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Einleitung

1 Einleitung

Chlamydien sind Gram-negative, kokkoide, unbewegliche, obligat intrazellulare Bak-
terien mit einem komplexen Reproduktionszyklus (Elementar-, Retikular- und Inter-
medidrkdrperchen). Sie gehoéren zu den kleinsten der bekannten Bakterien und sind
bei V6geln und Saugetieren weit verbreitet (SHOLZ, 1978; UNKRIG, 1993; RYLL et
al., 1994; HAFEZ und STING, 1997; ANDERSEN und VANROMPAY, 2003; KALETA
und TADAY, 2003).

Der Erreger Chlamydophila psittaci ruft bei Vogeln die aviare Chlamydiose hervor,
welche bei Psittaciformes als Psittakose und bei Gefliigel, Wild- und Ziervégeln als
Ornithose bezeichnet wird. Die Bakterien sind Zoonoseerreger, die Krankheit ist
beim Menschen als Ornithose bekannt (SELBITZ, 1992).

In jingster Zeit wird immer haufiger auf die Problematik der Resistenzentwicklung bei
bakteriellen Infektionserregern gegeniber antimikrobiell wirksamen Substanzen hin-
gewiesen (JONES et al., 1990; LEFEVRE et al., 1998, SOMANI et al., 2000;
LENART et al., 2001). Da die Resistenz bei der Behandlung von Infektionskrankhei-
ten in der Human- und Veterinarmedizin zunehmend ein Problem darstellt, ist die
Datenerhebung zur Resistenzsituation dringend geboten.

Jeder Einsatz von Antibiotika hat zur Konsequenz, dass das Risiko einer Resistenz-
entwicklung besteht bzw. sich erhdht. Fundierte Daten Uber die Resistenzsituation
der Mikroorganismen sind nétig, anhand derer wirkungsvolle Konzepte fir Interventi-
onsmalnahmen zur Reduzierung des Resistenzentwicklungs- und Ausbreitungsrisi-
kos erarbeitet werden kénnen. Zugleich ist eine gezielte Chemotherapie nur méglich,

wenn die Antibiotikumempfindlichkeit des Erregers bekannt ist.
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Im Rahmen dieser Bemihungen war es Ziel der vorliegenden Arbeit, die minimale
Hemmkonzentration (MHK) von 6 Wirkstoffen (Chlortetracyclin, Doxycyclin, Enroflo-
xacin, Difloxacin, Clarithromycin und Erythromycin) gegen 27 Chlamydophila psittaci-
Isolate zu berechnen. Als Untersuchungsmethoden wurde die Anziichtung des Erre-
gers in Buffalo-Green-Monkey-Kidney-Zellkulturen (BGM-Zellkulturen) mit den Wirk-
stoffen durchgefiihrt und anschliefend eine Giménez-Farbung angeschlossen.

Die Fragestellungen der eigenen Untersuchungen lauten demnach:

- Besitzen die untersuchten Chlamydophila psittaci-lsolate eine Resistenz gegen
diese Wirkstoffe?
- Welche MHK kann fir jeden Wirkstoff und jedes Chlamydien-Isolat bestimmt wer-

den?
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2 Literaturiibersicht
21 Chlamydien
2141 Klassifikation und Differenzierungsmerkmale

Chlamydien sind Gram-negative, kokkoide, unbewegliche, obligat intrazellulare Bak-
terien, die sich nicht auf zellfreiem Medium vermehren und besondere morphologi-
sche und metabolische Eigenschaften aufweisen (FUKUSHI und HIRAI, 1992;
VANROMPAY et al, 1995, ANDERSEN et al., 1997; ANDERSEN, 1998;
ANDERSEN und VANROMPAY, 2003). Sie wurden in Vertebraten, Arthropoden,
Coelenteraten, Mollusken und Amoében nachgewiesen (MEYER 1967; WOLKE et al.,
1970; NEWCOMER et al., 1982; STORZ und KRAUSS, 1985; RODOLAKIS, 1987;
JACOBSON et al., 1990; LEIBOVITZ, 1989; KREBSZ, 1995; VANROMPAY et al.,
1994; ANDERSEN, 1996; KOHLER, 1996; MUTSCHMANN, 1998; TADAY, 1998).
Chlamydien vermehren sich durch bindre Teilung in membranumhdllten Vakuolen
des Zytoplasmas eukaryotischer Wirtszellen. Sie enthalten DNS und RNS, besitzen
eine Zellwand und Ribosomen und kdnnen ihre Proteine, Nukleinsduren und Fette
selbstandig synthetisieren (FUKUSHI und HIRAI, 1992).

EVERETT et al. stellten im Jahre 1999 einen neuen Vorschlag fur die Systematik der
Chlamydien vor. Grundlagen fiir diese Einteilung waren neben phéanotypischen,
morphologischen und genetischen Kriterien vor allem eine phylogenetische Analyse

der 16S und 23S rRNA.
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Aktuelle Klassifizierung der Chlamydien (EVERETT et al., 1999):

Ordnung: Chlamydiales

Familie: Chlamydiaceae

Genus: Chlamydia Spezies: Chlamydia muridarum
Chlamydia suis
Chlamydia trachomatis

Genus : Chlamydophila Spezies: Chlamydophila abortus

Chlamydophila caviae
Chlamydophila felis
Chlamydophila pecorum
Chlamydophila pneumoniae

Chlamydophila psittaci

Innerhalb der Familie der Chlamydiaceae werden zwei Genera, Chlamydia und
Chlamydophila unterschieden. Zum Genus Chlamydia gehéren die drei Spezies C.
muridarium, C. suis und C. trachomatis, wahrend das Genus Chlamydophila 6 Spe-
zies (C. abortus, C. caviae, C. felis, C. pecorum, C. pneumoniae und C. psittaci) be-
inhaltet (EVERETT et al., 1999).

Die Spezies C. psittaci wird in sieben Biovare unterteilt, welche von A bis F plus E/B
benannt sind (GEENS et al., 2005). Die Spezies C. abortus, C. caviae, C. felis, C.
pneumoniae und C. trachomatis sind klar von einander unterscheidbar (Tabelle 1)

(CORSACO und VENDITTI, 2004).
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Tabelle 1. Die Familie Chlamydiaceae und ihre Infektionserreger

Spezies

Hauptwirt

Krankheitsbild bzw. Infektonsverlauf

Chlamydia muridarum

Mé&use, Hamster

Meist asymptomatisch, Pneumonie

Chlamydia suis Schwein Konjunktivitis, Enteritis, Pneumonie, auch
asymptomatisch

Chlamydia trachomatis ||Mensch Trachoma, Lymphogranuloma venereum

Chlamydophila abortus || Wiederkauer, Abort
Pferd, Schwein

Chlamydophila caviae | Meerschweinchen ||Konjunktivitis

Chlamydophila felis Katze Konjunktivitis, Rhinitis

Chlamydophila pecorum || Wiederkauer, Abort, Enteritis, Encephalomyelitis,
Schwein Pneumonie

Chlamydophila Mensch, Perd Pneumonie, Arthritis

pneumoniae

Chlamydophila psittaci | Végel, Mensch Ornithose-Psittakose

21.2 Morphologie und Biologie

Die Morphologie der Chlamydien ergibt sich aus einem bei Mikroorganismen einzig-

artigen Entwicklungszyklus, welcher die intrazelluldre Vermehrung und das extrazel-

luldre Uberleben erméglicht. Wahrend der Vermehrung der Chlamydien sind drei

unterschiedliche Formen, die Elementar-, Intermediar- und Retikularkdrperchen un-

5
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terscheidbar. Diese bilden in der Wirtszelle das lichtmikroskopisch sichtbare Ein-

schlusskorperchen.

- Elementarkérperchen: Das kokkoide Elementarkdrperchen (EK), etwa 0,2-
0,6 pym grof, ist die extrazelluldr Gberlebensféhige und nicht vermehrungsfahige, in-
fektiose Form. Die Zellwand entspricht dem Muster von gramnegativen Bakterien.

Der Elementarkdrper ist metabolisch minimal aktiv (Ruhephase).

- Intermediérkérperchen: Das kokkoide Intermediarkérperchen (IK) besitzt
eine Groéfle von 0,3 bis 1,0 um und entsteht bei der Transformation von Retikular- zu
Elementarkérperchen innerhalb des Einschlusskérperchens am Ende des Entwick-

lungszyklus.

- Retikularkérperchen: Das Retikularkérperchen (RK) hat einen Durchmesser
von 0,5 bis 1,5 ym und ist von pleomorpher Form. Es ist nicht infektids, intrazellular
vermehrungsféhig und das Zytoplasma ist reich an Ribosomen (SCHIEFER und
KRAUSS, 1982; WYRICK und RICHMOND, 1989; GRIMES und WYRICK, 1991;
KRAUSS und SCHMEER, 1992; VANROMPAY et al., 1995; ANDERSEN und

VANROMPAY, 2003).

Die Infektion der Wirtszelle erfolgt durch Adsorption von Elementarkdrperchen an
Neuraminséure-haltige Rezeptoren (Abbildung 1). Nach einem langsamen Endozy-
tose-Prozess mit anschlieRender Lysosomenverschmelzung beginnt der Vermeh-
rungsprozess im Phagosom. Fur die Bindung an die Wirtszelle ist das Major Outer
Membrane-Protein (MOMP) verantwortlich (HACKSTADT, 1986), welches bei den

verschiedenen Stdmmen unterschiedlich grol3 (bei C. psittaci 17-19 kDa) ist und

6
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Grundlage fiur die Serotypisierung von Chlamydien ist (CALDWELL und
SCHACHTER, 1982; KALTENBOECK et al., 1991). Die erste Phase besteht in der
Stoffwechsel-Aktivierung der EK mit Strukturdnderungen der Zellwand und dem Be-
ginn der RNS- und Proteinsynthese. Es entwickelt sich eine vegetative, nicht-
infektiose Form, der pleomorphe Retikularkdérper (RK), von 0,8-1,5 um GroRe. Nach
einer Vermehrungsphase durch Querteilung kommt es stufenweise zu Kondensie-
rungsformen, die wieder zum EK fiihren. Mit dem Absterben der Wirtszelle werden
EK freigesetzt. In etwa 20 bis 72 Stunden ist der Zyklus abgeschlossen (BEDSON
und BLAND, 1932; KRAUSS und SCHMEER, 1992).

Die Chlamydien gelten als ,Energieparasiten®, weil sie energiereiche Verbindungen
wie Adenosintriphosphat, Adenosindiphosphat, Guanintriphosphat und andere
Nukleosidtriphosphate nicht im bendétigten Umfang synthetisieren kdnnen (WARD,
1983; GRAYSTON et al., 1989; FUKUSHI und HIRAI, 1992; SELBITZ, 1992; ROLLE
und MAYR, 1993; VANROMPAY et al., 1995; ANDERSEN et al., 1997; ANDERSEN,
1998; ANDERSEN und VANROMPAY, 2003).

Im ganzen Zyklus stellt die Wirtszelle verschiedene Enzyme, Nukleotide und beson-

ders energiereiche Phosphate (ATP) zur Verfigung.
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Infektion (EK)

Wirtszelle

Transformation

von EK in RK

Transformation
von RK in EK

Abbildung 1: Replikation der Chlamydien
(http://geb.uni-giessen.de/geb/volltexte/2004/1439/pdf/NuechterHeike-2004-01-

28.pdf)

213 Epidemiologie

Als obligate Parasiten von Eukaryoten haben die Chlamydien ihr Habitat Uberwie-
gend in Zellen von Warmblitern. Insekten kénnen gelegentlich als Vektoren fungie-
ren. Auf die mégliche Beteiligung der Arthropoden an der Verbreitung von Chlamy-
dien deuten die Isolierungen des Erregers aus Milben und Federlingen hin
(SHEWEN, 1980).

Empfanglich fur die Infektion sind Végel jeden Alters und wahrscheinlich alle Vogelar-

ten. Bei den Chlamydiaceae sind bisher insgesamt 469 Vogelarten, darunter Tau-
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ben, wildlebende Végel, Greifvogel und Eulen als Chlamydientrager und ausscheider
bekannt (KALETA und TADAY, 2003). Es wird allgemein angenommen, dass alle
Chlamydien-Arten weltweit verbreitet sind. Die Infektiositat ist in der Regel sehr
hoch; es kommt aber nicht immer zur klinischen Manifestation. Vielmehr fiihren kli-
nisch inapparente, chronische Infektionen zum Tragertum und zur Ausscheidung mit
Kontamination der Umgebung (BRAND, 1989; KALETA und TADAY, 2003).

Die Tenazitdt der Elementarkdrper von Chlamydien auflerhalb des Korpers ist ab-
hangig von dem sie umgebenden Milieu und den auf sie einwirkenden Temperaturen
und Lichtverhéltnissen. FRITZSCHE und GERRIETS (1962) berichten, dass die
Chlamydien bei héheren Temperaturen schneller inaktiviert werden. Die Autoren
fanden eine Uberlebensféhigkeit dieser Bakterien bei +4 °C von 15 Tagen, wahrend
sie bei 56 °C innerhalb von funf Minuten zerstért werden. AuRerdem kénnen die
Chlamydien durch dreiminiitige UV-Bestrahlung inaktiviert werden.

Die Infektion wird bei Psittaziden als Psittakose, bei anderen Vogelarten als Ornitho-
se bezeichnet. Der Verlauf der Infektion (Morbiditdt und Mortalitét) ist von der Viru-
lenz des Erregers, dem Ubertragungsweg, der Infektionsdosis, der Immunitétslage,
dem Lebensalter der Tiere und der betroffenen Vogelart abhangig (ANDERSEN und
TAPPE, 1989; TAPPE et al., 1989; GRIMES und WYRICK, 1991). Experimentelle
Infektionen mit hochvirulenten Putenstdmmen bei Hihnern, Tauben und Sperlingen
fuhren zu keinen oder nur geringfiigigen Erkrankungen, wahrend Kakadus und Pa-
pageien schwer erkranken und hohe Mortalitatsraten aufweisen (ANDERSEN et al.,
1989; TAPPE et al., 1989; GRIMES und WYRICK, 1991).

Als wichtigster Virulenzfaktor gilt bei Chlamydien das MOMP. Es hat antigenen Cha-
rakter, ist hitzelabil und vermittelt die Bindung an die Wirtszelle. Das Molekularge-
wicht des MOMP korreliert mit der Virulenz; je geringer das Molekulargewicht, desto

virulenter ist der betreffende Erregerstamm (WINSOR und GRIMES, 1988). Eine

9
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Virulenzsteigerung kann jedoch auch durch schnelle Passagierung erfolgen, wobei
es zum Erscheinen von neuen heterologen Antigenen auf der Oberflache der Ele-
mentarkérperchen kommen kann (KRAUSS und SCHMEER, 1992; GERLACH,
1994; GYLSTORFF und GRIMM, 1998). Die unterschiedlichen Vermehrungsraten
der Chlamydienisolate bei verschiedenen Koérpertemperaturen kénnen auf stamm-
spezifische Virulenzmechanismen hindeuten. So vermehren sich z.B. Chlamy-
dienstdmme, die fir Tauben und Sperlinge virulent sind, noch bei 43 °C, was der
Korpertemperatur dieser Tiere entspricht (PAGE, 1966, 1971). In avidren Chlamy-
dien wurden Plasmide nachgewiesen, welche ebenfalls Einfluss auf Virulenzeigen-
schaften nehmen kénnen (McCLENAGHAN et al., 1986; VANROMPAY et al., 1995).
ANDERSEN und VANROMPAY (2003) unterscheiden generell zwei ,Virulenz-

Kategorien®:

1. Hoch virulente Chlamydien-Stdmme, welche akut verlaufende Epidemien beim
Geflugel mit Mortalitdtsraten von 5 bis 30 % ausldsen.

2. Geringer virulente Chlamydienstdmme, welche langsame, aber progressiv
verlaufende Epidemien beim Geflugel mit Mortalitétsraten unter 5 % hervorru-

fen.

Hoch virulente Stdmme werden sehr oft aus Puten und gelegentlich aus klinisch un-
auffélligen Wildvégeln isoliert. Das Chlamydophila-psittaci-Serovar D ist fast immer
an schweren Ornithose-Ausbriichen mit Organldsionen und hohen Mortalitdtsraten
bei Mensch und Puten beteiligt. Bei langsam und progressiv verlaufenden Ornitho-
se-Erkrankungen mit niedrigen Mortalitdtsraten sind meist die Serovare B oder E be-
teiligt. Diese sind haufig aus Tauben, Enten und gelegentlich aus Puten, Sperlingen

und Wildvdgeln zu isolieren (ANDERSEN und VANROMPAY, 2003).
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Die Infektion erfolgt durch direkten Kontakt oder aerogen. Sowohl klinisch erkrankte
als auch latent infizierte V6gel scheiden den Erreger mit Kot, Tranenflussigkeit, Na-
sensekret, Kropfmilch sowie Schnabel- und Rachenschleim aus. Besonders geféhr-
det sind V6gel aus Vogelhandlungen, Reisetauben, Stadttauben, Truthahn- und En-
tenzuchtbestdnde. Die Erregerausscheidung kann regelmafig bis intermittierend
verlaufen, aber sie ist meistens latent (KRAUSS und SCHMEER, 1992; ROLLE und
MAYR, 1993; GERLACH, 1994; VANROMPAY et al., 1994; HOLZINGER, 1996;
GYLSTORFF und GRIMM, 1998; BONNER, 2006).

Die Letalitat ist sehr unterschiedlich (VANROMPAY et al., 1995). Chlamydophila-
psittaci-lsolate weisen sehr unterschiedliche Virulenz bzw. Pathogenitat auf. Die Pa-
thogenitatsunterschiede sind nicht nur zwischen Stdmmen unterschiedlicher Serova-
re vorhanden, sondern auch zwischen Stdmmen innerhalb derselben Serovare
(HAFEZ, 2003).

Obwohl Chlamydien aus Bruteiern bzw. Embryonen einzelner Vogelarten (Huhn,
Schneegans, Ente und Méwen) isoliert werden konnten, ist die Bedeutung der verti-
kalen Ubertragung noch nicht ausreichend geklart. Sie spielt wahrscheinlich eine
untergeordnete Rolle (ILLNER, 1962; LEHNERT, 1962; WILT et al., 1972;

WITTENBRINK et al., 1993; VANROMPAY et al., 1995).

21.4 Pathogenese und Symptome

Nach Aufnahme der Elementarkérperchen beginnt die Vermehrung innerhalb weni-
ger Stunden in Makrophagen der Atmungsorgane, einschliellich der Lungen und
Luftsédcke. Binnen ein bis zwei Tagen p. i. gelangt der Erreger Uber die Blutbahn in
Milz, Leber und Herz. Am dritten Tag p. i. ist er in der Nase und im Darm nachweis-

bar (VANROMPAY et al., 1995; HAFEZ, 2003).
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Die pathologisch-anatomischen Verdnderungen bei Puten bestehen aus Rhinitis,
Konjunktivitis, Sinusitis, Pneumonie, Aerosacculitis, Myo- und Perikarditis, Hepato-
und Splenomegalie sowie Hepatitis, Enteritis, Nephrose, Nephritis, Orchitis, Epididy-
mitis, Knochenmarksatrophie, Meningoenzephalitis und Polyserositis (HAFEZ, 2003).
Das Sektionsbild zeigt fibrindse Exsudate in Luftsdcken, Perikard und Leibesh&hle
sowie eine Pneumonie (VANROMPAY et al., 1995). Puten kénnen klinisch vollkom-
men unaufféllig sein und gesund erscheinen, in der Sektion aber dennoch typische
Organveranderungen zeigen (ANDERSEN et al., 1997; TADAY, 1998).

Es kodnnen fibrinése Exsudationen auf serésen Hauten (Milz, Perikard, Leberserosa,
Peritoneum, Epikard) und eine Verdickung und Tribung der Luftsdcke festgestellt
werden (GRATZL und KOHLER, 1968; TAPPE et al., 1989). Eine nicht eitrige Myo-
karditis, diffuse Pneumonien, Lungenddeme, Blutungen und Adhdasionen vor allem
am Epikard sind keine Seltenheit. Die Leber ist geschwollen, weist Nekroseherde
und héaufig eine griinliche Farbe auf. Die Milz kann vergréert und briichig sein so-
wie feine Nekroseherde aufweisen. Auch kommen eine katarrhalische Enteritis und
Nierenschwellung haufig vor. Die Ovarien sind meist atrophisch manchmal sogar
nekrotisch. Bei weiblichen Tieren befindet sich in der Leibeshéhle haufig eine wass-
rige, braune FlUssigkeit, die von rupturierten Eifollikeln herriihrt. Bei ménnlichen Tie-
ren sind die Hoden atrophisch (HILBRICH, 1978; KRAUSS und SCHMEER, 1992).
Aufgrund der makroskopischen Verdnderungen kann jedoch nur eine Verdachtsdi-
agnose gestellt werden. Bei Masthihnern kénnen keine typischen Sektionsbefunde
festgestellt werden. Makroskopische Verdnderungen sind z.B. Abmagerung, Tra-
cheitis, Konjunktivitis, Luftsackentziindungen, Meningoencephalitis, Perikarditis, Pe-
rihepatitis, Hepatomegalie und Splenomegalie (GRATZL und KOHLER, 1968; BARR

et al., 1986; SUWA et al., 1990; ANDERSEN et al., 1997).
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ARZEY und ARZEY (1990) beschreiben allerdings Tracheitis, Perikarditis, Perihepa-
titis und Splenomegalie bei Legehiihnern (ARZEY und ARZEY, 1990).

Eine Infektion mit Chlamydophila psittaci kann klinisch ganz unterschiedlich verlau-
fen, es existieren keine pathognomonischen Symptome. Bei klinischer Manifestation
kann es zu respiratorischen Symptomen, Konjunktivitis, Schnupfen, mukopurulentem
Ausfluss aus Nase und Augen, Husten, Dyspnoe, Pneumonie sowie zum Absatz von
hellgrinem bis grauem wassrigen Kot kommen. Weitere Symptome sind Apathie,
Mattigkeit, plétzliche Todesfalle, Kimmern, gestrdubtes Federkleid, gestorte Befiede-
rung, verminderte Futter- und Wasseraufnahme, Anorexie und Kachexie (GRIMES
and WYRICK, 1991; BECKER et al., 1992; KRAUS und SCHMEER, 1992; ROLLE
und MAYR, 1993; VANROMPAY et al., 1993, 1995 und 1997). Bei einigen betroffe-
nen Papageien kdnnen zentralnervése Erscheinungen auftreten (HARRISON, 1989;
HAFEZ, 2003).

Bei der Blutuntersuchung féllt vorwiegend bei groReren Papageien haufig eine mas-
sive Leukozytose (Heterophilie, Basophilie, Monozytose) auf. Blutchemisch sind oft
die Aspartataminotransferase (AST), Laktatdehydrogenase (LDH), Kreatinphospho-
kinase (CK) und die Gallensduren erhéht (PEES, 2004).

Es kénnen 5 Formen des Infektionsverlaufs bei Papageien und Sittichen unterschie-

den werden (KALETA, 1997):

1. Die letale, akute, systemische Krankheit entsteht nach massiver Infektion mit
vollvirulenten Erregern bei Jungtieren. Die Inkubationszeit (IKZ) liegt bei 3-7
Tagen. Die Krankheitsdauer liegt bei 8-14 Tagen.

2. Die subakute bis protrahierte Krankheit entwickelt sich nach Infektion mit voll-
virulenten bis maRig virulenten Erregern bei erwachsenen Végeln jeglicher Art.

Die IKZ liegt bei 7-14 Tagen, die Krankheitsdauer bei bis zu 3 Wochen oder
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langer. Die Symptome sind Apathie, Kachexie, Konjunktivitis, Nasenausfluss
bis zur nervalen Symptomatik. Eine Heilung bei Behandlung ist méglich, an-
sonsten tritt der Tod ein.

3. Die chronische Infektion ist meist symptomlos, kann aber mit Symptomen wie
unter dem Punkt 2. genannt einhergehen. Die IKZ liegt bei 3 Monaten und die
Dauer der Erkrankung bei 2 Monaten und mehr.

4. Die subklinische persistierende Infektion der erwachsenen Psittaziden ist die
haufigste Form. Die Tiere bleiben iber Jahre bis Jahrzehnte gesund, aber ein
Erregernachweis (z.B. liber Rachenabstriche) ist gegeben.

