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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zystische Fibrose

Zystische Fibrose (CF, Mukoviszidose) ist eine autosomal-rezessiv vererbte
Stoffwechselerkrankung und mit einer Inzidenz von etwa 1:5000 eine der am
haufigsten diagnostizierten genetischen Erkrankungen in der kaukasischen
Bevolkerung [3, 4]. Defekte im Cystic Fibrosis Conductance Regulator Gen
(CFTR-Gen) fuhren zu Funktionsstorungen bzw. dem Fehlen dieses
Chloridkanals in der Zellmembran und somit zu erhéhter Viskositat des Sekrets
exokriner Drusenzellen verschiedener Organe, die hierdurch fortschreitend
geschadigt werden [5]. Die resultierenden klinischen Manifestationen sind je
nach Mutationstyp und mitbeeinflussenden Faktoren vielfaltig und von
unterschiedlichem Schweregrad. So flhrt die haufigste Mutation F508del
beispielsweise zu einem fehlerhaften Einbau der Kanalproteine in die
Zelloberflache, wahrend dagegen andere Mutationsformen in einem vdlligen
Fehlen, einer reduzierten Stabilitat oder einer fehlerhaften Funktion des
Kanalproteins resultieren [6]. Typische klinische Folgen umfassen neben einem
hohen Chloridgehalt des Schweiles die haufig lebenslimitierenden
rezidivierenden obstruktiven Bronchitiden sowie Manifestationen in Form
progressiver exokrin pankreatischer Insuffizienz mit resultierender Malabsorbtion
und Gedeihstérung, der Entwicklung hepatischer Funktionsstérungen sowie
mannliche Infertilitat [7-10].

Heutzutage ist die Untersuchung auf CF Teil des regularen
Neugeborenscreenings, was in der Regel zu einer friihen Diagnosestellung und
besseren Therapieoptionen fuhrt. Lange Zeit war die multidisziplinar konzipierte
Therapie rein symptomatischer Natur, mittlerweile sind fur einige Mutationstypen
kausale Therapieansatze in Form von CFTR-Modulatoren verfligbar, die die
verringerte Funktion der Chloridkanale verbessern kénnen [11]. Durch diese und
durch weitere Fortschritte in den Therapiekonzepten [12] liegt heutzutage die

Lebenserwartung eines Neugeborenen mit CF in Deutschland bei etwa 60
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Jahren [13]. Nach wie vor handelt es sich bei der CF aber um eine im Verlauf
todliche Erkrankung [8] [7] [6].

1.2 Zystische Fibrose als Multisystemerkrankung
Die Konsequenzen der sehr variantenreichen Mutationen im CFTR-Gen sind
vielfaltig und betreffen unterschiedlichste Organsysteme, wodurch die CF eine

Multisystemerkrankung darstellt.

Als wichtige Manifestation fuhrt die Hyperviskositat des Pankreassekretes auf der
einen Seite haufig zu einer friihzeitigen exokrinen Pankreasinsuffiziens und in
der Folge zu Maldigestion und Fettstihlen. Auf der anderen Seite hat eine
Verschlechterung des pankreatischen Sekretflusses haufig chronische
Pankreatitiden zur Folge, die nicht selten zusatzlich in einer endokrinen
Pankreasinsuffiziens minden. Im Verlauf entwickeln dadurch viele Patient*innen

einen pankreopriven CF-Diabetes mellitus [14] [15].

In ahnlicher Weise sind Leber und Gallenwege von der Hyperviskositat ihrer
Sekrete betroffen. Typische Folgen sind Cholestase, Cholezystolithiasis und eine
Leberverfettung, die bis hin zur Ausbildung einer Leberzirrhose und portaler

Hypertension reichen kann [14, 16, 17].

Als weitere Auspragung sind Uber 95% der mannlichen CF-Patienten aufgrund

obstruktiver Azoospermie von Infertilitat betroffen [18].

Neben diesen vielen Komorbiditaten bleibt die respiratorische Symptomatik in
aller Regel jedoch der die Prognose limitierende Faktor. Aufgrund der erhdhten
Viskositat des Mukus ist die mukoziliare Clearance der Lunge vermindert,
wodurch Sekret und Pathogene nicht in ausreichendem Malde abtransportiert
werden konnen. Es kommt zu rezidivierenden bronchopulmonalen
Entziindungen und zu einer chronischen Inflammation. Dies fuhrt mit der Zeit zur
Schadigung der Atemwege sowie des umgebenden Lungenparenchyms und in

Folge zur Ausbildung von Bronchiektasen und Lungenemphysemen [19].
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1.3. Infektionen des Respirationstraktes bei CF

In Assoziation mit der chronischen Inflammation steht in der Regel der Nachweis
einer komplexen polymikrobiellen Besiedlung in den respiratorischen Sekreten
der Patient*innen mit CF [20, 21]. Die Zusammensetzung aus unterschiedlichen
Bakterienspezies, Viren und auch Pilzen variiert dabei stark innerhalb des
Patientenkollektivs und ihre jeweilige Bedeutung fur Entstehung und Progression
chronisch entzundlicher Prozesse ist haufig noch nicht vollstandig verstanden[20,
22]. Zudem zeigen sich altersabhangige Charakteristika in der
Zusammensetzung der bakteriellen Besiedlung. Im Kindesalter kdnnen so
beispielsweise haufig Erreger wie Staphylococcus aureus oder Haemophilus
influenzae nachgewiesen werden. Mit zunehmendem Alter steigt dann der Anteil
der Keime, deren Nachweis haufiger mit chronischen Infektionen assoziiert ist
und vielfach einen rapiden Abfall der Lungenfunktion zur Folge hat [19]. Wichtige
Vertreter sind in diesem Kontext Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) und
Vertreter des Burkholderia cepacia Komplexes (BCC) [23]. Hinzu kommen haufig
Besiedlungen mit Pilzen wie Aspergillus fumigatus und Candida species oder der

Nachweis nicht-tuberkuloser Mykobakterien [24, 25].

In diesem Kontext hat sich eine aggressive antibiotische Therapie der
chronischen respiratorischen Infektionen als essentiell erwiesen, da diese mit
beschleunigter Destruktion von Lungengewebe sowie deutlichem Abfall der

Lungenfunktion assoziiert sind [26].

Erhohte Viskositat des Mukus sowie eine dadurch verminderte mukoziliare
Clearance ermdglichen zudem die Ausbildung eines Mikromilieus, das
chronische bakterielle Besiedlung und Infektion beglnstigt und gleichzeitig die
Therapie erschwert [19, 27]. Eine wichtige Rolle spielt die beglnstigte Ausbildung
bakterieller Biofilme, die die Wirksamkeit vieler Antibiotika verandern und zudem
eine verlassliche Vorhersage hinsichtlich einer geeigneten antibiotischen
Therapie und ihrer Dosierung erschweren [27, 28]. Haufig gelingt es im Verlauf
nicht mehr, die Erreger chronischer respiratorischer Infektionen vollstandig zu

eradizieren [29].
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Diese Arbeit beschaftigt sich mit 3 Spezies, die haufig in den Lungen von CF-
Patient*innen zu finden sind und mit einer Verschlechterung der Lungenfunktion,
erhohter Zahl pulmonaler Exazerbationen sowie einem Anstieg von Morbiditat
und Mortalitdt einhergehen. Zudem zeigen sie sich aufgrund einer grof3en
Bandbreite intrinsischer sowie erworbener Resistenzmechanismen in der

antibiotischen Therapie haufig schwierig zu behandeln [29].

1.4 Relevante Erreger chronischer Infektionen des Respirationstraktes bei
CF

1.4.1 Pseudomonas aeruginosa

Ein besonders wichtiger Erreger dieser Gruppe ist Pseudomonas aeruginosa.
Dabei handelt es sich um ein ubiquitdar vorkommendes, begeil’eltes und
gramnegatives Bakterium mit vorwiegend aerobem Wachstum. Typischerweise
spielt dieser opportunistische Keim eine wichtige Rolle bei nosokomialen
Infektionen wie Pneumonien beatmeter Patient*innen, Harnwegsinfektionen
sowie Infektionen im Rahmen einer Immundefizienz mit hohem Risiko
lebensbedrohlicher Verlaufe [30, 31].

Des Weiteren ist P. aeruginosa gefurchtet aufgrund haufig langwieriger und
komplikationsreicher Wundinfektionen, beispielsweise im Rahmen eines
diabetischen Fullsyndroms oder von Brandwunden [30, 32]. Auch st
P. aeruginosa ein haufiger Ausloser des sogenannten ,swimmer's ear®, einer

akuten Otitis externa [33].

Besondere Bedeutung kommt P. aeruginosa durch seine Rolle als fuhrender und
gefurchteter Erreger chronisch pulmonaler Infektionen im Rahmen einer CF-
Grunderkrankung zu, die zu erhohter Morbiditat und Mortalitat fuhren. Die
Pravalenz von Infektionen mit P. aeruginosa ist dabei mit steigendem
Lebensalter zunehmend. Sind im Kindesalter nur etwa 10 — 30% betroffen, kann
bereits im jungen Erwachsenenalter bei etwa 80 % der CF-Patient*innen eine
Infektion mit P. aeruginosa nachgewiesen werden [29, 34, 35]. Ein

entscheidender Grund hierfur ist eine Vielzahl intrinsischer sowie erworbener
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Resistenzmechanismen des Keimes gegenuber vielen gangigen Antibiotika, die

eine vollstandige Eradikation erschweren und oftmals komplett verhindern.

P. aeruginosa zeichnet sich im Besonderen durch hohe Anpassungsfahigkeit und
metabolische Flexibilitat aus. Hinzu kommt eine Vielzahl unterschiedlicher
Virulenzfaktoren, die zusammen mit zahlreichen Regulationsmechanismen zu

chronischer Besiedlung und flexibler Adaptation befahigen [36].

Einen wichtigen Beitrag leistet in diesem Zusammenhang bereits die komplex
aufgebaute Zellmembran aus einer auleren Schicht, hauptsachlich bestehend
aus Lipopolysacchariden, und einer inneren Schicht, vorwiegend
zusammengesetzt aus unterschiedlichen Phospholipiden [37, 38]. Neben ihrer
Barrierefunktion ist sie beteiligt an zahlreichen Prozessen wie der Induktion
inflammatorischer Prozesse oder der Interaktion mit kdrpereigenen Rezeptoren
und spielt eine wichtige Rolle in der Ausbildung von Biofilmen [39]. Zudem tragt
sie durch Einbau unterschiedlicher Membranproteine wie Porine oder

Effluxpumpen mafigeblich zur Ausbildung antibiotischer Resistenzen bei [38, 40].

Eine weitere wichtige Eigenschaft von P. aeruginosa ist seine gute
Beweglichkeit. Die Ausbildung eines Flagellums sowie beweglicher Pili
ermoglicht erst die chemotaktisch gesteuerte Bindung an Zellen des

respiratorischen Epithels sowie die Ausbildung stabiler Biofilme [41-43].

Entscheidend zur hohen Pathogenitat tragen dartber hinaus Systeme zur
Sekretion unterschiedlicher Proteine bei. Auf diesem Weg kdnnen beispielsweise
Proteasen, Lipasen und Exotoxine wirksam werden, die zu lokaler Destruktion
und Inflammation fihren sowie zur kompetitiven Zerstérung der bakteriellen Flora
der Lunge [44]. Andere Sekretionssysteme fiihren dagegen direkt zu einer
Schwachung oder Inaktivierung des Immunsystems und der Ilokalen
Abwehrreaktion des Wirtes [45] [46].

Darlber hinaus ist P. aeruginosa in der Lage, die Aufnahme elementarer
Nahstoffe wie Eisen beispielsweise mittels unterschiedlicher Siderophore flexibel

an die jeweils aktuelle Stoffwechsellage und Umgebung anzupassen [38, 47]
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Ein wichtiger weiterer Faktor flr die hohe Anpassungsfahigkeit ist die beachtliche
Grolle des Genoms sowie eine ganze Reihe regulatorischer Mechanismen auf
genetischer Ebene. Dies befahigt P. aeruginosa, sich fortwahrend an die
Umgebung neu anzupassen und im Verlauf eigene Charakteristika grundlegend
zu andern [38, 48, 49]. Wichtig in diesem Kontext ist das sogenannte ,,Quorum
sensing®, das flexible Anpassung sowie genetische Regulation auf Grundlage

von Zell-Zell-Kommunikation ermoglicht [50].

P. aeruginosa im Rahmen der CF

Die Lungen von CF-Patient*innen stellen eine herausfordernde Umgebung dar,
die sich im Verlauf einer chronischen Besiedlung immer wieder andert. In diesem
Kontext kommt P. aeruginosa seine Fahigkeit zur flexiblen Adaptation zu Gute.
So durchlaufen die Stamme im Laufe der Zeit eine ganze Reihe entscheidender
phanotypischer und genetischer Anpassungen, die eine dauerhafte Kolonisation
erst ermdglichen [51]. Fortwahrender Selektionsdruck durch anhaltende
antimikrobielle Behandlung sowie das Immunsystem der Patient*innen fihren
dazu, dass sich Stamme mit deutlich erhéhter Mutationsfahigkeit durchsetzen
und mit zunehmender Besiedlungsdauer einen immer grofleren Anteil an der
bakteriellen Flora der betroffenen Lungen ausmachen, wodurch die Zahl

unterschiedlicher Subpopulationen steigt [38, 52, 53].

Ein wichtiges Merkmal fir Chronifizierung ist der Ubergang zu mukoidem
Wachstum in Kolonien, die sich durch langsames Wachstum auszeichnen sowie
einer hohen Tendenz zur Ausbildung von Biofilmen [38, 54]. Bei Biofilmen handelt
es sich um einen hochkomplexen Zusammenschluss aus Bakterien,
unterschiedlichen Exopolysacchariden (EPS), extrazellularer DNA sowie
verschiedenen Proteinen [55, 56]. Sie weisen komplexe Systeme der
Kommunikation und Nahstoffversorgung auf und zeigen eine hohe Toleranz
gegenuber Antibiotika, der Immunantwort des Korpers sowie einem Mangel an
Nahrstoffen oder Sauerstoff [38, 56]. Weitere Anpassung umfasst die Ausbildung
sogenannter persister cells, die sich durch ausgesprochen niedrige

Stoffwechselaktivitat auszeichnen, fur lange Zeit hohe Dosen von Antibiotika
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tolerieren, dem Immunsystem kaum Angriffspunkte bieten und anschlieend als
Ausgangspunkt einer neuen Besiedlung mit P. aeruginosa dienen kdnnen [57,
58]. Diese phanotypischen Anpassungen sorgen unter anderem flur eine
verringerte Effektivitat der Immunreaktion des Korpers sowie erhdhter Resistenz

gegenuber antibiotischer Therapie.

Antibiotika Immunsystem

ML keus

| CF Lungen-
| Epithel

@ P geruginosa . Neutrophiler (_’:) Biofilm

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines bakteriellen Biofilms im Rahmen der CF

Abb. 1 zeigt schematisch einige Charakteristika bakterieller Biofilme am Beispiel von
P. aeruginosa. Als komplexe Gemeinschaften haufig unterschiedlicher Mikroorganismen zeigt
sich in Biofilmen bei hoher Anpassungsfahigkeit eine breite phanotypische Heterogenitat der
Bakterien [1]. Veranderungen der bakteriellen Stoffwechselaktivitat, wie die Ausbildung der
persister cells, die Produktion einer hochkomplexen Extrazelluldarmatrix sowie ausgepragte
regionale Unterschiede innerhalb eines Biofilms hinsichtlich des Angebotes an Nahrstoffen und
Sauerstoff bestimmen dieses Mikromilieu [1]. Die Folgen sind Anderungen und héaufig die
Abnahme der Wirksamkeit von Immunantwort und antibiotischer Effektivitat [2].

Bereits intrinsisch zeigt sich P. aeruginosa resistent gegenuber einer Vielzahl von
Antibiotika. Dazu gehoren Vertreter der Antibiotikaklassen der Flourchinolone,
Aminoglykoside und [(-Laktam-Antibiotika [59]. Wichtige Grunde fur die
Resistenz sind die geringe Permeabilitat der duReren Zellmembran oder die
Ausbildung verschiedener Efflux-Pumpen und Porine [59, 60]. Durch diese
werden Antibiotika direkt wieder aus dem Zellinneren hinausbeférdert oder aber

beispielsweise durch 3-Lactamasen im Zellinneren abgebaut.
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Im Verlauf fuhrt erhdhter Selektionsdruck zu weiterer Adaption, beispielsweise
durch intensive antibiotische Therapie. Bereits bestehende Mechanismen
werden noch weiter verstarkt und zusatzlich die Angriffspunkte fur Antibiotika auf
genetischer Ebene durch Mutationen und Regulationsprozesse soweit geandert,
dass diese unter Umstanden ihre Wirksamkeit verlieren [49, 52]. Dies sind
Grlinde dafur, dass eine vollstandige Eradikation von P. aeruginosa sehr haufig
im Verlauf chronischer Infektionen aufgrund von Multiresistenz kaum mehr
moglich ist [38].

