and substantial stromal tissue destruction. Current therapeutic concepts are
primarily based on topical antibiotic treatment. However, their effectiveness is limited by
increasing antimicrobial resistance, pharmacokinetic constraints, and regulatory restrictions on
the use of antibiotics. Against this background, there is a long-term need for complementary
antimicrobial strategies.

The aim of the present study was to investigate the general in vitro efficacy of selected anti-
septic substances that may be suitable as adjuncts in the treatment of equine infectious kera-
titis but are not yet used routinely or on a long-term basis. Efficacy was assessed by determin-
ing the minimum bactericidal concentration (MBC) as a measure of the bactericidal activity of
the substances.

The experimental design included povidone-iodine, hypochlorous acid, and polyhexanide.
Clinical bacterial isolates obtained from cases of equine infectious keratitis were used as test
organisms, including Staphylococcus aureus (including methicillin-resistant isolates),
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, Enterobacter hormaechei, and Bacillus cereus.
Reference strains were additionally included. Determination of MBC values was performed
using a standardized microdilution method in accordance with established protocols. The an-
tiseptic substances were serially diluted and tested in defined concentration steps. A
standardized bacterial suspension with a target concentration of 1.5 x 108 CFU/mL was used
as the inoculum. After incubation, bactericidal activity was assessed by subculturing on agar
plates and counting viable colonies. The MBC was defined as the lowest concentration at
which = 99.9 % of the initial bacterial load was eliminated. All isolates were tested in triplicate,
and positive and negative controls were included in each experimental run.

Polyhexanide showed MBC values between 0.8 and 6.4 ppm for all tested isolates. For Staph-
ylococcus aureus, values were predominantly in the range of 0.8-3.2 ppm, and for
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus predominantly 1.6 ppm. Enterobacter hormaechei
exhibited MBC values of 0.8—1.6 ppm, and Bacillus cereus of 1.6—-6.4 ppm.

For povidone-iodine, MBC values ranged overall between 4 ppm and 32 ppm. For Staphylo-

coccus aureus, values of 8—32 ppm were determined, with no differences between methicillin-
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resistant and methicillin-susceptible isolates. Streptococcus equi subsp. zooepidemicus
showed MBC values of 4-16 ppm, Enterobacter hormaechei predominantly 16 ppm, and Ba-
cillus cereus 8—16 ppm.

Hypochlorous acid showed MBC values between 0.4 and 6.4 ppm. For Staphylococcus aureus
and Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, values were predominantly in the range of 0.4—
3.2 ppm. Enterobacter hormaechei exhibited MBC values of 0.8—1.6 ppm, and Bacillus cereus
of 1.6-6.4 ppm.

Overall, all three investigated antiseptic substances demonstrated high and consistent bacte-
ricidal in vitro activity against typical pathogens of equine infectious keratitis. The MBC values
of the clinical isolates were comparable to those of the reference strains. Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus isolates did not show higher MBC values than methicillin-susceptible
strains.

A direct transfer of the in vitro results to the clinical situation is not possible, as essential influ-
encing factors such as contact time, retention on the ocular surface, dilution by the tear film,
protein load, pH, stromal penetration, and the complex conditions of the inflamed ocular
environment are not represented in the experimental model.

The investigated substances showed consistent antimicrobial efficacy and therefore provide a
robust basis for the evaluation of the general effectiveness of these antiseptics against relevant
bacterial pathogens of equine infectious keratitis. They may serve as a basis for further
investigations and allow an objective classification of antiseptic substances as potential adjunct

components within the overall therapeutic concept of this disease.
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Verwendung von kunstlicher Intelligenz

8 Verwendung von kiinstlicher Intelligenz

Formulierungen und Satzstrukturen dieser Arbeit wurden abschnittsweise unter Einsatz
kinstlicher Intelligenz (Kl)-basierter Sprachmodelle und sprachlicher Assistenzsoftware (Chat-
GPT (GPT-40); Grammarly; Scribbr) unterstitzt. Die Literaturrecherche wurde erganzend mit-
hilfe eines Kl-gestiitzten Programms (Elecit) begleitet. Samtliche daraus resultierenden Vor-
schldge wurden kritisch geprift und eigenstandig umgesetzt. Die inhaltliche Konzeption,
Literaturauswahl sowie die wissenschaftliche Ausarbeitung erfolgten vollstandig durch die

Autorin.
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