5. Die aktivierte, persistierende Infektion geht aus der subklinischen Infektion
hervor. Durch endogene oder exogene Faktoren beginnt eine Erregervermeh-

rung, die dann zu Symptomen, wie unter dem Punkt 2. beschrieben, fihrt.

21.5 Diagnose

2.1.51 Isolierungsmethode und direkter Erregernachweis

Fir die Erregerisolierung ist es wichtig, dass die Proben frisch sind und in einem ge-

eigneten Transportmedium transportiert werden. Die Proben kénnen sein:

- Tupferproben von Nase, Rachen, Kloake, Konjunktiven oder Nasen- und Kon-
junktivalsekret sowie Peritonealflissigkeit bei Aszites (PAGE und GRIMES,
1984, GRIMES und WYRICK, 1991; VANROMPAY et al., 1992; ROLLE und

MAYR, 1993; GERBERMANN, 1998; ANDERSEN, 1996, 2000).
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- Gewebeproben und Organproben von Luftsacken, Lungen, Milz, Perikard,
Herz, Leber, Peritoneum und Niere (KRAUS und SCHMEER, 1992;

VANROMPAY et al., 1992).

Als Transportmedien kénnen Hirn-Herz-Bouillon, Saccharose-Phosphat-Lésung und
Succrose-Phosphat-Lésung mit jeweils 10 % fetalem Kélberserum (FKS), sowie PBS
(Phosphate Buffered Saline), MEM (Minimum Essential Medium Eagle) oder BME
(Basal Medium Eagle’s) mit einem Zusatz von 6 % FKS verwendet werden
(BOVARNICK et al., 1950; GYLSTORFF und GRIMM, 1998). Den L&sungen werden
Antimykotika und Antibiotika zugesetzt, um eine Kontamination mit Fremdkeimen zu
vermeiden (ANDERSEN et al., 1989; MCELNEA und GROSS, 1999).

Chlamydien kénnen nur in eukaryotischen Zellen isoliert und vermehrt werden. Die
Isolierung und Vermehrung von Chlamydien wird haufig auf verschiedenen Zellkul-
turarten (HUhnerembryo-Fibroblasten, Buffalo-Green-Monkey-Kidney-Zellkulturen,
HelLa-Zellen, McCoy-Zellen, Vero-Zellen, L929-Zellen, Mausemilzzellen) durchge-
fuhrt (MEISSLER, 1980; HUHN, 1991; VANROMPAY et al., 1992; ARIZMEDI und
GRIMES, 1995; EVERETT und ANDERSEN, 1997).

Der Reinigungs- und Konzentrierungsschritt des Erreger-Inokulums mittels Zentrifu-
gation wird fur die Steigerung der Zelladsorption wahrend der Zellinfektion durchge-
fahrt (ALLAN und PEARCE, 1979; MEISSLER und KRAUSS, 1980; ARENS und
WEINGARTEN, 1981; WARD und MURRAY, 1984; FINLAYSON et al., 1985;
ANDERSEN und VANROMPAY, 2003). Die Behandlung der Zellkultur durch Zusatz
von Substanzen, welche die Protein- und Nukleinséure-Synthese der Wirtszellen
hemmen, u.a. Cycloheximid, wird auch verwendet (LINDENSTRUTH und FROST,
1993; UNKRIG, 1995; ANDERSEN, 1996; BOGNER et al., 1997; ANDERSEN and

VANROMPAY, 2003).
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Der Nachweis von Chlamydien kann dann auf Abklatschpraparaten mittels spezieller
Farbungen (Giemsa, Castafieda, Macchiavello, Stamp, Giménez), durch Immunfluo-
reszenz oder mit monoklonalen und polyklonalen Antikérpern erfolgen (GIEMSA,
1902; CASTANEDA, 1930; MACCHIAVELLO, 1937; STAMP et al., 1950; GIMENEZ,
1964; KRAUSS und SCHMEER, 1992; ROLLE und MAYR, 1993; SATALOWICH et
al.,, 1994; UNKRIG, 1995; VANROMPAY et al., 1995; GYLSTORFF und GRIMM,
1998).

Die Erregerisolierung in der Zellkultur ist jedoch nicht uneingeschrankt zu empfehlen,
da die Anziichtung und Vermehrung des Erregers relativ schwierig ist und mit Ver-
keimung und/oder toxischen Reaktionen der Zellen gerechnet werden muss. Zudem
ist der Anzichtungs- und Vermehrungsprozess relativ zeitaufwendig (1 bis 2 Wo-
chen) (KRAUSS, 1980; MEISSLER, 1980; ARENS und WEINGARTEN, 1981;

GERBERMANN und ERBER, 1985; NUCHTER, 2004).

21.5.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Vermehrung von DNA in
vitro.  Sie besteht im Wesentlichen aus drei Schritten: Trennen des DNA-
Doppelstranges, Anheften synthetischer Start-DNA und Vervielfaltigung der gesuch-
ten DNA (NEWTON und GRAHAM, 1994).

Ein bis zu 3.000 Basenpaare langes DNA-Fragment wird bei hoher Temperatur in
seine Einzelstrdnge aufgeschmolzen. AnschlieBend lagern sich bei einer niedrigeren
Temperatur spezifische Startsignale, so genannte Primer, an bekannte Stellen der
Einzelstrange an (INNIS und GELFAND, 1990; MUHLHARDT, 2002).

Zur Neubildung des noch fehlenden, komplementéren Stranges sind nun Enzyme

notwendig. Da Enzyme normalerweise bei héheren Temperaturen degenerieren,
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mussten sie nach jedem Temperaturzyklus neu hinzugefligt werden. Um dies zu
vermeiden, wird bei der PCR eine hitzestabile DNA-Polymerase benutzt. Sie setzt
hinter dem Primer an und bildet unter Zugabe von "Basenbausteinen”, den Nukleoti-
den, den zum Einzelstrang komplementaren DNA-Strang neu. Dieser spiegelbildli-
che Kopiervorgang wird 20-40 mal wiederholt. Mit jedem neuen Zyklus steigt die An-
zahl der DNA-Fragmente exponentiell an, so dass diese nach Ablauf der PCR in mil-
lionenfacher Kopie vorliegen.

Vollautomatische "Thermocycler”, in denen verschiedene Temperaturzyklen unab-
hangig voneinander im selben Gerat ablaufen kénnen, erlauben inzwischen die ra-
sche Vervielféaltigung in nur ein paar Stunden (NEWTON und GRAHAM, 1994;
MUHLHARDT, 2002).

Sowohl der Nachweis als auch die Identifizierung werden am besten mittels PCR
oder mittels PCR-Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (PCR-RFLP) durchge-
fuhrt. Chlamydiennachweise koénnen durch Detektion des omp1-Genlokus
(KALTENBOECK et al., 1997; HEWINSON et al., 1991; OLSEN et al., 1998;
YOSHIDA et al., 1998; SACHSE und HOTZEL, 2003), des ompB-Gens (MCELNEA
und CROSS, 1999), der 16S-RNA (MESSMER et al., 1997; MORONEY et al., 1998)
sowie den 16S- und 23S-rRNA-Genen (EVERETT et al., 1999 und 1999a) gefihrt
werden. Fir eine PCR kénnen wie bei der Erregerisolierung Tupfer-, Kot- sowie Ge-
webeproben eingesetzt werden. Kotproben eignen sich besser fir die PCR als fir
die Erregerisolierung in der Zellkultur. Es sind auch vermehrungsunfahige Erreger
nachweisbar, da nur deren Nukleinsdure benétigt wird. Diese Methode erlaubt den
spezies-spezifischen Nachweis bei Chlamydien. Das Testergebnis liegt nach ein bis
zwei Tagen vor, eine zeitaufwendige Anzlichtung des Erregers in der Zellkultur ent-
fallt. Grofde Probenmengen kdnnen leicht bewaltigt werden. Die PCR ist ein sensiti-

ves und schnelles Verfahren und ist in vielerlei Hinsicht der Erregerisolierung in Zell-
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kulturen Uberlegen (MC ELNEA und GROSS, 1999; SACHSE et al., 2003;
NUCHTER, 2004). Jedoch ist ein positives PCR-Ergebniss kein Beweis fiir lebendi-
ge und replikative Chlamydien, da mit dieser Methode nicht aussagekréftig ist ob,
eine persistierende Infektion, ein akuter Krankheitsverlauf, eine symptomlose Infekti-
on, die Anwesenheit der DNA nach einer erfolgreichen immunologischen Schutzant-
wort oder die Anwesenheit der DNA nach einer erfolgreichen antibiotischen Therapie

vorliegt (VANROMPAY, 2000).

2153 Antikérpernachweise

Es stehen verschiedene Antikdrpernachweissysteme zur Verfiigung: Antigen-ELISA,
und serologische Methoden wie Komplement-Bindungs-Reaktion (KBR) und Antikor-
per-ELISA. Prinzipielle Probleme beim Einsatz der Antikérper-Nachweismethoden
ergeben sich bei niedrigen oder spat erscheinenden Antikdrpertitern, beispielsweise
bei klinisch unauffalligen Ausscheidern, sowie infolge des hohen allgemeinen Durch-
seuchungsgrades der Nutztiere und Végel mit Chlamydien, wodurch sich die Inter-
pretation der Befunde erschwert. Einmalige Untersuchungen geben Hinweise auf
den Infektionsstatus. Um einen Bezug zur Krankheitsdiagnostik herzustellen, mis-
sen Serumpaare im Abstand von 2-4 Wochen untersucht werden und die gemesse-
nen Titer miteinander verglichen werden. Ist der Antikorpertiter der zweiten Probe
deutlich hdher als der Titer der ersten Probe, so kann eine kausale Beziehung zwi-
schen Chlamydien-Infektion und Symptomatik angenommen werden (SACHSE und

GRORMANN, 2002).

18



Literaturibersicht

21.6 Resistenz von Chlamydien

Ein pathogener Mikroorganismus muss dann als resistent bezeichnet werden, wenn
die in vitro ermittelte minimale Hemmkonzentration (MHK) héher ist als die in vivo am
Infektionsort erreichbare Serum- bzw. Gewebekonzentration. Sie ist entweder durch
eine primare Unempfindlichkeit der Bakterien gegenitiber dem Chemotherapeutikum
oder durch eine Inaktivierung des Antibiotikums durch bakterielle Enzyme bedingt

(FORTH et al., 1990).

2.1.6.1 Art der Keimresistenz

Die natilrliche Resistenz ist eine vorhandene Unempfindlichkeit bzw. Widerstandsfa-
higkeit von Mikroorganismen gegentber einem bestimmten Wirkstoff (z.B. Antibiotika
bzw. Chemotherapeutika). Die erworbene Resistenz ist eine Widerstandsfahigkeit
(genetische und biochemische Mechanismen) von Mikroorganismen nach Exposition
eines bestimmten Wirkstoffs (z.B. Antibiotika bzw. Chemotherapeutika) (ROLLE und
MAYR, 1993; PSCHYREMBEL, 1994). Die Gefahr einer sekundaren Resistenzbil-
dung kann gegeben sein, wenn Antibiotika unterdosiert verabreicht oder intermittie-
rend und zu kurz eingenommen werden. Es IaRt sich hierbei ein rascher Resistenz-
anstieg, d.h. die sogenannte ,one-step-mutation, und ein langsamer Resistenzan-
stieg, die sogenannte ,multiple-step-mutation® unterscheiden. Weiterhin gibt es eine
Ubertragbare Resistenz, die auf der Ubertragung genetischen Materials von einer
Bakterienzelle auf eine andere beruht. Diese Resistenz geht von Resistenz (R-) Fak-
toren aus, die auch als Resistenzplasmide bezeichnet werden. Die R-Faktoren um-
fassen haufig mehrere Gene, die zur gleichen Zeit eine Resistenz gegeniber ver-

schiedenen Antibiotika aufweisen (FORTH et al., 1990).
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Es gibt grundsétzlich drei Moglichkeiten, wie genetisches Material weitergegeben

werden kann: durch Konjugation, Transduktion oder Transformation.

- Konjugation: Fur die Ubertragung durch Konjugation ist ein direkter Zell-zu-
Zell-Kontakt notwendig, der Uber einen Proteinfaden gekniipft wird. Bei gramnegati-
ven Bakterien wird meist dieser Weg eingeschlagen. Er ist nicht speziesspezifisch
und so kénnen R-Faktoren auch von einer Art aur eine andere Ubertragen werden
und nicht nur innerhalb einer Bakterienart (FORTH et al., 1990).

Da im Darm sténdig Plasmide unter den Bakterien ausgetauscht werden, ist es még-
lich, dass die Darmbakterien ihre R-Faktoren auch wieder einbiRen, was fur ihr klini-

sches Verhalten entscheidend sein kann (FORTH et al., 1990).

- Transduktion: Phagen transportieren die R-Faktoren von der Donator- in die
Akzeptorzelle. Plasmide mit dieser Eigenschaft kénnen durch bestimmte Phagen auf
andere Bakterien Ubertragen werden, d.h. die Transduktion ist speziesspezifisch

(FORTH et al., 1990).

- Transformation: Dabei gibt die Donatorzelle DNA an eine Akzeptorzelle

(FORTH et al., 1990).

Bei den meisten Bakterien ist die Bestimmung der naturlichen und erworbenen Re-
sistenz gegen Antibiotika auf Nahrbéden mdéglich. Bei Chlamydien kommen wegen
ihrer obligat intrazelluldaren Vermehrung nur lebende Systeme wie Zellkulturen,
embryonierte Huhnereier oder Versuchstiere in Betracht (HENNING und KRAUSS,

1986; BUTAYE et al., 1997; DONATI et al., 2002).
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21.6.2 Arzneimittel-Konzentrationen verschiedener Wirkstoffe bei Végeln

FLAMMER et al. (1989) fanden eine Chlortetracyclin-Blutkonzentration von 1-2 pg/ml
in Aras, die mit Pellets mit 1-1,5 %iger CTC-L&sung fur 30 oder 45 Tage gefuttert
wurden.

Die Pharmakokinetikparameter fur Doxycyclin wurden in Puten nach 250 mg/L Was-
ser bei SANTOS et al. (1997) beschrieben. Die maximale Plasmakonzentration war
4,9 (+/-1,4) bis 5,7 (+/-1,0) pg/ml. LACZAY et al. (2001) haben die Doxycyclin-
Pharmakokinetik in Broilern nach eine oraler Dose von 10,0 mg/kg untersucht. Sie
haben eine maximale Plasmakonzentration von 4,47 +/- 0,16 pg/ml.

JUNG (1992) erzielte wahrend einer Enrofloxacin-Dauermedikation iber das Futter
die folgenden mittleren Blutspiegel: Wellensittiche 0,40 pg/ml bei 250 ppm und 0,83
pg/ml bei 500 ppm, Kanarienfligelsittiche 1,9 pug/ml bei 500 ppm, Alexandersittiche
0,72 pg/ml bei 500 ppm und bei 1000 ppm stark schwankende Werte von 0,08-2,1
pg/ml, Mohrenkopfpapageien 0,56 pg/ml bei 500 ppm und 0,66 pg/ml bei 1000 ppm
Dosierung. LINDENSTRUTH (1992) fand, dass die ermittelten Enrofloxacin-
Blutspiegel bei einer Futterdosis von 500 ppm im Gruppendurchschnitt (Kongo-
Graupapageien, Timneh-Graupapageien, Aras, Blaustirn-Amazonen, Gelbwangen-
Amazonen, Weillstirn-Amazonen, Gelbnacken-Amazonen und Mohrenkopfpapagei-
en) zwischen 0,66 und 4,10 pyg/ml lagen.

Leider gibt es nicht viele verfiigbare Informationen Uber die Plasmakonzentration von
Difloxacin. Nach oraler Difloxacin-Behandlung von Hihnern mit 5 mg/kg wurde eine
Serumkonzentration von 0,96-3,61 pg/ml (INUI et al., 1998) festgestellt.

GOUDAH et al. (2004) erzielten eine Erythromycin-Plasmakonzentration in Broilern
von 5,0-6,9 pg/ml, wenn die Tiere mit 30 mg Erythromycin/kg i.v., s.c., i.m. und oral

behandelt wurden. Bei einer Arbeit mit Tauben fand man heraus, dass Erythromycin
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keine gute Pharmakokinetik zeigt. Bei einer Konzentration im Wasser von 1 g/l wur-
de 1,6 yg/ml in Lungen und Trachea und eine niedrige Konzentration im Plasma de-
tektiert (VANHAECKE et al., 1990).

Es wurden keine Informationen Uber die Pharmakokinetik von Clarithromycin bei V6-

geln gefunden.

21.7 Minimale Hemmstoffkonzentration

Zur Uberprifung der Wirksamkeit von antimikrobiellen Substanzen gegen Chlamy-
dophila psittaci kann die Ermittlung der minimalen Hemmstoffkonzentration (MHK,
engl.: minimum inhibitory concentration [MIC]) dienen. HENNING und KRAUSS
(1986, 1986a) definieren die MHK als die niedrigste Konzentration einer antimikro-
biell wirksamen Substanz, bei der keine Einschlisse mittels Giménez-Farbung zu
finden sind.

Zur Bestimmung der MHK wurden Zellkulturen mit Chlamydophila psittaci infiziert
und antimikrobielle Substanzen zugesetzt, wobei der Antibiotika-Zusatz je nach Un-
tersucher teils vor und teils nach der Aufzentrifugation des Erregers auf die Zellen
erfolgte (HENNING und KRAUSS, 1986). Es wurden McCoy-Zellen (RIDGWAY et
al., 1978; HENNING und KRAUSS, 1986), HelLa-Zellen, L-229-Zellen (KUO et al.,
1977), Mausefibroblasten (TRIBBY et al., 1973), Nierenzelllinie des Rhesusaffen
(DONATI et al., 2002) und BGM-Zellen (HENNING und KRAUSS, 1986; THEIS, Dis-
sertation in Vorbereitung) fiir diese Untersuchungen verwendet (siehe 2.1.5.1).

Je nach Autor wurden die Zellen mit unterschiedlichen Substanzen wie Cyclohexi-
mid, Diathylenamino&thyldextran (DEAE-Dextran), 5-Jod-2-Desoxyuridin (IUDR) oder
einer Kombination aus DEAE-Dextran und IUDR vorbehandelt (KUO et al., 1977;

LEE et al., 1978; RIDGWAY et al., 1978; MOURAD, 1980; HENNING und KRAUSS,
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1986; DONATI et al., 2002) (siehe 2.1.5.1). Die Untersuchung der infizierten Zellen
auf Chlamydien-Einschlisse im Zytoplasma findet meist 48 bis 72 Stunden nach der
Infektion der Zellkulturen statt (siehe 2.1.5.1).

Die quantitative Bestimmung der MHK ist bei obligat intrazelluldaren Bakterien wie
Chlamydophila psittaci schwieriger als bei extrazelluldren Bakterien. Die Methoden
zur Ermittlung der MHK sind bis jetzt nicht standardisiert und werden durch methodi-
sche und technische Unterschiede bei ihrer Ermittlung beeinflusst (BUTAYE et al,,
1997; SUCHLAND et al., 2003).

HENNING und KRAUSS (1986) ermittelten die MHK fiir Doxycyclin gegen 12 Chla-
mydophila psittaci-lsolate. Hierfir wurden ein bis drei Tage alte BGM-Zellkulturen
und McCoy-Monolayer, welche mit 0,5 ml Chlamydien-Suspension und 0,5 ml Doxy-
cyclin-Lésung in verschiedenen Verdinnungsstufen beschickt wurden, verwendet.
Die beimpften Zellen wurden eine Stunde bei 35 °C mit 2000 g zentrifugiert und dann
je nach Zellkultur 40 bis 90 Stunden (37 °C) inkubiert. Die BGM-Zellen und McCoy-
Zellen wurden nach GIMENEZ (1964) gefarbt. Die MHK betrug im Mittel 0,03 pg/ml
(0,01-0,05 pg/ml). Alle untersuchten Chlamydophila psittaci-lsolate waren voll emp-
findlich.

BUTAYE et al. (1997) testeten Chlamydophila psittaci-lsolate auf ihre Empfindlichkeit
gegenuiber Doxycyclin und Enrofloxacin. Hierbei handelt es sich um Chlamydophila
psittaci-lsolate aus Feldinfektionen von 14 europaischen Mastputen. Fir die Anzilch-
tung des Erregers und die Durchfiihrung des Tests wurden BGM-Zellkulturen ver-
wendet, diese wurden in einem Medium ohne Antibiotika-Zusatze angeziichtet. Die
Zellen wurden vor der Verimpfung des Erregers zweimal (ohne Antibiotika-Zusatze)
subkultiviert. Doxycyclin wurde in einer Konzentration von 0,2 bis 0,00625 pg/ml und
Enrofloxacin in einer Konzentration von 1 bis 0,03125 pg/ml eingesetzt. Bei Doxy-

cyclin lag die MHK bei 0,05 bis 0,2 pg/ml mit einem Mittelwert von 0,1 pg/ml und bei
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Enrofloxacin, bei 0,25 mg/ml. Resistenzen von Chlamydophila psittaci gegen Doxy-
cyclin und Enrofloxacin konnten nicht entdeckt werden.

DONATI et al. (2002) bestimmten die MHK fiir Doxycyclin und Erythromycin gegen
20 C. psittaci-Isolate. LLC-MHZ-Zellen wurden mit dem Erreger infiziert und fir eine
Stunde mit 1700 g zentrifugiert. Am Ende wurde das Medium entfernt und die Zellen
mit neuem Medium, welches verschiedene Konzentrationen der Antibiotika enthélt,
bedeckt. Die MHK fir Doxycyclin betrugt 0,03-0,06 pg/ml, wéahrend die MHK fur E-
rythromycin 0,125-0,25 war.

Ein Problem, welches mit der Behandlung von Végeln mit einer Chlamydophila psit-
taci-Infektion assoziiert ist, ist die Moglichkeit der Persistenz des Erregers im Kérper
nach Beendigung der Therapie. THEIS (Dissertation in Vorbereitung) testete daher
die MHK von verschiedenen Antibiotika bei 19 Chlamydophila psittaci-Isolaten von
Psittaziden, Tauben und Enten nach einer Behandlung der Tiere mit Tetracyclinen.
Die MHK fiir Chlortetracyclin und Doxycyclin lag bei 1,0 bis 10,0 pg/ml und die MHK
fur Enrofloxacin und Difloxacin bei 0,5 bis 1,0 ug/ml. Die MHK fiir Tetracycline und
Doxycycline waren bei mit Tetracyclinen vorbehandelten und unbehandelten Végeln
gleich hoch. Dies bedeutet, dass bei keinem der getesteten Isolate eine Resistenz

gegen diese beiden Antibiotika vorhanden war.
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2.2 Chemoprophylaxe und Therapie der Chlamydiose bei V6-
geln
2.21 Allgemeines

Chlamydien sind sehr empfindlich gegentiber Chemikalien, die die Lipidkomponenten
der Zellwand beeinflussen. Hingegen erweisen sich die Elementarkérperchen au-
Berhalb des Wirtes als hoch resistent, sodass ihre Infektiositat in Staub auch nach
Monaten noch erhalten ist.

Chlamydien besitzen eine primére Resistenz gegen Rifamycin, Gentamicin, Kana-
mycin, Vancomycin, Streptomycin, Ristocetin, Neomycin, Mycostatin, Nystatin,
Amphotericin B, Bacitracin und Sulfonamiden (Tabelle 2) (KESHISHYAN et al., 1973;
SPEARS und STORZ, 1979; MOULDER, 1984; HENNING, 1985; GRIMES and
WYRICK, 1991; KRAUSS und SCHMEER, 1992; GERLACH, 1994; GYLSTORFF
und GRIMM, 1998; BINET und MAURELLI, 2005).

Chloramphenicol wirkt in therapeutischen Dosen chlamydiostatisch, weist jedoch ei-
ne 3-10-fach geringere Aktivitat als die Tetracycline auf (Tabelle 3) (LUTHGEN,
1972; STORZ und KRAUSS, 1985; WEHR und BEER, 1987).