1.4.2 Achromobacter xylosoxidans

Eine weitere Erregerspezies, die immer mehr in den Fokus der Aufmerksamkeit
ruckt, ist Achromobacter. Dabei handelt es sich ebenfalls um weit verbreitete,
gramnegative, bewegliche, Katalase- und Oxidase-positive Bakterien [61]. Sie
wachsen hauptsachlich unter aeroben Bedingungen, wobei auch zusatzliches
anaerobes Vorkommen diskutiert wird [62]. Haufig sind diese Erreger wie auch
Pseudomonaden in feuchter Umgebung anzutreffen [29, 63]. Unter den bereits
identifizierten 21 Unterarten spielt besonders Achromobacter xylosoxidans
(A. xylosoxidans) eine entscheidende Rolle. Daher fokussiert sich diese Arbeit

auch auf diese.

Neben der Bedeutung im Rahmen nosokomialer Infektionen wie Pneumonien,
Peritonitiden oder Harnwegsinfektionen steht besonders die steigende Inzidenz
chronischer Lungenbesiedlung im Rahmen einer CF-Erkrankung im Fokus [64].
Allerdings ist die Bedeutung einer chronischen Kolonisation mit A. xylosoxidans
noch nicht abschlieRend geklart. Fraglich ist, in welchem Malde A. xylosoxidans
selbst Destruktion von Lungenparenchym, Zunahme pulmonaler Exazerbationen
und in Folge eine Abnahme der Lungenfunktion bewirkt. Allerdings konnte bereits
gezeigt werden, dass unter chronischer Besiedlung mit A. xylosoxidans ahnliche
Entzindungslevel erreicht werden konnen, wie beispielweise durch
P. aeruginosa [63] sowie die Wahrscheinlichkeit pulmonaler Exazerbationen
zunimmt [65]. Allgemein gilt der Nachweis einer chronischen Besiedlung mit

A. xylosoxidans als Ausdruck einer fortgeschritten CF-assoziierten
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Lungenerkrankung. Daher wird bei Detektion einer pulmonalen Besiedlung eine
madglichst vollstandige Eradikation des Erregers empfohlen. Diese gestaltet sich
aufgrund der intrinsischen Besonderheiten haufig schwierig und hinsichtlich
Therapieregime, -dauer und -dosierung gibt es bisher keine einheitliche
Empfehlung. [66]

A. xylosoxidans besitzt eine Reihe von Eigenschaften, die vergleichbar sind mit
denen von P. aeruginosa und es ihm ermoglichen, dauerhaft die Lungen von CF-

Patient*innen zu besiedeln.

Eines der wichtigen Merkmale von A. xylosoxidans, durch die es ihm gelingt, sich
schnell und variabel an unterschiedliche Umgebungen und Voraussetzungen
anzupassen, wird als Fahigkeit zur ,Hypermutation“ beschrieben. Der Grund
hierfir sind Defizite in genetischen Reparaturmechanismen, die zu hdheren
Mutationsraten fuhren. Dies ermdglicht eine schnellere und flexiblere Anpassung
an sich andernde Umweltbedingungen [64, 67, 68]. In Studien konnte in 44 %
der A. xylosoxidans-Isolate von CF-Patient*innen die Fahigkeit zur
Hypermutation nachgewiesen werden, die sich ausschlieRlich im Rahmen

chronischer Infektionen zeigte [64].

Dartber hinaus besitzt A. xylosoxidans etliche zellulare Systeme zur Sekretion
von Proteinen, wie sie auch beispielsweise in P. aeruginosa beschrieben wurden.
Diese tragen malgeblich zu Virulenz und gleichzeitig zur Inhibierung
korpereigener Abwehrmechanismen bei. So fuhrt beispielsweise eine durch
unterschiedliche Toxine vermittelte Zytotoxizitat zur Lyse von Wirtszellen wie
auch von Makrophagen und anderen Bestandteilen der zellularen Immunabwehr
[68-70].

Eine weitere wichtige Eigenschaft, die A. xylosoxidans mit P. aeruginosa teilt, ist
die Fahigkeit zur Ausbildung von Biofilmen, die in nahezu 100% der
A. xylosoxidans lIsolate beobachtet werden kann [68, 71, 72]. Sie sind in der
Lage, Flagellen wie auch Fimbrien zu bilden, die erst die notige Motilitat zur
Synthese eines Biofilms gewahrleisten und die Adhasion an Epithelzellen im
Verlauf ermdéglichen. Durch Sekretion und Einbettung in eine selbstproduzierte

Extrazellularmatrix  gelingt  A. xylosoxidans haufig eine persistente
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Kolonialisierung der betroffenen Lungen mit Entwicklung einer hohen Toleranz
gegenuber verschiedenen antimikrobiellen Mechanismen und vielen gangigen
Antibiotika [68, 73].

Zusatzlich weist A. xylosoxidans unterschiedliche intrinsische
Resistenzmechanismen auf und ist in der Lage, Antibiotika beispielsweise
enzymatisch abzubauen oder mittels Effluxpumpen wieder aus dem Zellinneren
heraus zu beférdern [74]. So sind Isolate durch die Produktion von B-Lactamasen
in der Regel resistent gegenuber nahezu allen Vertretern der Cephalosporine,
ausgenommen Ceftazidim, sowie gegenuber Aminoglykosiden und Aztreonam.
Daher ist eine vollstandige Eradikation haufig schwierig. Aus den wenigen
verbleibenden antibiotischen Therapieoptionen werden daher haufig
Cotrimoxazol, Ceftazidim, Meropenem oder Piperacillin/Tazobactam gewahlt [68,
75].

Aufgrund verschiedener Anpassungsmechanismen, die in ihrer Auspragung
haufig mit denen von P. aeruginosa vergleichbar sind, ist A. xylosoxidans daher
bestens an eine chronische Besiedlung der Lungen von CF-Patient*innen
angepasst und in der Lage, auch unter sich immer wieder andernden

Bedingungen fortzubestehen.

1.4.3 Burkholderia cepacia Komplex

Der Burkholderia cepacia Komplex (BCC) umfasst eine Gruppe von mindestens
20 gramnegativen, aeroben, Katalase- und Oxidase-positiven Bakterienspezies,
die eine hohe phano- und genotypische Ahnlichkeit zueinander aufweisen [29,
76]. Die Spezies des BCC sind wie Pseudomonaden weit verbreitete
Umweltkeime [29, 76]. Aulderhalb respiratorischer Infektionen im Rahmen der
Mukoviszidose sind Vertreter des BCC unter anderem durch regelmallige
Kontamination  von Infusionen, Desinfektionsmitteln ~ und  anderer
Medizinprodukte  gefurchtet sowie  bei  nosokomialen Infektionen
immunsupprimierter  Patient*innen [29, 77]. Im Rahmen einer CF-
Grunderkrankung sind sie in besonderem Mal3e schwierig zu eradizieren und in

der Regel mit einer deutlichen Abnahme der Lungenfunktion im Verlauf
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assoziiert. Dies liegt unter anderem darin begrundet, dass sie ebenso wie
P. aeruginosa und A. xylosoxidans eine ganze Reihe von
Anpassungsmaglichkeiten und Resistenzmechanismen aufweisen, die auf der
einen Seite ein Uberleben in sich schnell &ndernden Bedingungen ermdglichen
und auf der anderen Seite haufig eine wirkungsvolle Bekampfung verhindern.
Zudem sind sie dazu in der Lage, sich leicht durch direkte Ubertragung zwischen
CF- Patienten*innen zu verbreiten, wodurch einzelne BCC Spezies bereits zu
regelrechten Epidemien innerhalb dieses Patientenkollektivs gefuhrt haben [78-
80].

Aus dieser Gruppe des BCC hervorzuheben sind die beiden Spezies B.
cenocepacia sowie B. multivorans. Sie sind diejenigen, die fur den
Uberwiegenden Teil der relevanten Infektionen im Rahmen einer CF-
Grunderkrankung verantwortlich sind. Vor allem B. cenocepacia ist aufgrund
schwerer pulmonaler Infektionen gefurchtet und geht nicht zuletzt mit einem
besonders hohen Risiko der Entwicklung des Cepacia Syndroms einher [78].
Dabei handelt es sich um eine akut nekrotisierende Pneumonie, die mit einer
sehr hohen Mortalitat von etwa 50 Prozent assoziiert ist und zum Uberwiegenden
Teil von B. cenocepacia verursacht wird [81]. Diese Arbeit fokussiert sich daher

auf diese beiden und besonders die letztgenannte Spezies des BCC.

FUr die hohe Virulenz insbesondere von B. cenocepacia und dessen
ausgezeichnete Anpassung an das Milieu in den Lungen von CF-Patient*innen
gibt es verschiedene Grinde. Eine wichtige Rolle spielen dabei unterschiedliche
Anpassungsmechanismen auf genetischer Ebene, von denen hier einige

dargestellt werden sollen.

Eine entscheidende Rolle fur die hohe Fahigkeit zur Adaptation spielt eine
ausgepragte genetische Variabilitat. So fuhrt beispielsweise oxidativer Stress in
einigen Spezies zu einem genetischen Rearrangement [78, 82]. Eine weitere
Rolle in der Adaptivitat spielt das sogenannte Quorum sensing, welches
Bakterien wie B. cenocepacia durch Zell-Zell-Kommunikation eine Regulation

ihrer Genexpressivitat ermoglicht [78, 83].
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Eine Anpassung, die besonders fiir das Uberleben in den Lungen von CF-
Patient*innen entscheidend ist, stellt die Fahigkeit von B. cenocepacia dar, die
Aufnahme von Eisen auf genetischer Ebene hoch zu regulieren. Dies ist einer
von vielen Grunden, warum diese Spezies besonders gut in dem

eisendefizienten Sputum im Rahmen einer CF-Erkrankung Uberleben kann [84].

Ein grol3es Problem, besonders in der Therapie von B. cenocepacia, stellen
Resistenzen gegen eine ganze Reihe von Antibiotikaklassen dar. Intrinsische
Resistenzen betreffen dabei beispielsweise Cephalosporine, Aminoglykoside
sowie Penicilline [85, 86]. Hinzu kommt die Fahigkeit, im Verlauf gegen nahezu

alle anderen Klassen von Antibiotika Resistenzen entwickeln zu kbnnen.

Befahigt wird B. cenocepacia hierzu unter anderem durch Mechanismen wie dem
enzymatischen Abbau oder der Inaktivierung unterschiedlicher Antibiotika,
beispielsweise von Vertretern der Cephalosporine durch B-Lactamasen [87]. Eine
weitere entscheidende Rolle spielen eine haufige Veranderung und Anpassung
der Angriffspunkte flr Antibiotika sowie die Ausbildung verschiedener Klassen

von Effluxpumpen [78, 88].

Gute Beweglichkeit stellt darlber hinaus eine weitere wichtige Eigenschaft von
B. cenocepacia dar, moglich durch die Ausbildung eines Flagellums, das dartuber
hinaus auch in der Funktion eines Adhasins das Bakterium zur Invasion von
Wirtzellen befahigt [89].

Zudem tragt die Produktion von Phospholipasen sowie verschiedener Zink
Metalloproteasen zur hohen Pathogenitdt von B. cenocepacia bei, da sie
beispielsweise die Spaltung von Kollagenfibrillen im umliegenden Gewebe

ermoglichen [88, 90].
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1.5 Antibiotische Therapie im Rahmen von CF

Im Rahmen einer CF-Erkrankung stellen nach wie vor pulmonale Infektionen den
wichtigsten Grund fur Morbiditat sowie Mortalitat dar. Erhohte Viskositat des
Bronchialsekrets sowie eine erschwerte und dadurch reduzierte mukoziliare
Clearance bilden den perfekten Nahrboden flr eine chronische Besiedlung mit
Bakterien. Dieser Teufelskreis aus chronischer Obstruktion, rekurrenter
bakterieller Besiedlung und Infektion mit daraus resultierender Inflammation fuhrt
in der Regel im Verlauf zu kontinuierlicher Abnahme der Lungenfunktion sowie
letztendlich respiratorischem Versagen [91-93]. Umso wichtiger ist eine
konsequente und frihzeitige Detektion und Eradikation von Besiedlung und
Infektion. Besonders die Eradikation gestaltet sich leider in vielen Fallen sehr
schwierig. Ein Grund sind die bereits beschriebenen Eigenschaften typischer
Erreger wie Pseudomonaden, Vertretern von A. xylosoxidans oder des BCC mit
ausgepragten Resistenzmechanismen und einer hohen Adaptivitat an das
gegebene Mikromilieu mit haufiger Ausbildung von Biofilmen. Zudem ist es
schwierig, die tatsachliche Effektivitat und Wirkung der Antibiotika gegenltber den
Bakterien abzuschatzen. Grinde hierfur sind unter anderem die schlechte
Ubertragbarkeit ~ von Ergebnissen  der  routinemalligen in  vitro
Empfindlichkeitstestung auf die tatsachlichen Verhaltnisse in den Lungen von
CF-Patient*innen, eine in diesem Milieu unter Umstanden geanderte
Pharmakokinetik sowie die Schwierigkeit einer ausreichenden lokalen
Penetration des Lungengewebes [94, 95]. Wie bereits dargestellt, spielt die
Ausbildung von Biofilmen eine entscheidende Rolle [96]. Bestehend aus einer
makromolekularen Extrazellularmatrix bieten sie den Mikroorganismen sowohl
einen verbesserten Schutz gegenuber dem Immunsystem des Wirtes als auch
gegenuber vielen Antibiotika und ermdglichen eventuell Uberhaupt erst das
Wachstum in dem herausfordernden Mikromilieu der Lungen von CF-

Patient*innen mit reduziertem Angebot an Sauerstoff und Nahrstoffen [52, 97].

Die Folge einer unzureichenden und erfolglosen Eradikationstherapie ist leider
haufig eine weitere Zunahme bakterieller Resistenzen, was eine erfolgreiche

Eradikation im Verlauf immer unwahrscheinlicher macht [29, 91, 98].
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Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika hinsichtlich
ihrer Charakteristika sowie ihrer Rolle in der Behandlung respiratorischer

Infektionen im Rahmen einer CF-Grunderkrankung genauer dargestellt.

1.5.1 Meropenem

Meropenem ist ein Antibiotikum aus der Gruppe der Carbapeneme und Vertreter
der B-Lactam-Antibiotika. Durch Hemmung der bakteriellen Zellwandsynthese
wirkt es gegen ein breites Spektrum sowohl gramnegativer, grampositiver als
auch anaerober Erreger. Zudem ist es gegenuber den meisten bakteriellen (3-
Lactamasen unempfindlich und zeichnet sich durch gute Penetration zahlreicher
Gewebe aus [99].

Dank seines breiten Wirkspektrums sowie seiner guten Wirksamkeit gegentber
vielen Vertretern der Gruppen 3-MRGN, beispielsweise ESBL-bildenden Keimen,
wird es in der Therapie schwerer, auch nosokomialer Infektionen diverser
Organsysteme eingesetzt. So findet Meropenem beispielsweise Anwendung in
der Therapie von Infektionen der oberen und unteren Atemwege, der Niere und

Harnwege, des Magen-Darm-Traktes oder auch im Rahmen einer Sepsis [100].

Aufgrund seiner guten Aktivitat gegenlber Pseudomonaden sowie Vertretern des
BCC wird Meropenem im Rahmen einer CF besonders zur Therapie der

letztgenannten Spezies regelmalig eingesetzt [29, 101].

1.5.2 Colistin

Colistin ist ein Antibiotikum aus der Gruppe der Polymyxine. Durch Zerstérung
der bakteriellen Zellmembran wirkt es besonders gegen aerobe gramnegative
Erreger und wird beispielsweise als Reserveantibiotikum bei Infektionen mit
multiresistenten Keimen wie Carbapenem-resistenten Pseudomonaden oder
Enterobacteriaceae eingesetzt [102, 103]. Bei intravendser oder oraler
Anwendung zeigt Colistin besonders Nephro- und Neurotoxizitat, seit 2012 ist es
auch inhalativ verfugbar. Dies bringt bei Infektionen der Atemwege den grol3en

Vorteil mit sich, dass hierdurch deutlich hohere Konzentrationen am Ort der
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Infektion erreicht werden kénnen bei gleichzeitig verringerter systemischer
Toxizitat [104, 105]. Daher hat sich gerade in der Therapie pulmonaler
Infektionen im Rahmen einer CF-Grunderkrankung der inhalative Einsatz von
Colistin beispielsweise bei chronischer Infektion oder Besiedlung mit
P. aeruginosa etabliert [104]. Dagegen weisen andere Keime wie zum Beispiel

der BCC intrinsische Resistenzen gegenuber Colistin auf [106].