Chlamydien sind empfindlich gegeniber Tetracyclinen (z.B. Chlortetracyclin, Oxy-
tetracyclin) und Makrolid-Antibiotika (z.B. Erythromycin), Chloramphenicol, Chinolone
sowie Clindamycin (SELBITZ, 1992; ROLLE und MAYR, 1993; ANDERSEN et al.,
1997; ANDERSEN, 1998; THEURETZBACHER und SEEWALD, 1999), aber weniger
empfindlich gegen Penicillin (ANDERSEN und VANROMPAY, 2003). Tetracycline,
Erythromycin und Chloramphenicol verhindern die Proteinsynthese des Erregers
(ANDERSEN et al., 1997), wéhrend Penicillin mit der Zellwandsynthese der Chlamy-

dien interferiert (Tabelle 2 und 3). Es entstehen abnorm grofRe Retikularkérperchen,
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da die Transformation von Retikular- in Elementarkdrperchen gestort wird

(ANDERSEN und VANROMPAY, 2003).

Tabelle 2. Wirksame oder unwirksame antibakterielle Wirkstoffe zur Therapie der

klinisch manifesten Chlamydiose (Psittakose)

Zur Therapie der

Name des Wirkstoffs | Entdeckung | Chlamydiose oder Psittakose

Wirksam unwirksam
Penicillin 1928 (x)*
Sulfonamide 1935 X
Bacitracin ca. 1940 X
Ristocetin 1944 X
Streptomycin 1944 X
Chloramphenicol 1947 X
Tetracycline 1948 X
Erythromycin 1949 X
Neomycin 1949 X
Vancomycin 1956 X
Nystatin 1950 X
Amphotericin B 1955 X
Kanamycin 1957 X
Rifamycin 1957 X
Gentamicin 1963 X
Clindamycin 1970 X
Enrofloxacin 1980 X
Difloxacin ca. 1980 X
Clarithromycin 1984 X

*wenig wirksam gegen Chlamydien

26



Literaturibersicht

Tabelle 3. Pharmakologische Eigenschaften von Wirkstoffen zur Therapie der

Psittakose
Wirkstoffe Pharmakologische Eingeschaffen
Penicillin Stérung der Zellwandsynthese der Chlamydien

Chloramphenicol* | Verhinderung der Proteinsynthese der Chlamydien

Tetracycline Verhinderung der Proteinsynthese der Chlamydien
Chinolone Veranderung des Verdrillungszustandes der Chlamydien-DNA
Makrolide Verhinderung der Proteinsynthese der Chlamydien

*seit 22.08.1994 nicht mehr zugelassen

Gemal Psittakose-VO vom 31. Dezember 2005 gelten als ,wirksame Mittel“ zur The-
rapie der klinisch manifesten Psittakose folgende Arzneimittel: Chlortetracyclin
(CTC), Doxycyclin und Enrofloxacin (Tabelle 4). Putenbestédnde kdnnen fiir die The-
rapie der Ornithose mit Chlor- oder Oxytetracyclin behandelt werden (KRAUSS und
SCHMEER, 1992; ROLLE und MAYR, 1993; ANDERSEN et al., 1997), wahrend bei
Einzeltierbehandlung Doxycyclin verabreicht werden kann. ANDERSEN et al. (1997)
geben an, dass die Therapie der Chlamydiose bei Puten auch bei anderem Geflugel,
z.B. bei Hiuhnern, angewendet werden kann. In Tabelle 5 sind weitere Informationen
Uber Indikationen der Wirkstoffe Tetracyclin (Chlortetracyclin, Doxycyclin), Chinolone
(Enrofloxacin, Difloxacin) und Makrolide (Clarithromycin, Erythromycin) zusammen-

gefasst.
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Tabelle 4. Wirksame Mittel zur Therapie der Psittakose sowie zur Metaphylaxe von
Psittaziden in Quarantanestationen gemaf Psittakose-VO vom 14. Okto-

ber 1999 und 31. Dezember 2005

Dauer der Be-
Wirkstoff Vogel Dosierung
handlung

Amazona, Poicephalus, Psitta-
cula, Eclectus, Loriculus, Mic- |5000 mg/kg Futter |45 Tage
ropsitta, Lathamus, Psittrichas

Agapornis, Cyanoramphus,
Eupsittacula, Myiopsitta, Nan-
CTC dayus, Neophema, Nymphi- 2500 mg/kg Futter |45 Tage
cus, Platycercus, Poicephalus,
Psephotus

Brotogeris, Melopsittacus, Ka-
500 mg/kg Futter |30 Tage
narien, Finken, Webervégel

Tauben 5 mg/g Futter 25 Tage

6 Injektionen in 5
) MittelgroBe und gréRere Psit- |75 mg/kg KGW Tagen plus 3 wei-
Doxycyclin ) ) o )
taziden i.m. tere Injektionen in

viertagigen

Amazona, Poicephalus, Psitta-
cula, Eclectus, Loriculus, Mic-
ropsitta, Lathamus, Psittrichas,
Agapornis, Cyanoramphus,
Enrofloxacin ) o 0,5 mg/g Futter 14 Tage
Eupsittacula, Myiopsitta, Nan-
dayus, Neophema, Nymphi-
cus, Platycercus, Poicephalus,
Psephotus
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Tabelle 5: Indikationen der Wirkstoffe Chlortetracyclin, Doxycyclin, Enrofloxacin, Difloxacin, Clarithromycin und Erythromycin bei

Voégeln
Wirkstoff-
Wirkstoff | Vogelgruppe | Wirksam bei Literatur
gruppe
Hausgefligel | Salmonellose, Kokzidiose RIVIERE und SPOO, 1995
CTC
Psittaziden Chlamydiose DORRESTEIN, 1995; KROKER, 1999
Atemwegserkrankungen bakteri- RIVIERE und SPOO, 1995
Hausgefligel | €ller Ursachen
Tetracycline o
Colibazillose SHAW und RUBIN, 1986; RIVIERE und SPOO, 1995
Doxycyclin
RIOND, 1988; DORRESTEIN, 1995; RIVIERE und
SPOO, 1995; KROKER, 1999; PLUMB, 1999;
Psittaziden Chlamydiose . .
FLAMMER et al., 2001; RUBEL und ISENBUGEL,
2001
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2.2.2 Tetracycline

Sie gehodren neben den Penicillinen zu den wichtigsten Breitspektrumantibiotika. Sie

sind seit 1952 auf dem Markt (RIVIERE und SPOO, 1995; KROKER, 1999).

Die Tetracycline, insbesondere Chlortetracyclin (CTC) und Doxycyclin, nehmen in
der Ornithose/Psittakose-Therapie eine dominierende Stellung ein. Dies spiegelt
sich deutlich im Psittakoserecht wider. lhr Wirkungsspektrum umfasst neben einer
Vielzahl grampositiver und gramnegativer, aerober und anaerober Bakterien - wie
Clostridien, Bruzellen, Salmonellen, Leptospiren - auch Mykoplasmen, Rickettsien,
Chlamydien und Spirochaten — wie Borrelien und Treponemen - (ADAM und
CHRIST, 1987; MCEVOQY, 1992; KROKER, 1999; PLUMB, 1999).

Der therapeutische Wert der Tetracycline wird durch die weit verbreitete Resistenz
stark eingeschrankt. Besonders haufig sind Erreger wie Streptococcus sp., Salmo-
nella sp., E. coli, Pasteurellen und Pseudomonas sp. resistent geworden, die oft
auch extrachromosomale Mehrfach-Resistenz-Faktoren aufweisen. Innerhalb der
Gruppe der Tetracycline liegen fast immer Kreuzresistenzen vor. Deswegen sind
Tetracycline nur noch bei Infektionen durch Chlamydien, Mykoplasmen, Rickettsien
und Campylobacter spp. primar indiziert. Ansonsten ist der Einsatz von Tetracycli-
nen gegenwartig nur nach erfolgtem Nachweis der Erregersensitivitdt zu empfehlen

(KROKER, 1999).

< Chemie

Die Tetracycline sind tetrazyklische biogene Arzneistoffe, die von Streptomyces-

Arten synthetisiert werden. Streptomyces aureofaciens konnte bereits im Jahr 1948
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als ein Produzent von Chlortetracyclin identifiziert werden. Wird dieses Bakterium in
einem chloridarmen Medium gezichtet, so produziert es das therapeutisch genutzte
Tetracyclin. Weitere Tetracycline, wie z.B. Doxycyclin, sind partialsynthetische Deri-
vate, die aus anderen Tetracyclinen hergestellt werden. Sie unterscheiden sich von
anderen Tetracyclinen insbesondere in ihren pharmakokinetischen Eigenschaften,
wie z.B. der Anreicherung im Zentralnervensystem und in der Haut (MC EVOY, 1992;

KROKER, 1999; PLUMB, 1999).

Die Grundstruktur der Tetracycline, ein viergliedriges Ringsystem, das so genannte
Tetracen, dient als Wortstamm fir die Bezeichnung dieser Antibiotika-Gruppe

(FRIMMER, 1986).

Abbildung 2: Grundstruktur der Tetracycline (aus http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)

Tetracycline besitzen einen amphoteren Charakter, kann Salze und Basen bilden,
und ist in Wasser kaum I6slich (KROKER, 1999; MC EVOY, 1992). Es hat ein Mole-
kulargewicht von 444,43 und einen pks-Wert von 8,3 bzw. 10,2 (RIVIERE, 1995).
Unter UV-Licht zeigen alle Tetracycline eine gelbe, brilliante Fluoreszenz (MC EVOY,

1992).
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< Wirkungsmechanismus

Tetracyclin wirkt bakteriostatisch durch Hemmung der Proteinsynthese. Es gelangt
durch energieabhangige Transportsysteme in die Bakterienzelle. Dort bindet es an
die ribosomale 30-S-Untereinheit und behindert die Bindung von Aminoacyl-tRNA an
der Akzeptorstelle am mRNA-Ribosomen-Komplex. Die Proteinsynthese ist somit
unterbrochen und es bleiben Polypeptidstiicke zuriick. In hohen Konzentrationen
kann es auch bakterizid wirken, sowie die Proteinsynthese bei Sdugetierzellen ver-
hindern (MC EVOY, 1992; PLUMB, 1999). Die Affinitdt zu den ribosomalen 80-S-
Untereinheiten von Eukaryonten ist zwar geringer, trotzdem ist bei Langzeitanwen-
dung und Uberdosierung Vorsicht geboten. Es hat eine intra- und extrazellulare Wir-
kung (KAPUSNIK-UNER et al., 1995; RIVIERE und SPOO, 1995; PLUMB, 1999;

ROSIN und HENSCHLER, 1998).

< Pharmakokinetik
Absorption

Nach oraler Gabe von Tetracyclin werden vom Gastrointestinaltrakt 75-80% absor-
biert (MC EVOY, 1992), wobei die enterale Resorption stark futterungsabhangig ist.
Sie kann nach Futteraufnahme um bis zu 50% reduziert sein (MC EVOY, 1992;

PLUMB, 1999).
Verteilung

Tetracyclin besitzt eine gute Gewebegangigkeit: in Leber, Milz, Lunge, Niere, Kno-
chen, Galle (MC EVOY, 1992; EMEA, 1995; PLUMB, 1999). Nur ein kleiner Teil er-
reicht das ZNS, erzielt dort aber keinen therapeutischen Spiegel (RIVIERE, 1995).

Tetracyclin passiert die Plazenta, dringt in den fetalen Kreislauf ein und kann sich
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auch in der Muttermilch in der gleichen Konzentration wie im maternalen Serum ver-

teilen (MC EVOY, 1992; PLUMB, 1999).

Tetracycline kénnen durch mehrwertige Metallionen (z.B. Ca®", Mg®>" und Fe*') ge-
bunden werden. Sie sollten daher nicht zusammen mit Kalzium-Tragern eingenom-
men werden, um ihre Aufnahme im Darm nicht zu behindern. Auch Magnesium,
Eisen und Aluminium bilden Komplexverbindungen mit den Tetracyclinen (KROKER,

1999).

Weitere Nachteile der Tetracyclintherapie sind niedrige intrazelluldre Wirkstoffkon-
zentrationen, Immunsuppression, Hemmung der autochtonen Darmflora und Begtins-

tigung der Vermehrung von Pilzen (GERLACH, 1986; BEHR, 1986; HAHN, 1986).
Elimination

Tetracyclin wird Uber den Gastrointestinaltrakt zu 40 % im Kot und Uber glomerulare
Filtration zu 60% im Urin ausgeschieden (RIVIERE, 1995).
Durch Chelatbildung mit fékalem Material wird es inaktiviert (MC EVOY, 1992;

PLUMB, 1999).

<> Nebenwirkungen

Nach oraler, aber auch parenteraler Anwendung kommt es relativ haufig zu gatroin-
testinalen Stérungen. Bei zu schneller intravendser Applikation wurden beim Hund
Blutdruckabfall, Schweiflausbruch und Unruhe beobachtet, wobei aber eine Beteili-
gung der verwendeten Losungsvermittler wahrscheinlich ist. Intramuskulér zu verab-
reichende Praparate sind lokal reizend und kénnen zu Gewebsnekrosen fiihren.
Insbesondere bei vorgeschédigter Leber sind nach mehrmaliger Anwendung von

Tetracyclinen fettige Leberzelldegenerationen beobachtet worden, die beim Vorlie-
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gen renaler Ausscheidungsstérungen besonders haufig auftreten. Bei feuchter Lage-
rung oder hohen Temperaturen entstehen Uber Dehydratationen Epianhydro- oder
Anhydroprodukte, die nephrotoxisch wirken (KROKER, 1999).

Da Tetracycline mit zwei- und dreiwertigen Kationen Chelate bilden und die insbe-
sondere mit Dentin eingegangenen Verbindungen zu gelblichen Pigmentierungen
fihren, sollte die Gabe wahrend der Mineralisationsphase der Zahne vermieden wer-

den (KROKER, 1999).

< Resistenzen

Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Providencia sp. und Serratia sp. sind als
nattrlich Tetracyclin-resistent anzusehen. Hohe erworbene Resistenzquoten beste-
hen bei E. coli, Enterobacter, Klebsiellen, Salmonellen, Shigellen und Enterokokken.
Bei Bacteroides, Mykobakterien, Clostridium, Eubacterium, anaeroben Streptokokken
und einigen Mykoplasmen sind Resistenzen zu beobachten (ADAM und CHRIST,

1987; FORTH et al., 1990; SPEER et al., 1992).

Zwischen fast allen Tetracyclinen besteht eine komplette Parallelresistenz. Eine
Ausnahme stellen Doxycyclin und Minocyclin in ihrer Aktivitdt gegenuber Staphylo-

coccus aureus dar (FORTH et al., 1990).

Die plasmidubertragene Resistenz beruht auf einer Hemmung des Tetracyclin-
Transportes in die Bakterienzelle. Die Plasmide kodieren ein Transportsystem, wel-
ches das bereits aufgenommene Tetracyclin wieder aus der Zelle schleust und die
Penetrationsgeschwindigkeit von neueintretendem Tetracyclin herabsetzt. Auller-
dem kdnnen Proteine eine Bindung von Tetracyclin am Chlamydien-Ribosom verhin-

dern oder es kann zu einer enzymatisch bedingten Inaktivierung des Wirkstoffes
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kommen (MANDELL und PETRI, 1995; SOEDARMANTO et al., 1995; ROSIN, 1998;

PLUMB, 1999).

2.2.21 Chlortetracyclin

< Chemie

Chlortetracyclin wurde als erstes Tetracyclin entdeckt (SHAW und RUBIN, 1986,
RIVIERE und SPOO, 1995). Es handelt sich um gelbe, geruchlose Kristalle, die in
Wasser schwer I6slich sind (PLUMB, 1999). Das Molekulargewicht betragt 478,88

(RIVIERE und SPOO, 1995).

Abbildung 3: Grundstruktur des Chlortetracyclins

(aus http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)

<> Wirkungsmechanismus

Chlortetracyclin verfiigt Gber einen ahnlichen Wirkungsmechanismus wie Tetracyclin

(PLUMB, 1999).
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< Pharmakokinetik

Absorption
Chlortetracyclin wird von allen Tetracyclin am langsamsten absorbiert (EMEA, 1995).

Verteilung

Nach oraler Gabe von Chlortetracyclin sind die héchsten Konzentrationen in der Le-
ber und Niere zu finden, wobei die Niere 3- bis 4-fach héhere Werte aufweist (DYER,
1988). Es sind keine hohen Konzentrationen im Liquor, im Kammerwasser der Au-

gen und im Fett vorhanden (RIVIERE und SPOO, 1995).

Elimination

Nach i.v. Gabe von 0,9 mg/kg werden bei der Pute in 4 Stunden 8,5 % Uber die Galle
ausgeschieden (DYER, 1988). Die Eliminationshalbwertzeit liegt bei Hilhnern und

Kanarien bei 2 Stunden (KROKER, 1999).

< Dosierung

Zur Prophylaxe der Erkrankung miissen samtliche frisch importierten Papageien und
Sittiche (auBer Wellensittiche) 45 Tage lang mit 2500-5000 ppm Chlortetracyclin
(CTC) mediziertes Futter verabreicht bekommen; bei Wellensittichen sind es 30 Tage
mit 500 ppm CTC im Futter (WEDEL, 1999; PEES, 2004; Ausfiihrungshinweise der
Psittakoseverordnung).

Zur Psittakosebehandlung erhalten lediglich Wellensittiche, Schmalschnabelsittiche
(Brotogeris spp.) und Singvogel eine Konzentration von nur 500 mg CTC / kg Futter
Uber einen Zeitraum von 30 Tagen (WEDEL, 1999), wéhrend an anderen Psittaziden

zum Erreichen therapeutischer Gewebespiegel bis zu 2500-5000 mg/kg Futter oder
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0,5 mg/g Futter tber 30 Tage verabreicht werden muss. Diese Dosierungen gelten
zugleich als Grenzbereich hepatotoxischer Wirkungen. Bei Gefligel (Huhn,
Truthuhn, Fasan und Wachtel) sollen 0,9 - 11 mg/kg intravends oder 50 — 100 mg/kg
per oral benutzt werden. Bei Greifvégeln sind 6 bis 10 mg/kg einmal taglich intrave-
nds oder 250 mg/kg per oral einmal pro Tag zu verabreichen (DYER, 1988; RIVIERE
und SPOO, 1995, HEIDENREICH, 1996; BAUMGARTNER und ISENBUGEL, 1998;
KROKER, 1999).

Nektarfressende Psittaziden erhalten ihr Flissigfutter unter Zumischung von 0,05
Prozent Chlortetracyclin. Kalziumgaben sind zu vermeiden, da sie die Tetracyclinre-
sorption hemmen (RUBEL und ISENBUGEL, 1995).

Die Behandlungsdauer ist zusétzlich noch 2 Tage nach Abklingen der Symptome

weiterzufihren (KROKER, 1999).

2222 Doxycyclin

<> Chemie

Doxycyclin ((4S,4aR,5S,5aR,6R,12aS)- Dimethylamino- 1,4,4a,5,5a,6,11,12a- octa-
hydro- 3,5,10,12,12a- pentahydroxy- 6-methyl- 1,11-dioxo-2-naphthacencarboxamid)
ist ein Antibiotikum aus der Klasse der Tetracycline und wird aus Oxytetra- oder Me-
thacyclin hergestellt (MC EVOY, 1992; IQBAL und RIKIHISA, 1994; RIVIERE und
SPOO, 1995; PLUMB, 1999). Es besitzt ein breites Wirkspektrum und zeigt eine
bakteriostatische Wirksamkeit auf grampositive, gramnegative und zellwandlose
Keime. Entsprechend seines Wirkspektrums wird Doxycyclin zur Behandlung von
Chlamydiosen eingesetzt.
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N G =

Abbildung 4: Grundstruktur des Doxycyclin (aus http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

Da Doxycyclin lipophiler als andere Tetracycline ist, verfugt es Uiber eine bessere Pe-
netration, ein groReres Verteilungsvermégen und eine langsamere Elimination

(RIOND, 1988; MC EVOY, 1992; KROKER, 1999).

Es hat ein Molekulargewicht von 462,46 (RIVIERE, 1995). Unter UV-Licht kommt es

zu einer Fluoreszenz von Doxycyclin (RIOND, 1988).

< Wirkungsmechanismus

Doxycyclin verfugt tUber einen ahnlichen Wirkmechanismus wie andere Tetracycline
(s. Seite 21). Doxycyclin kann reversibel an die ribosomale 50-S-Untereinheit binden
(KAPUSNIK-UNER et al., 1995; RIVIERE und SPOO, 1995; ROSIN, 1998; PLUMB,

1999).

Doxycyclin hat eine langere Wirkungsdauer als Chlortetracyclin und ist deshalb bei
der Therapie von Végeln mit Chlamydiosen besser geeignet. Es wurde z.B. bei Psit-
taziden, Papageien und Sittichen erfolgreich benutzt (RIOND, 1988; MCDONALD,
1989; DORRESTEIN, 1995; RIVIERE und SPOO, 1995; RUBEL, 1998; KROKER,

1999; PLUMB, 1999; FLAMMER et al., 2001).
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< Pharmakokinetik

Absorption

Nach oraler Applikation wird Doxycyclin zu Uber 90 % absorbiert (RIOND und
RIVIERE, 1988; MC EVOY, 1992; PLUMB, 1999). Die gleichzeitige Futteraufnahme
reduziert die Resorption von Doxycyclin nur um etwa 20 % (PLUMB, 1999).
Im Vergleich zu anderen Tetracyclinen hat Doxycyclin eine langere Halbwertszeit

(beim Hund bei ca. 12 Stunden) und eine héhere ZNS-Penetration (PLUMB, 1999).

Verteilung

Da Doxycyclin 5 bis 10-fach lipophiler ist als CTC, besitzt es eine héhere Gewebepe-
netration und ein hdheres Verteilungsvolumen als andere Tetracycline (RIVIERE und

SPOO, 1995).

Elimination

90 % der verabreichten Dosis werden innerhalb von 48 Stunden ausgeschieden
(WILSON, 1988). Doxycyclin diffundiert aufgrund seiner hohen Lipidi&slichkeit direkt
von der Blutbahn ins intestinale Lumen. Der intestinal ausgeschiedene Wirkstoff ist
inaktiv und wird nicht vorher durch die Leber umgewandelt. Die bilidre Exkretion be-

tragt weniger als 5 % (WILSON et al., 1988).

Doxycyclin ist von der glomeruléren Filtration unabhéngig, da es vor allem tber den
Kot als inaktives Konjugat oder Chelat ausgeschieden wird (RIVIERE und SPOO,

1995).
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< Dosierung

Bei Einzelvigeln oder in Bestdnden mit unzureichender Kontrolle ist eine Injektions-
therapie vorzuziehen. Im Abstand von je 5 Tagen erhalten die Papageien 6-9 Injek-
tionen mit 75 mg/kg KM Doxycyclin intramuskular und dann 3 Injektionen im Abstand
von 4 Tagen. Diese Injektionen kénnen Muskelnekrosen verursachen, sie haben
entsprechend vorsichtig zu erfolgen (PEES, 2004; WEDEL, 2004; RUBEL und

ISENBUGEL, 1995).

HENNING (1985) bestimmte die MHK von Doxycyclin fur ,Chlamydia psittaci“ mit
0,01-0,05 pg/ml und die MHK fir ,Chlamydia trachomatis® mit 0,03-0,04 pug/ml. Die-
se Werte entsprechen etwa den Angaben von HIRAI und UNE (1986) und SEGRETI

et al. (1987), die MHK-Werte zwischen 0,008 bis 0,1 pg/ml gefunden haben.

Aras und Agaporniden vertragen Doxycyclin nur schlecht (RUBEL und ISENBUGEL,

1998).

<& Resistenzen

Die Resistenzmechanismen sind ahnlich wie bei anderen Tetracyclinen.

2.2.3 Chinolone

Fluochinolone sind allgemein gut vertraglich, was sich auch in der geringen akuten
Toxizitat im Tierversuch zeigt. Am haufigsten treten gastrointestinale Beschwerden
auf. Chinolone fiihren zu einem schnellen Absinken der Zahlen gramnegativer aero-
ber Darmbakterien. Ein leichter Anstieg von Hefen im Darm ist klinisch irrelevant
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(NORD, 1988). Seltener sind zentralnervése Stérungen und allergische Reaktionen.
Daneben sind Kristallurie, Kreislaufreaktionen, Blutbildverdnderungen, Gelenk-
schmerzen, Myalgien und voriibergehende Erhéhung von Leberenzymen, Bilirubin
und Kreatinin im Serum von Saugetieren beobachtet worden. Alle bisher untersuch-
ten Chinolone kénnen bei S&ugetieren im Wachstumsalter Gelenkknorpelschaden
wie Erosionen und Ulzerationen verursachen (KOJDA, 2002). Chinolone sind weder
karzinogen noch teratogen. In vitro wirken sie schwach mutagen auf Bakterien

(PATON und REEVES, 1988).