1.5.3 Tobramycin

Bei Tobramycin handelt es sich um ein Antibiotikum aus der Gruppe der
Aminoglykoside. Es hemmt die bakterielle Proteinbiosynthese durch
Wechselwirkung mit der ribosomalen 30S Untereinheit. Ebenso wie Colistin ist
auch Tobramycin in inhalativer Form seit 1998 zugelassen [104]. Dadurch zeigt
es sich auch Uber eine langere Therapiedauer in der Regel gut tolerabel,
beispielsweise in der Langzeittherapie chronisch respiratorischer Infektionen mit
P. aeruginosa im Rahmen von CF [107] unter teils Uber lange Zeit kontinuierlicher
Antibiotikagabe in inhalativer Form [108, 109].

1.5.4 Ceftazidim

Bei Ceftazidim handelt es sich um ein Cephalosporin der 3. Generation, genauer
der Klasse 3b. Durch Inhibition der Zellwandsynthese wirkt es bakterizid. Es zeigt
besonders gute Wirkung im gramnegativen Bereich und in der Therapie von
Infektionen mit P. aeruginosa [110]. Um enzymatischen Abbau zu verhindern,
beispielsweise durch ESBLs im Rahmen der Therapie einer Infektion mit
P. aeruginosa, kann Ceftazidim mit dem B-Lactamase-Inhibitor Avibactam
kombiniert werden [111, 112].

1.5.5 Cotrimoxazol
Ein weiteres in der Therapie im Rahmen der CF verwendetes Antibiotikum ist
Cotrimoxazol. Dabei handelt es sich um eine feste Kombination aus

Trimethoprim sowie Sulfamethoxazol. Die antibakterielle Wirkung beruht auf
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Interferenz mit der bakteriellen Synthese von Tetrahydrofolsaure, einem
essenziellen Baustein beispielsweise flr die Bildung von Purinen im Rahmen der
DNA-Synthese. Dadurch  wirken beide Kombinationspartner  primar
bakteriostatisch und zeigen in Kombination bakterizide Wirkung gegenuber
einem breiten Spektrum an Erregern, im sowohl gramnegativen als auch

grampositiven Bereich.

CF - spezifisch zeigt Cotrimoxazol zum Beispiel gegenuber Vertretern von
A. xylosoxidans in der Regel gute Aktivitat [113]. Des Weiteren findet
Cotrimoxazol Anwendung in der Therapie von Infektionen mit Vertretern des

BCC, auch im Rahmen des gefurchteten Cepacia Syndroms [81].

1.5.6 Moxifloxacin

Moxifloxacin ist ein Vertreter aus der Gruppe der Flourchinolone. Uber die
Hemmung der an der DNA-Synthese beteiligten bakteriellen Topoisomerase |l
(Gyrase) wirkt diese Antibiotikaklasse bakterizid. In dieser Gruppe gehort
Moxifloxacin zur vierten Generation der Flourchinolone und zeichnet sich durch
besonders gute Wirksamkeit im grampositiven Bereich sowie gegenuber
Vertretern der Anaerobier aus. Malgeblich flir die Wirksamkeit sind unter

anderem eine sehr gute orale Bioverfligbarkeit sowie Gewebepenetration [114].

Wahrend Moxifloxacin keine Wirksamkeit gegenuber P. aeruginosa zeigt [114],
konnte in Kombination mit anderen Antibiotika, beispielsweise mit Ceftazidim und
Colistin, ein guter Effekt gegentber Vertretern des BCC nachgewiesen werden

[115] und wird daher auch in dieser Arbeit untersucht.



Einleitung

1.6 Antibiotische Kombinationstherapie und Synergie

In der Therapie respiratorischer Infektionen im Rahmen einer CF-
Grunderkrankung kommt eine ganze Reihe verschiedener Antibiotika zum
Einsatz, wobei insbesondere fur unterschiedliche Kombinationstherapien, die
haufig im Rahmen einer CF eingesetzt werden, ein Mangel an Evidenz aus

grolier angelegten klinischen Studien herrscht [116, 117].

Die Kombination mehrerer Vertreter unterschiedlicher Antibiotikaklassen ist nicht
nur im Rahmen der CF gangig. So erhofft man sich beispielsweise einen
verbesserten Effekt intrazellular wirksamer Antibiotika durch die Kombination mit
einem Partner, der die Synthese der bakteriellen Zellwand inhibiert. Vor diesem
Hintergrund findet zum Beispiel die Kombination aus Gentamicin und Ampicillin
unter anderem in der Therapie der neonatalen Sepsis oder einer Listeriose
Anwendung [118, 119].

Die Verwendung von Kombinationen unterschiedlicher Antibiotika zielt unter
anderem auf eine Verbreiterung des antimikrobiellen Wirkspektrums ab sowie auf
eine Reduktion bakterieller Resistenzen im Vergleich zur Monotherapie [116].
Auch zeigen eine Reihe an Kombinationspartnern untereinander synergistische
Wirkungen, wodurch die Dosis des einzelnen Antibiotikums reduziert werden
kann. Zusatzlich sinkt dadurch das Risiko einer Resistenzentwicklung gegenuber
Uber langerer Zeit eingesetzten Antibiotika [120]. Auf der anderen Seite steigt mit
zunehmender Zahl an Antibiotika die Gefahr erhohter Toxizitat, ebenso wie die
Komplexitat der Behandlung sowie die Gefahr sekundarer bakterieller
Begleitinfektionen [120].

Um den klinischen Nutzen einer antibiotischen Kombinationstherapie im Rahmen
der CF besser einschatzen zu kénnen, sind allerdings weitere klinische und
systematische Langzeitstudien notwendig. Auch hinsichtlich der wirksamsten
Therapieregime besteht Bedarf an weiterer wissenschaftlicher Evidenz,
beispielsweise hinsichtlich der Eradikation einer Infektion mit P. aeruginosa im
Rahmen der CF [109, 116, 121].

Zur Untersuchung antibiotischer Synergie in vitro eignen sind unterschiedliche

Methoden. Haufig genutzt wird die ,Checkerboard-Methode“ mittels
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Mikrobouillondilution, wie sie auch in dieser Arbeit Anwendung findet. Vorteile
dieser recht aufwendigen Methode sind die Mdglichkeit einer automatisierten und
gut objektivierbaren Auswertung sowie die Testung von mehr als 2 Antibiotika in
Kombination [122] [123].

1.7 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Bakterielle respiratorische Infektionen bilden im Rahmen der CF nach wie vor
den Prognose bestimmenden und limitierenden Faktor [19]. Antibiotische
Kombinationen werden frih und haufig Uber lange Zeit eingesetzt und bilden
einen wichtigen Grundpfeiler der klinischen Therapie [124]. Das hochkomplexe
pulmonale Milieu, das Vorhandensein zahlreicher intrinsischer
Resistenzmechanismen sowie die haufige Entwicklung weiterer Resistenzen
fuhren zu langwieriger und zu haufig letztendlich frustraner antibiotischer
Therapie [59].

Trotz der breiten Anwendung im Rahmen der CF-Therapie ist die
wissenschaftliche  Evidenz  und  Datenlage hinsichtlich  geeigneter
Antibiotikakombinationen lickenhaft und es herrscht Bedarf an weiterem
Verstandnis synergistischer antibiotischer Effekte zur besseren Vorhersagbarkeit
klinischer Effektivitat [116].

Zusatzlich ist bisher die Ubertragbarkeit mikrobiologischer in vitro
Sensibilitatstestung auf den tatsachlichen klinischen Erfolg antibiotischer
Kombinationen schlecht, wodurch keine flachendeckende Kombinationstestung

in vitro durchgefuhrt wird.

Diese Arbeit zielt darauf ab, unterschiedliche Antibiotika sowie Kombinationen
dieser Antibiotika in vitro hinsichtlich ihrer Effektivitat sowie synergistischen
Effekten gegenlber drei im Rahmen der CF bedeutsamen Bakterienspezies zu
beurteilen. Untersucht wurden in diesem Rahmen verschiedene
Bakterienstamme von Pseudomonas aeruginosa, Achromobacter xylosoxidans

sowie dem Burkholderia cepacia Komplex.
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Zur Anwendung kam primar die Methodik der manuellen Mikrobouillondilution,
deren Ergebnisse wir anschlieBend mit weiteren Methoden der
mikrobiologischen Sensibilitatstestung sowie unterschiedlichen automatisierten
Testverfahren korrelierten. Wir haben das Ziel, eine Methodik zur
Sensibilitatstestung zu etablieren, mit der eine flachendeckende und in der
Routine anwendbare in vitro Testung antibiotischer Kombinationen im Rahmen

der CF moglich ist.

Diese Arbeit fokussiert daher folgende Fragen:

Welche antibiotischen Kombinationen zeigen in vitro vielversprechende
Wirksamkeit und synergistische Effekte gegenuber Pseudomonas aeruginosa,
Achromobacter xylosoxidans sowie dem BCC im Rahmen der Zystischen Fibrose
und welche Methodik ist geeignet flr antibiotische Kombinationstestung in der
Routine der CF-Diagnostik?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 1: Laborgerate

Gerat

Hersteller

Accujet pro

BP 210 D Analytical Balance
Centrifuge 5424
DensiCHEK Plus
Eppendorf Research Plus
(2-10 pL, 10-100 pL, 100-
1000 uL)

Heraeus B 6030

Infinite 200 Pro

MiniSpin plus

Multitron

RCT classic IKAMAG safety
control

Reax Top

Sartorius PICUS

Sunrise

VITEK 2 XL

Pipettierhelfer
Analysenwaage

Zentrifuge

Trubungsdensitometer

Pipetten

Brutschrank
Multimode-Platten-
Reader
Mikrozentrifuge
Inkubationsschuttler
Magnetrihrer
Vortexmischer

12 Kanalpipette

Mikroplatten-Reader

Resistenz-Bestimmung

Brand, Wertheim,
D

Sartorius,
Goéttingen, D
Eppendorf,
Hamburg, D
Biomerieux, Marcy-
I'Etoile, F
Eppendorf,
Hamburg, D

Heraeus, Hanau, D
Tecan,
Mannerdorf, CH
Eppendorf,
Hamburg, D

Infors AG,
Bottmingen, D

IKA, Staufen, D

Heidolph,
Schwabach, D
Sartorius,
Goéttingen, D
Tecan,
Mannerdorf, CH

Biomerieux, Marcy-
|'Etoile, F




Tabelle 2: Labormaterialien

Material

Material und Methoden

Hersteller

Blaubrand Messpipetten
Typ 1 (10 ml, 25 ml)

Conical Centrifuge Tube 15

ml

Conical Tube 50 ml

epT.l.P.S. Standard 0,1 - 10

Ml

epT.l.P.S. Standard 2 - 200

Ml
Impfése 10 ul

MICRONAUT-S MDR (E1-

114-046)
Nunc 96 Well U Bottom

96 Well, U-Boden,
Transparent
Optifit Tips, 50 — 1200 pl

Pipettenspitzen 50 - 1000 pl

Safe Lock Tubes 1,5 ml
Safe Lock Tubes 2 ml

Tubes, 5ml, 75 x 12 mm, PS

Messpipetten

Reaktionsgefaly

Reaktionsgefal}

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen

MRGN-Screening-
Platten
Microplatten

Microplatten

Pipettenspitzen
Pipettenspitzen
Reaktionsgefaly
Reaktionsgefaly
Reaktionsgefaly

Brand, Wertheim, D

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
USA

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Greiner, Frickenhausen,
D

Merlin, Bornheim-
Hersel, D

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
USA

Greiner, Frickenhausen,
D

Sartorius, Gottingen, D
Brand, Wertheim, D
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Sarstedt, Numbrecht, D
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Tabelle 3: Nahrmedien

Medium Herstellung Hersteller
Columbia Agar mit Oxoid Deutschland GmbH,
Schafsblut Plus Wesel, D
Mueller Hinton Medium Sifin diagnostics GmbH,

Berlin, D
BBL Mueller Hinton I 11g des Pulvers in BD, Franklin Lakes, USA
Broth 500 ml H20
(MH-Nahrmedium) Uberfihren, mittels
Magnetrihrer

vollstandig I6sen und
anschliel3end

autoklavieren

Endo Agar Nahrmedium 36 g Endo Agar Nahrbodenkuche, Institut
(Thermo Fisher) in 1 flr Mikrobiologie und
Liter VE-Wasser Hygiene, Tubingen

suspendieren.
Zugabe von 5,5ml
basischen Fuchsins
(7,5%), bei 121°C 20
Minuten
autoklavieren

Tabelle 4: Puffer und Reagenzien

Bezeichnung Herstellung Hersteller

DTT 0,01 g DTT auf 10 ml Sigma Aldrich,
Nuclease Free Water Hamburg, D

Ethanol absolute p.A. Pan Reac AppliChem,

Darmstadt, D

Isotonische Fresenius Kabi, Bad

Kochsalzlésung (0,9 %) Homberg, D

Nuclease-Free Water Thermo Fisher

Scientific, Waltham,
USA




Tabelle 5: Antibiotika

Material und Methoden

Antibiotikum Herstellung der Hersteller
Stammlésungen
Ceftazidime hydrate C3809 16 mg Ceftazidimin  Sigma Aldrich,
1 ml VE-Wasser Hamburg, D

Colistin Sulfate Biochemica

Meropenem PHR1772

Moxifloxacin

Sulfamethoxazol

Tobramycin PHR 1079

Trimethoprim T7883

BD Sensi-

Disc™ Ciprofloxacin 5 ug
BD Sensi-

Disc™ Moxifloxacin 5 ug
Cefiderocol 30 ug Disc

MTS™ (MIC Test Strip)

2 mg Colistin in 1 ml
VE-Wasser

4 mgin1 mlVE-
Wasser

5 mg Moxifloxacin in
1 ml VE-Wasser

19 mg
Sulfamethoxazol und
1 mg Trimethoprim
in 1 ml Ethanol
(100%) fur 1mg/ml
Cotrimoxazol

1 mgin1mlVE-
Wasser

Pan Reac AppliChem,
Darmstadt, D

Sigma Aldrich,
Hamburg, D

Sigma Aldrich,
Hamburg, D
Sigma Aldrich,
Hamburg, D

Sigma Aldrich,
Hamburg, D
Sigma Aldrich,
Hamburg, D

BD, Franklin
USA

BD, Franklin Lakes,
USA

Liofilchem, Roseto degli

Abruzzi, IT

Lakes,

Liofilchem, Roseto degli
Abruzzi, IT
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Tabelle 6: Bakterienspezies und -stamme

Spezies Stammbezeichnung Beschreibung
Pseudomonas RP1 CF Patientenisolat, Hannover[51]
aeruginosa RP73 CF Patientenisolat, Hannover[125]

NF 21470 CF Patientenisolat, Tubingen
NF 25647 (NF 26) CF Patientenisolat, Tubingen
NF 26144 CF Patientenisolat, Tubingen
PAO 1 Laborstamm [126, 127]
PAO1/pBBR 1-MCS5 Laborstamm [128]
Achromobacter AC 4 CF Patientenisolat, Tubingen
xylosoxidans AC 19 CF Patientenisolat, Tubingen
AC 23 CF Patientenisolat, Tubingen
AC 24 CF Patientenisolat, Tubingen
AC 27 CF Patientenisolat, Tubingen
AC 49 CF Patientenisolat, Tubingen
AC 50 CF Patientenisolat, Tubingen
AC 52 CF Patientenisolat, Tubingen
Burkholderia
cepacia Komplex BC1 CF Patientenisolat, Tubingen
(Bec) BC 3 CF Patientenisolat, Tubingen
BC7 CF Patientenisolat, Tubingen
BC 8 CF Patientenisolat, Tubingen
BC 10 CF Patientenisolat, Tubingen
BC 11 CF Patientenisolat, Tubingen
BC 12 CF Patientenisolat, Tubingen
BC J2315 CF Patientenisolat [84]

BC ATCC (17759)

Laborstamm, USA [129]

Tabelle 7: Systeme zur Resistenztestung

Hersteller
Biomerieux, Marcy-| Etoile, F

System
Vitek Karte AST-N232

MICRONAUT-S MDR (E1-114-
046)

Merlin, Bornheim-Hersel, D
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische/bakteriologische Methoden

2.2.1.1 Anzucht von Bakterienkulturen auf Agar

Mittels einer Impfose wurden bei -80 °C eingefrorene Bakterien auf einem
Nahrboden aus Schafsblutagar ausgestrichen und fir 18-24 h bei 37°C inkubiert.
Die hier gewachsenen Bakterienkolonien wurden fur anschlieRende Testungen

weiterverwendet.

2.2.1.2 Anzucht von Bakterienkulturen in Flissigmedium

Zur Anzucht der Bakterien im Flissigmedium wurde mit Hilfe einer Impfose eine
Kolonie des jeweiligen Bakterienstammes von der Nahrbodenplatte in 2 ml MH-
Medium Uberfuhrt und far 12 h bei 37°C und 200 rpm in einem Schattler inkubiert.

2.2.1.3 Sensibilitatstestungen der Bakterienstamme

| Sensibilitatstestung mittels Vitek

Zum Vergleich der ermittelten Antibiogramme in den weiteren Versuchen wurde
eine Sensibilitatstestung mittels der in der Routinediagnostik verwendeten
Methode durchgefihrt (SOP AM-MI-132F des Instituts fur Medizinische
Mikrobiologie des UKT). In einem ersten Schritt erfolgte die Herstellung einer
Bakteriensuspension. Hierfir wurde das McFarland Messgerat mithilfe des
zugehorigen Messrohrchens, das etwa zu einem Drittel mit physiologischer
Kochsalzlésung befullt wurde, auf einen McFarland von O eingestellt. Mithilfe
einer Impfése wurde anschlieRend eine kleine Menge Koloniematerial direkt von
der entsprechenden Nahrbodenplatte in das befillte Réhrchen Uberflhrt und
mittels eines Vortexers so lange gemischt, bis eine gleichmalig getribte
Suspension entstanden war. Die optische Dichte wurde mithilfe des McFarland
Messgerates erneut bestimmt. Sofern diese von dem McFarland Zielwert von 0,5
abwich, wurde mit der entsprechenden Menge an physiologischer

Kochsalzlésung verdunnt oder aber eine weitere Kolonie mittels einer Impfose
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hinzugegeben und daraufhin erneut gemischt und gemessen. Dieser Prozess
wurde wiederholt, bis eine optische Dichte von 0,5 erreicht war. Das
Messrohrchen wurde anschlieend zusammen mit einer entsprechenden Vitek
Karte in eine Docking Station Uberfuhrt, der Barcode der Karte erfasst und Karte
und Messroéhrchen in einem Carrier anschlief3end in den Vitek 2 XL gestellt. Dort
wurden die Daten erfasst und anschlieBend eine Resistenztestung mittels

automatisierter Mikrobouillondilution durchgefuhrt.

Il Sensibilitatstestung mittels Agardiffusion

Als erganzende Sensibilitatsprifung erfolgte die Testung mittels Agardiffusion fur
Ciprofloxacin, Cefiderocol und Moxifloxacin (SOP AM-MI-138J des Instituts flr
Medizinische Mikrobiologie des UKT). In einem ersten Schritt erfolgte ebenfalls
die Herstellung einer Bakteriensuspension mit einem McFarland von 0,5
entsprechend der Beschreibung in 2.2.1.3 |. AnschlieBend wurde eine MH-
Agarplatte  mittels eines  Wattestabchens  gleichmaRig mit  der
Bakteriensuspension bestrichen und das entsprechende Antibiotikaplattchen auf
dem Agar platziert. Daraufhin wurde die Platte fur 24 h bei 37°C inkubiert. Zur
Auswertung wurde der Durchmesser des Hemmhofes in mm um das Plattchen
herum gemessen. Die Beurteilung hinsichtlich der Sensibilitdt und Resistenz
erfolgte nach den entsprechenden Grenzwerten der EUCAST (Version 14 vom
01.01.2024).

Als erganzendes Testverfahren im Rahmen der gleichen Methodik erfolgte
zudem eine Sensibilitdtstestung mittels Epsilometer-Tests (E-Test). Die
Durchfuhrung entsprach dem bereits beschriebenen Ablauf im Rahmen der
Testung mittels Antibiotikaplattchen. Statt dieser wurden nun entsprechende E-
Teststreifen verwendet, die exponentiell ansteigende Konzentrationen des
jeweiligen Antibiotikums enthielten. Im Unterschied zu den ebenfalls
verwendeten Antibiotikaplattchen erfolgte die Bestimmung der MHK durch
Ablesen der angegebenen Antibiotikakonzentration am Schnittpunkt des

Hemmbhofes mit dem E-Teststreifen.
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lll Sensibilitatstestung mittels Mikrobouillondilution

[11.1 Sensibilitatstestung mittels MRGN Screening-Platten

Als weiteres Vergleichsverfahren wurde eine zusatzliche Sensibilitatstestung
mittels MICRONAUT-S MDR (E1-114-046) Screening-Platten durchgefihrt.
Diese beinhalteten nur eine Auswahl der von uns verwendeten Antibiotika
(Colistin, Ceftazidim und Meropenem), lieferten uns damit jedoch wertvolle
Informationen hinsichtlich der Vergleichbarkeit der verschiedenen Testverfahren.
In einem ersten Schritt wurde eine Bakteriensuspension nach dem in 2.2.1.3 |
beschriebenen Vorgehen auf einen McFarland von 0,5 eingestellt. 50 pl dieser
Suspension wurden nun in 11 ml Mueller Hinton Medium tberfuhrt. Anschliel3end
wurde jedes Well der 96-Well Platte mit 100 ul dieser Bakteriensuspension
beflllt. Die Platten wurden mit einer selbstklebenden Folie verschlossen und die
abgedeckten Platten daraufhin flr 22-24 h bei 37°C inkubiert.

[11.2 Individuelle Sensibilitatstestung mittels 96-Well Testplatten

Herstellung von 96-Well Testplatten mit verschiedenen

Antibiotikakonzentrationen

Zu Beginn wurden fiur die einzelnen Antibiotika Stammlosungen hergestellt. Dies
erfolgte in einem Eppendorf Cup durch Zugabe entsprechender Mengen eines
Antibiotikums in Pulverform zu dem jeweiligen Volumen steriler physiologischer
Kochsalzlosung. Fur die genauen Konzentrationen siehe 2.1 Tab. 5. Diese
Stammldsungen wurden anschlieBend zur Herstellung weiterer Verdinnungen

verwendet. Die Lagerung aller Antibiotikaldsungen erfolgte bei -20 °C.
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Zur Herstellung einer Testplatte wurde jedes der bendtigten Wells mithilfe einer
Multikanalpipette mit 50 pl MH-Medium beflllt. In das Well, das die hdchste
Konzentration des Antibiotikums aufweisen sollte, wurden 50 ul der
entsprechenden Antibiotikalosung pipettiert. Diese Antibiotikaldsung wurde zuvor
aus der Antibiotikastammlosung in Abhangigkeit der spater im jeweiligen Well
bendtigten Konzentration des Antibiotikums hergestellt. Aus dem Well mit der
hdchsten Konzentration wurden wiederum 50 ul enthommen und in das folgende
Well pipettiert, um auf diese Weise mithilfe einer Verdlinnungsreihe die
bendtigten Endkonzentrationen zu erreichen. Letztendlich enthielt jedes Well 50

MI mit Antibiotika versetzten MH-Mediums.

MEM MEM cCOL COL TOB TOB CTz CTZ COT COT MOX MOX

1 2 3 o 5 i) ¥ i p: ) ELERE & 12

i - = = - — - - [ -

. '-- .'\- . -'\- '\-l"- -'-- '\- .- -'\- " '\--"-. '\- '-. '\- '--
A .256 |.256 -.256 l..256 I1256 || 256 || 256 ..256 ..256 11256 ..256 I 256

'\"-\. - -\._"\'-\.- '-\. "'

50 ul 5 A
"‘x. .-\..-". «..-"'«..-" «..-"“'“«..-"'«..-"' #. «..-" -""-.-""'
E .128 .128 ..128 ..128.1 128 1 128: 128 ..128 .-128 ..128_. 128 128:

50 s -
H ." "‘\-\.. -\..-"' -\..-"' -\..-"' .-"' T -\..-"' -\..-"' "'-\..-"' "'-\._-'" "'-\.-'" "
C [ ea _:;_ 64 || 64 |[ 64 || 6a || 64 :._ 64 |[64 || 64 | 64 | 64 | 64 |
s i = . R R S e, e, A '\"'. S, SR e e SR
T e e e W e i Py ),

D (32 )32 (32 (32 (32 (3232 (32 W32 132 )32 }32 )
R S o s .'-\._ = o A P _.-" b Py P : o

"-.. S "-\. .-_.- "-\._\. o "-\._\. .-..- -d'- '-._\. -".“-.\'-\. e LN o "
| 16;1-_ 16 || 16 || 16 |

50 ul

50 ul

_ _ 16 Jl16 Ji 16 || 16 /16
S0ul PR e

50 ul

NnNNnNNNNNNAN

ol I
:‘:_-
n
A
:-h
X
A
X
7
i
-
2

50 ul

Abbildung 2: Beispielhaftes Schema einer 96-Well Platte
Beispielhafte schematische Darstellung einer 96-Well Platte mit den Antibiotika Meropenem
(MEM), Colistin (COL), Tobramycin (TOB), Ceftazidim (CTZ), Cotrimoxazol (COT) sowie
Moxifloxacin (MOX) unter Angabe der jeweiligen Antibiotikakonzentration in pg/ml. Im

Rahmen dieser absteigenden Verdiinnungsreihe enthielt jedes Well letztendlich 50 pl.
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Abbildung 3: Schema einer 96-Well Platte unterschiedlicher antibiotischer

Zweifach- sowie Dreifachkombinationen

Dargestellt sind verschiedene in dieser Arbeit verwendete Antibiotikakombinationen. Es
handelt sich um die Zweifachkombinationen Tobramycin (TOB) + Ceftazidim (CTZ2),
Tobramycin + Colistin (COL) und Cotrimoxazol (COT) + Tobramycin sowie die
Dreifachkombination Tobramycin + Colistin + Meropenem (MEM). Angegeben ist zudem
jeweils die Konzentration der einzelnen Kombinationspartner in ug/ml. Auch hier enthielt
jedes Well letztendlich 50 pl.
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Herstellung einer Bakteriensuspension und Beimpfen der Testplatten

Entsprechend der Vorgehensweise in 2.2.1.3 | wurde in einem ersten Schritt eine
Bakteriensuspension hergestellt, diesmal mit einem Zielwert fur die optische
Dichte (McFarland) von 1,0.

Aus dieser Bakteriensuspension wurden anschlieend 50 pyl enthommen und in
ein mit 11,5 ml MH-Medium befulltes Réhrchen uberfuhrt und durch Schwenken
gemischt, um anschliel3end in eine Plastikschale geflllt zu werden. Mithilfe einer
Multikanalpipette wurden daraufhin in jedes Well der 96-Well Platte, das bereits
50 pl der Antibiotikalosung enthielt, 50 pl dieser Bakteriensuspension
hinzugegeben, sodass jedes Well letztendlich mit einem Volumen von 100 pl
befiillt war und einer Bakteriendichte von 5 x 10° KBE/ml. Damit entspricht die
Vorgehensweise der von der EUCAST vorgegebenen Methodik (EUCAST

reading guide for broth microdilution, Version 5.0, 1. Januar 2024).

Auf jeder Platte wurden jeweils 2 identische Verdlnnungsreihen pro Antibiotikum
hergestellt (Doppelbestimmung) (s. Abb. 2). Fir jeden der in dieser Arbeit
verwendeten Bakterienstamme und jede Konzentration wurden insgesamt 3
dieser Testplatten an aufeinanderfolgenden Tagen hergestellt, sofern es nicht

anders angegeben ist.

Die befllten Platten wurden mit Deckeln abgedeckt und fur 22-24 h bei 37°C
inkubiert.

Messung und Auswertung der Platten

Nach 22-24 Stunden Inkubation wurden die Platten ohne Abdeckung mithilfe des
Tecan Infinite M200 Pro bei einer Wellenlange von 600nm gemessen. Die
Auswertung erfolgte auf Grundlage der in den einzelnen Wells gemessenen
optischen Dichte. Als Grenzwerte zur Beurteilung der Sensibilitat der Bakterien
gegenuber den Antibiotika wurden die von der EUCAST festgelegten Grenzwerte
fur die jeweilige Bakterienspezies und das jeweilige Antibiotikum verwendet
(Version 14 vom 01.01.2024). In den Fallen, in denen keine Grenzwerte der

EUCAST existierten, wurde auf Grenzwerte der amerikanischen CLSI
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zuruckgegriffen. Existierten weder Grenzwerte der EUCAST noch der CLSI, so
wurde versucht, Naherungswerte durch Vergleich mit verwandten
Bakterienspezies oder Antibiotika mit &ahnlichem Wirkmechanismus und

definierten Grenzwerten zu erhalten.

Nach einer ersten Messung nach 22-24 Stunden wurden die Testplatten fur
weitere 24 Stunden bei 37°C inkubiert und anschlie3end erneut auf die gleiche
Weise gemessen. Dies erfolgte auf Grund des langsamen Wachstums einiger
Bakterienstamme. Wenn nicht anders angegeben beziehen sich jedoch die
Ergebnisse und deren Interpretation auf die Messdaten nach 22-24 Stunden
Inkubation, wie dies auch in der Routinediagnostik der mikrobiologischen Labore
Standard und in den Richtlinien der EUCAST definiert ist.

Tabelle 8: Ubersicht Uber die Grenzwerte der MHK fir die in dieser Arbeit verwendeten
Bakterienspezies und Antibiotika. Fir P. aeruginosa sowie A. xylosoxidans erfolgte die
Beurteilung anhand der aktuellen EUCAST Leitlinie (Version 14.0, 01.01.2024), fir den
BCC aufgrund fehlender Grenzwerte der EUCAST anhand der Vorgaben der CLSI
(Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. 34th ed. CLSI
supplement M100, 2024).

Pseudomonas Achromobacter Burkholderia
aeruginosa xylosoxidans cepacia Komplex
Antibiotikum MHK-Grenzwerte MHK-Grenzwerte MHK-Grenzwerte
S< R> S< R> S< R>
MEM 2 8 1 4 4 8
C1Z 0,001 8 0,001 8 8 16
COoL 4 4 4 4 - -
TOB 2 2 2 2 - -
coT - - 0,125 0,125 2 2
MOX - - - - 4 8
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2.2.3 Statistische Methoden sowie Auswertung synergistischer Effekte

Die Auswertung der Daten sowie die graphische Darstellung erfolgte mittels

Graphpad Prism 9.

Zur Objektivierung synergistischer Effekte erfolgte fur die jeweiligen
Antibiotikakombinationen die Berechnung des Fractional Inhibitory Concentration
Index (FICI). Hierfur wurden die Quotienten gebildet aus der MHK des jeweiligen
Antibiotikums in Kombination, geteilt durch die MHK des einzelnen Antibiotikums.
Die Quotienten der Kombinationspartner wurden anschlieRend addiert. Werte
des FICI 0,5 wurden hierbei als synergistisch gewertet, Werte >0,5 und <1 als
additiv, >1 als indifferent, wahrend ein FICI >4 als Zeichen fur Antagonismus

interpretiert wurde [130].

MHK A nach Kombination MHK
MHK A vor Kombination + MHK

B nach Kombination

FICT =

B vor Kombination

Die Studie wurde vom Ethikkomitee der Universitat Tibingen bewilligt und tragt
das Aktenzeichen 116/2023A.
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3 Ergebnisse

Der nun folgende Abschnitt 3.1 zeigt die Ergebnisse der Sensibilitatstestung
mittels Mikrobouillondilution flr die drei untersuchten Bakterienstdmme
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Achromobacter xylosoxidans
(A. xylosoxidans) sowie den Burkholderia cepacia Komplex (BCC). Verglichen
wurden die experimentellen Daten mit den Ergebnissen unterschiedlicher bereits

etablierter Methoden der Routinediagnostik.

Die Auswahl der Bakterienspezies erfolgte in enger Kooperation mit der CF-
Ambulanz der Kinderklinik des UKT unter Berucksichtigung der klinischen
Relevanz und der in einigen Fallen bereits vorliegenden Antibiogramme der
Isolate. Bei dem Uberwiegenden Teil der Bakterienstamme handelte es sich um
klinische Isolate von CF-Patient*innen der Kinderklinik Tlbingen. Bei anderen
handelte es sich um bereits in der Literatur bekannte und beschriebene Isolate,

die als wertvoller Vergleich genutzt werden konnten (vgl. Tab. 6).