< Chemie

Chinolone sind Stoffe, welche als Wirkprinzip die Gyrasehemmung nutzen. Sie bin-
den in der Bakterienzelle an einen Komplex, der aus dem Enzym Gyrase und der
DNA besteht und verhindern dadurch das Wiederzusammenfiigen eines geschnitte-
nen DNA-Strangs durch das Enzym, welches fir das Supercoiling der DNA verant-
wortlich ist (KOJDA, 2002).

Das Verandern des Verdrillungszustandes ihrer DNA ist fur Bakterien zum Kopieren
ihres Erbguts wéhrend der Zellteilung unverzichtbar. Die Bakterien sind deshalb
nicht mehr in der Lage sich zu vermehren, die bewirkten DNA-Strangbriiche haben
wahrscheinlich direkt tédliche Wirkung auf Bakterien (MANDELL und PETRI, 1995;
SPOO und RIVIERE, 1995; BROWN, 1996; ROSIN und HENSCHLER, 1998).

Die Chinolone der ersten Generation (60er/70er Jahre) wurden schlecht resorbiert
und hatten ein enges Wirkspektrum. Sie sind heute kaum noch von Bedeutung,
wahrend die Gyrasehemmer der zweiten Generation vor allem dann von Bedeutung
sind, wenn Resistenzen gegen andere Mittel beobachtet werden. Die Standardchi-
nolone basieren auf der wichtigsten Verbesserung, welche chemisch an den Chino-
lonen der ersten Generation vorgenommen wurde: Fluor-Substitution des Chinolon-
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ringsystems steigerte die antimikrobielle Aktivitat und fiihrte zu der Bezeichnung Flu-
ochinolone fur die neuen Gyrasehemmer (SIMON und STILLE, 1989; NAUMANN
und DOPP, 1989).

Fluochinolone weisen ein sehr breites Wirkungsspektrum im gramnegativen und
grampositiven Bereich auf (KOJDA, 2002).

< Wirkungsmechanismus

Fluochinolone wirken degenerativ bakterizid durch Hemmung der bakteriellen DNA-
Gyrase, ein bakterielles Enzym, das die DNA in ihre Superhelix-Quartérstruktur um-

wandelt (KOJDA, 2002).

0

< Pharmakokinetik

Verteilung

Fluochinolone sind gut gewebe- (Lunge, Knochen, Knorpel) und liquorgangig

(KOJDA, 2002).
Elimination

Die Elimination der Fluochinolone erfolgt tber die Niere (KOJDA, 2002). Deshalb ist

es wichtig, die Dosisanpassung bei Niereninsuffizienz zu kontrollieren.

< Nebenwirkungen

Als Nebenwirkungen werden die folgende Reaktionen von Saugetieren beschrieben:
gastrointestinale Beschwerden, Neurotoxizitét, Uberempfindlichkeitsreaktionen und

Knorpelschéden in der Wachstumsphase (KOJDA, 2002).
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<& Resistenzen

Zwischen den Vertretern der Gruppe besteht partielle Parallelresistenz (ESTLER,

2000).
2.2.31 Enrofloxacin
<& Chemie

Enrofloxacin ist ein Antibiotikum aus der Wirkstoffgruppe der Fluochinolone. Es hat
ein Molekulargewicht von 359,4. Bis heute wird Enrofloxacin als Antiinfektivum zur
Therapie von Infektionskrankheiten bei Hihnern und Puten eingesetzt (MALIK, 1989;
KROKER, 1999; LOSCHER et al., 2002).

Enrofloxacin, welches die chemische Bezeichnung 1-Cyclopropyl-7-(4-ethyl-1-
piperazinyl)-6-fluor-1,4-dihydro-4-oxo-3-chinolincarbonséure hat, unterscheidet sich
von den meisten anderen Fluochinolonen durch den Cyclopropylring an der Position
1, den sonst nur noch Ciprofloxacin und Sparfloxacin aufweisen. Die Cyclopropyl-
substitution bedingt eine generelle Steigerung der antibakteriellen Aktivitdt (MALIK,

1989).

Abbildung 5: Grundstruktur von Enrofloxacin (aus http:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
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Enrofloxacin wirkt bakterizid. Die Bioverfligbarkeit ist nach oraler Applikation mit der
nach parenteraler Verabreichung vergleichbar. Die Halbwertszeiten liegen bei den
0.g. Saugetierspezies zwischen 2 und 7 h. Hauptmetabolit ist das Ciprofloxacin, das
in seiner chemotherapeutischen Wirkungspotenz dem Enrofloxacin vergleichbar ist
(KROKER, 1999).

Es hat eine gute Wirkung gegen eine Vielzahl von gramnegativen und grampositiven
Bakterien, u.a. E. coli, Erysipelothrix rhusiopathiae, Haemophilus spp., Salmonella
spp., Mykoplasmen (M. bovis und M. hyopneumoniae), Pasteurella spp. und
Staphylokokken (KROKER, 1999).

Enrofloxacin liegt in Reinsubstanz als gelbes, kristallines Pulver vor. Der Wirkstoff ist
thermostabil und schwach lichtempfindlich. In Wasser ist es bei pH 7 schwer I6slich,
geht jedoch durch seine ,Betain“-Struktur bei sauren und alkalischen pH-Werten
leicht in Losung. Oral und parenteral anwendbare Flissigformulierungen enthalten
daher die Enrofloxacinsalze in wéassriger Losung. Festformulierungen enthalten den
Wirkstoff in seiner urspriinglichen Betain-Form (ALTREUTHER, 1987; BAYER,

20086).

< Wirkungsmechanismus

Fluorochinolone sammeln sich aufgrund ihrer Lipophilie intrazellular in Makrophagen,
polymorphkernigen Leukozyten oder neutrophilen Granulozyten an. Die intrazellula-
re Konzentration ist 3-11 mal héher als der Serumspiegel (STUDDERT und

HUGHES, 1992; DEMANUELLE et al., 1998).
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< Pharmakokinetik
Absorption

Enrofloxacin wird sowohl nach oraler als auch nach parenteraler Applikation gut und
schnell resorbiert. In Abhangigkeit von Tierart und Applikationsmodus werden bei
gleicher Dosierung unterschiedlich hohe Konzentrationsmaxima erreicht (FREY und

LOSCHER, 1996).
Verteilung

Die Enrofloxacinkonzentration in Organen und Geweben korreliert gut mit der Dosis-
héhe und liegt Uber den zu den korrespondierenden Zeiten gemessenen Serumkon-
zentrationen (SCHEER, 1987; DORRESTEIN und VERBURG, 1988; JUNG, 1994).
Es ist fur Fluochinolone typisch, dass die meisten Gewebekonzentrationen etwa
gleich hoch oder héher liegen als die Plasmaspitzenkonzentrationen. Besonders
hohe Konzentrationen werden hierbei in Harnorganen und ableitenden Harnwegen,
Leber und Galle, Lungengewebe, Genitaltrakt, Muskulatur, Haut, Tonsillen, Lymph-
knoten und Milz, Phagozyten, Knochen und Knorpel erreicht (CAESAR und STILLE,
1984; EASMON und CRANE, 1985; ADAM und CRIST, 1987; PATON und REEVES,

1988; SIMON und STILLE, 1989).

Elimination

Die Elimination erfolgt vorwiegend Uber die Niere. Die Halbwertszeiten liegen je
nach Tierart zwischen 2 bis 7 Stunden. Sein Hauptmetabolit ist das Ciprofloxacin

(LOSCHER et al., 2002).
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< Nebenwirkungen

Enrofloxacin ist wie die meisten Fluochinolone gut vertraglich (FREY und LOSCHER,
1996).

Als héufigste Nebenwirkung unter Enrofloxacin-Therapie treten gastrointestinale Be-
schwerden, meist Vomitus, auf (AUCOIN, 1989; SPOO und RIVIERE, 1995;
KROKER, 1999). Von verschiedenen Kleinpapageien und Sittichen wurden 250 -
1000 ppm Enrofloxacin Uber 14 Tage im Futter gut vertragen. Histologisch trat bei
Mohrenkopfpapageien unter der Behandlung eine ausgeprégte hydropische Schwel-
lung der Lebermitochondrien auf. Diese Veradnderungen waren nach Absetzen des
Praparates voll reversibel (JUNG, 1994).

Allgemein sollte eine i.v.-Injektion von Enrofloxacin bei Gefllgel vorsichtig durchge-
fuhrt werden, da es sehr alkalisch ist (NAKAMURA, 1995).

Far Embryotoxizitdt, Teratogenitdt und Mutagenitdt gibt es keine Hinweise
(ALTREUTHER, 1987). Es hat auch keine immunsuppressive Wirkung (BEHR,
1986; RULLOF, 1990).

< Dosierung

Eine Langzeittherapie mit Enrofloxacin in einer Dosierung von 10 mg/kg KM ist auch
erfolgreich. Die Uberwindung einer Chlamydieninfektion ist wesentlich von der Kon-
stitution der Papageien abhangig, weshalb bei jeder Therapie eine zusatzliche Gabe
eines Multivitaminpréparates indiziert ist (HATT und WENKER, 2005).

< Resistenzen

Die Resistenzbildung erfolgt langsam und ist nicht durch Plasmide Ubertragbar. Es
sind Resistenzen durch Mutationen bei Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneu-

moniae, Actinetobacter und Enterokokken bekannt (PLUMB, 1999).
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2.2.3.2 Difloxacin

In der Zwischenzeit wurden weitere Fluorochinolone, z.B. Difloxacin, zugelassen
(KROKER, 1999).

Difloxacin besitzt eine breite bakterizide Wirkung gegen gramnegative, eine Reihe
grampositiver Bakterien und gegen Mykoplasmen (KROKER, 1999). In Gefligel wird
es gegen Pasteurella multocida, E. coli und Mycoplasma gallisepticum benutzt

(KROKER, 1999; OLCHOWY et al., 2000).

> Chemie
Difloxacin ist ein Arylfluorochinolonderivat (PLUMB, 1999). Es besitzt jedoch eine p-

fluorophenyl-Gruppe an der Position 1 und eine Methylgruppe im Piperazinring.

Abbildung 6: Grundstruktur von Difloxacin (aus http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)

< Wirkungsmechnismus

Difloxacin sammelt sich aufgrund der Lipophilie intrazelluldar in Phagozyten
(Makrophagen, polymorphkernige Leukozyten oder neutrophile Granulozyten) an,
welche Bestandteil einer chronischen Entziindungsantwort sind (STUDDERT und

HUGHES, 1992; DEMANUELLE, 1998).
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Difloxacin verfugt tGber einen dhnlichen Wirkungsmechanismus wie Enrofloxacin.

< Pharmakokinetik

Absorption
Difloxacin hat eine gute orale Verfugbarkeit (PLUMB, 1999).
Verteilung

Nach oraler Gabe beim Hund (PLUMB, 1999) und i.v.-Applikation bei der Ziege

(ATEF et al., 2002) wird Difloxacin gut verteilt.

Der Metabolit Sarafloxacin ist vor allem in Leber, Niere und Urin nachweisbar, wah-
rend der Metabolit N-Oxid von Difloxacin in Urin, Fett und Haut zu finden ist (EMEA,

2000).
Elimination

Difloxacin wird tber die Nieren ausgeschieden und erreicht im Urin hohe Konzentra-

tionen (PLUMB, 1999).

0

<> Nebenwirkungen
Far Difloxacin gelten vergleichbare Kontraindikationen und Nebenwirkungen wie flr

Enrofloxacin (KROKER, 1999).

<> Dosierung

Die intravendse Dosierung von Difloxacinhydrochlorid bei Huhn, Pute, Fasan und
Wachtel besteht in 5 mg/kg (INUI et al., 1998). Per oral besteht die Dosis in 10
mg/kg Uber 5 Tage (KROKER, 1999; EMEA 2000). INUI et al. (1998) benennt auch

eine Dosis von 5 mg/kg bei Huhn per oral.
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Fir Difloxacin werden MHK-Werte fur Chlamydia trachomatis von 0,06-2 pg/ml an-
gegeben (RETTIG et al., 1986; TJIAM et al., 1986).

< Resistenzen

Einige Stdamme von Pseudomonas aeruginosa und Pseudomonas spp, sowie die

meisten Enterokokken sind unempfindlich gegeniber Difloxacin (PLUMB, 1999).

224 Makrolide

Generell werden gramnegative Bakterien (Neisseria sp., Bordetella pertussis,
Legionella sp., Haemophilus sp.), grampositive Bakterien (Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus faecalis, Listeria sp., Actinomyces sp.,
Clostridium sp.), Chlamydia sp., Chlamydophila sp., Ureaplasma sp. und Mykoplas-
men erfasst (KROKER, 1999; ALTHAUS et al., 2005).

Clarithromycin ist wegen besserer Resorption und erhdhter antibakterieller Wirkung
dem Erythromycin vorzuziehen. Erythromycin und Clarithromycin kénnen durch Inhi-
bition von Cytochrom P450 zahlreiche Interaktionen hervorrufen (FREY und

LOSCHER, 1996).

o

3 Chemie

Makrolide besitzen einen Makrolactonring, der mit einem oder mehreren Aminozu-
ckern bzw. neutralen Zuckern verknipft ist, die fur die antibiotische Wirkung essen-
tiell sind. Eine Klassifizierung erfolgt in Abhangigkeit von der Anzahl der Kohlen-

stoffatome im Lactonring. Zur 14-C-Grupe zahlt Erythromycin (KROKER, 1999;

ALTHAUS et al., 2005).
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Die einzelnen Vertreter der Makrolide sind strukturell inhomogen. So liegen bei-
spielsweise im Falle des Erythromycins A-, B-, C-, D- und E-Formen vor. Makrolide
reagieren basisch und sind instabil gegentiber Sduren und Laugen (KROKER, 1999).

Es hat ein Molekulargewicht von 790,809 (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Abbildung 9: Grundstruktur der Makrolide (aus http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

< Wirkungsmechanismus

Der Wirkungsmechanismus beruht auf einer Hemmung der Proteinsynthese durch
Bindung an die 50-S-Untereinheit der Ribosomen und ist daher vom Wirktyp bakteri-
ostatisch mit ausgepragtem postantibiotischem Effekt. Die Aufnahme in die Mikroor-
ganismen erfolgt tber passive Diffusion (KROKER, 1999; ALTHAUS et al., 2005).

<> Pharmakokinetik

Absorption

Erythromycin besitzt eine gute enterale Resorption, wenn es in Form verschiedener
Ester oder in saurefesten Kapseln appliziert wird. Es hat eine gute Gewebevertei-

lung und eine PlasmaeiweiRbindung von 20 % (ALTHAUS et al., 2005).
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Verteilung

Makrolide besitzen eine intrazelluldre Wirkung und verfiigen Uber eine intensive he-
patische Metabolisation und bilidre Ausscheidung. Diese Substanzen sind gut ge-
webegangig, jedoch schlecht liquorgéngig (FREY und LOSCHER, 1996; KOJDA,
2002).

Elimination

Die Elimination erfolgt Uber hepatische Biotransformation und auch bilidr. Diese
Substanzen haben eine geringe renale Elimination. Deshalb ist keine Dosisreduktion
bei Niereninsuffizienz notwendig (ALTHAUS et al., 2005).

> Dosierung

Als pharmakodynamische Wechselwirkung ist bei Makroliden generell zu beachten,
dass ihre Wirkung durch die gleichzeitige Gabe von Chloramphenicol und Lincosa-
miden antagonisiert wird, da diese Substanzen die gleiche Bindungsstelle an den
Ribosomen verwenden (KROKER, 1999).

< Nebenwirkungen

Makrolide sollten nicht mit Ampicillin, Cephalosporinen, Chloramphenicol, Tetracycli-
nen, Aminoglykosiden, Polymyxinen, Barbituraten, Vitaminen der B-Gruppe oder Vi-
tamin C vermischt werden. Makrolide sind ferner nicht kompatibel mit NaCl-
Lésungen (ALTHAUS et al., 2005).

< Resistenzen

Die Resistenzentwicklung variiert bei den einzelnen Substanzen dieser Gruppe. Un-

tereinander finden sich Kreuzresistenzen (KROKER, 1999; ALTHAUS et al., 2005).
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2.2.41 Clarithromycin

Leider wurde es verflgbare Informationen Uber Clarithromycin nur fir Hunde und
Meerschweichen nicht aber fur Végel gefundet.

Clarithromycin ist ein bakteriostatisch wirkendes Makrolid gegen grampositive und
gramnegative Bakterien, das in hoéheren Dosen auch bakterizid wirken kann
(KAPUSNIK-UNER, 1995; SPOO, 1995; VILMANYI, 1996). Es besitzt eine Wirkung
auf alle Keime, die gegenuber Penicillin G empfindlich sind, zusétzlich ist es auch
wirksam gegen Chlamydia spp, Mycoplasma pneumoniae, Borellia burgdorferi, Legi-
onella spp, Ureaplasma, Bordetella pertussis, Listeria monocytogenes, Campylobac-
ter jejuni, Mycobacterium avium, M. catharralis, Haemophilus influenzae, viele Ente-
rokokken-Stdmme, Toxoplasma gondii, Cryptosporidia und Plasmodia spp. Cla-
rithromycin wirkt besser gegen Streptokokken und Staphylokokken als Erythromycin

(FITZGEORGE et al., 1993; KAPUSNIK-UNER et al., 1995).

<> Chemie

Clarithromycin ist ein lipophiles 6-0-Methylerythromycin A. Es wird halbsynthetisch
aus Erythromycin A durch eine O-Methylsubstitution der Hydroxygruppe an 6. Stelle
des 14-C Laktonrings hergestellt (VILMANYI et al., 1996) und hat ein Molekularge-
wicht von 747,953 (http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).

Im Gegensatz zu Erythromycin ist Clarithromycin bei niedrigem pH stabil (VILMANY],

et al. 1996).
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Abbildung 10: Grundstruktur von Clarithromycin

(aus http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

<> Wirkungsmechanismus

Clarithromycin bindet wie Erythromycin an die 50-S-Untereinheit der bakteriellen Ri-
bosomen (an Proteine des Peptidyltransferasezentrums). Durch die Bindung wird
der Transfer der neu entstehenden Peptidyl-tRNA von der Akzeptorstelle zur Do-
norstelle am Ribosom verhindert. Die Peptidyl-tRNA wird so an der Akzeptorstelle
fixiert und die Proteinsynthese unterbrochen; dabei bleiben Polypeptid-
Zwischenstufen zurliick (MC EVOY, 1992; KAPUSNIK-UNER et al., 1995; SPOO und

RIVIERE, 1995; EMEA, 1997; ROSIN und HENSCHLER, 1998).

Die antimikrobielle Aktivitat ist vom pH-Wert abhéngig (SPOO, 1995; PLUMB, 1999).
Die nichtionisierte Form des Wirkstoffes ist fir Zellen mehr durchléssig, womit die
steigende antimikrobielle Aktivitdt bei alkalischen pH erklart werden kdnnte (MC

EVOY, 1992; KAPUSNIK-UNER et al., 1995).
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< Pharmakokinetik

Absorption

Nach oraler Applikation wird Clarithromycin schnell vom Gastrointestinaltrakt absor-
biert (KAPUSNIK-UNER et al., 1995).

Verteilung

Clarithromycin verflgt Uber ein hohes Verteilungsvolumen (VILMANYI et al., 1996).
Clarithromycin wird in der Leber durch eine oxidative N-Demethylation und stereo-
spezifische Hydroxylation an der 14. C-Stelle abgebaut (KAPUSNIK-UNER et
al.,1995; MANDELL und PETRI, 1995).

Elimination

Dosisabhéngig werden von 20 bis 40 % unverandert Gber den Urin ausgeschieden,

davon 10 bis 15 % als 14-Hydroxyclarithromycin (KAPUSNIK-UNER et al., 1995).

< Nebenwirkungen

Clarithromycin verfiigt tUber vergleichbare Nebenwirkungen wie Erythromycin. In
Verbindung mit Kalzium oder Eisenmolekilen kann es zur Chelatbildung kommen,
bei der Clarithromycin an Makromolekile im Gastrointestinaltrakt bindet (VILMANYI

et al.,1996).

< Dosierung

Die orale Verabreichung von kleinen Dosen ist méglich, da Clarithromycin bei niedri-
gem pH stabil ist und kaum im Magen zerstort wird (KAPUSNIK-UNER et al., 1995;

VILMANY!I et al., 1996).

Bei Niereninsuffizienz ist keine Dosisveranderung notwendig (KAPUSNIK-UNER et

al., 1995).
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< Resistenzen
Eine Resistenz gegen Streptococcus pneumoniae (EWIG et al., 2001), Helicobacter
pylori (OSATO et al., 1999) und Mycobacterium spp. (WALLACE et al., 1999) wird

beschrieben.

2242 Erythromycin

Mit Erythromycin kénnen die folgenden Erkrankungen behandelt werden: Mykoplas-
mosen, Infektionen des Respirations- und Urogenitaltraktes, Knochenmarksinfektio-

nen, Metritis, Pyodermie, Mastitis (KROKER, 1999).

< Chemie
Erythromycin ist eine schwache Base, die maRig wasserldslich ist (KROKER, 1999).

Es hat ein Molekulargewicht von 733,927 (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Abbildung 11: Grundstruktur der Erythromycin (aus http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
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< Wirkungsmechnismus

Erythromycin verfligt tiber einen dhnlichen Wirkmechanismus wie Clarithromycin (s.

2.2.4.1).

< Pharmakokinetik

Absorption

Beim Rind verlauft die Absorption nach subkutaner und intramuskularer Applikation

in Abhangigkeit von der Dosis langsam (BURROWS, 1989).

Nach oraler Gabe an Monogastrier wird Erythromycin gut im oberen Gastrointesti-
naltrakt resorbiert (PLUMB, 1999). Viel Futter im Gastrointestinaltrakt fiihrt zu einer
Steigerung der Magensaureproduktion und durch den damit verbundenen pH-Abfall
zu einer verminderten Absorption (MCEVOY, 1992; SPOO und RIVIERE, 1995;

EMEA, 1997).

Anhydroerythromycin, ein Teil der Erythromycinbase, wird durch den Dinndarm auf-
genommen und groftenteils an Plasmaproteine gebunden (KAPUSNIK-UNER et al.,
1995; SPOO und RIVIERE, 1995; STRATTON-PHELPS et al., 2000). Erythromyci-
nestolat und Erythromycinethylsuccinat werden als inaktive Ester von Duodenum

absorbiert und missen erst zur aktiven Form hydrolysiert werden (MCEVOY, 1992).

Verteilung

Von therapeutischer Bedeutung ist, dass Erythromycin sehr gut gewebegéngig ist
und in verschiedenen Organen und Kompartimenten wie Lunge, Niere, Leber, Milz
und Milch bzw. Euterlymphe gegeniiber dem Serum angereichert wird. Dabei erfolgt

die Elimination aus dem Gewebe langsamer als aus dem Serum (KROKER, 1999).

57



Literaturibersicht

Erythromycin ist fettldslich und verteilt sich gut im Gewebe, sowie in Makrophagen,
Neutrophilen und Leukozyten (BURROWS, 1989; KAPUSNIK-UNER et al., 1995;

KROKER, 1999).

Erythromycin kann die Blut-Hirnschranke passieren, aber erreicht dort keine thera-
peutisch wirksamen Konzentrationen. Weiterhin kann Erythromycin auch in Eiern

nachgewiesen werden (SPOO und RIVIERE, 1995; EMEA, 1997; PLUMB, 1999).

Elimination

Erythromycin durchlduft einen enterohepatischen Kreislauf und wird bevorzugt tber
die Galle ausgeschieden (KROKER, 1999).

<> Dosierung

HAIGHT und FINLAND (1952) beschrieben eine bakterizide Wirkung von Erythromy-
cin in hohen Dosen. Die Wirkung ist allerdings auf proliferierende Keime beschrankt
(FREY und LOSCHER, 1996). Eine Dosierung in Gefliigel von 25-80 mg/kg (iber das
Trinkwasser (als Ester), nicht Uber das Futter, wird beschrieben (KROKER, 1999).