Far unsere Experimente nutzten wir die in Tabelle 5 aufgefuhrten Antibiotika. Die
Auswahl erfolgte ebenfalls in enger Absprache mit der CF-Ambulanz der
Kinderklinik Tubingen. Die verwendeten Antibiotika werden zum Uberwiegenden
Teil bereits in der Routinetherapie respiratorischer Infektionen bei Patient*innen
mit Zystischer Fibrose eingesetzt (vgl. aktuelle AWMF S3-Leitlinie
,Lungenerkrankung bei Mukoviszidose®, Stand 27.09.2022). Ebenfalls wird auch
ein Teil der Kombinationen bereits in der Therapie verwendet. Fur diese
Kombinationen fehlen allerdings haufig systematische in vitro Testungen und
objektive Kenntnis Uber synergistische Effekte. Zudem verwendeten wir
Kombinationen, die sich bereits in der Literatur in anderem Kontext als
vielversprechend prasentiert hatten mit der Frage, ob diese Effekte auch auf CF-

assoziierte Bakterienstamme Ubertragbar sind [115].
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3.1 Sensibilitatstestung mittels Mikrobouillondilution

FUr unsere Experimente nutzten wir die Methode der Mikrobouillondilution. In der
Routinediagnostik wird diese Methode als ein Standard angewendet und ist
daher ein in den Laboren bereits etabliertes Verfahren mit klaren Grenzwerten
der EUCAST und anderer Gesellschaften. Fur uns bot die Methode der
manuellen Mikrobouillondilution die Moglichkeit, die Konzentration der Antibiotika
individuell festzulegen und zudem auch verschiedene Kombinationen von
Antibiotika in vitro zu testen. Diese Mdglichkeit besteht bei anderen gangigen
Standardverfahren wie dem E-Test oder der Agardiffusion (Plattchen) nicht. Die
automatisierte Messung der MHK mittels des Vitek 2 Systems, das ebenfalls in
der Routinediagnostik eingesetzt wird, ist fur die Bestimmung von MHKs fur

Antibiotikakombinationen ebenso nicht geeignet.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu beitragen, in Zukunft 96-Well-Platten
mit festgelegten Kombinationen und Konzentrationen von Antibiotika produzieren
zu konnen, die sich in unseren Experimenten als vielversprechend erwiesen und
als Kombination additive und synergistische Wirkungen zeigten. Diese konnten
anschlieend als schnelle und einfache Methode in die Routinediagnostik der
Labore integriert werden, um speziell fur die Testung von ,Problemkeimen® zum
Beispiel bei CF-Patienten genutzt zu werden mit der Madglichkeit, auch

Antibiotikakombinationen direkt in vitro untersuchen zu konnen.
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3.1.1 Pseudomonas aeruginosa

| Testung der einzelnen Antibiotika

P. aeruginosa ist assoziiert mit chronischen und antibiotisch schwer zu
therapierenden respiratorischen Infektionen im Rahmen von CF-Erkrankungen.
Der erste Teil unserer Experimente beschaftigte sich daher mit Isolaten dieser

Bakterienspezies.

In einem ersten Schritt bestimmten wir die MHK der einzelnen Antibiotika
gegenuber den ausgewahlten Stammen von Pseudomonas aeruginosa (Tab. 6)
mittels manueller Mikrobouillondilution. Zur Beurteilung des Bakterienwachstums
wurde die optische Dichte der Bakterienkulturen bei 600 nm nach 22-24 h
Inkubation gemessen. Eine optische Dichte > 0,1 wurde entsprechend dem
Standard zur automatisierten Messung der optischen Dichte mittels des Tecan
Mikroplatten-Readers als Bakterienwachstum gewertet. Um eine entsprechende
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, nutzten auch wir die
identischen Grenzwerte zur Auswertung unserer Ergebnisse. Dementsprechend
wurde die niedrigste Antibiotikakonzentration als MHK gewertet, bei der die
optische Dichte unter 0,1 lag und somit nach Definition kein Wachstum zu
verzeichnen war. Die Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen zusammen
mit einer Beurteilung hinsichtlich der Resistenz auf Grundlage der aktuellen
EUCAST Leitlinie dargestellt (The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone

diameters. Version 14.0, 2024. http://www.eucast.org).

Wie  auch in allen anderen Empfindlichkeitstestungen mittels
Mikrobouillondilution wurde, sofern nicht anders angegeben, mit drei
unabhangigen Testplatten (biologischen Replikaten) in jeweils doppelter

Ausfuhrung gearbeitet (technische Replikate) (n=6).

Zur Bestimmung der MHK wurde der Mittelwert der optischen Dichten aller 6
Messungen gebildet. Sofern dieser Uber 0,1 lag, wurde dies als Wachstum
gewertet. Die niedrigste Konzentration des Antibiotikums, die zu einem Mittelwert
der optischen Dichten unter 0,1 fihrte, wurde daraufhin als MHK festgelegt.


http://www.eucast.org/
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Abbildung 4: Exemplarische Wachstumsdarstellung des P. aeruginosa Isolates
NF 21470 anhand der optischen Dichte in Abhangigkeit der

Antibiotikakonzentration

Exemplarische Darstellung der optischen Dichten (OD) bei 600nm zur Beurteilung des
Bakterienwachstums am Beispiel des P. aeruginosa Patientenisolates NF 21470 in
Abhangigkeit der Konzentration des zugegebenen Antibiotikums (ug/ml). Die Kontrolle
zeigt das Bakterienwachstum ohne Zugabe eines Antibiotikums. Eine OD von 0,1 stellt
den Grenzwert fur Wachstum dar. Das Experiment wurde in Form von 3 biologischen

Replikaten, jeweils in Duplikaten durchgeftihrt.

In Abbildung 4 ist exemplarisch das Wachstum eines Bakterienstammes
dargestellt, hier anhand des Pseudomonas aeruginosa-lsolates NF 21470. Gut
zu erkennen ist die Zunahme des Bakterienwachstums, verdeutlicht durch den
Anstieg der optischen Dichte, bei Verringerung der Konzentration des jeweiligen
Antibiotikums.  AulRerdem ist der Grenzwert zur Definition von
Bakterienwachstum bei einer optischen Dichte gréer oder gleich 0,1 markiert,
ab der in dieser Arbeit von Bakterienwachstum ausgegangen wird. Als MHK
wurde somit die erste Konzentration unterhalb dieses Grenzwertes gewahlt.

Die Ergebnisse der Bestimmung der MHK mittels Mikrobouillondilution fur die

ausgewahlten P. aeruginosa-lsolate (Tab. 6) sind in der folgenden Tabelle 9
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dargestellt. Zudem ist die Beurteilung der jeweiligen MHK hinsichtlich Sensibilitat
(S) bzw. Resistenz (R) nach der EUCAST Leitlinie (Version 14.0, 01.01.2024)
angegeben. (I) spricht nach neuer Definition fir Sensibilitat bei erhohter Dosis

des jeweiligen Antibiotikums.

Tabelle 9: Darstellung der MHK der ausgewahlten Stdmme von P. aeruginosa
gegenuber Meropenem (MEM), Ceftazidim (CTZ), Colistin (COL) und Tobramycin (TOB)
in ug/ml sowie eine Beurteilung auf Grundlage der aktuellen EUCAST Leitlinie (Version
14.0, 01.01.2024) (Sensibilitat (S), Sensibilitdt bei erhdhter Dosis (1), Resistenz (R))

Meropenem Ceftazidim Colistin Tobramycin
RP1 <2 S <4 I 4 S <2 S
RP 73 8 I 32 R 2 S 4 R
NF 21470 8 I 32 R 4 S >16 R
NF 25647 16 R > 32 R 4 S <2 S
NF 26144 16 R 16 R 4 S <2 S

Es wurde aullerdem die MHK der Bakterienstamme noch einmal mit in der
Routinediagnostik etablierten Testverfahren ermittelt, um sie mit den
Ergebnissen der manuellen Mikrobouillondilution zu vergleichen und unsere
Methode zu verifizieren. Zur Anwendung kamen die MRGN-Screening-Platten
MICRONAUT-S MDR (E1-114-046) sowie die Messung mittels den VITEK 2 XL-
Karten (AST-N232) beziehungsweise mittels Agardiffusion (E-Test).

Da grundsatzlich keine Testung von Colistin mit den VITEK 2 XL-Karten sowie
dem E- Test erfolgen konnte, wurde hierfur stattdessen eine Testung mittels der
in der Routine verwendeten Mikrobouillondilution durchgefihrt. Im Umfang der
MRGN-Screening Platten (merlin) ist dagegen Tobramycin nicht enthalten und
konnte daher mittels dieser Methodik nicht getestet werden. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 10 dargestellt.
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Tabelle 10: Darstellung der MHK in ug/ml auf Grundlage etablierter Routinemethoden
zur Resistenztestung. Dargestellt sind die Ergebnisse aus der Testung mittels MRGN
Screening Platten (merlin) und den Routineverfahren E-Test, Mikrobouillondilution und
VITEK (Routine) sowie eine Beurteilung hinsichtlich Sensibilitdt und Resistenz
(Sensibilitat (S), Sensibilitat bei erhdhter Dosis (I), Resistenz (R)).

Tobramycin Meropenem Ceftazidim Colistin
merlin Routine merlin Routine merlin Routine merlin Routine
RP1 - 0,75 (S) 1(S) 0,19(S) <0,25(1) 1,5(1) <1(S) 1(S)
RP 73 - 6 (R) 8(l) 8(l) 16 (R) 24 (R) 2(S) 1(S)
NF 21470 - 24 (R) 1(S) 4 (1) 2(1) 4(1) <1(S) 1(S)
NF 25647 - 1,5(S) 4 (1) 8 (I 128 (R) >256 (R) 2(S) 4 (S)
NF 26144 - 8 (R) 4 (1) 4 (1) 4(1) >64(R) 2(S) 2(S)

In Zusammenschau der Ergebnisse konnten fir die verwendeten Isolate von
P. aeruginosa zwischen den unterschiedlichen Verfahren zur Sensibilitatstestung
bisweilen deutliche Abweichungen festgestellt werden. Mogliche Ursachen und
Konsequenzen fur die Routinetestung und Therapie werden im weiteren Verlauf
dieser Arbeit diskutiert.

Il Testung von Antibiotikakombinationen
1.1 Testung von Zweifachkombinationen
Nach der Etablierung der Methodik fur einzelne Antibiotika erfolgte die Testung
von Antibiotikakombinationen mittels manueller Mikrobouillondilution. Wenn nicht
anders angegeben, wurde auch jede Kombination fiir einen Bakterienstamm auf

drei unabhangigen Testplatten in jeweils doppelter Ausfihrung getestet (n=6).

Zur Sensibilitatstestung der ausgewahlten Stdmme von Pseudomonas
aeruginosa wurden die Zweifachkombinationen Tobramycin + Ceftazidim sowie

Tobramycin + Colistin verwendet.

Ziel unserer Experimente war es, die Wirksamkeit von Antibiotikakombinationen

mit der Wirkung der einfachen Antibiotika zu vergleichen. Dabei sollten mogliche
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Unterschiede in der Wirksamkeit flr die Nutzung von Antibiotikakombinationen
gegenuber der Nutzung einzelner Antibiotika abgegrenzt werden, z.B. in Form
synergistischer und additiver Effekte der jeweiligen Kombination. Die Ergebnisse

der Experimente sind in den folgenden Tabellen und Graphiken dargestellt.

Tabelle 11: Darstellung der MHK der Zweifachkombinationen Tobramycin + Ceftazidim
und Tobramycin + Colistin in ug/ml gegeniber den verwendeten Bakterienstammen
nach 24 h Inkubation bei 37°C. Der erste Wert der MHK gibt die benétigte Konzentration
des erstgenannten Antibiotikums an, der zweite Wert der MHK die bendtigte

Konzentration des zweitgenannten Antibiotikums.

RP1 RP 73 NF 21470 NF 25647 NF 26144
TOB + CTZ <2/8 <1/8 <1/8 <2/8 <1/8
TOB + COL <2/2 <2/4 <2/4 <2/2 <2/4

Aus den in Tab. 11 angegeben Werten lasst sich bereits eine gute Wirksamkeit
beider Antibiotikakombinationen gegenuber allen hier getesteten Isolaten von
P. aeruginosa ablesen. Wenngleich sich die Stamme haufig bereits schon dem
einzelnen Antibiotikum gegenlber als ausreichend sensibel prasentierten (vgl.
Tab. 9), so konnte doch zumindest bei einem Teil der getesteten Stamme durch
Kombination der Antibiotika die MHK von mindestens einem der
Kombinationspartner noch einmal um ein Vielfaches gesenkt werden. So konnte
beispielsweise im Falle von RP 73 und NF 21470 die MHK far Tobramycin und
Ceftazidim durch Kombination der beiden Antibiotika um jeweils das Vierfache im
Vergleich zur Einzelnutzung reduziert werden (vgl. Tab. 9 und 11). Durch die gute
Wirksamkeit der hier gezeigten Antibiotikakombinationen gelang es in unseren
Experimenten nicht, die Konzentration der Antibiotika so weit zu senken, als dass
wieder bakterielles Wachstum beobachtet werden konnte. Die tatsachliche MHK
der Kombinationen lage also noch einmal unterhalb der hier angegeben

Konzentrationen.
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In den folgenden Abbildungen findet sich ein Vergleich der MHK zwischen den
einzelnen Antibiotika und der Antibiotika in Kombination gegenuber den
getesteten Stammen von P. aeruginosa. Dargestellt sind hier ausschlieBlich die
Isolate, fur die nicht bereits die Verwendung des einzelnen Antibiotikums zu einer
vollstandigen Wachstumshemmung flhrte (s. Abb. 5-7). In den anderen Fallen
konnte keine objektive Beurteilung hinsichtlich maoglicher Wirkunterschiede
zwischen dem einzelnen Antibiotikum und der Kombination erfolgen, da die

Untergrenze der antibiotischen Wirksamkeit nicht erreicht werden konnte.

Begonnen wird mit der Darstellung der Ergebnisse flir die Kombination

Tobramycin und Ceftazidim.
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Kombination Tobramycin + Ceftazidim
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Abbildung 5: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin und Ceftazidim einzeln

mit der Kombination Tobramycin + Ceftazidim gegenuiber P. aeruginosa RP 73

Gezeigt ist die MHK in pg/ml fir TOB und CTZ einzeln im direkten Vergleich mit der MHK
fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB und CTZ. Die schraffierten
Balken zeigen an, dass die tatsdchliche MHK noch einmal unterhalb des dargestellten
Wertes liegt. Durch die gestrichelten Linien (------- ) werden die von der EUCAST

definierten Grenzwerte fur Sensibilitat angezeigt.

Sowohl fur Tobramycin als auch fur Ceftazidim fuhrte eine Kombination beider
Antibiotika zu einer klaren Reduktion der MHK. Im Falle von Tobramycin fihrte
die Kombination zu einer Absenkung in den sensiblen Bereich, flir Ceftazidim
konnte die MHK von Werten deutlich Uber der Grenze flr Resistenz zumindest
auf die Grenze des sensiblen Bereiches abgesenkt werden. Wie weit die MHK
fur die Kombination noch hatte gesenkt werden kdnnen, lasst sich mit unseren
Ergebnissen nicht beantworten. Doch bereits so ergibt sich ein Wert fir den FICI
von <0,5. Dies spricht fur eindeutig synergistische Effekte der Kombination.
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MHK in pg/ml

Abbildung 6: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin und Ceftazidim einzeln

mit der Kombination Tobramycin + Ceftazidim gegeniiber P. aeruginosa NF 21470

Gezeigt ist die MHK in pg/ml fur TOB und CTZ einzeln im direkten Vergleich mit der
MHK fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB und CTZ. Die
schraffierten Balken zeigen an, dass die tatsachliche MHK noch einmal unterhalb des
dargestellten Wertes liegt. Eine Schraffur der oberen Balkengrenze zeigt an, dass keine
eindeutige Obergrenze ermittelt werden konnte, der tatsachliche Wert fir die MHK also
noch einmal daruber liegt. Durch die gestrichelten Linien (------- ) werden die von der

EUCAST definierten Grenzwerte fur Sensibilitat angezeigt.

Auch fur das P. aeruginosa-lsolat NF 21470 fuhrte eine Kombination beider
Antibiotika zu einer eindeutigen Reduktion der jeweiligen MHK. Fir Tobramycin
konnte die MHK erneut bis in den sensiblen Bereich gesenkt werden. Fur
Ceftazidim konnte die MHK zumindest bis zur Obergrenze des Bereiches
reduziert werden, in dem von Sensibilitat auszugehen ist. Der FICI von < 0,31

zeigt auch fur diesen Stamm deutlich synergistische Effekte der Kombination an.

Fur die Ubrigen Isolate von P. aeruginosa konnte hinsichtlich der Wirksamkeit der
Kombination Tobramycin und Ceftazidim keine eindeutige Aussage im Vergleich
zur Wirksamkeit der einzelnen Antibiotika getroffen werden. In den meisten

Fallen liegt dies darin begrindet, dass sich die Isolate, wie in Tab. 9 und 11
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angegeben, bereits bei niedrigster Antibiotikakonzentration sensibel gezeigt

hatten und es damit nicht moglich war, die MHK noch einmal weiter zu senken.

In den folgenden Abbildungen werden nun die Ergebnisse fur die Kombination
aus Tobramycin und Colistin dargestellt.
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Kombination Tobramycin + Colistin
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Abbildung 7: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin und Colistin einzeln mit

der Kombination Tobramycin + Colistin gegentiber P. aeruginosa NF 21470

Gezeigtist die MHK in ug/ml fir TOB und COL einzeln im direkten Vergleich mit der MHK
fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL. Die schraffierten Balken
zeigen an, dass die tatsachliche MHK noch einmal unterhalb des gezeigten Wertes liegt.
Eine Schraffur der oberen Balkengrenze zeigt an, dass keine eindeutige Obergrenze
ermittelt werden konnte, der tatsachliche Wert fur die MHK also noch einmal dartber
liegt. Durch die gestrichelten Linien (------- ) werden die von der EUCAST definierten
Grenzwerte fur Sensibilitat (untere Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt. Im Falle

von nur einer Linie entspricht der Grenzwert flr Sensibilitdt dem fir Resistenz.

Im Falle von P. aeruginosa NF 21470 (Abb. 7) zeigte sich eine klare Reduktion
der MHK fur Tobramycin durch die Kombination mit Colistin. Hierdurch konnte
die Konzentration flur Tobramycin bis in den sensiblen Bereich gesenkt werden.
Der Wert fur die MHK von Colistin hingegen konnte durch die Verwendung der
Kombination nicht weiter gesenkt werden. Allerdings liegt der tatsachliche Wert
fur die MHK von Colistin in Kombination mit Tobramycin noch einmal unterhalb

des in Abb. 7 dargestellten Wertes. Im Rahmen unserer Experimente konnte die
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verwendeten Konzentrationen nicht ausreichend gesenkt werden, als dass ein
eindeutiger Wert fur die Untergrenze der antibiotischen Wirksamkeit hatte
erreicht werden kdnnen. Daher ergibt sich ein FICI von <1,1, der ebenfalls keine

eindeutige Aussage zulasst Uber mogliche additive oder synergistische Effekte.

Dieses Phanomen liel® sich auch flir die Ubrigen Isolate von P. aeruginosa
beobachten. In einigen Fallen konnte bereits fur das einfache Antibiotikum kein
eindeutiger unterer Grenzwert fur die MHK ermittelt werden, da sich die Isolate
gegentber Colistin sehr sensibel zeigten. In anderen Fallen konnte, wie in Abb. 7
dargestellt, die Antibiotikakonzentration fir die Kombination aufgrund ihrer guten
antimikrobiellen Wirksamkeit nicht soweit gesenkt werden, dass wieder
bakterielles Wachstum zu beobachten war. Dadurch konnte die tatsachliche
MHK nicht definitiv bestimmt werden und somit keine eindeutige Aussage
hinsichtlich der Effektivitdt der Kombination verglichen zum einzelnen

Antibiotikum getroffen werden.

1.2 Testung von Dreifachkombinationen

Neben den bereits beschriebenen Zweifachkombinationen untersuchten wir in
unseren Experimenten die Dreifachkombination aus Tobramycin + Colistin +
Meropenem flr die Bakterienstdmme P. aeruginosa NF 21470 sowie NF 26144.
Unser Ziel bestand im Vergleich der Zweifachkombinationen mit der
Dreifachkombination hinsichtlich ihrer Wirksamkeit und einer maoglichen
Verstarkung additiver oder synergistischer Effekte durch Hinzunahme eines
dritten Antibiotikums. Fur die Etablierung der Dreifachtestung wahlten wir
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insbesondere NF 21470 aufgrund der erhdhten Resistenz gegeniber den

einzelnen Antibiotika aus (vgl. Tab. 9).

Tabelle 12: Darstellung der MHK der P. aeruginosa Patientenisolate NF21470 und
NF2644 gegenlber der Dreifachkombination Tobramycin + Colistin + Meropenem in
pag/ml nach 24 h Inkubation bei 37°C.

NF 21470 NF 26144
TOB + COL + MER <2/2/8 <2/2/8

In unseren Experimenten liel} sich durch die Dreifachkombination aus
Tobramycin, Colistin und Meropenem eine vollstandige Inhibition des
Bakterienwachstums erreichen. Allerdings konnte durch unsere Experimente
kein eindeutiger unterer Grenzwert fur die MHK ermittelt werden, da die
Dreifachkombination noch bei niedrigster Konzentration eine ausreichende
antibiotische Wirksamkeit aufwies. Die tatsachliche MHK liegt also noch einmal

unterhalb der in Tab. 12 angegebenen Konzentrationen.
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MHK in pg/ml

Abbildung 8: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin, Colistin und
Meropenem einzeln mit der Kombination aus Tobramycin + Colistin + Meropenem

gegeniiber P. aeruginosa NF 21470

Gezeigt ist die MHK in pug/ml fir TOB, COL und MEM einzeln im direkten Vergleich mit
der MHK flr das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL + MEM. Die
schraffierten Balken zeigen an, dass die tatsachliche MHK noch einmal unterhalb des
dargestellten Wertes liegt. Eine Schraffur der oberen Balkengrenze zeigt an, dass keine
eindeutige Obergrenze ermittelt werden konnte, der tatsachliche Wert fir die MHK also
noch einmal dariber liegt. Durch die gestrichelten Linien (------- ) werden die von der
EUCAST definierten Grenzwerte fir Sensibilitat (untere Linie) und Resistenz (obere

Linie) angezeigt. Im Falle von nur einer Linie entspricht der Grenzwert fir Sensibilitat

Durch Verwendung der Dreifachkombination konnte das Wachstum von NF
21470 vollstandig unterbunden werden (Abb. 8). Die MHK konnte in unseren
Versuchen fur Tobramycin und Colistin eindeutig gesenkt werden. In beiden
Fallen konnte der Bereich fur Sensibilitdt (nach EUCAST) entweder durch die
Kombination Uberhaupt erst erreicht werden (TOB) oder die Konzentration

innerhalb des Bereiches noch einmal deutlich gesenkt werden (COL). Lediglich
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fur Meropenem gelang keine Reduktion der MHK im Vergleich zum einzelnen
Antibiotikum. Daher ergab sich fir den FICI ein Wert von <1,6, der keine

eindeutigen Ruckschlusse hinsichtlich Synergie oder additiven Effekten zulasst.

Wieweit die MHK flr die Dreifachkombination noch in den Bereich synergistischer
Effekte hatte gesenkt werden kdnnen, lasst sich mit den Ergebnissen dieser

Experimente nicht beantworten.

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich fiir NF 26144. Auch hier gelang die Reduktion
der MHK nur fir 2 der 3 Antibiotika ohne die Madoglichkeit eindeutiger

Ruckschlusse auf Synergie.

3.1.2 Achromobacter xylosoxidans
| Testung der einzelnen Antibiotika
Der zweite Abschnitt unserer Resistenztestung mittels manueller
Mikrobouillondilution beschaftigte sich mit der Bakterienspezies Achromobacter
xylosoxidans. Auch diese Gattung ist assoziiert mit chronischen und haufig
schwer zu therapierenden respiratorischen Infektionen. Ein Grund hierfir sind

zahlreiche natirliche Antibiotikaresistenzen.

Die Testungen mittels Mikrobouillondilution wurden auf die gleiche Weise
durchgefuhrt wie flr P. aeruginosa und umfassten erneut die Sensibilitatstestung
fur die Antibiotika Meropenem, Ceftazidim, Colistin und Tobramycin. Zusatzlich
wurde flr A. xylosoxidans Cotrimoxazol neu hinzugenommen. Fur Tobramycin,
Ceftazidim und Colistin sind keine Grenzwerte fur Sensibilitat und Resistenz von
der EUCAST definiert, in der Routinediagnostik werden allerdings in diesen
Fallen aufgrund der nahen Verwandtschaft beider Arten die fur P. aeruginosa
definierten Grenzwerte als Orientierung verwendet. Diese Vorgehensweise

wurde flur diese Arbeit GUbernommen.
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Abbildung 9: Exemplarische Wachstumsdarstellung des A. xylosoxidans Isolates

AC 27 anhand der optischen Dichte in Abhangigkeit der Antibiotikakonzentration

Exemplarische Darstellung der optischen Dichten (OD) bei 600nm zur Beurteilung des
Bakterienwachstums am Beispiel des A. xylosoxidans Patientenisolates AC 27 in
Abhangigkeit der Konzentration des zugegebenen Antibiotikums (ug/ml). Die Kontrolle
zeigt das Bakterienwachstum ohne Zugabe eines Antibiotikums. Eine OD von 0,1 stellt
den Grenzwert fur Wachstum dar. Das Experiment wurde in Form von 3 biologischen

Replikaten, jeweils in Duplikaten durchgeflhrt.

Gut zu erkennen ist auch hier in Abbildung 9 die Zunahme der optischen Dichte,
entsprechend einer Zunahme des Bakterienwachstums, bei Reduktion der
Konzentration des hinzugegebenen Antibiotikums. Erneut wurde eine optische

Dichte von 0,1 als Grenzwert fur die Definition von Wachstum verwendet.



Ergebnisse

Tabelle 13: Darstellung der MHK der ausgewahlten Stdmme von A. xylosoxidans
gegenuber Meropenem (MEM), Ceftazidim (CTZ), Colistin (COL) und Tobramycin (TOB)
in ug/ml sowie eine Beurteilung auf Grundlage der aktuellen EUCAST Leitlinie (Version
14.0, 01.01.2024) (Sensibilitat (S), Sensibilitat bei erhdhter Dosis (1), Resistenz (R))

Meropenem Ceftazidim Colistin Tobramycin
AC4 <2 S <4 | <1 S 4 R
AC19 > 16 R <4 | <1 S 4 R
AC23 8 R >32 R 8 R 250 R
AC 27 8 R 32 R 16 R 64 R
AC49 8 R 16 R > 64 R >128 R
AC50 <2 S <4 | 2 I >16 R

In den Sensibilitdtstestungen der einzelnen Antibiotika zeigte sich ein
heterogenes Ansprechen der Isolate von A. xylosoxidans. Einzig die intrinsische
Resistenz von A. xylosoxidans gegentber Aminoglykosiden (hier Tobramycin)
zeigte sich bei allen von uns verwendeten Stadmmen. Wie bereits fur
P. aeruginosa beschrieben, bestimmten wir fur A. xylosoxidans ebenfalls die
MHK der verwendeten Stamme noch einmal mit zwei in der Routinediagnostik
etablierten Testverfahren, um sie mit den Ergebnissen der manuellen
Mikrobouillondilution zu vergleichen und unsere Methodik zu verifizieren. Zur
Anwendung kamen die MRGN-Screening-Platten MICRONAUT-S MDR (E1-
114-046, merlin) sowie die Messung mittels den VITEK 2 XL-Karten (AST-N232).
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Tabelle 14: Darstellung der MHK in ug/ml auf Grundlage etablierter Routinemethoden

zur Resistenztestung mittels MRGN Screening-Platten (merlin) sowie den VITEK 2 XL-
Karten (VITEK) inklusive Beurteilung hinsichtlich Sensibilitdt und Resistenz (Sensibilitat
(S), Indifferenz (l), Resistenz (R)).

Tobramycin Meropenem Ceftazidim Colistin
merlin VITEK merlin  VITEK merlin VITEK merlin VITEK
AC4 - 12(R) 0,5(S) 0,19(S) 2 (1) 2 (1) <1(S) 0,25 (S)
AC19 - 48 (R) 64 (R) >32(R) 32 (R) 24 (R) <1(S) 1(S)
AC 23 - > 256 (R) - >32(R) - >256 (R) - 4 (1)
AC 27 - > 256 (R) - >32(R) - >256 (R) - 16 (R)
AC49 - > 256 (R) - >32(R) - 48 (R) - > 64 (R)
AC50 > 16 (R) - 0,25 (S) - 3(N - 4 (l)

In der Zusammenschau der Ergebnisse aus Tab. 13 und 14 zeigen sich fur

A. xylosoxidans im Gegensatz zu unseren Versuchen mit Stammen von

P. aeruginosa (vgl. Tab. 9 und 10) keine relevanten Unterschiede zwischen den

unterschiedlichen Testverfahren.
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Il Testung von Antibiotikakombinationen

1.1 Testung von Zweifachkombinationen

Nach Bestimmung der MHK fur die einzelnen Antibiotika erfolgte anschliel3end
die Testung von Zweifachkombinationen. Die Auswahl der Antibiotika erfolgte
ebenfalls in enger Absprache mit der CF-Ambulanz der Kinderklinik des UKT
Tubingen. Unsere Versuche beinhalteten die Kombinationen Tobramycin +

Ceftazidim sowie Tobramycin + Colistin.

Tabelle 15: Darstellung der MHK der Zweifachkombinationen Tobramycin + Ceftazidim
sowie Tobramycin + Colistin in pg/ml gegenitber den verwendeten Bakterienstdmmen
nach 24 h Inkubation. Der erste Wert der MHK gibt die bendtigte Konzentration des
erstgenannten Antibiotikums an, der zweite Wert der MHK die benétigte Konzentration

des zweitgenannten Antibiotikums.

TOB + CTZ TOB + COL
AC4 <2/4 <2/4
AC 19 <2/4 <2/4
AC23 64/64 1/2
AC 27 >16/4 4/8
AC 49 > 16/4 > 4/8
AC50 <2/4 <2/4

Entsprechend unseren Ergebnissen im Rahmen der Sensibilitatstestung der
einzelnen Antibiotika (s. Tab. 13 + 14) zeigte sich auch bei Kombinationstestung
(Tab. 15) ein heterogenes Ansprechen der von uns getesteten Stdmme von
A. xylosoxidans. Die Stamme A. xylosoxidans AC 4, AC 19 sowie AC 50 zeigten
sich beiden Kombinationen gegenlber bis zur niedrigsten flr uns erreichbaren
Konzentration sensibel. Somit konnten wir in diesen Fallen keine definitiven
Werte fur die MHK bestimmen, die somit noch einmal unterhalb der hier

dargestellten Konzentrationen lage. Die Stamme A. xylosoxidans AC 23, AC 27
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sowie AC 49 prasentierten sich dagegen insbesondere der Kombination

Tobramycin + Ceftazidim gegentber weitgehend resistent.

In den folgenden Abbildungen findet sich ein Vergleich der MHK des einzelnen
Antibiotikums mit der MHK des jeweiligen Antibiotikums in Kombination.
Dargestellt sind die Ergebnisse der Stdmme, fur die sich eindeutige Grenzwerte
fur die Sensibilitat bestimmen lieRen und damit eine eindeutige Aussage

hinsichtlich moglicher Synergien moglich war.

Begonnen wird auch hier mit der Antibiotikakombination Tobramycin und

Ceftazidim.

Kombination Tobramycin + Ceftazidim
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Abbildung 10: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin und Ceftazidim einzeln

mit der Kombination Tobramycin + Ceftazidim gegeniiber A. xylosoxidans AC 23

Gezeigt ist die MHK in ug/ml fiir TOB und CTZ einzeln im direkten Vergleich mit der MHK
fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + CTZ. Durch die gestrichelten
Linien (------- ) werden die von der EUCAST definierten Grenzwerte fur Sensibilitat (untere
Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt. Im Falle von nur einer Linie entspricht der
Grenzwert fur Sensibilitdt dem fir Resistenz. Eine Schraffur der oberen Balkengrenze
zeigt an, dass keine eindeutige Obergrenze fir die MHK bestimmt werden konnte, der
tatsachliche Wert fur die MHK also noch einmal oberhalb der hier dargestellten

Konzentration liegt.
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Durch Verwendung der Zweifachkombination Tobramycin + Ceftazidim liel3 sich
in unseren Experimenten die MHK flr Tobramycin durch Kombination mit
Ceftazidim gegenuber A. xylosoxidans AC 23 klar senken, allerdings ohne damit
den nach EUCAST sensiblen Bereich zu erreichen (Abb. 10). Die MHK fur
Ceftazidim lag auch in Kombination mit Tobramycin deutlich oberhalb der Grenze
fur Sensibilitdt, ab der nach EUCAST ein klinisches Ansprechen sehr

wahrscheinlich ware.

Dadurch, dass fir Ceftazidim einzeln gegenlber A. xylosoxidans AC 23 (vgl.
Tab. 13) aufgrund der ausgepragten Resistenz des Stammes keine definitive
MHK bestimmt werden konnte, kann keine eindeutige Aussage hinsichtlich

synergistischer Effekte getroffen werden.

Auch die Stamme A. xylosoxidans AC 27 und AC 49 zeigten sich der
Kombination TOB + CTZ gegenuber resistent. Die restlichen Stamme von
A. xylosoxidans sprachen dagegen gut auf die Kombination an. Die MHK fur
Tobramycin lag hierbei stets im sensiblen Bereich, fir Ceftazidim konnte der

Bereich der Sensibilitat bei erhdhter Dosis erreicht werden (vgl. Tab. 15).