< Nebenwirkungen

Intramuskulare Injektionen sind schmerzhaft und kénnen zu lokalen Entzindungsre-
aktionen fihren. Das Estolat, aber evtl. auch andere Ester, kénnen intrahepatische
Cholestasen auslésen. Da Erythromycin die Aktivitat mikrosomaler Enzyme hemmt,
kann eine pharmakokinetische Beeinflussung anderer Pharmaka auftreten. Aufgrund
ihrer Inkompatibilitdt mit zahlreichen anderen Stoffen sollen keine Mischspritzen her-

stellt werden (KROKER, 1999).
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Erythromycin als schwache Base ist allerdings nicht sdurestabil. Um es fir die Ma-
gensaure unempfindlich zu machen und damit die Bioverfigbarkeit zu erhéhen, wer-
den wasserlésliche Salze oder Ester verwendet (FREY und LOSCHER, 1996).

< Resistenzen

Nachteilig wirkt sich die z. T. schon unter der Therapie - insbesondere bei Staphylo-
kokken - einsetzende Resistenzentwicklung aus, die auf einer verminderten Affinitét
der Ribosomen gegeniber Erythromycin beruht (MC EVOY, 1992; KAPUSNIK-
UNER et al., 1995; KROKER, 1999). Weiterhin ist Erythromycin unwirksam gegen
Clostridium difficile (STRATTON-PHELPS et al., 2000), die meisten Stamme der En-
terobacteriaceen wie Pseudomonas, E. coli oder Klebsiella (PLUMB, 1999) und
gramnegative Bacillen, Bacteroides fragilis und Mycobacterium fortuitum

(KAPUSNIK-UNER et al., 1995).

Die Resistenzen werden zum Teil durch Plasmide Ubertragen. Bei Staphylococcus
epidermidis kommt es zu einer Abnahme der Membrandurchlassigkeit. Weiterhin
kénnen Methylasen die ribosomale RNA verdndern und so zu einer Abnahme der
Wirkstoffbindung fihren. Enterobacteriaceen produzieren Esterasen, die eine Hydro-
lyse der Makrolide bewirken und so deren Wirkung verhindern. Auch sind chromo-
somale Mutationen bekannt, die eine Verdnderung des 50-S-ribosomalen Proteins
verursachen und so zu einer Unempfindlichkeit der Keime fiihren (KAPUSNIK-UNER
et al., 1995; SPOO und RIVIERE, 1995; EMEA, 1997; ROSIN und HENSCHLER,

1998).

59



Literaturibersicht

2.3 Fragestellung der einigen Untersuchungen

Eine gezielte Chemotherapie ist nur mdglich, wenn die Empfindlichkeit des Erregers
gegenliber dem Therapeutikum bekannt ist. Insbesondere bei Therapieversagern
kann eine Uberpriifung der Keime auf Resistenz von gréRter Bedeutung sein. In der
Literatur erwdhnte Félle von Resistenzen gegen Tetracyclin und Tetracyclinderivate
(z.B. CTC und Doxycyclin) bei C. trachomatis-, C. suis- und C. psittaci-Isolaten und
gegen Erythromycin bei C. trachomatis-Isolaten werden beschrieben und ihre Ent-
stehung, Resistenzmechanismen und biologischen Besonderheiten besprochen
(MOURAD et al., 1980; JONES et al., 1990; ANDERSEN et al., 1998; LEFEVRE et
al., 1998; SOMANI et al., 2000; LENART et al., 2001; FAILING et al., 2006).

Gemal Psittakose-VO von 31. Dezember 2005 gelten als ,wirksame Mittel* zur The-
rapie der Psittakose CTC, Doxycyclin und Enrofloxacin. Zugleich sind Erythromycin
und Clarithromycin gegen C. trachomatis-Infektionen beim Menschen effektiv.

Da das Spektrum der zur Verfiigung stehenden Chemotherapeutika sich kontinuier-
lich erweitert, sollte der Einsatz neuerer Chemotherapeutika (z. B. Difloxacin und Cla-
rithromycin) zur Bekampfung der Chlamydiose und deren Berlcksichtigung in der
Psittakose-Verordnung dem Rechnung tragen. Deshalb ist es das Ziel der eigenen
Untersuchungen, die minimale Hemmestoffkonzentration von Difloxacin, Clarythromy-
cin und Erythromycin in Vergleichen von Chlortetracyclin, Doxycyclin und Enrofloxa-
cin gegentiber 27 Chlamydophila psittaci-Isolaten zu bestimmen. Hierbei ist von be-
sonderer Bedeutung, ob die Chlamydophila psittaci—Isolate eine Resistenz gegen
diese Wirkstoffe entwickelt haben.

Als Untersuchungsmethoden wurden die Erregeranziichtung in der Buffalo-Green-
Monkey-Kidney-Zellkultur (BGM-Zellen), ihre Farbung mittels Giménez 2 Tage nach

der Infektion und die Z&hlung der Chlamydien-Einschliisse angewendet.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
311 Ort und Zeitraum der Untersuchungen

Die Versuche fanden in den Laborrdumen der Klinik fir Végel, Reptilien, Amphibien
und Fische der Justus-Liebig-Universitat Giel3en in der Zeit von September 2005 bis

Dezember 2006 statt.

3.1.2 Herkunft der Chlamydienisolate

Fiar die Untersuchungen standen 15 Isolate aus der Klinik fur Vogel, Reptilien,
Amphibien und Fische der Justus-Liebig-Universitat GieRen und 12 Isolate, die mir
freundlicherweise vom Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der
Justus-Liebig-Universitdt Gieflen (Frau Dr. Judith Tyczka) uUberlassen wurden, zur
Verfugung.

Samtliche Proben sind vor Beginn der Antibiotikaempfindlichkeitspriifung sowohl mit
der  Giménez-Farbung als  auch mittels einer nested multiplex
Polymerasekettenreaktion (PCR) (KALTENBOCK et al., 1991, 1992, 1997) auf das
Vorkommen von Chlamydien untersucht bzw. als Chlamydophila psittaci identifiziert
worden.

Die verwendeten Chlamydophila psittaci-Isolate sind in den Tabellen 6 und 7

aufgefuhrt.
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Tabelle 6: Angaben zu den verwendeten Isolaten der Klinik fur Végel, Reptilien,

Amphibien und Fische

Chlamydienstamm

244/03

1107/04

2699/04

2156/03

138/05

1999/03

236/05

3/20901

44/03

238/98 LUA KO
1163
PS/10/93/LUA KO
Di/4504/93/LUA KO
Pa/186/97/LUA KO

364/365/98/LUA

Wirtsspezies

Hornsittich

Blaustirnamazone

Rosellasittich

Feinsittich

Wellensittich

Blaustirnamazone

Mausebussard

Pekingente

Sittich

Bergsittich

Gansekiken

Mohrenkopfpapagei

Sittich

Wellensittich

Ente
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Sonstiges

Tgb.-Nr. Geflugelklinik: 244 (2003)

Isolierung mittels Zellkultur

Tgb.-Nr. Geflugelklinik: 1107(2004)

Isolierung mittels Zellkultur

Tgb.-Nr. Geflugelklinik: 2699 (2004)

Isolierung mittels Zellkultur

Tgb.-Nr. Geflugelklinik: 2156 (2003)

Isolierung mittels Zellkultur

Tgb.-Nr. Geflugelklinik: 138 (2005)

Isolierung mittels Zellkultur

Tgb.-Nr. Gefligelklinik: 1999 (2003)

Isolierung mittels Zellkultur

Tgb.-Nr. Geflugelklinik: 236 (2005)

Isolierung mittels Zellkultur
Isolierung mittels Zellkultur

Isolate aus Vet. U. Amt.

(25.02.03)

Isolierung mittels Zellkultur
Isolierung mittels Zellkultur
Isolierung mittels Zellkultur
Isolierung mittels Zellkultur
Isolierung mittels Zellkultur

Isolierung mittels Zellkultur

Frankfurt
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Tabelle 7: Angaben zu den verwendeten Isolaten des Instituts fir Hygiene und

Infektionskrankheiten der Tiere

Chlamydienstamm

1904

6183

5727

4043

3437
831/80
4482/82
383

3893

2165

1316/78

2163/78

Wirtsspezies

Wellensittich

Ringsittich

Sittich

Pekingente

Amazone
Sittich
Pekingente
Huhn

Ente

Nymphensittich

Amazone

Nymphensittich

Sonstiges

Tgb.-Nr. Geflugelklinik:

Isolierung Uber M&use

Tgb.-Nr. Geflugelklinik:

Tgb.-Nr. Geflugelklinik:

Isolierung tber Mause

Tgb.-Nr. Geflugelklinik:

rung Uber Mause

Tgb.-Nr. Geflugelklinik:

rung Uber Mause

Tgb.-Nr. Geflugelklinik:

Tgb.-Nr. Geflugelklinik:

rung Uber Mause

Tgb.-Nr. Geflugelklinik:

Tgb.-Nr. Geflugelklinik:

Isolierung Uiber M&use

Tgb.-Nr. Geflugelklinik:

Isolierung Uber Mause

Tgb.-Nr. Geflugelklinik:

Isolierung Uber Mause

Tgb.-Nr. Geflugelklinik:

Isolierung Uber Mause
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1904 (1980)

6183 (1983)
5727 (1983)

4043-44 (1982) Isolie-

3436-37 (1982) Isolie-

831 (1980)
4482-86 (1982) Isolie-

383 (1978)
3892 bis 3894 (1982)

2165 (1978)

1316 (1978)

2163 (1978)
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Bei den Proben aus dem Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten ist nicht be-
kannt, ob es sich um Isolate aus Organen oder Tupfer- bzw. Kotproben handelt.
GroRtenteils stammt das Untersuchungsgut von toten Végeln, die von Tierarzten o-
der Besitzern direkt an die Klinik fur Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische der Jus-
tus-Liebig-Universitéat Giel3en eingesandt wurden.

Die Organe (Leber und/oder Milz) und Tupferproben (Rachen und/oder Kloake) wur-
den den Végeln im Rahmen der Sektion in der Klinik fiir Végel, Reptilien, Amphibien
und Fische der Justus-Liebig-Universitat GielRen steril enthnommen, unverziglich in 3
ml BME steril verbracht und bei 4 °C oder -20 °C gelagert, bis sie unmittelbar darauf
auf BGM-Zellkulturen fur die anschlieRende Untersuchung mittels Giménez-Farbung
verbracht wurden. Eine PCR wurde fir die Isolate, die mittels Giménez-Farbung i-
dentifiziert wurden, durchgefiihrt, damit eine sichere Diagnose als C. psittaci erzielt
werden konnte.

Die Tupferproben von Rachen und Kloake stammten von stationar aufgenommenen
Patienten in der Poliklinik fur Végel, Reptilien, Amphibien und Fische der Justus-
Liebig-Universitat Gielten. Tupferproben von Konjunktiven wurden nur von den Pati-
enten, die eine Konjunktivitis prasentierten, entnommen. Bei Verdacht auf Chlamy-
diose wurden die Tupfer mit Zellmaterial unter sterilen Bedingungen gewonnen, so-
fort in 3 ml BME verbracht und unverzuglich bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C

gelagert.
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313 Direkter Erregernachweis

3.1.31 Zellen

Die Vermehrung der lIsolate und die Antibiotikaempfindlichkeitsprifungen wurden
ausschlief3lich unter Verwendung von Buffalo-Green-Monkey- (BGM) Zellen durchge-
fuhrt. Diese Zelllinie wird an der Klinik fur Végel, Reptilien, Amphibien und Fische
der Justus-Liebig-Universitat GieRen fir die Isolierung und Vermehrung von Chlamy-

dien verwendet.

3.1.3.2 Zellkulturmedien

<> Minimum Essential Medium Eagle (MEM) mit 20 mM HEPES

MEM wird mit 5 %igem FKS, 0,2 ml Nystatin und 5 ml L-Glutamin versetzt und als

Erhaltungs- und Subkultivierungsmedium verwendet. Es wird bei 6 °C gelagert.

< Basal-Medium-Eagle’s (BME) mit Earle’schen Salzen
BME EARLE Instamed 9,34 g/l mit L-Glutamin 100,0 ml/I
Tryptose-Phosphat-Briihe (TPB) 100,0 ml/I
Gentamicin-Lésung 1,9 ml/l
Moronal-Suspension 0,5 ml/
Hepes-Puffer 15,0 ml/l

geldst in Aqua dest., mit 1 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt und bei 6 °C gelagert.
BME mit 2 % Fetalem Kélberserum (FKS) als Medium nach Verimpfen der Proben.

BME mit 5 %igem FKS als Erhaltungs- und Subkultivierungsmedium.
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X Tryptose-Phosphat-Briihe (TPB)
TPB-Pulver 147,59

In 51 Aqua dest. geldst, bei 121 °C autoklaviert und bei 6 °C gelagert.

<> L-Glutamin-Lésung
L-Glutamin reinst 29,259
In 11 Aqua dest. geldst, steril filtriert, 50 ml Portionen in sterile Glasflaschen abgefillt,

und bei -20 °C gelagert.

<> Gentamicin-Lésung
Gentamicinsulfat (663 U/mg) 109

In 20 ml Aqua dest. geldst und bei 6 °C gelagert.

3 Hepes-Puffer (Hydroxyethyl-piperazinyl-ethansulfonséure)
Hepes 238,39
In 11 Aqua dest. geldst, filtriert, 75 ml Portionen in sterile Glasflaschen abgefiillt, und

bei 6 °C gelagert.

< Trypsin-Versen-Lésung (TV)
NaCl 16,0 g
KCl 08g
NazHPO4 239
KzHPO, 04g
Hepes 71549
Trypsin 709
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Versen 0,449
Dextrose 20g
Phenolrot 1,0 ml

geldst in 2 | Aqua dest. Die Losung wurde auf pH 7,2 eingestellt, steril filtriert, portio-

niert und bei -20 °C gelagert.

3.1.3.3 Verbrauchsmaterialien
Multiwell Gewebekulturplatten Falcon ©
mit 24 Vertiefungen
Gewebekulturflaschen Falcon ® 25 cm?

Gewebekulturflaschen Falcon ® 75 cm?

Gewebekulturflaschen Cellstar ® 75 cm?

Deckglaser 12 mm
Objekttrager
Immersionsol
Kryoréhrchen 2 mi
3.1.34 Gerite

Autoklav 3850 EL

Waage Mettler P160 N

Inkubator (Modell B 5060 EK-CO,)

Kuhlzentrifuge Model J2-21

Mikroskop (Modell 62057)
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Falcon, Becton Dickinson, NJ, USA

Falcon, Becton Dickinson, NJ, USA
Falcon, Becton Dickinson, NJ, USA
Greiner, Frickenhausen

Assistent, Sondheim

Knittel-Glaser, Braunschweig
Merck, Darmstadt

Greiner, Frickenhausen

Tuttnauer, New York, USA
Wiesbaden

Heraeus, Hanau
Beckman, Minchen

Carl Zeiss, Oberkochen
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Netzmikrometer 10x10/5; 10, d=21 mm Carl Zeiss, Oberkochen
Okular 10x/18 Br. mit Augenmuschel Carl Zeiss, Oberkochen
Okular 10x/18 Br. foc. mit Augenmuschel Carl Zeiss, Oberkochen
pH-Meter Mettler-Toledo, Gielzen
Ultraschallgerat Sonifier Cell Disruptor B15 Branson, Dietzenbach
Werkbank Nunc GmbH & Co, Wiesbaden
Zentrifuge Hettich Rotanta/T Hettich, Tuttlingen

3.1.3.5 Chemikalien

Aqua destillata eigene Herstellung
BME-Earle’s Instamed Seromed, Biochrom KG, Berlin
Cycloheximid Serva, Heidelberg

Ethanol 95 % Roth, Karlsruhe

Fetales Kélberserum (FKS) Seromed, Biochrom KG, Berlin
Gentamicinsulfat (663 U/mg) Seromed, Biochrom KG, Berlin
HCI Merck, Darmstadt

KCI Merck, Darmstadt

L-Glutamin reinst Serva, Heidelberg
Malachitgriin Merck, Darmstadt

MEM-Earle (1x) Biochrom AG, Berlin

Methanol Schmidt Chemikalien GmbH & Co., Dillenburg
NasHPO4 Merck, Darmstadt

NaH,PO,4 Sigma-Aldrich, Miinchen
Neufuchsin Merck, Darmstadt
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Nystatin Hermal, Reinbek

Phenollésung (1g/l) Merck, Darmstadt

TBP-Pulver Difco, Michigan, USA

Trypsin (1:250) Difco, Michigan, USA

3.1.3.6 Reagenzien, Lésungen und Puffer fiir Giménez-Farbung
<> Karbolfuchsin-Stammléssung

10 % Neufuchsin in 95 % Ethanol 100 ml

4 % wassriges Phenol 250 ml

Aqua dest. 650 ml

Mindestens 48h bei Raumtemperatur stehen lassen.

< 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,45
0,2 M NaH2POy4 3,5ml
0,2 M NaHPO4 15,5 ml
Aqua dest. 19,0 ml

<> Karbolfuchsin-Gebrauchslésung
Karbolfuchsin-Stammsldsung 6,0 ml
Na-Phosphatpuffer 10,0 ml

Farblésung vor Gebrauch frisch filtrieren, maximal 40 Std. aufheben.

X Malachitgriinlésung

0,8 %ige Losung des Farbstoffes in Aqua dest.
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X Methanol und Aqua destillata

zum Waschen und Fixieren der Monolayer.

3.1.3.7 Verwendete Chemotherapeutika fiir die Bestimmung der minimalen

Hemmkonzentration (MHK)

In der Empfindlichkeitspriifung der Chlamydien-Isolate kamen folgende Wirkstoffe zur

Anwendung:

Doxycyclin Doxycycline Hyclate®, Sigma-Aldrich
Chlortetracyclin Chlortetracycline Hydrochloride®, Sigma-Aldrich
Enrofloxacin Baytril® 10 % Injektionslosung, Bayer Vital
Difloxacin Dicural®, Fort Dodge

Erythromycin Erythromycin®, Sigma-Aldrich

Clarithromycin Clarithromycin-ratiopharm®, Ratiopharm

314 Nachweis der Chlamydien mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
3.1.441 Verbrauchsmaterialien

DNeasy® Tissue Kit Quiagen, Hilden
Eppendorf Eppendorf AG, Hamburg
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3.1.4.2 Gerite

Autoklav 3850 EL
Geldokumentationssystem BioDocAnalyze
Wasserbad

Elektrophoresekammern

Stromquelle

Thermo-Cycler T-Personal

Vortexer

Werkbank

Zentrifuge Universal 32 R

3.1.4.3 Chemikalien

Agarose NEEO®
dNTPs
Ethanol 99,8 %

Ethidiumbromidiésung 1 % (10 g/l)

Gene Ruler ™ 100 bp DNA Ladder, 0,5 mg DNA/mI

Loading Dye Solution 6x
MgCl, (25 mM)

Proteinase K solution (6 ml)

Tuttnauer, New York, USA
Biometra, Géttingen
Kéttermann, Hanigsen

Keutz, Reiskirchen
Pharmacia, Schweden
Biometra, Géttingen

Heidolph, Schwabach

Nunc GmbH & Co, Wiesbaden

Hettich, Tuttlingen

Roth, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Quiagen GmbH, Hilden

Tag-DNA Polymerase (5000 units/ml, Lésung in 59 MBI Fermentas, St. Leon-Rot

mM Tris-HCI, pH 7,5, 5mM Dithiothreitol, 0,1 mM

EDTA, Stabilisatoren, 50 % Glycerol)
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3.1.4.4 Primer (Roth, Karlsruhe)

Primername Nukleotidsequenz*

191CHOMP 5'GCIYTI TGG GAR TGY GGI TGY GCI AC 3'

(Chlamydia spp.)

CHOMP 371 S'TTA GAAICK GAATTG IGC RTT IAY GTG IGC IGC 3'
(Chlamydia spp.)

CHOMP 336s 5'CCR CAAGMT TTT CTR GAY TTC AWY TTG TTR AT 3'
(Chlamydia spp.)

CHOMP 371 5'GTAATT TCI AGC CCA GCACAATTY GTG 3'
(Chlamydia psittaci)

*Degenerierte Nukleotide: K=G, T; M=A, C; R=A, G; W=A, T; Y=C, T; I=Inosin

3.1.4.5 Puffer

TBE-Puffer (5x)

Tris-Base 540 g
Borsaure 2759
EDTA 37,2 g (in 200 ml H,O geldst, pH=8,0)

Die Substanzen wurden in Aqua dest. geldst und auf 10 | aufgefillt. Die L6ésung

wurde auf pH 8,5 eingestellt.
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3.2 Methoden

3.21 Passagieren der BGM-Zellen

Die BGM-Zellen wurden kontinuierlich alle 4-10 Tage in 75 cm? Gewebekulturfla-
schen vermehrt. Das verbrauchte MEM-Medium wurde steril abgegossen. Durch
Zugabe von 3 ml 37 °C warmer Trypsin-Versen-Lésung wurde der Zellrasen bei 37
°C flr 6-7 Minuten inkubiert. Die erhaltene Zellsuspension wurde mit 10 ml MEM mit
Zusatz von 5 %igem FKS versetzt und vorsichtig vermischt. Danach wurden die Zel-
len mit 30-40 ml MEM, das mit 5 %igem FKS versetzt wurde, resuspendiert, auf 3

Gewebekulturflaschen verteilt und bei 37 °C im Brutschrank erhalten.

3.2.2 Nachweiskulturen

Zur Herstellung der Nachweiskulturen wurde ein zuvor sterilisiertes Deckglaschen
von 12 mm Durchmesser in die Vertiefungen der Gewebekulturplatten eingelegt.
AnschlieRend wurden 1 ml der verdinnten Zellsuspension darauf ausgesat. Bei 37
°C im Brutschrank wuchs nach 24-48 h ein durchgehender Zellrasen auf dem Deck-
gléschen, worauf die Erreger bzw. die Erregerstammsuspension aufgebracht werden

konnten.

3.23 Aufbereitung der Chlamydien zum Aufbringen auf Nachweiskulturen

Die Organ- und Tupferproben wurden nach Einsendung bzw. Entnahme wie unter

3.1.2 beschrieben unter sterilen Bedingungen in jeweils 3 ml BME eingelegt und bis
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zur Aufbereitung bei -20 °C eingefroren. Die Proben wurden in lauwarmem Wasser
aufgetaut.

Alle Probenarten wurden mittels Ultraschall homogenisiert und bei 1000 x g fur 10
Minuten zentrifugiert. Dies bewirkte das Herauslésen der Chlamydien aus den Zellen

und das Anreichern im Uberstand.

3.24 Nachweis der Chlamydien

3.2441 Nachweis der Chlamydien in BGM-Zellkulturen

War der zuvor auf Deckglaschen ausgeséte Rasen aus BGM-Zellen dicht gewach-
sen, wurde das Medium aus den Gewebekulturplatten steril abgegossen. 0,1 ml des
aufbereiteten Probenmaterials wurde auf die Zellen aufpipettiert. Das Ubrige Pro-
benmaterial wurde fur eventuell notwendige weitere Untersuchungen bei -20 °C ge-
lagert.

Die Platten wurden fir 1 Stunde bei 2000 U/min (ca. 620 g) zentrifugiert und an-
schlieRend 2 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert um eine Absorption zu ge-
wabhrleisten. Danach wurden die beimpften Vertiefungen mit je 1 ml MEM mit 2 %i-
gem FKS und zusatzlich 2 ug/ml Cycloheximid aufgefiillt.

Eine Vertiefung, in die kein Probenmaterial verbracht wurde, wurde mit 1 ml MEM mit
2 %igem FKS und zusétzlich 2 pg/ml Cycloheximid aufgefiillt. Diese Nachweiskultur
diente als Negativkontrolle. Als Positivkontrollen wurden entweder die Isolate 1904
(Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitét
GieRRen) oder 44/03 (Klinik fur Végel, Reptilien, Amphibien und Fische, Justus-

Liebig-Universitat Giefien) benutzt.
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AnschlieRend wurden die so bearbeiteten Nachweiskulturen bei 37 °C 3 Tage inku-

biert.

3.24.1.1 Giménez-Farbung

Die Deckglaschen wurden nach GIMENEZ (1964) mit dem folgenden Protokoll ge-

farbt.