In den folgenden Abbildungen werden nun die Ergebnisse fur die

Antibiotikakombination Tobramycin und Colistin dargestelit.
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Kombination Tobramycin + Colistin
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Abbildung 11: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin und Colistin einzeln mit

der Kombination Tobramycin + Colistin gegeniiber A. xylosoxidans AC 23

Gezeigt ist die MHK in ug/ml fur TOB und COL einzeln im direkten Vergleich mit der MHK
fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB und COL. Durch die
gestrichelten Linien (------- ) werden die von der EUCAST definierten Grenzwerte fur

Sensibilitdt (untere Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt. Im Falle von nur einer

Durch Kombination der Antibiotika Tobramycin und Colistin gelang es gegenuber
A. xylosoxidans AC 23, die MHK fur Tobramycin um das 250-fache bis unterhalb
der Sensibilitatsgrenze zu senken. Die MHK fir Colistin konnte durch die
Kombination mit Tobramycin auf ein Viertel der MHK des einzelnen Antibiotikums
gesenkt werden und lag damit im sensiblen Bereich. Beiden einzelnen Antibiotika

gegenuber hatte sich A. xylosoxidans AC 23 resistent gezeigt (vgl. Tab. 13).

Die Berechnung des FICI ergab einen Wert von 0,254, der deutlich unterhalb der
Grenze fur Synergie von 0,5 liegt und damit eindeutig synergistische Wirkung der

Kombination Tobramycin + Colistin zeigt.
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Abbildung 12: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin und Colistin einzeln mit

der Kombination Tobramycin + Colistin gegeniiber A. xylosoxidans AC 27

Gezeigt ist die MHK in ug/ml fir TOB und COL einzeln im direkten Vergleich mit der MHK
fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL. Durch die gestrichelten
Linien (------- ) werden die von der EUCAST definierten Grenzwerte fur Sensibilitat (untere

Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt. Im Falle von nur einer Linie entspricht der

Wie in Abbildung 12 dargestellt, konnte auch im Falle von A. xylosoxidans AC 27
die MHK sowohl fur Tobramycin als auch fur Colistin durch eine Kombination
beider Antibiotika eindeutig gesenkt werden, flir Tobramycin um das 16-fache,
fur Colistin auf die Halfte. In beiden Fallen lagen die MHK jedoch nach wie vor

auflRerhalb des sensiblen Bereiches.

Bei Berechnung des FICI ergab sich ein Wert von 0,56, der damit knapp tber der
Grenze flr Synergie liegt, allerdings weiterhin klar im Bereich der additiven

Wirkung.
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1.2 Testung von Dreifachkombinationen

Neben den bereits beschriebenen Zweifachkombinationen testeten wir in
unseren Experimenten die Dreifachkombination aus Tobramycin + Colistin +
Meropenem auch fur einige Isolate von A. xylosoxidans. Unser Ziel bestand in
dem Vergleich der Zweifachkombinationen mit der Dreifachkombination
hinsichtlich ihrer Wirksamkeit und moglicher Veranderungen in der Auspragung
additiver oder synergistischer Effekte durch Hinzunahme eines dritten

Antibiotikums.

Tabelle 16: Darstellung der MHK der A. xylosoxidans Isolate gegenuber der
Dreifachkombination Tobramycin + Colistin + Meropenem in ug/ml nach 24 h Inkubation
bei 37°C.

AC4 AC19 AC23 AC 27 AC49

TOB/COL/MER <4/2/8 <4/2/8 2/4/2 2/4/8 2/4/8

Durch Verwendung der Dreifachkombination aus Tobramycin, Colistin und
Meropenem konnte bei allen getesteten Bakterienstammen eine vollstandige
Wachstumsinhibition erreicht werden. Ein Vergleich mit der Wirksamkeit der

einzelnen Antibiotika findet sich in den folgenden Abbildungen.
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Abbildung 13: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin, Colistin und Meropenem
einzeln mit der Kombination aus Tobramycin + Colistin + Meropenem gegeniiber

A. xylosoxidans AC 23

Gezeigt ist die MHK in pg/ml fur TOB, COL und MEM einzeln im direkten Vergleich mit
der MHK fir das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL + MEM. Durch
die gestrichelten Linien (------- ) werden die von der EUCAST definierten Grenzwerte fur
Sensibilitat (untere Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt. Im Falle von nur einer

Linie entspricht der Grenzwert flr Sensibilitat dem flr Resistenz.

Wahrend bei Verwendung der einzelnen Antibiotika die MHK aller drei Antibiotika
gegenuber A. xylosoxidans AC23 deutlich aul3erhalb des sensiblen Bereiches
lag (vgl. auch Tab. 13), so konnte durch die Kombination der drei Antibiotika die
MHK fir Tobramycin und Colistin bis in den sensiblen Bereich gesenkt werden
und far Meropenem in den Bereich der Sensibilitdt bei erhdhter Dosis (I) (Abb.
14). Bei Berechnung des FICI ergab sich ein Wert von 0,75, der damit auf3erhalb

der expliziten Synergie, aber doch deutlich im Bereich additiver Effekte liegt.
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MHK in pg/mi

Abbildung 14: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin, Colistin und
Meropenem einzeln mit der Kombination aus Tobramycin + Colistin + Meropenem

gegeniiber A. xylosoxidans AC 27

Gezeigt ist die MHK in ug/ml fir TOB, COL und MEM einzeln im direkten Vergleich mit
der MHK flr das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL + MEM. Durch
die gestrichelten Linien (------- ) werden die von der EUCAST definierten Grenzwerte fur
Sensibilitdt (untere Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt. Im Falle von nur einer

Linie entspricht der Grenzwert fir Sensibilitat dem flir Resistenz.

Im Falle des A. xylosoxidans-Isolates AC 27 konnte durch Kombination der drei
Antibiotika die MHK fur Tobramycin und Colistin deutlich gesenkt werden (Abb.
13). In beiden Fallen lag die MHK nach Kombination im sensiblen Bereich. Fur
Meropenem konnte dagegen keine Reduktion der MHK erreicht werden, welche
sowohl bei Verwendung des einzelnen Antibiotikums als auch in Kombination im
resistenten Bereich lag. Fur den FICI ergab sich ein Wert von 1,53, der damit in
diesem Fall im indifferenten Bereich lag ohne Anzeichen fur explizit

synergistische oder additive Effekte.
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MHK in pg/ml

Abbildung 15: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin, Colistin und Meropenem
einzeln mit der Kombination aus Tobramycin + Colistin + Meropenem gegeniiber

A. xylosoxidans AC 49

Gezeigt ist die MHK in pg/ml fur TOB, COL und MEM einzeln im direkten Vergleich mit
der MHK fir das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL + MEM. Durch
die gestrichelten Linien (------- ) werden die von der EUCAST definierten Grenzwerte fur
Sensibilitat (untere Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt. Im Falle von nur einer
Linie entspricht der Grenzwert fir Sensibilitdt dem fir Resistenz. Eine Schraffur der
oberen Balkengrenze zeigt an, dass keine eindeutige Obergrenze ermittelt werden

konnte, der tatsachliche Wert fur die MHK also noch einmal dartber liegt.

Ahnlich wie im Falle des A. xylosoxidans-Isolates AC 27 (Abb. 14) verhalt es sich
auch bei Isolat AC 49 (Abb. 15). Die MHK fur Tobramycin und Colistin konnte
jeweils bis in den sensiblen Bereich gesenkt werden. Fur Meropenem gelang
erneut keine Senkung der MHK durch die Dreifachkombination, die damit
weiterhin im resistenten Bereich lag. Fur den FICI ergab sich mit 1,08 erneut ein
Wert grofder 1, der damit knapp im Bereich der Indifferenz zu verorten ist ohne

Hinweis auf eindeutig additive oder synergistische Effekte.
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Die Ubrigen getesteten Stamme von A. xylosoxidans zeigten ein gutes
Ansprechen auf die Dreifachkombination (vgl. Tab. 16), allerdings hatten sie
bereits zuvor Sensibilitat gegenuber einzelnen Antibiotika der Kombination
gezeigt (vgl. Tab. 13). Damit ist hier kein adaquater Vergleich zwischen der

Wirksamkeit der Kombination und der einzelnen Antibiotika moglich.

3.1.3 Burkholderia cepacia Komplex (BCC)

| Testung einzelner Antibiotika

Als dritte Bakterienspezies untersuchten wir im Rahmen der Sensibilitatstestung
mittels manueller Mikrobouillondilution Patientenisolate sowie in der Literatur
beschriebene Laborstamme des BCC. Diese Bakterienspezies ist mit teilweise
besonders schweren und haufig chronifizierenden respiratorischen Infektionen
bei Patienten mit einer CF-Grunderkrankung assoziiert. Ein wichtiger Grund sind
ausgepragte Resistenzen gegen viele der gangigen und in der Therapie haufig

eingesetzten Antibiotika, wie beispielsweise gegen Tobramycin.

Wie bei P. aeruginosa und A. xylosoxidans umfasste die Sensibilitatstestung fur
den BCC ebenfalls die Antibiotika Meropenem, Ceftazidim, Colistin und
Tobramycin sowie zusatzlich Cotrimoxazol und Moxifloxacin. Diese wurden in
einem ersten Schritt einzeln flr die ausgewahlten Isolate des BCC getestet (s.
Tab. 17).
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Abbildung 16: Exemplarische Wachstumsdarstellung des BCC-Isolates BC 3

anhand der optischen Dichte in Abhangigkeit der Antibiotikakonzentration

Exemplarische Darstellung der optischen Dichten (OD) bei 600nm zur Beurteilung des
Bakterienwachstums am Beispiel des BCC-Patientenisolates BC 3 in Abhangigkeit der
Konzentration des zugegebenen Antibiotikums (ug/ml). Die Kontrolle zeigt das
Bakterienwachstum ohne Zugabe eines Antibiotikums. Eine OD von 0,1 stellt den
Grenzwert fur Wachstum dar. Das Experiment wurde in Form von 3 biologischen

Replikaten, jeweils in Duplikaten durchgefihrt.

Die manuelle Mikrobouillondilution wurde nach dem gleichen Schema wie bei
den bisherigen  Testungen  durchgefuhrt. Die  Ergebnisse  der

Sensibilitatstestungen sind in Tab. 17 dargestellt.

FUr den BCC gibt es keine von der EUCAST definierten Grenzwerte fur Resistenz
und Sensibilitat, da sie bisher nicht mit der Wirksamkeit im Menschen korreliert
werden konnen. Daher wurde hier auf die Definition der amerikanischen
Gesellschaft CLSI zurlckgegriffen. Da der BCC intrinsische Resistenz
gegenuber Colistin, Tobramycin aufweist, gibt es auch hierflr keine definierten

Grenzwerte. Ebenso wurden bisher in keiner Fachgesellschaft Grenzwerte fur
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Moxifloxacin festgelegt. Dies ist in Tabelle 17 und 18 daher mit NB flr ,nicht

beurteilbar‘ gekennzeichnet.

Tabelle 17: Darstellung der MHK der ausgewahlten Stamme des BCC gegentber
Meropenem (MEM), Ceftazidim (CTZ), Colistin (COL), Tobramycin (TOB), Cotrimoxazol
(COT) sowie Moxifloxacin (MOX) in pg/ml inklusive einer Beurteilung hinsichtlich der
Resistenzlage auf Grundlage der aktuellen CLSI-Leitlinie [131] (Sensibilitat (S),
Sensibilitdt bei erhéhter Dosis (I), Resistenz (R), Nicht Beurteilbar (NB))

MEM CTZ coL TOB coTt MOX
BC1 128 R 256 R >64 R 128 R 8 R 4 NB
BC3 8 | 2 S >64 R 64 R 05 S <2 NB
BC7 8 | 2 S >8 R >16 R - - - -
BC8 128 R 128 R >64 R 128 R 16 R 2 NB
BC10 - - 8 [ >8 R >16 R 1 S <2 NB
BC11 - - <4 S >8 R >16 R 05 S <2 NB
BC 12 - - <4 S >8 R >16 R 1 S <2 NB
BCJ2315 1,25 R 32 R 125 R 125 R 4 R 4 NB
BC ATCC 4 | >4 S >8 R >16 R - - - -

Wie fur P. aeruginosa und A. xylosoxidans wurde auch fur die Stamme des BCC
parallel die MHK noch einmal mit einem in der Routinediagnostik bereits
etablierten Testverfahren ermittelt, um sie mit den Ergebnissen der manuellen
Mikrobouillondilution zu vergleichen und unsere Methode zu verifizieren. Zur
Anwendung kamen in diesem Fall E-Teste in Agardiffusion, da die Stamme in
den 96-well Platten von merlin und ebenfalls im Vitek-System zu langsames

Wachstum flr eine Messung zeigten (Tab. 18).
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Tabelle 18: Darstellung der MHK der ausgewahlten Stdamme des BCC gegentber
Meropenem (MEM), Ceftazidim (CTZ), Colistin (COL), Tobramycin (TOB), Cotrimoxazol
(COT) sowie Moxifloxacin (MOX) in pg/ml im Rahmen der Sensibilitatstestung mittels
Agardiffusion (E-Test) inklusive einer Beurteilung hinsichtlich der Resistenzlage auf
Grundlage der aktuellen CLSI-Leitlinie [131] (Sensibilitat (S), Resistenz (R), Nicht
Beurteilbar (NB))

MEM CTZ CcoL TOB COoT MOX
BC1 >256 R >256 R >64 R >256 R >32 R >32 NB
BC3 1,5 S 15 S >64 R >256 R 05 S 0,75 NB
BC7 1,5 S 15 S >64 R >256 R 1 S 1 NB
BC8 >256 R >256 R >64 R >256 R >32 R 6 NB
BC10 2 S 2 S >64 R >256 R 1 S 3 NB
BC11 15 S 15 S >64 R >256 R 0,38 S 0,75 NB
BC12 2 S 2 S >64 R >256 R 05 S 3 NB
BCJ2315 >256 R >256 R >64 R >256 R >32 R >32 NB
BCATCC >256 R >256 R >64 R >256 R >32 R >32 NB

Die Ergebnisse lieRen sich trotz unterschiedlicher Testverfahren (manuelle

Mikrobouillondilution gegenluber Agardiffusion) weitgehend gut vergleichen.

Die Resistenz des BCC gegentuber Colistin und Tobramycin konnte auch in
unseren Experimenten bestatigt werden. Es zeigte sich jedoch die Tendenz, dass
einige der Stamme, beispielsweise BC 3, BC 7 oder BC 10, allgemein ein
besseres Ansprechen auf einen Groldteil der verwendeten Antibiotikaklassen
bereits in Einfachnutzung zeigten, wahrend das Wachstum anderer Stamme,
beispielsweise BC 1, BC 8 oder J2135, von kaum einem einzelnen Antibiotikum
inhibiert werden konnte (vgl. Tab 17 + 18).
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Il Testung von Antibiotikakombinationen

1.1 Testung antibiotischer Zweifachkombinationen

Nach Testung der einzelnen Antibiotika erfolgte die Sensibilitatstestung von
Zweifachkombinationen wie bereits fur P. aeruginosa und A. xylosoxidans auch
fur den BCC. Zur Anwendung kamen erneut Tobramycin + Ceftazidim und
Tobramycin + Colistin. Als weitere Kombination fugten wir Cotrimoxazol +
Tobramycin zu unseren Testungen hinzu. Die Auswahl der Kombinationen
erfolgte in Absprache mit der CF-Ambulanz der Kinderklinik des

Universitatsklinikums Tubingen.

Die Ergebnisse der Kombinationstestung sind in Tabelle 19 sowie den folgenden

Abbildungen dargestellt.

Tabelle 19: Darstellung der MHK der Zweifachkombinationen Tobramycin und
Ceftazidim, Tobramycin und Colistin sowie Cotrimoxazol und Tobramycin in pg/ml
gegenuber den verwendeten Bakterienstammen nach 24 h Inkubation bei 37°C. Der
erste Wert der MHK gibt die bendtigte Konzentration des erstgenannten Antibiotikums
an, der zweite Wert der MHK die bendtigte Konzentration des zweitgenannten

Antibiotikums.

TOB + CTZ TOB + COL COT + TOB

BC1 64/64 > 64/64 4/16
BC3 0,5/1 > 64/64 <2/4
BC7 0,5/1 > 64/64 -

BC8 32/16 > 64/64 4/32
BCC10 - - <2/4
BcC11 - - <2/4
BCC12 - - <2/4
BCJ2315 64/64 64/64 4/32

BC ATCC <4/4 >4/8 -
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Die Antibiotika Colistin und Tobramycin sind aufgrund natirlicher Resistenz des
BCC einzeln in der Regel wirkungslos und erzielten auch in Kombination in
unseren Experimenten keine gesteigerte Wirksamkeit gegenuber den Stammen
des BCC (Tab. 19).