> Farbung nach Giménez:

a) Zunachst wurde das Medium der Negativkontrolle, der infizierten Nach-
weiskulturen und der Positivkontrolle steril abgegossen.

b) Der beimpfte Zellrasen auf den verbliebenen Deckglaschen in den Vertie-
fungen wurde mit Methanol fiir mindestens 15 Minuten fixiert.

c) AnschlieRend wurde das Methanol vollstandig abpipettiert.

d) Die Kulturen wurden zweimal mit Aqua dest. gewaschen.

e) Die Kulturen wurden mit frisch filtrierter Karbolfuchsingebrauchslésung 6
Minuten gefarbt.

f) Es folgte zweimal Waschen mit Aqua dest.

9) Die Gegenfarbung erfolgte mit 0,8 %iger Malachitgrinlésung fir 45 Se-
kunden.

h) Es folgte zweimal waschen mit Aqua dest.

i) Schritt g) wurde wiederholt.

j) Danach wurden die Vertiefungen drei mal mit Aqua dest. gewaschen.

k) Am Ende wurden die Deckgldschen aus den Vertiefungen mit Hilfe einer

Pinzette herausgenommen, bei Raumtemperatur luftgetrocknet, auf be-
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schriftete Objekttrager mit der gefarbten Nachweiskultur nach unten in
einen Tropfen des Einbettungsmediums (Eukitt) mit sanftem Druck ein-
gebettet.

1) Die Objekttrager wurden unter dem Zeiss Lichtmikroskop bei 1000-facher
VergroRerung unter Verwendung von Immersionsdl maanderférmig

durchgemustert.

Nach der Giménez-Farbung waren in seltenen Féllen einzelne, sehr kleine, rot ge-
farbte Kérperchen auf griinem Hintergrund sichtbar, die bei der Auswertung nicht
bertcksichtigt wurden. Als positiv galten Proben, bei denen 5 oder mehr Einschluss-
kérperchen zu sehen waren. Bei fraglichen Ergebnissen wurde eine Passage des

entsprechenden Materials durchgefiihrt und erneut getestet.

3.24.2 Nachweis der Chlamydien mittels PCR

3.2.4.21 Aufreinigung von DNA

Die Isolierung der DNA aus Zellpellets erfolgte mit dem QIAmp Tissue Kit der Firma
Qiagen. Dabei wurden 500 pl Zellextrakte durch Lyse und Protease-Behandlung von
Zellpelletts gewonnen und die DNA durch Adsorption an Silika-Membranen in Saulen
aufgereinigt. Nach Waschschritten erfolgt die Elution der DNA von den Saulen mit
einem speziellen Puffer. Die genaue Durchfiihrung der Praparation kann dem Be-
nutzerhandbuch entnommen werden. Das Extraktionsprodukt wurde bei 4 °C auf-

bewahren.
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3.2.4.2.2 DNA-Amplifikation mittels PCR

Durch Verwendung einer thermostabilen Polymerase und spezifischer Primer kénnen
ausgewahlte Abschnitte der vorliegenden DNA mittels PCR amplifiziert werden.
Amplifiziert wird ein 576-597 bp groRes Fragment, das spezifisch fir Chlamydien ist,
und ein 389-404 bp Fragment entsprechend zu Chlamydophila psittaci

(KALTENBOECK et al., 1991, 1992, 1997).

<> Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir den

Genus-spezifischen Nachweis von Chlamydien

PCR-Puffer 5,0 pl

(500 mM KCI, 15 mM MgCl,, 100 mM Tris-HCI pH 9,0)

MgCl, 3,0 ul
dNTPs 1,0
Taq DNA Polymerase 0,2 ul
Primer 191CHOMP 1,0 pl
Primer CHOMP371 1,0 ul
Bidest. 37,8 ul
DANN 1,0 pl
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0

X Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir den

Spezies-spezifischen Nachweis von Chlamydophila psittaci

PCR-Puffer 5,0 pl

(500 mM KCI, 15 mM MgCl, 100 mM Tris-HCI pH 9,0)

MgCl, 3,0ul
dNTPs 1,0 pl
Taq DNA Polymerase 0,2 pl
Primer 218 Psitt 1,0 pl
Primer CHOMP336s 1,0 pl
Bidest. 37,8 pl
DANN 1,0 pl
< Amplifikationsbedingungen

Bei jeder PCR wurden mindestens eine Negativkontrolle sowie eine Positivkontrolle
mitgefihrt. Als Negativkontrolle diente dabei ein Reaktionsansatz, der statt DNA die
gleiche Menge Aqua bidest enthielt. Als Positivkontrolle wurde ein Lysat einer Chla-
mydien-infizierten Zellkultur (Isolate 1904 oder 44/03) verwendet.

Die Amplifikation wurde im Thermo-Cycler durchgefihrt.
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- Protokoll der genusspezifischen PCR

1 Zyklus Denaturierung 95 °C 30s

35 Zyklen Denaturierung 95 °C 30s
Primer-Hybridisierung 50 °C 30s
Extensionsreaktion 72 °C 30s

1 Zyklus Abkihlen 4°C Pause

- Protokoll der speziesspezifischen PCR

1 Zyklus Denaturierung 95 °C 30s

20 Zyklen Denaturierung 95 °C 30s
Primer-Hybridisierung 60 °C 30s
Extensionsreaktion 72 °C 30s

1 Zyklus Abkiihlen 4°C Pause

< Agarosegelelektrophorese

Zur Analyse der PCR diente die elektrophoretische Auftrennung in 2 %igen Agarose-
gelen. Als Laufpuffer diente 0,5 %iger TBE-Puffer. Von den PCR-Ansétzen wurden
jeweils 10 pl aufgetrennt und dazu mit 1 pl Loading Dye Solution 6x versetzt. Die
Elektrophorese fand bei einer Spannung von 100 V fur ca. 90 min statt. Danach
wurde das Gel in einem Bad mit 1 %igem Ethidiumbromid fur etwa 40 min geféarbt
und im Wasserbad fur 5 min gewaschen. AnschlieRend wurden sichtbare DNA-
Banden auf einem UV-Transilluminator bei einer Wellenldnge von 254 nm identifiziert

und fotografiert.
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3.2.5 Vermehrung der Chlamydien

Eine Methode, die Chlamydien auf eine fur den Einsatz zur Antibiotikumempfindlich-
keitsprufung erforderliche Anzahl pro Milliliter Suspension zu vermehren, musste erst
entwickelt werden. Denn erst eine mindestens 80 %ige Infektion von BGM-

Monolayern erwies sich als ausreichend hohe Infektionsrate in vitro.

3.2.51 Herstellen eines Erregerpellets und der Erregerstammsuspension

Die Erreger wurden drei mal in BGM passagiert, um eine erforderliche Menge an
Chlamydien pro Milliliter Suspension zu erhalten (siehe 3.2.4). Die infizierten Zellen
wurden vom Plattenboden mittels einer Pipette abgekratzt. Die Zellsuspension wur-
de in ein steriles Glasrohrchen Uberfuhrt, die Zellen mit Ultraschall zerstort und die
Suspension schlieBlich bei 1000 x g fir 10 Minuten zentrifugiert. Danach wurden die
BGM-Zellkulturplatten mit 0,1 ml der Uberstand infiziert.

Daran anschlieRend erfolgte die Verimpfung auf in zwei Gewebekulturflaschen von
25 cm? geziichtetem BGM-Monolayer. Vom Uberstand wurden 0,5 ml Suspension
jeder Flasche hinzugefuigt. Nach 4 Stunden im Brutschrank wurden die Flaschen mit
5 mlI MEM inkl. 2 % FKS und 2 pg/ml Cycloheximid aufgefullt. Nach 3 Tagen wurden
die BGM-Monolayer mit einem sterilen Gummischaber abgelést. Diese Erreger-
stammsuspension wurde wie bereits beschrieben geschallt und klarzentrifugiert. Der
somit erhaltene geklarte Uberstand wurde wiederum in ein steriles Glasréhrchen G-
berfuhrt und bei 41.800 x g fir 1 Stunde zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde
in 3 ml MEM mit 5 % FKS resuspendiert und erneut auf BGM-Monolayer fir die Anti-

biotikumempfindlichkeitsprifung verimpft (siehe 3.2.8).
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3.2.6 Herstellen der Verdiinnungsreihen der zu testenden Chemothera-

peutika

Die Wirkstoffe Chlortetracycline, Doxycycline, Enrofloxacin, Difloxacin, Erythromycin
und Clarithromycin wurden fur die Prifung der Sensitivitdt mit allen Chlamydien-
Isolaten eingesetzt (siehe 3.1.3.7).

Die Verdiunnungen wurden in Zellkulturmedium (MEM inkl. 2 % FKS und 2 pg/ml
Cycloheximid) tber eine Verdinnungsreihe in den Stufen 0,1 (nur fur Enrofloxacin
und Difloxacin) 0,25, 0,5, 1,0, 5,0, 10,0 pyg/ml (nur fur Chlortetracycline, Doxycycline,
Enrofloxacin, Difloxacin, Erythromycin und Clarithromycin) angesetzt, da mdglichst
auch die Wirkung in subtherapeutischen Dosen ermittelt werden sollte. Alle Verdin-

nungen der Wirkstoffe wurden am Versuchstag frisch angesetzt.

3.2.7 Positiv- und Negativkontrollen

Um die Brauchbarkeit der durchgefiihrten Untersuchungen und deren Ergebnisse
beurteilen zu kénnen, sind Positiv- und Negativkontrollen, die zum Versuchsansatz
parallel mitgefuhrt wurden, notwendig. Je Versuchsansatz mit einem Antibiotikum
wurde eine Positivkontrolle (Erregerstammsuspension ohne jegliche Zugabe von An-
tibiotikum) und eine Negativkontrolle (Zugabe von Antibiotikum ohne Erregerstamm-

suspension) mitgefiihrt, gefarbt und beurteilt.

3.2.8 Versuchsanordnung

Zu Beginn der Antibiotikaempfindlichkeitspriifung wurde die Erregerstammsuspensi-

on von jeder Gewebekulturflasche, wie bereits beschrieben, geschallt, klarzentrifu-
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giert, ultrazentrifugiert und das entstandene Pellet in 3 ml MEM mit 5 %igem FKS
resuspendiert (siehe 3.2.5.1). Die nach 3.2.2 hergestellten Nachweiskulturen wurden
mit 0,1 ml der Erregerstammsuspension infiziert, 1 Stunde bei 2000 r.p.m. (ca. 620 x
g) zentrifugiert, 2 Stunden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, und mit 0,9 ml Antibio-
tikumverdinnung in den unter 3.2.6 genannten Verdinnungsstufen aufgefillt, sodass
sich ein Gesamtvolumen von 1 ml pro Vertiefung ergab. Es wurden je Antibiotika-
testreihe eine Positiv- und eine Negativkontrolle angefertigt.

Jedes Isolat sollte mit 6 Wirkstoffen in 6 verschiedenen Konzentrationen getestet
werden.

AnschlieBend wurden die Platten fir 2 Tage im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Am

dritten Tag sind die Nachweiskulturen nach Giménez gefarbt worden.

3.2.9 Mikroskopische Zahlung der Chlamydien-Einschlusskorperchen

Die Zahlung der Einschlusskérperchen von Chlamydien in der Giménez-gefarbten
Nachweiskultur erfolgte mit Hilfe eines Okularzahlgitters (Netzmikrometer), das in ein
Zeissmikroskop eingesetzt wurde. Die Zahlung erfolgte bei 1000-facher Vergrée-
rung. Das Gitter besteht aus 100 einzelnen gleichgroRen Quadraten. Pro Deckgla-
schen wurden 10 Quadrate ausgezéhlt. Aus der Ergebnissen der 10 Zahlungen

wurde der arithmetische Mittelwert gebildet.

3.2.10 Bestimmung der minimalen Hemmstoffkonzentration (MHK)

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) wurde nach 48-stlindiger Inkubation der

Gewebekulturplatten bestimmt.
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Zwischen 15 und 20 Zellen waren pro Quadrat im Blickfeld sichtbar. Zellen, die zu
mindestens 50 % im Quadrat zu sehen waren, wurden mitgezahlt. Es wurden 10
Quadrate, also zwischen 150 und 200 Zellen ausgezéhilt.

Die Zellen wurden anhand der sichtbaren Einschlusskérperchen differenziert und in
Jinfiziert” und ,nicht infiziert” eingeteilt. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe eines Excel-
Sheet dokumentiert.

Als MHK wurde bei der Auswertung der einzelnen Verdiinnungsstufen die niedrigste
Konzentration der Testsubstanz ermittelt, bei der mikroskopisch keine Einschluss-

kérperchen mehr nachweisbar waren.

3.2.11 Bewertung der Ergebnisse

Die Infektionsresistenz ist ein angeborener, artspezifischer Zustand der Unempfang-
lichkeit eines Organismus fir einen bestimmten Krankheitserreger (WIESNER und
RIBBECK, 1991). Ein pathogener Mikroorganismus muss dann als resistent be-
zeichnet werden, wenn die in vitro ermittelte minimale Hemmkonzentration (MHK)
héher ist als die in vivo am Infektionsort erreichbare Serum- bzw. Gewebekonzentra-
tion (FORTH et al., 1990). Fur die Sicherheit der klinischen Anwendung ist es ent-
scheidend, ab welchem Verhaltnis zwischen Uberdosierung und Dosierung mit
schwerwiegenden Nebenwirkungen zu rechnen ist. Je gréRer dieser Quotient ist, um
so grofder ist die therapeutische Breite und damit der Abstand zwischen therapeuti-
scher Dosis und der Dosis, ab der mit solchen Nebenwirkungen zu rechnen ist
(LOSCHER et al., 2003).

Eine CTC-Blutkonzentration wurde in Aras zwischen 1 pug/ml und 2 pg/ml beschrie-
ben (FLAMMER et al., 1989), wahrend eine Konzentration von 4,47 + 0,16 pg/ml bis

5,7 + 1,0 yg/ml von Doxycyclin in verschiedenen Nutzgefligelarten erreicht wurde
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(SANTOS et al., 1997; LACZAY et al., 2001). In Ziervégeln wurde eine Enrofloxacin-

Blutkonzentration von 0,40 pg/ml bis 4,10 pg/ml festgestellt (JUNG, 1992;
LINDENSTRUTH, 1992).

Leider gibt es nicht viele verfligbare Informationen Uber die Plasmakonzentration von
Difloxacin. Bei Hihnern wurde eine Serumkonzentration von 0,96 pg/ml bis 3,61
pg/ml beschrieben (INUI et al., 1998).

Eine Erythromycin-Plasmakonzentration von 5,0-6,9 pg/ml wurde in Broilern erzielt
(GOUDAH et al., 2004). Andere Autoren fanden, dass Erythromycin bei Tauben eine
Konzentration in Lungen und Trachea von 1,6 ug/ml erreicht, aber dass die Konzent-
ration in Blutplasma niedriger war (VANHAECKE et al., 1990).

Informationen Uber die Pharmakokinetik von Clarithromycin bei Vogeln liegen bisher
nicht vor.

Far die Bewertung der in vitro-Wirksamkeit der in der vorliegenden Arbeit festgestell-

ten minimalen Hemmstoffkonzentration der sechs Wirkstoffe erfolgte eine Einleitung

in sensibel, intermediar und resistent.

Bewertung

Wirkstoff

Sensibel Intermediér Resistent
Chlortetracyclin | < 0,5 pg/mi 1,0 yg/ml | =5,0 yg/ml
Doxycyclin <1,0 yg/ml 5,0 pg/ml | =10,0 ug/mi
Enrofloxacin < 0,25 pg/ml | 0,5-1,0 pyg/ml | 25,0 pg/mi
Difloxacin <0,5 ug/ml 1,0 yg/ml | =5,0ug/ml
Clarithromycin <0,5 ug/ml 1,0 yg/ml | =5,0 yg/ml
Erythromycin < 1,0 pg/mi 5,0 yg/ml | 2 10,0 pg/ml
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4 ERGEBNISSE

41 Nachweis von Chlamydien mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

nach KALTENBOCK et al. (1991, 1992, 1997)

Zur Sicherung der taxonomischen Identitat der verwendeten Stdmme wurden sie mit-
tels PCR nach KALTENBOCK et al. (1991, 1992, 1997) tberprift. Die Isolate, die
mittels Giménez-Farbung als positiv beurteilt wurden, reagierten auch positiv in der
speziesspezifischen PCR fur Chlamydophila psittaci.

Abbildung 12 zeigt 576-597 bp Amplifikate, die spezifisch fur das Genus
Chlamydophila sind. Abbildung 13 zeigt ein 384-404 bp Fragment, das

Chlamydophila psittaci entspricht.

Abbildung 12: Agarosegel (2 %ig) einer genusspezifischen Chlamydien-PCR nach
KALTENBOCK et al. (1991, 1992, 1997). Spur 1 und 11 zeigen den
Molekulargewichtmarker, Spur 2 bis 9 zeigen Isolate und Spur 10

zeigt die positive Kontrolle.
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Abbildung 13: Agarosegel (2 %ig) einer speziesspezifischen Chlamydien-PCR nach
KALTENBOCK et al. (1991, 1992, 1997). Spur 1 und 11 zeigen den
Molekulargewichtmarker, Spur 2 bis 9 zeigen Isolate und Spur 10

zeigt die positive Kontrolle.
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4.2 Qualitatssicherung zur Methodendurchfiihrung bei der Bestimmung

der minimalen Hemmkonzentration

421 Negativ- und Positivkontrolle

In der Negativkontrolle wurden keine morphologischen Veradnderungen an den nicht
infizierten nach Giménez geférbten BGM-Zellkulturen erkannt. Somit erwiesen sich
alle verwendeten Konzentrationen der Wirkstoffe als nicht zytotoxisch und konnten
fur die weiteren Untersuchungen verwendet werden.

In der Chlamydien-infizierten Positivkontrolle ohne Wirkstoff waren 2 Tage p.i. immer
kompakte, rote Einschlisse zu finden, wenn nach Giménez geféarbt wurde (s. Abbil-
dung 14).

Die Zahl der Einschlisse der mitgefiihrten Positivkontrollen steht in jeder Tabelle zur
Bestimmung der minimalen Hemmstoffkonzentration als Referenz fur jedes Isolat
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und ist mit 0,0 gekennzeichnet.

Abbildung 14: Chlamydophila psittaci-Einschlisse (rot) nach Giménez-Féarbung.
Zytoplasma und Zellkerne kaum gefarbt (ggf. grlnlich). Isolat

364/365/98/LUA
4.2.2 Quantitative Bestimmung der Chlamydien-Einschliisse

Beim Zusatz der verwendeten Chemotherapeutika wurden die Einschliisse weniger
dicht und nur noch schwach rot gefarbt. Bei etwas héheren Konzentrationen traten
entweder nur noch einzelne rote Partikel innerhalb griiner Einschlisse auf, oder es
wurden keine Einschlisse mehr gefunden. Die Konzentration, bei der keine roten
Einschlusskérperchen mehr nachweisbar waren, wurde als die ,minimale Hemmko-
zentration“ angesehen. Die minimale Hemmkonzentration (MHK) des jeweiligen

Wirkstoffs ist in der Tabelle 8 dargestellit.
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Tabelle 8: Minimale Hemmkonzentration in pg/ml bei 27 Chlamydophila psittaci-

Isolaten
solat cTe Doxy- | Diflo- | Enroflo- | Clarithro- | Erythro-
cyclin | xacin xacin mycin mycin
244/03 <0,25 0,50 <0,10 0,50 <0,25| >10,0
1107/04 0,50 =0,25| 0,10 0,25 <0,25| >10,0
2699/04 <0,25| =0,25| 0,10 0,25 <0,25 10,0
2156/03 0,50 0,50 0,50 0,25 0,50 >10,0
138/05 0,50 =0,25| 0,50 0,50 <0,25 10,0
1999/03 <0,25| =0,25| 0,10 0,25 0,50 >10,0
236/05 <0,25 1,00 0,25 0,25 <0,25 5,0
3/20901 <0,25| =0,25| 0,10 0,50 <0,25 10,0
44/03 <0,25| =0,25| 0,10 0,25 0,50 >10,0
238/98 LUA KO 0,50 =0,25| 0,10 0,50 1,00 10,0
1163 <0,25| =<0,25| 0,25 0,50 0,50 10,0
PS/10/93 LUA KO <0,25 1,00 0,10 0,25 <0,25| >10,0
Di/4504/93 LUA KO <0,25 0,50( =0,10 1,00 0,50 5,0
Pa/186/97 LUA KO 0,50 0,50 0,25 0,25 <0,25 10,0
364/365/98 LUAKO | 0,25 0,50 =0,10 0,25 <0,25 5,0
1904 <0,25| =0,25| 0,10 0,25 0,50 10,0
6183 <0,25| =0,25| 0,10 0,25 <0,25 10,0
5727 5,00 1,00 0,25 0,25 <0,25| >10,0
4043 <0,25 1,00 <0,10 0,50 0,50 10,0
3437 0,50 =0,25| 0,10 0,50 0,50 10,0
831/80 0,50 =0,25| 0,10 0,25 <0,25 10,0
4482/82 <0,25| =0,25| 0,25 0,50 0,50 10,0
383 <0,25| =0,25| 0,25 0,25 <0,25| >10,0
3893 <0,25| =0,25| 0,25 0,25 <0,25 0,5
2165 <0,25| =<0,25| 0,25 0,25 0,50 10,0
1316/78 <0,25| =0,25| 0,10 0,25 <0,25 10,0
2106/03 0,50 =0,25| 0,10 5,00 0,50 >10,0
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4.3 Minimale Hemmkonzentration von Chlortetracyclin gegen Chlamydien

Die 27 Chlamydophila psittaci-lsolate zeigen gegenuber Chlortetracyclin die in der

Grafik 1 und in der Tabelle 9 dargestellten MHK-Profile.

Grafik 1: H&aufigkeitsauszéhlung der MHK von 27 Chlamydophila psittaci-Isolaten

gegen Chlortetracyclin (CTC)

O Anzahl der Isolate

0,25 pg/ml 0,5 pg/ml 5,0 pg/ml

CTC-Konzentration

Eine deutlich hervortretende Abhédngigkeit der Zahl der Einschlisse der meisten Iso-
late ist ab einer CTC-Konzentration 0,25 pg/ml zu sehen. Bei einer CTC-
Konzentration von 0,25 ug/ml konnten 18 der 27 Isolate keine Einschlisskdrperchen
mehr hervorrufen. Bei einer CTC-Konzentration von 0,5 pg/ml ist die Zahl der Ein-
schlisse um fast 100 % im Vergleich zur Positivkontrolle vermindert. Nur das Isolat
5727, das 1983 aus einem Sittich isoliert wurde, fuhrt zur Bildung von Inklusionen bis
zu 1,0 pg/ml, und zeigt deshalb eine Resistenz gegenliber CTC an. Erst ab 5 pug/ml

wurden keine Chlamydia-Einschlisse mehr erkannt (Tabelle 9).
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Tabelle 9:  Zahl der Chlamydien-Einschlisse je ausgezéhltem Quadrat (arithmeti-
sche Mittelwerte von je 10 Quadraten des Okularzéhlgitters) bei stei-

gendem Chlortetracyclin (CTC)-Gehalt im Medium

Chlortetracyclin-Gehalt (ug/ml)
Chlamydienisolat Bewertung*
00 025 05 10 50 10,0

244/03 159/ 0,0 0,0 00| 00 0,0 S
1107/04 16,5 3,1 00| 00 00 0,0 S
2699/04 12,0 0,0 0,0 00| 00 0,0 S
2156/03 10,3| 83| 00| 00| 00 0,0 S
138/05 85/ 69 00 00 0,0 00 S
1999/03 18,6/ 0,0 0,0 00| 00 0,0 S
236/05 92| 004 00 00 00 00 S
3/20901 81/ 00 00 00 0,0 00 S
44/03 17,5/ 0,0/ 0,0/ 0,0 00 0,0 S
238/98 LUA KO 12,5/ 0,2 0,0 00 00 0,0 S
1163 16,9 0,0 0,0 00| 00 0,0 S
PS/10/93/LUA KO 13,0/ 0,0/ 0,0 0,0 00 0,0 S
Di/4504/93/LUA KO 12,2 0,0 0,0/ 00| 00 0,0 S
Pa/186/97/LUA KO 12,6/ 04| 0,0 00| 00 0,0 S
364/365/98/LUA KO 13,8/ 0,0/ 0,0 00| 00 0,0 S
1904 86| 00 00 00 0,0 00 S
6183 158/ 0,0 0,0 00| 00 0,0 S
5727 89| 98| 100, 79| 0,0 00 R
4043 16,0/ 0,0/ 0,0/ 00| 00 0,0 S
3437 152 0,1 0,0/ 00| 00 0,0 S
831/80 10,2| 04| 0,0 00| 00 0,0 S
4482/82 146 0,0 00| 00| 00 0,0 S
383 159/ 0,0/ 0,0 00| 00 0,0 S
3893 158/ 0,0 0,0 00| 00 0,0 S
2165 14,7/ 00| 00| 00| 00 0,0 S
1316/78 16,1 0,0/ 0,0 00| 00 0,0 S
2106/03 189/ 03| 00| 00| 00 0,0 S
arithmet. Mittelwerte 13,6 1,1 0,4 0,3 0,0 0,0

* S= sensibel, |= intermediar, R= resistent
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Eine Chlortetracyclinresistenz wurde bei 26 der 27 Isolate nicht nachgewiesen.

4.4 Minimale Hemmkonzentration von Doxycyclin gegen Chlamydien

Grafik 2 und Tabelle 10 zeigen die Zahl der Chlamydien-Einschlusse enthaltenden
BGM-Zellen nach der Beimpfung durch 27 Chlamydophila psittaci-Isolate mit ver-

schiedenen Doxycyclin-Konzentrationen.

Grafik 2: Haufigkeitsauszahlung der MHK von 27 Chlamydophila psittaci-lsolaten

gegen Doxycyclin

O Anzahl der Isolate

18 5 4

0,25 pg/ml 0,5 pg/ml 1,0 pg/ml
Doxycyclin-Konzentration

9 der 27 getesteten Isolate weisen Chlamydien-Einschlisse bei Konzentrationen
zwischen 0,25 und 0,5 pg/ml auf. Bereits bei 0,25 pyg/ml und 0,5 pg/ml Doxycyclin
traten deutlich weniger positive Zellen auf als bei der pK. Bei Konzentrationen ab 1,0
pg/ml waren keine positiven Zellen mehr nachweisbar.

Bei den 27 Isolaten wurde keine Resistenz festgestellt.
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Tabelle 10:  Zahl der Chlamydien-Einschllsse je ausgezahltem Quadrat (arithme-
tische Mittelwerte von je 10 Quadraten des Okularzahlgitters) bei

steigendem Doxycyclin-Gehalt im Medium

Lo Doxycyclin-Gehalt (ug/ml)
Chlamydienisolat Bewertung*
0,0 025 05 1,0 50 10,0

244/03 15,9 0,1 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
1107/04 14,0/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
2699/04 14,8/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0 0,0 S
2156/03 12,3| 04| 0,0 0,0 0,0 0,0 S
138/05 11,1 0,0/ 0,0 0,0 0,0 0,0 S
1999/03 15,5/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
236/05 17,11 0,2, 0,1 00| 0,0/ 0,0 S
3/20901 13,0/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
44/03 13,1 0,0/ 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
238/98 LUA KO 12,3/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
1163 15,5/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
PS/10/93/LUA KO 81/ 01| 01| 0,0 00| 0,0 S
Di/4504/93/LUA KO 14,4 01| 00| 00| 0,0 0,0 S
Pa/186/97/LUA KO 154| 0,7/ 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
364/365/98/LUA KO 13,9 05| 0,0 0,0 0,0 0,0 S
1904 10,7| 0,0/ 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
6183 154| 0,0/ 00| 00| 0,0 0,0 S
5727 94| 06| 03] 00| 00| 00 S
4043 83| 09| 01| 0,0 00| 0,0 S
3437 14,2/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
831/80 96/ 00| 00| 00| 00| 0,0 S
4482/82 14,3| 0,0/ 0,0 0,0 0,0 0,0 S
383 11,2| 0,0/ 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
3893 11,8/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
2165 14,4| 0,0/ 0,0/ 00| 0,0 0,0 S
1316/78 14,4 0,0/ 00| 0,0 0,0 0,0 S
2106/03 Dx 12,11 0,0/ 0,0 00| 0,0 0,0 S
arithmet. Mittelwerte 13,0/ 0,13| 0,02 0,0, 0,0, 0,0

* 8= sensibel, |1= intermediar, R= resistant
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4.5 Minimale Hemmkonzentration von Enrofloxacin gegen Chlamydien

In chlamydieninfizierten Zellkulturen ohne Enrofloxacinzusatz waren nach 2 Tagen
kompakte, rote Einschlisse nachweisbar. Die Enrofloxacinkonzentration von 0,1
pg/ml fihrte nur zu einer geringfligigen Verminderung der Zahl der Einschlusskoér-
perchen (Tabelle 11). Unter Zusatz von héheren Konzentrationen von Enrofloxacin
nahm die Zahl der Einschlisse ab. Mit 0,25 pug/ml waren Einschlisse bei 10 Isolaten
(37,0 %), bei 0,50 pg/ml nur noch bei 2 Isolaten (7,4 %), erkennbar. Bei 1,0 pg/mi
war nur das Isolat 2106 noch positiv, und ab 5 pg/ml waren keine positiven Zellen

mehr nachweisbar.

Grafik 3: Haufigkeitsauszéhlung der MHK von 27 Chlamydophila psittaci-lsolaten

gegen Enrofloxacin

@ Anzahl der Isolate

0,25 pg/ml 0,50 pyg/ml 1,0 yg/ml 5,0 pg/mil

Enrofloxacin-Konzentration
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Tabelle 11: Zahl der Chlamydien-Einschlisse je ausgezéhltem Quadrat (arithmeti-
sche Mittelwerte von je 10 Quadraten des Okularzahlgitters) bei stei-

gendem Enrofloxacin-Gehalt im Medium

Lo Enrofloxacin-Gehalt (ug/ml)
Chlamydienisolat Bewertung*
0,0 010 025 050 1,0 5,0

244/03 17,5/ 17,5 0,1 0,0/ 0,0/ 0, I
1107/04 10,7| 7,6, 0,0 0,0/ 0,0/ 0,0 S
2699/04 84| 6,0 00 00| 00 00 S
2156/03 84| 79| 00 00 00 00 S
138/05 10,9| 39| 0.1 0,0/ 0,0/ 0, I
1999/03 19,7 19,7 0,0 0,0/ 0,0/ 0,0 S
236/05 14,5| 16,1 0,0/ 0,0 0,0/ 0,0 S
3/20901 11,8| 11,4, 11,3 0,0 0,04 0,0 I
44/03 1.1 88| 0,0 00| 00 0,0 S
238/98 LUA KO 10,0/ 8,2 04| 0,0/ 0,04 0,0 I
1163 86| 59| 01 0,0/ 0,0 0,0 I
PS/10/93/LUA KO 1,2 11,2 0,0 0,0/ 0,0/ 0,0 S
Di/4504/93/LUA KO 1,5/ 74, 04| 01 0,0/ 0,0 I
Pa/186/97/LUA KO 10,0/ 4,8, 0,0/ 0,0/ 0,0/ 0,0 S
364/365/98/LUA KO 13,1 52| 0,0 0,0 0,0 0,0 S
1904 16,6| 74| 0,0 0,0 0,0/ 0,0 S
6183 15,9| 12,4, 0,0 0,0/ 0,0/ 0,0 S
5727 14,9 92, 0,0 0,0 00 0,0 S
4043 14,3| 10,7\ 8,0 0,0/ 0,0/ 0,0 I
3437 15,3| 6,4 01 0,0/ 0,0/ 0,0 I
831/80 80| 67/ 00 0,0 00 0,0 S
4482/82 12,9 7,8/ 01 0,0/ 0,0 0,0 I
383 11,3| 12,9, 0,0 0,0/ 0,0/ 0,0 S
3893 99| 10,6/ 0,0/ 0,0/ 0,0 0, S
2165 18,9| 134, 0,0 0,0/ 0,0/ 0,0 S
1316/78 11,9 11,5/ 0,0 0,0/ 0,04 0,0 S
2106 12,71 9,7/ 08| 04| 0,1 0,0 R
arithmet. Mittelwerte 12,6/ 9,6/ 0,8 0,02(/0,004| 0,0

* 8= sensibel, |1= intermediar, R= resistant
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4.6 Minimale Hemmkonzentration von Difloxacin gegen Chlamydien

Bei der Anwendung von 0,1 pg/ml Difloxacin wurden im Gegensatz zu 0,1 pg/ml En-
rofloxacin (s. 4.5) in 17 von 27 Isolaten (63,0 %) keine Einschlusskdrperchen mehr
nachgewiesen (Tabelle 12 und Grafik 4). Nur 2 Isolate (7,4 %) zeigen bei 0,25 pg/ml
noch infizierte Zellen. Bei einer Difloxacin-Konzentration ab 0,5 pug/ml treten keine
Einschlisse mehr auf.

Somit konnte bei den 27 gepriften Chlamydophila psittaci-lsolaten keine Resistenz

nachgewiesen werden.

Grafik 4: Haufigkeitsauszahlung der MHK von 27 Chlamydophila psittaci-lsolaten

gegen Difloxacin

@ Anzahl der Isolate

0,10 yg/ml 0,25 pg/ml 0,50 pg/ml
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Difloxacin-Konzentration
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Tabelle 12: Zahl der Chlamydien-Einschlisse je ausgezahltem Quadrat (arithmeti-
sche Mittelwerte von je 10 Quadraten des Okularzéhlgitters) bei stei-

gendem Difloxacin-Gehalt im Medium

Chlamydienisolat Difloxacin-Gehalt (ug/ml) Bewertung*
00 01 025 05 1,0 5,0

244/03 98/ 00| 004 004 00| 00 S
1107/04 15,0/ 0,0, 0,04 004 0,0 00 S
2699/04 96| 00| 004 00| 00| 00 S
2156/03 96| 03| 0,2/ 00| 00| 00 S
138/05 11,6/ 0,2, 0,1 00| 0,0 0,0 S
1999/03 23,5 0,0/ 0,0 0,0 00 0,0 S
236/05 93| 05| 0,0 00 00| 00 S
44/03 12,3| 0,0, 0,0/ 0,0 0,0 0,0 S
238/98 LUA KO 15,8| 0,0, 0,0/ 0,0 0,0 0,0 S
1163 96| 041 00/ 00| 00| 00 S
PS/10/93/LUA KO 8,2| 00| 00 00| 00| 00 S
Di/4504/93/LUA KO 10,9/ 0,0, 0,04 0,04 0,0 0,0 S
Pa/186/97/LUA KO 11,1, 0,1 00 004 00| 00 S
364/365/98/LUA KO 14,3 0,0, 0,04 00 0,0 00 S
1904 9,3 00 00 00| 00 00 S
6183 11,0, 0,0, 0,04 004 00 00 S
5727 84| 0,1/ 004 004 00| 00 S
4043 94| 00 004 004 00 00 S
3437 95| 00 004 00| 00| 00 S
831/80 13,6/ 00| 004 004 0,0 00 S
4482/82 12,0| 11,4, 0,0 0,0/ 0,0 0,0 S
383 10,6| 10,6/ 0,0/ 0,0/ 0,0/ 0,0 S
3893 95| 95| 00 00| 00| 00 S
2165 13,8 13, 0,0 0,0/ 0,0f 0,0 S
1316/78 85| 00| 00 00| 00| 00 S
2106 12,0/ 0,0/ 0,04 0,04 0,0 00 S
arithmet. Mittelwerte 11,5 1,7/ 0,01 0,0f 0,0 0,0

* S= sensibel, |= intermediar, R= resistent
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4.7 Minimale Hemmkonzentration von Clarithromycin gegen Chlamydien

Bei einer Clarithromycin-Konzentration von 0,25 pg/ml konnten bei 15 Isolaten (55,6
%) keine Einschlusskérperchen nachgewiesen werden (Tabelle 13 und Grafik 5).
Nur Isolat 238/98 LUA KO bildete noch Einschlisse bei 0,5 pg/ml, bei 1,0 pg/ml wur-
den keine Einschlisse mehr beobachtet.

Gegenuber Clarithromycin konnte keine Resistenz bei den 27 Isolaten festgestellt

werden.

Grafik 5: Haufigkeitsauszahlung der MHK von 27 Chlamydophila psittaci-lsolaten

gegen Clarithromycin

6. @ Anzahl der Isolate

1" 1

0,25 yg/ml 0,50 pg/ml 1,0 pg/ml
Clarithromycin-Konzentration
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Tabelle 13: Zahl der Chlamydien-Einschllsse je ausgezéhltem Quadrat (arithme-

tische Mittelwerte von je 10 Quadraten des Okularzéhlgitters) bei stei-

gendem Clarithromycin (CTC)-Gehalt im Medium

Chlamydienisolat Clarithromycin-Gehalt (ug/ml) Bewertung*
00 025 05 10 50 10,0

244/03 13,5/ 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0 S
1107/04 11,7 0,0 0,0 0,0 00| 0,0 S
2699/04 19,8/ 0,0/ 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 S
2156/03 86| 02| 00| 0,0 00| 00 S
138/05 15,5 0,0/ 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 S
1999/03 16,5 0,1 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 S
236/05 10,4 0,0/ 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 S
3/20901 17,2 0,0 0,0/ 0,0 0,0 0,0 S
44/03 13,3 0,2 0,0 0,0 00 00 S
238/98 LUA KO 12,9 02| 0, 0,0/ 0,0 0,0 I
1163 12,7\ 2,9 0,0 0,0 0,0 0,0 S
PS/10/93/LUA KO 10,4 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0 S
Di/4504/93/LUA KO 14,6\ 23| 00| 0,0 00| 0,0 S
Pa/186/97/LUA KO 96/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0 0,0 S
364/365/98/LUA KO 10,8 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0 S
1904 12,6/ 0,1 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 S
6183 13,5 0,0/ 0,0 0,0 00 0,0 S
5727 10,2 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0 S
4043 154| 03| 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 S
3437 15,8 0,2 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 S
831/80 12,5 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 0,0 S
4482/82 95/ 02| 00| 00| 00| 00 S
383 12,5 0,0/ 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 S
3893 13,6/ 0,0/ 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 S
2165 15,1 0,1 0,0/ 0,0 0,0 0,0 S
1316/78 10,6/ 0,0/ 0,0/ 0,0/ 0,0 0,0 S
2106 18,2 15| 0,0 0,0 00| 0,0 S
arithmet. Mittelwerte 13,2| 0,3/0,004, 00 00 0,0

* 8= sensibel, |1= intermediar, R= resistent
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4.8 Minimale Hemmkonzentration von Erythromycin gegen Chlamydien

Erythromycin war auffallend wenig wirksam hinsichtlich der Hemmung der Ein-
schlusskorperbildung. Abgesehen von Stamm 3893 reichten Konzentrationen von
0,25 pg/ml bis 1,0 pg/ml nicht aus, um die Bildung von Einschlissen zu unterbinden.
Erst bei 5,0 pg/ml war eine Wirkung bei 3 Isolaten zu erkennen. Bei 10,0 pg/ml wie-
sen 14 Isolate keine Einschliisse mehr auf (Tabelle 14 und Grafik 6). Resistenzen
wurden bei 23 Isolaten (85,2 %) nachgewiesen. Nur ein Isolat (3,7 %) war sensibel

und nur 3 (11,1 %) zeigten eine intermediare Empfindlichkeit gegen Erythromycin.

Grafik 6: Haufigkeitsauszéhlung der MHK von 27 Chlamydophila psittaci-lsolaten

gegen Erythromycin
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Tabelle 13: Zahl der Chlamydien-Einschlisse je ausgezdhltem Quadrat
(arithmetische Mittelwerte von je 10 Quadraten des Okularzahlgitters)

bei steigendem Erythromycin-Gehalt im Medium

L. Erythromycin-Gehalt (ug/ml)
Chlamydienisolat Bewertung*
0,0 025 05 1,0 50 10,0

244/03 19,7 171| 17,0| 17,0/ 85| 3,6 R
1107/04 15,71 13,2 12,0] 11,9, 2.1 0,1 R
2699/04 23,01 22,5| 224| 224 43| 0,0 R
2156/03 11,0/ 8,0 80| 7,1 1,3| 0,2 R
138/05 16,1 14,7 14,7| 14,4 1,7/ 0,0 R
1999/03 14,5 11,4 11,8/ 11,8| 3,8 0,3 R
236/05 1,1 10,3| 9,0/ 88| 0,0 0,0 |
3/20901 18,4| 184| 17,8/ 16,3| 0,2 0,0 R
44/03 18,7| 13,6 13,6| 13,1 26| 03 R
KO'98 (P.T.) 99| 97|, 89| 89| 26| 00 R
1163 (P.T.) 15,9| 14,8| 14,4| 14,1 1,7/ 0,0 R
PS/10/93/LUA KO 15,4 13,6| 94| 10,1 48| 24 R
Di/4504/93/LUA KO 12,9| 12,4| 12,4| 1222 0,0 0,0 |
Pa/186/97/LUA KO 13,4| 10,1 10,1 10,0 0,3| 0,0 R
364/365/98/LUA KO 13,5/ 12,0 11,8 9,6/ 0,0/ 0,0 |
1904 12,2 11,6| 10,6/ 10,5 0,2 0,0 R
6183 15,7 14,6| 14,0/ 13,3| 04| 0,0 R
5727 15,9| 13,6| 13,6/ 13,6| 6,4 08 R
4043 14,3| 91 1,4/ 03] 02 0,0 R
3437 16,5 13,7| 13,6/ 13,5 0,8 0,0 R
831/80 12,7 12,1 12,0| 12,0 04| 0,0 R
4482/82 15,2 12,2| 87| 7.8 1,5/ 0,0 R
383 13,1 89| 81 8,1 1,8 0.2 R
3893 12,8/ 29| 0,0 0,0 0,0 0,0 S
2165 14,6| 146| 14,4| 144| 06| 0,0 R
1316/78 10,5| 10,5| 10,5/ 8,8| 20| 0,0 R
2106/03 11,5| 10,6/ 10,0| 10,0 2,0 1,2 R
arithmet. Mittelwerte 14,6 12,5/ 11,5 111 1,9 0,3

* S= sensibel, |= intermediar, R= resistent
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4.9 Friedman-Test

Die Tabelle 15 zeigt die Datenbeschreibung der MHK der 27 C. psittaci-lsolate mit
einfacher Haufigkeitsauszéhlung und Quartilen.

Zum Vergleich der Mediane der verschiedenen Wirkstoffe wurde der Friedman-Test
durchgefuhrt. Untersucht wurden dabei 27 C. psittaci-Isolate (Probanden) und 6
verschiedene Wirkstoffe (Behandlungsstufen). Die Nullhypothese (H,) lautet, dass
alle Wirkstoffe eine gleiche MHK gegen die 27 C. psittaci-lsolate haben. Die
Alternativhypothese ist, dass nicht alle Wirkstoffe die gleiche MHK besitzen. Das
Ergebnis dieser statistischen Methode zeigt, es gibt hoch signifikante Unterschiede
(p < 0,0001) zwischen der MHK der 6 Wirkstoffe in dieser Untersuchung.

Tabelle 15: Datenbeschreibung mit einfacher Haufigkeitsauszahlung und Quartilen

. Mediane Minimum| Maximum 1* 3*
Wirkstoff (ugm)|  (ugimb)|  (ugim)|  (ugimb)|  (ugim)
Chlortetracyclin 0,25 0,25 5,00 0,25 0,50
Doxycyclin 0,25 0,25 1,00 0,25 0,50
Enrofloxacin 0,25 0,25 5,00 0,25 0,50
Difloxacin 0,10 0,10 0,50 0,10 0,25
Clarithromycin 0,25 0,25 1,00 0,25 0,50
Erythromycin 10,00 0,50 >10,0 10,0 >10,0
*Quartil
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5 Diskussion

In der Literatur wird die minimale Hemmkonzentration (MHK) als die niedrigste Kon-
zentration einer Substanz definiert, bei der eben keine Einschlisse mehr auftreten
(LIEBOWITZ et al., 1986; SEGRETI et al., 1987; WALSH et al.,1987). Nach eigenen
Untersuchungen stellen sich vermehrungsfahige Chlamydien (Elementarkdrperchen)
in der Giménez-Farbung als rote Partikel dar. Die Konzentration, bei der keine roten
Partikel mehr nachweisbar waren, wurde in den eigenen Untersuchungen als die
,minimale Hemmkonzentration“ angesehen.

Aus diesem Grund ist die GréRe des Chlamydien-Inokulums bei diesen Untersu-
chungen unkritisch. Aus praktischen Griinden ist es aber sinnvoll, das Inokulum so
zu wahlen, dass mindestens 45-50 % der Zellen der positiven Kontrollen Einschliisse
zeigen.

Ein sehr groRes Inokulum kann insbesondere, wenn Chlamydien-Aggregate vorlie-
gen, die Interpretation der Ergebnisse erschweren, da hier die extrazellular liegenden
Chlamydien Einschlisse vortduschen kénnen. Auch ist es mdglich, dass ein zu gro-
Res Inokulum die Lysis der meisten Zellen verursacht.

Das Inokulum wurde deshalb, wenn nichts anderes angegeben ist, stets so gewahlt,
dass mindestens 45-50 % der Zellen je Gesichtsfeld infiziert waren und somit Ein-
schlisse enthalten.

Alle verwendeten sechs Wirkstoffe greifen auf unterschiedliche Weise in den Ver-
mehrungszyklus der Chlamydien ein. In der Latenz befindliche Chlamydien vermeh-
ren sich nicht und kénnen deshalb durch die verwendeten Wirkstoffe nicht beeinflusst

werden.
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5.1 Tetracycline: Chlortetracyclin und Doxycyclin

Tetracyclin und seine Ableitungen sind im Moment die guinstigsten Wirkstoffe, um die
Chlamydiose zu behandeln, weil sie effektiv, verhéltnisméafig preiswert und wenig
toxisch sind (SPEER et al., 1992). Im Zahlreichen Publikationen wird lediglich tber
Studien an ,Tetracyclin® berichtet, wobei keine Unterscheidung in Chlor- und Oxy-
tetracyclin getroffen wurde (BOWIE et al., 1978 und 1987; LIEBOWITZ et al., 1986;
WALSH et al., 1987; JONES et al., 1990; ANDERSEN et al., 1998; LEFEVRE et al.,
1998; SOMANI et al., 2000; LENART et al., 2001). In manchen Publikationen befin-
det sich auch die Formulierung Tetracyclin und Tetracyclinderivate (JONES et al.,
1990; LEFEVRE et al., 1998; SOMANI et al., 2000; LENART et al., 2001).

Die Mehrheit der Untersuchungen, die bisher zum Thema ,antimikrobielle Empféang-
lichkeit” ausgefiihrt worden sind, beziehen sich auf C. trachomatis.

FLAMMER et al. (1989) haben die Konzentrationen von CTC in Végeln beschrieben.
Sie fanden eine Chlortetracyclin-Blutkonzentration von 1-2 pyg/ml in Aras, die mit Pel-
lets mit 1-1,5 %iger CTC-L6sung fur 30 oder 45 Tage gefuttert wurden. Andererseits
wurden maximale Plasmakonzentrationen fiir Doxycyclin in Puten bei SANTOS et al.
(1997) von 4,9 (+/-1,4) bis 5,7 (+/-1,0) pg/ml und in Broilern bei LACZAY et al. (2001)
von 4,47 +/- 0,16 pg/ml festgestellt. Die MHK-Werte von CTC lagen in der hier vor-
liegenden Untersuchung zwischen 0,25 und 5,0 pug/ml, fir Doxycyclin zwischen 0,25
und 1,0 yg/ml. Diese Ergebnisse zeigen, dass Doxycyclin in vitro gegen C. psittaci
wirksam ist, da seine MHK-Werte in vitro fast ausnahmslos kleiner als die in vivo
erreichbare Konzentration der Wirkstoffe ist. Nur das Isolat 5727 war resistent ge-
genuber CTC, obwohl die anderen Isolate sensibel gegen diesen Wirkstoff waren.
Die Ergebnisse von Doxycyclin stimmen mit der Untersuchung zur in vitro-

Wirksamkeit von Doxycyclin tberein, die von BUTAYE et al. (1997) durchgefuhrt
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wurde. Die Autoren haben die in vitro-Empfanglichkeit von 14 europaischen Chla-
mydia (Chlamydophila) psittaci-Isolaten von Puten geprift und stellten fir Doxycyclin
eine MHK von 0,05-0,2 pg/ml fest.

HENNING (1985) fand heraus, dass eine Doxycyclin-Konzentration von 0,2 ug/ml bei
62 isolierten C. psittaci-Feldstdmmen zu einer vollstdndigen Hemmung der Produkti-
on infektidser Elementarkdrperchen fihrte. Diese Ergebnisse stimmen mit den eige-
nen Ergebnissen Uberein, denn hier betrug die maximale MHK fir Doxycyclin 1,0
pg/ml. Unter diesen Bedingungen wurden Resistenzen bei den Uberpriften Stam-
men nicht beobachtet. Zugleich haben SEGRETI et al. (1987) die MHK von Doxy-
cyclin und Erythromycin gegentber 11 C. trachomatis-lsolaten bestimmt. Die Auto-
ren bemerken, dass beide Wirkstoffe, Doxycyclin und Erythromycin, sehr wirksam
waren (MHKgo 0,03 pg/ml fiir Doxycyclin und 0,06 pg/ml fir Erythromycin). NOTOMI
et al. (1999) untersuchten mehrere Wirkstoffe, um ihre Effektivitdt gegen C. tracho-
matis zu kontrollieren, und ermittelten fir Doxycyclin eine MHK von 0,063 pg/ml.

Die Ergebnisse zu CTC in dieser Untersuchung fallen mit der Arbeit von LIEBOWITZ
et al. (1986) nicht zusammen, in der Difloxacin und Tetracyclin gegen C. trachomatis
getestet worden ist. Diese Autoren erhalten eine MHK von 0,125 pg/ml fur Tetracyc-
lin, wahrend in meiner Untersuchung ein Isolat als resistent beschrieben wurde.
Auch WALSH et al. (1987) haben die in vitro-antimikrobiellen Wirkungen von E-
rythromycin und Tetracyclin fiir C. trachomatis bestimmt. In ihrem Versuch war die
MHK von Tetracyclin 0,06-0,51 pg/ml und fir Erythromycin von 0,51 pg/ml bis > 1,02
pg/ml.

BOWIE et al. fihrten 1987 eine in vitro-Empféanglichkeitprifung mit 10 klinischen Iso-
laten von C. trachomatis mit Tetracyclin, Doxycyclin und Erythromycin durch. Die
Ergebnisse mit Tetracyclin (0,031-0,125 pg/ml) und Doxycyclin (0,016-0,031 pg/ml)

waren ahnlich denen von BOWIE et al. (1978). Genauso wie bei der vorliegenden
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Arbeit fanden die Autoren keine Resistenzbildung der Chlamydien gegen Doxycyclin
und CTC.

Es wurde auch dokumentiert, dass mehrere C. frachomatis-Isolate widerstandsfahig
gegen Tetracyclin und Tetracyclinderivate erscheinen (JONES et al., 1990;
LEFEVRE et al., 1998; SOMANI et al., 2000; LENART et al., 2001). JONES et al.
(1990) haben funf Isolate, die resistent gegen mehrere Antibiotika waren, einschlief3-
lich Tetracyclin, Doxycyclin und Erythromycin, gesammelt. Ein zweites menschliches
tetracycylinresistentes C. trachomatis-Isolat wurde in Frankreich 1997 isoliert
(LEFEVRE et al., 1998). Dieses Isolat war resistent gegen Tetracyclin aber empfind-
lich gegen alle anderen gepriiften Wirkstoffe, einschlieBlich Erythromycin. ROBLIN
und HAMMERSCHLAG (2000) haben die in vitro-Wirksamkeit verschiedener Wirk-
stoffe gegen zehn Chlamydia pneumoniae-lsolate und funf C. trachomatis-Stamme in
HEp-2-Zellen gezeigt. Die MHKg, von Doxycyclin fir C. pneumoniae war 0,25 pg/mi
und far C. trachomatis 0,06 pg/ml.

SOMANI et al. (2000) haben die Isolierung von drei urogenitalen Isolaten, die zu Do-
xycyclin und anderen Antibiotika resistent waren, durchgefihrt. In einem vorherigen
Bericht wurden acht tetracyclinresistente C. suis—Isolate von Schweinen, die auf
Bauernhofen in Nebraska oder lowa gehalten wurden, isoliert (ANDERSEN et al.,
1998). Auch LENART et al. (2001) berichten Uber eine Tetracyclinresistenz bei zwei
C. suis-Isolaten. Zugleich bendétigen FAILING et al. (2006) bis zur vollstédndigen
Hemmung der Bildung von Einschlissen bei 15 von 20 Chlamydophila psittaci-
Isolaten mehr als 10,0 pug/ml Chlortetracyclin bzw. bei 9 von 20 Isolaten mehr als
10,0 pg/ml Doxycyclin, was als Hinweis auf eine Resistenz einiger Chlamydien-

Isolate gegeniliber den beiden Tetracyclinen bewertet wurde.
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5.2 Chinolone: Enrofloxacin und Difloxacin

Leider gibt es nicht viele verfiigbare Informationen Uber die minimale Hemmkonzent-
ration der Gyrasehemmer gegen Chlamydophila psittaci.

JUNG (1992) erzielte wahrend einer Enrofloxacin-Dauermedikation tUber das Futter
den folgenden mittleren Blutspiegel: Wellensittiche 0,40 pg/ml bei 250 ppm und 0,83
pg/ml bei 500 ppm, Kanarienfligelsittiche 1,9 pg/ml bei 500 ppm, Alexandersittiche
0,72 pg/ml bei 500 ppm und bei 1000 ppm stark schwankende Werte von 0,08 pg/ml
bis 2,1 pg/ml, Mohrenkopfpapageien 0,56 pg/ml bei 500 ppm und 0,66 pg/ml bei
1000 ppm Dosierung. LINDENSTRUTH (1992) fand, dass die ermittelten Enrofloxa-
cin-Blutspiegel bei einer Futterdosis von 500 ppm im Gruppendurchschnitt (Kongo-
Graupapageien, Timneh-Graupapageien, Aras, Blaustirn-Amazonen, Gelbwangen-
Amazonen, Weilstirn-Amazonen, Gelbnacken-Amazonen und Mohrenkopfpapagei-
en) zwischen 0,66 und 4,10 pug/ml lagen. Andererseits gibt es nur wenige Daten zur
Plasmakonzentration von Difloxacin. Nach oraler Difloxacin-Behandlung von Hih-
nern mit 5 mg/kg wurde eine Serumkonzentration von 0,96-3,61 pg/ml festgestellt
(INUI et al., 1998).

Nach eigenen Ergebnissen hat Enrofloxacin gegen Chlamydophila psittaci eine MHK
von 0,25 pg/ml bis 5,0 ug/ml. Fast alle die Isolate zeigen keine Resistenz, nur das
Isolat 2106 ist als resistent beurteilt worden. Alle Isolate besitzen eine MHK von 0,1
pg/ml bis 0,5 pg/ml gegeniiber Difloxacin, was man als eine wirksame Konzentration
dieses Wirkstoffs im Blut eines Vogels Ubersetzen kdnnte. Mit diesen Ergebnissen
konnte bei den untersuchten Isolaten insgesamt nur einmal eine Resistenz gegen
diese zwei Wirkstoffe nachgewiesen werden, was mit der Arbeit von anderen Autoren
weitgehend Ubereinstimmt. BUTAYE et al. (1997) fanden in ihrer Untersuchung mit

14 européischen Chlamydia (Chlamydophila) psittaci-Isolaten aus Puten eine MHK
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fur Enrofloxacin von 0,25 pyg/ml. Da die MHK auch fur die nach der Enrofloxacin-
Behandlung isolierten Chlamydien 0,125 ug/ml betrug, lag offensichtlich keine Resis-
tenz gegen Enrofloxacin vor (LINDENSTRUTH, 1993).

Bei FAILING et al. (2006) wurde eine vollstdéndige Hemmung der Einschlusskérper-
bildung durch eine Enrofloxacin-Konzentration von 1,0 pg/ml bei 12 von 20 C. psitta-
ci-Isolaten und durch Difloxacin bei 5 von 20 C. psittaci-Isolaten beobachtet. Aber
alle Isolate, wenn auch in unterschiedlichem Mafe, waren empfindlich gegen diese
Wirkstoffe. Die MHKs, fur Enrofloxacin betrug 0,18 pg/ml und fur Difloxacin 0,168
pg/ml.

In einer anderen Untersuchung konnten LIEBOWITZ et al. (1986) bei C. trachomatis
in vitro keine Resistenz gegen Difloxacin (MHK zwischen 0,125 pg/ml und 0,25
pg/ml) nachweisen.

FERNANDES et al. (1986) stellten fest, dass Difloxacin hdhere Serumspiegel verur-
sacht. Nach oraler oder subkutaner Verabreichung von 100 mg/kg Difloxacin an
Méause wurde im Serum ein Wirkspiegel von 22,4 yg/ml und eine Halbwertzeit von
10,9 h bestimmt, was bedeuten kénnte, dass der Wirkstoff die erforderlichen Werte
erst im Plasma erreichen muss, um wirksam sein zu kénnen. Auf der Basis dieser
Ergebnisse ware es wichtig zu wissen, ob es auch méglich ware, dass Difloxacin ei-
nen genauso hohen Spiegel im Vogelserum erreichen kann. Dies bedarf jedoch

noch der Untersuchung.
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5.3 Makrolide: Erythromycin und Clarithromycin

In den vergangenen Jahren flihrte das wachsende Interesse in der Makrolidefor-
schung zur Bereitstellung von Clarithromycin und anderen Chemikalien, die verbes-
serte pharmakokinetische Eigenschaften im Vergleich zu Erythromycin zeigen
(NOTOMI et al., 1999). Der vor kurzem entwickelte Wirkstoff Clarithromycin ist beim
Menschen effektiver und besser vertraglich als Erythromycin und Tetracycline zur
Behandlung von C. pneumoniae-Infektionen (KUO et al., 1996). Die vorliegende Ar-
beit ist nach unserem Wissensstand die erste Untersuchung, die versucht, den Wir-
kungsgrad von Clarithromycin gegen C. psittaci zu bestimmen.

Die MHK von Clarithromycin in diesem Versuch liegt zwischen 0,25 und 1,0 ug/ml.
Diese Ergebnisse lassen darauf schliessen, dass dieser Wirkstoff in vitro wirksam
gegen C. psittaci sein durfte. Jedoch ist es notwendig, mehr Studien durchfihren,
um zu bestimmen, wenn die Konzentrationen von Clarithromycin im Blut héher als
die in vitro MHK sind.

Die MHK von Clarithromycin in dieser Untersuchung stimmt mit den Befunden von
anderen Autoren (NAKATA et al.,, 1994; KUO et al, 1996; ROBLIN und
HAMMERSCHLAG, 2000; CRITCHLEY et al., 2002; MALAY et al.,2002) fur C.
pneumoniae und C. trachomatis Gberein. Um die Wirksamkeit verschiedener Antibio-
tika (einschlieRlich Erythromycin, Clarithromycin und Doxycyclin) gegen atypische
Erreger von Atemwegskrankheiten beim Menschen zu testen, wurden 9 C. pneumo-
niae-Isolate, die zwischen 1995 und 1999 von Patienten aus Nordamerika und Euro-
pa gesammelt wurden, geprift. Die Ergebnisse zeigen, dass Clarithromycin der
wirksamste Wirkstoff, mit einem MHK Bereich von <0,008-0,03 pg/ml, war

(CRITCHLEY et al., 2002).
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Die in vitro-Empfénglichkeiten von C. pneumoniae-Isolaten gegen Makrolide und
Tetracycline wurde auch bei KUO et al. (1996) bestimmt. Tetracyclin hatte eine MHK
von 0,08 pg/ml (0,05-0,1 pg/ml), Clarithromycin 0,04 pg/ml (0,025-0,1 pg/ml) und
Erythromycin 0,08 pg/ml (0,05-0,1 pg/ml). Durch MALAY et al. (2002) wurden ver-
schiedene Wirkstoffe gegen 5 C. frachomatis- und 20 C. pneumoniae-Stamme in
vitro gepruft. Die MHK von Clarithromycin lag fur alle C. pneumoniae-Isolate bei
0,015-0,06 pg/ml und fir C. trachomatis-Isolate bei 0,03 pg/ml. In einem anderen
Experiment zeigten NAKATA et al. (1994) eine MHK von 0,025 pg/ml bis 0,05 pg/ml
fur 25 C. trachomatis-1solate.

NOTOMI et al. (1999) untersuchten die Eigenschaften mehrerer Wirkstoffe, um ihre
Effektivitat gegen C. trachomatis zu kontrollieren. Sie fanden heraus, dass Erythro-
mycin mit einer MHK von 0,125 pg/ml, Clarithromycin mit 0,016 pug/ml und Doxycyclin
mit 0,063 ug/ml wirkten. Die Autoren konnten keine Resistenz gegen die gepriften
Wirkstoffe belegen.

In ihrer Untersuchung haben MIYASHITA et al. (2003) die MHKgyo verschiedener
Wirkstoffe, unter ihnen Clarithromycin und Erythromycin, gegen C. pneumoniae ver-
glichen. Sie haben die MHKg als diejenige Wirkstoffkonzentration definiert, an der
die Vermehrung der Isolate zu mindestens 90 % gehemmt wurde. Die folgenden
Ergebnisse wurden ermittelt: 0,063 pg/ml fur Clarithromycin und 0,25 pg/ml far E-
rythromycin. Zugleich haben ROBLIN und HAMMERSCHLAG (2000) die in vitro-
Wirksamkeit verschiedener Antibiotika gegen 10 C. pneumoniae- und funf C. tracho-
matis-Isolate in HEp-2-Zellkulturen gezeigt. Die MHKg-Werte von Doxycyclin und
Clarithromycin gegen C. pneumoniae betrugen 0,25 pg/ml und gegen C. trachomatis
0,06 pg/ml.

Tetracyclin und Erythromycin sind die Wirkstoffe der Wahl, um C. trachomatis-

Infektionen zu behandeln (SANDERS et al., 1986; BONOMO et al., 1997). Aber wie
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die vorliegenden Untersuchungen zeigen, aullert sich die Wirkung von Erythromycin
nur sehr geringfiigig hinsichtlich der Reduktion der Einschlusskérperchen.

GOUDAH et al. (2004) fanden, dass man bei Broilern eine Erythromycin-
Plasmakonzentration von 5,0-6,9 pg/ml erreichen kann. Im Gegenteil beschreiben
VANHAECKE et al. (1990) eine Gewebskonzentration in der Lunge und der Trachea
der Tauben von nur 1,6 pug/ml. Die in vitro-Daten der vorliegenden Untersuchung
zeigen aber, dass gréfere Erythromycin-Konzentrationen erforderlich sind, um eine
erfolgreiche Behandlung von Végeln durchzufiihren. Denn die Mehrheit der ermittel-
ten MHK-Werte (85,2 %) uberstieg 5,0 pg/ml. Aus diesem Grund ist Erythromycin
kein Mittel der ersten Wahl zur Behandlung der avidren Chlamydiose.

Es gibt laborexperimentelle (MOURAD et al., 1980) und klinische Beweise, dass E-
rythromycin auch nicht immer effektiv gegen C. trachomatis ist (BOWIE et al., 1982
und 1987). BOWIE et al. (1987) fuhrten eine in vitro-Empfanglichkeitsprifung fir
Erythromycin an 10 klinischen Isolaten von C. trachomatis durch. Die Autoren fan-
den heraus, dass Erythromycin eine MHK von 0,5 pg/ml bis 2,0 pg/ml hatte und we-
niger aktiv als in einer vorhergehenden Untersuchung war (BOWIE et al.,1978), in
der eine MHK fiur Erythromycin zwischen 0,25 pg/ml und 0,5 pg/ml ermittelt wurde.
JONES et al. (1990) haben fiinf Isolate, die resistent gegen mehrere Wirkstoffe, ein-
schlieRlich Tetracyclin, Doxycyclin und Erythromycin waren, gesammelt. Ein zweiter
menschlicher tetracyclinresistenter C. trachomatis-Stamm wurde in Frankreich 1997
isoliert (LEFEVRE et al., 1998). Dieses Isolat war resistent gegen Tetracyclin aber
empfindlich gegen alle anderen gepriften Antibiotika, einschlielich Erythromycin.

Es gibt auch Daten, die uber die MHK des Erythromycins gegen C. pneumoniae in-
formieren. KUO et al. (1996) bestimmten die MHK des Erythromycins gegen C.
pneumoniae als 0,08 pg/ml (0,05-0,1 pg/ml), und MIYASHITA et al. (2003) haben

eine MHKgo von 0,25 pg/ml gezeigt.
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5.4 Friedman-Test

Der Friedman-Test stellt eine verteilungsfreie Variante des speziellen zweifaktoriellen
Varianzanalyse-Modells fir den Vergleich mehrerer abhangiger Stichproben dar
(http://www.urz.uni-heidelberg.de/statistik/sas-ah/02.02.01/Friedman.html).

Diese statistische Methode zeigt, es gibt hoch signifikante Unterschiede (p < 0,0001)
zwischen den MHK der Wirkstoffe dieser Untersuchung, d.h., fast alle Wirkstoffe die-
ser Arbeit, auBer Erythromycin, haben eine gute in vitro-Wirksamkeit gegen C. psitta-
ci. Die MHK des Erythromycins ist sehr hoch im Vergleich zu anderen Wirkstoffen.
Deshalb ist Erythromycin kein Wirkstoff der Wahl, um Chlamydophila psittaci-
Infektionen zu behandeln. Im Vergleich dazu sind CTC, Doxycyclin und Enrofloxacin
noch sehr wirksam in vitro gegen C. psittaci.

Eine sehr wichtige und interessante nachfolgende Arbeit ware, die Vertraglichkeit
und Pharmakokinetik von Difloxacin und Claritromycin in vivo festzustellen, weil bei-

de Wirkstoffe eine gute in vitro-MHK gegen Chlamydien besitzen.
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6 Zusammenfassung

Nach der Literaturlibersicht wird die Methode zur Bestimmung der Antibiotikumemp-
findlichkeit von 27 Chlamydophila psittaci-Isolaten gegen Chlortetracyclin (CTC), Do-
xycyclin, Enrofloxacin, Difloxacin, Clarithromycin und Erythromycin - minimale
Hemmkonzentration (MHK) - aufgeftihrt. Die MHK wird als die niedrigste Konzentra-
tion einer Substanz angesehen, die eben die Bildung reifer zytoplasmatischer Chla-
mydophila psittaci-Einschlisse (infektiose Partikel) verhindert. Als resistent werden
Chlamydien angesehen, wenn die in vitro erforderliche Konzentration eines Wirkstof-
fes zur vollstédndigen Verhutung der Chlamydien-Einschlisse grofRer ist, als der in
vivo zur Therapie erforderliche Blutspiegel.

Es wurden BGM-Monolayer und die Giménez-Farbung benutzt, welche mit den Isola-
ten aus Sittichen, Amazonen, Papageien, Enten, Ganschen, Hiuhnern und Greifvo-
geln infiziert und mit unterschiedlichen Wirkstoffkonzentrationen behandelt wurden.
Die Inkubationszeit der inokulierten Zellkulturen betrug 2 Tage. Danach erfolgten
Fixieren, Farben mittels Giménez, Auszahlen der zytoplasmatischen Einschliisse und
Auswerten.

Die Untersuchungen wurden bei einer Chlortetracyclin-, Doxycyclin-, Clarithromycin-
und Erythromycinkonzentration von 0,25 pug/ml, 0,50 pug/ml, 1,0 yg/ml, 5,0 pg/ml und
10,0 pg/ml, und bei einer Enrofloxacin- und Difloxacinkonzentration von 0,10 pg/ml,
0,25 pg/ml, 0,50 pg/ml, 1,0 pg/ml und 5,0 pug/ml durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurden
eine Negativ- und eine Positivkontrolle durchgefiihrt.

Die Mediane der MHK fir CTC, Doxycyclin, Enrofloxacin und Clarithromycin betru-
gen 0,25 pg/ml und fir Difloxacin 0,10 ug/ml. Keines der 27 C. psittaci-Isolate ergabt
bei Doxycyclin, Difloxacin und Clarithromycin Hinweise auf eine Resistenz. Aller-
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dings war ein Isolat resistent gegeniiber CTC und ein anderes Isolat war resistent
gegen Enrofloxacin.

Erythromycin war gegen die Chlamydophila psittaci-lsolate am wenigsten wirksam.
Die Zahl der Einschlisse nahm mit steigender Wirkstoffkonzentration nur sehr lang-
sam ab die MHK betrug bei 23 Isolaten mindestens 10 pyg/ml. Deshalb sollte E-

rythromycin nicht die erste Option fur die Behandlung der Psittakose / Ornithose sein.
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7 Summary

Susceptibility of Chlamydophila psittaci isolates to different antibiotics

After a review of the literature, the present study specified the method for the deter-
mination of the antibiotic susceptibility of 27 Chlamydophila psittaci-isolates to chlor-
tetracyclin (CTC), doxycyclin, enrofloxacin, difloxacin, clarithromycin and erythromy-
cin in terms of the minimal inhibiting concentration (MIC). The MIC was defined as
the lowest drug concentration that prevented the formation of inclusions. For this pur-
pose Buffalo Green Monkey cell (BGM cell cultures) were infected with 27 isolates
derived from various psittacines, duck, gosling, chickens and birds of prey. The in-
fected cultures were treated with different concentrations of the six drugs. The incu-
bation time was 2 days, followed by fixation, staining by Giménez and counting of the
cells with inclusions. For the MIC determinations CTC, doxycycline, clarithromycin,
and erythromycin were diluted in steps of 0.25 pg/ml, 0.50 pg/ml, 1.0 pg/ml, 5.0 pg/ml
and 10.0 pg/ml, and enrofloxacin and difloxacin in 0.10 pg/ml, 0.25 pyg/ml, 0.50 pg/ml,
1.0 yg/ml and 5.0 pg/ml. A negative control and a positive control were also included.
The median of the MIC for CTC, doxycyclin, enrofloxacin and clarithromycin was 0.25
pg/ml and for difloxacin 0.10 pug/ml. Based on these results, one isolate shows resis-
tance to CTC and another one to enrofloxacin, while none of the 27 C. psittaci iso-
lates were resistant to doxycyclin, difloxacin and clarithromycin.

Erythromycin did not produce a significant reduction of the Chlamydophila psittaci
inclusions (median of the MIC 10 pg/ml). Therefore it should not be the first option

for the treatment of psittacosis.
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8 Resumen

Susceptibilidad de 27 aislamientos de Chlamydophila psittaci a diversos

farmacos antimicrobiales

En el presente estudio se determin6 la concentracion inhibitoria minima (CIM) de
clortetraciclina (CTC), doxiciclina, enrofloxacina, difloxacina, claritromicina y
eritromicina para 27 aislamientos de Chlamydophila psittaci. La CIM fue definida
como la concentracion minima de la droga a la cual no se hallan inclusiones de la
bacteria.

Se infectd células Buffalo Green Monkey (BGM) con los aislamientos de C. psittaci,
las cuales fueron posteriormente tratadas con diferentes concentraciones de los
farmacos mencionados con anterioridad. El periodo de incubacién fue de 2 dias,
luego del cual se llevé a cabo la fijacion de las células, su tinciéon mediante el método
de Giménez y su conteo manual.

Para la determinacion del MIC se utiliz6 diluciones de 0,25 pg/ml, 0,50 pg/ml, 1,0
pg/ml, 5,0 pg/ml y 10,0 pg/ml de CTC, doxiciclina, claritromicina y eritromicina,
mientras que para la de enrofloxacina y difloxacina, de 0,10 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0,50
pg/ml, 1,0 yg/ml y 5,0 yg/ml. Asimismo se emple6 controles positivos y negativos a
lo largo del experimento.

El valor de la mediana de la CIM para CTC, doxiciclina, enrofloxacina y claritromicina
fue de 0,25 pg/ml, mientras que para difloxacina, de 0,10 pg/ml. Uno de los
aislamientos fue clasificado como resistente a CTC y otro, a Enrofloxacina. Por otra
parte, no se encontrd resistencia de la bacteria hacia la doxiciclina, difloxacina y

claritromicina.
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La eritromicina, por el contrario, no produjo una reduccidon significativa de las
inclusiones del agente (mediana de la MIC: 10,0 ug/ml). Con base en estos datos,
no se recomienda usar este producto como primera opcién para el tratamiento de la

infeccion con Chlamydophila psittaci.
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