Ansonsten zeigten sich auch fur die antibiotischen Zweifachkombinationen die
bereits beobachteten stammspezifischen Tendenzen. So prasentierten sich auf
der einen Seite die Stamme BC 3, BC 7 oder auch BC ATCC grundsatzlich
deutlich sensibler als auf der anderen Seite BC 1, BC 8 oder BC J2315 (Tab. 19).
Eine genauere Betrachtung, in wieweit sich die Wirksamkeit der Antibiotika durch
deren Kombination verbessert hat und synergistische Effekte zu beobachten
sind, wird im Folgenden durch den direkten Vergleich der MHK der einzelnen
Antibiotika mit der MHK der Antibiotika in Kombination untersucht. Wie bereits fur
P. aeruginosa und A. xylosoxidans wird auch hier mit der Kombination

Tobramycin + Ceftazidim begonnen.
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Kombination Tobramycin + Ceftazidim
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Abbildung 17: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin und Ceftazidim einzeln

mit der Kombination Tobramycin + Ceftazidim gegeniiber dem Isolat BC 1

Gezeigtist die MHK in ug/ml fir TOB und CTZ einzeln im direkten Vergleich mit der MHK
fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + CTZ. Durch die gestrichelten
Linien (------- ) werden die von der CLSI definierten Grenzwerte flr Sensibilitdt (untere

Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt.

Das Isolat BC 1 zeigte gegenuber Tobramycin und Ceftazidim in Einfachnutzung
keine Sensibilitat (vgl. Tab. 17 + 18). Durch Kombination der beiden Antibiotika
konnte die jeweilige MHK zwar deutlich gesenkt werden, die Werte lagen jedoch

weiterhin im resistenten Bereich (Abb. 17).

Fir den FICI ergab sich aufgrund der ausgepragten Reduktion der jeweiligen
MHK ein Wert von 0,75, der damit im Bereich additiver Effekte liegt.
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Abbildung 18: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin und Ceftazidim einzeln

mit der Kombination Tobramycin + Ceftazidim gegeniiber dem Isolat BC 3

Gezeigt ist die MHK in pg/ml fir TOB und CTZ einzeln im direkten Vergleich mit der MHK
fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + CTZ. Durch die gestrichelten
Linien (------- ) werden die von der CLSI definierten Grenzwerte fur Sensibilitat (untere

Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt.

Ceftazidim gegenuber zeigte das Isolat BC 3 bereits bei Einfachnutzung gute
Sensibilitdt (vgl. Tab. 17 + 18), doch auch hier konnte die MHK durch
Kombination mit Tobramycin noch einmal um die Halfte innerhalb des sensiblen
Bereiches abgesenkt werden (Abb. 16). Die MHK fur Tobramycin konnte durch
die Kombination mit Ceftazidim noch deutlicher um ein Vielfaches verringert
werden (vgl. Tab. 17 + 18 sowie Abb. 18). Bei Berechnung des FICI ergab sich
ein Wert von 0,51, der damit knapp aulderhalb der Synergie liegt, allerdings klar

im Bereich ausgepragter additiver Effekte.
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Abbildung 19: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin und Ceftazidim einzeln

mit der Kombination Tobramycin + Ceftazidim gegeniiber dem Isolat BC 7

Gezeigt ist die MHK in ug/ml fir TOB und CTZ einzeln im direkten Vergleich mit der MHK
fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + CTZ. Durch die gestrichelten
Linien (------- ) werden die von der CLSI definierten Grenzwerte fur Sensibilitat (untere
Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt. Im Falle von nur einer Linie entspricht der
Grenzwert fur Sensibilitat dem fur Resistenz. Eine Schraffur der oberen Balkengrenze
zeigt an, dass keine eindeutige Obergrenze ermittelt werden konnte, der tatsachliche

Wert flr die MHK also noch einmal dartber liegt.

Fir das Isolat BC 7 zeigte sich in unseren Experimenten ein sehr ahnliches Bild
wie bereits zuvor fir das Isolat BC 3 (Abb. 18). Die MHK flr Tobramycin konnte
erneut um ein Vielfaches gesenkt werden und auch fiur Ceftazidim konnte die
MHK innerhalb des sensiblen Bereiches noch einmal um die Halfte reduziert
werden (Abb. 19). Daraus ergab sich ein Wert flr den FICI von < 0,53, der damit
ebenfalls knapp auflerhalb expliziter Synergie liegt, allerdings im Bereich

ausgepragter additiver Effekte.
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Abbildung 20: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin und Ceftazidim einzeln

mit der Kombination Tobramycin + Ceftazidim gegeniiber dem Isolat BC 8

Gezeigt ist die MHK in pug/ml fur TOB und CTZ einzeln im direkten Vergleich mit der MHK
fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + CTZ. Durch die gestrichelten
Linien (----—--- ) werden die von der CLSI definierten Grenzwerte fur Sensibilitat (untere

Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt.

Durch die Kombination konnte die MHK auch fur das Isolat BC 8 sowohl fur
Tobramycin als auch Ceftazidim deutlich gesenkt werden. Flr Tobramycin lasst
sich auch hier aufgrund fehlender Grenzwerte keine eindeutige Aussage
hinsichtlich Sensibilitat treffen. Die MHK fur Ceftazidim konnte allerdings in
Kombination mit Tobramycin bis in den Bereich der Sensibilitat bei erhdhter Dosis
gesenkt werden, der per definitionem bereits als Sensibilitat gilt. Fur den FICI

ergab sich ein Wert von 0,37, der damit eindeutig als Synergie zu werten ist.

In den folgenden Abbildungen wird nun genauer auf die Ergebnisse der

Sensibilitatstestung flr die Kombination Tobramycin und Colistin eingegangen.
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Kombination Tobramycin + Colistin
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Abbildung 21: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin und Colistin einzeln mit

der Kombination Tobramycin + Colistin gegeniiber dem Isolat BC J2315

Gezeigtist die MHK in pg/ml fir TOB und COL einzeln im direkten Vergleich mit der MHK
fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL.

Aufgrund fehlender Grenzwerte konnten fur die Kombination Tobramycin und
Colistin fur den BCC keine Sensibilitatsbereiche angegeben werden. Fir das
Isolat BC J2315 (Abb. 21) konnte die MHK sowohl fir Tobramycin als auch
Colistin durch Kombination um etwa die Halfte im Vergleich zum Ausgangswert
der einzelnen Antibiotika gesenkt werden (vgl. Tab. 17 + 18). Allerdings sind auch
diese MHK nach wie vor auf einem sehr hohen Niveau. Daher ist hier nicht von
einer Effektivitat der Kombination gegenuber dem BC J2315 auszugehen. Der
Wert des FICI liegt geringfugig Uber 1 und damit an der Grenze zu einem

additiven Effekt.

Auch fur die Uubrigen Isolate des BCC lassen die Ergebnisse der
Kombinationstestung nicht auf eine gesteigerte antibiotische Wirksamkeit durch
die Kombination Tobramycin + Colistin im Vergleich zu den einzelnen Antibiotika
schliel®en bei durchweg hohen Werten fur die MHK (vgl. Tab. 17 + 19).
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Im folgenden Abschnitt wird die Wirkung der Zweifachkombination Cotrimoxazol
und Tobramycin genauer untersucht. Auch hier existieren flr die beiden
Antibiotika weder von EUCAST noch CLSI definierte Grenzwerte flr Sensibilitat

und Resistenz.

Kombination Cotrimoxazol + Tobramycin
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Abbildung 22: Vergleich der Wirksamkeit von Cotrimoxazol und Tobramycin
einzeln mit der Kombination Cotrimoxazol + Tobramycin gegeniiber dem Isolat
BC1

Gezeigtist die MHK in ug/ml fir COT und TOB einzeln im direkten Vergleich mit der MHK
fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination COT + TOB.

Durch Kombination von Cotrimoxazol und Tobramycin konnte die MHK fiir jedes
der Antibiotika gegenuber dem einzelnen Antibiotikum klar gesenkt werden. Das
Isolat BC 1 zeigte bereits gegenuber Cotrimoxazol alleine ein gutes Ansprechen,
durch die Kombination mit Tobramycin konnte die MHK aber noch einmal um die
Halfte gesenkt werden (Abb. 22).
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Tobramycin zeigte dagegen einzeln gegenuber dem Isolat BC 1 keine
antibiotische Wirkung, durch Kombination mit Cotrimoxazol konnte allerdings die

MHK fur Tobramycin um ein Vielfaches gesenkt werden (Abb. 22).

Mit einem FICI von 0,625 liegt die Wirkung im Bereich ausgepragter additiver
Effekte.
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Abbildung 23: Vergleich der Wirksamkeit von Cotrimoxazol und Tobramycin einzeln

mit der Kombination Cotrimoxazol + Tobramycin gegeniiber dem Isolat BC 8

Gezeigt ist die MHK in ug/ml fir COT und TOB einzeln im direkten Vergleich mit der MHK
fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus COT + TOB.

Fir Isolat BC 8 (Abb. 23) zeigte sich in unseren Experimenten ein ahnliches
Ansprechverhalten wie fur das Isolat BC 1 zuvor (Abb. 22). Fir Isolat BC 8 konnte
durch Kombination von Cotrimoxazol und Tobramycin die MHK im Vergleich zur
MHK beider einzelnen Antibiotika jeweils um das Vierfache gesenkt werden.
Auch hier lasst sich aufgrund fehlender Grenzwerte keine adaquate Einordnung

bezuglich Sensitivitat und Resistenz vornehmen.



Ergebnisse

Mit einem FICI von 0,5 kann hinsichtlich BC 8 von synergistischen Effekten der

Kombination Cotrimoxazol + Tobramycin gesprochen werden.
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Abbildung 24: Vergleich der Wirksamkeit von Cotrimoxazol und Tobramycin

einzeln mit der Kombination Cotrimoxazol + Tobramycin gegeniiber dem Isolat
BC J2315

Gezeigt ist die MHK in pg/ml fir COT und TOB einzeln im direkten Vergleich mit der
MHK fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus COT + TOB.

BC J2315 zeigte in unseren Experimenten bereits auf Cotrimoxazol einzeln ein
gutes Ansprechen, durch Kombination mit Tobramycin konnte die MHK nicht
weiter gesenkt werden (Abb. 24). Hinsichtlich Tobramycin ist wie fir BC 1 und
BC 8 zuvor (vgl. Abb. 22 + 23) eine Reduktion der MHK auf ein Viertel zu
verzeichnen. Fur den FICI ergibt sich ein Wert groer 1 und die Wirkung der
Kombination liegt damit in diesem Fall auRerhalb synergistischer oder additiver
Effekte.
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In Zusammenschau der Ergebnisse zeigte die Kombination Cotrimoxazol und
Tobramycin in unseren Experimenten insgesamt eine gute Wirksamkeit
gegenuber den von uns getesteten Isolaten des BCC (vgl. Tab. 19). Zudem
lieRen sich additive bzw. synergistische Effekte der Kombination beobachten
(vgl. Abb. 22 +23). Einzig eine Beurteilung hinsichtlich Resistenz und Sensibilitat
ist aufgrund fehlender Grenzwerte von EUCAST und CLSI nur eingeschrankt

maoglich.

1.2 Testung von Dreifachkombinationen

Neben den bereits beschriebenen Zweifachkombinationen testeten wir in
unseren Experimenten die Dreifachkombination aus Tobramycin + Colistin +
Meropenem auch fir einige Isolate des BCC. Zudem untersuchten wir die
Dreifachkombination aus Moxifloxacin + Ceftazidim + Colistin. Unser Ziel bestand
in dem Vergleich der Zweifachkombinationen mit den Dreifachkombinationen
hinsichtlich ihrer Wirksamkeit und maoglicher Veranderungen in der Auspragung
additiver oder synergistischer Effekte durch Hinzunahme eines dritten
Antibiotikums. Die Auswahl der Kombinationen erfolgte ebenfalls in Absprache
mit der CF Ambulanz der Kinderklinik Ttbingen des UKT.

Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle dargestellt.
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Tabelle 20: Darstellung der MHK flr ausgewahlte Isolate des BCC gegeniber den
Dreifachkombinationen Tobramycin + Colistin + Meropenem (TOB, COL, MER) sowie
Moxifloxacin + Ceftazidim + Colistin (MOX, CTZ, COL) in ug/ml nach 24 h Inkubation bei
37°C.

TOB + COL + MER MOX + CTZ + COL

BC1 2/8/16 2,5/8/2
BC3 2/4/8 <5/16/4
BC7 <4/2/8

BC8 2/8/8 1,25/4/2
BC10 - <5/16/4
BC11 - <5/16/4
BC12 - <5/16/4
BCJ2315 16/16/32 <5/16/4
BC ATCC <4/2/8 -

In unseren Experimenten konnte das Wachstum aller untersuchten Isolate des
BCC durch beide Dreifachkombinationen unterbunden werden. In wieweit sich
die Wirkung durch Hinzunahme eines dritten Antibiotikums im Vergleich zu
Einfachnutzung oder den zuvor getesteten Zweifachkombinationen verandert,

wird in den folgenden Abbildungen sowie Tabelle 20 dargestellt.

Der folgende Abschnitt beginnt mit den Ergebnissen fir die Kombination
Tobramycin + Colistin + Meropenem. Graphisch dargestellt sind auch hier nur die
Ergebnisse, die einen aussagekraftigen Vergleich und eine Beurteilung

hinsichtlich Synergie und additiven Effekten zulassen.
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Dreifachkombination Tobramycin + Colistin + Meropenem
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Abbildung 25: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin, Colistin und
Meropenem einzeln mit der Kombination aus Tobramycin + Colistin + Meropenem

gegeniiber dem Isolat BC 1

Gezeigt ist die MHK in ug/ml fir TOB, COL und MEM einzeln im direkten Vergleich mit
der MHK flr das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL + MEM. Durch
die gestrichelten Linien (------- ) werden die von der CLSI definierten Grenzwerte fur
Sensibilitdt (untere Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt. Eine Schraffur der
oberen Balkengrenze bedeutet, dass keine eindeutige Obergrenze ermittelt werden

konnte, der tatsachliche Wert fur die MHK also noch einmal dartber liegt.

Hinsichtlich Isolat BC 1 konnte in unseren Experimenten durch die Kombination
Tobramycin + Colistin + Meropenem die MHK fur jedes der Antibiotika eindeutig
und jeweils um ein Vielfaches des Ausgangswertes des einzelnen Antibiotikums
gesenkt werden (Abb. 25). Fir Meropenem konnte durch die Kombination der
Bereich der Sensibilitdt bei erhdhter Dosis erreicht werden. Da fir Tobramycin

und Colistin keine Grenzwerte des sensiblen und resistenten Bereiches fur den
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BCC existieren, konnte fur BC 1 sowie den Ubrigen Isolaten des BCC keine

abschlieRende Beurteilung hinsichtlich Sensibilitat und Resistenz erfolgen.

FUr den FICI ergab sich daraus ein Wert von kleiner 0,27, der damit deutlich im

Bereich synergistischer Wirkungen liegt.
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Abbildung 26: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin, Colistin und

Meropenem einzeln mit der Kombination aus Tobramycin + Colistin + Meropenem

gegeniiber dem Isolat BC 3

Gezeigt ist die MHK in pg/ml fir TOB, COL und MEM einzeln im direkten Vergleich mit
der MHK flr das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL + MEM. Durch
die gestrichelten Linien (------- ) werden die von der CLSI definierten Grenzwerte fur
Sensibilitdt (untere Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt. Eine Schraffur der
oberen Balkengrenze bedeutet, dass keine eindeutige Obergrenze ermittelt werden

konnte, der tatsachliche Wert fur die MHK also noch einmal dartber liegt.

Fir das Isolat BC 3 konnte die MHK sowohl fur Tobramycin als auch Colistin
durch Kombination um ein Vielfaches gesenkt werden (Abb. 26). Die MHK fur
Meropenem hingegen lag auch einzeln bereits im Bereich der Sensibilitat
erhohter Dosis und konnte auch durch eine Kombination der Antibiotika nicht
weiter gesenkt werden. Dadurch ergaben sich Werte fur den FICI von grofder 1

ohne Nachweis explizit synergistischer oder additiver Effekte.
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Abbildung 27: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin, Colistin und
Meropenem einzeln mit der Kombination aus Tobramycin + Colistin + Meropenem

gegeniiber dem Isolat BC 8

Gezeigt ist die MHK in pug/ml fur TOB, COL und MEM einzeln im direkten Vergleich mit
der MHK fir das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL + MEM. Durch
die gestrichelten Linien (------- ) werden die von der CLSI definierten Grenzwerte flr
Sensibilitdt (untere Linie) und Resistenz (obere Linie) angezeigt. Eine Schraffur der
oberen Balkengrenze bedeutet, dass keine eindeutige Obergrenze ermittelt werden

konnte, der tatsachliche Wert fur die MHK also noch einmal daruber liegt.

Im Falle von BC 8 konnte die MHK fur jedes Antibiotikum durch ihre Kombination
im Vergleich zur Einzelnutzung um ein Vielfaches gesenkt werden (Abb. 27). Die
MHK fur Meropenem konnte durch Kombination mit Tobramycin und Colistin
deutlich gesenkt werden bis in den Bereich der Sensibilitat bei erhdhter Dosis.
Flr Tobramycin und Colistin lasst sich aufgrund fehlender Grenzwerte keine
Einordnung hinsichtlich des sensiblen Bereiches vornehmen. Der FICI von
kleiner 0,2 zeigt in diesem Fall klar synergistische Wirkung der drei Antibiotika

an.
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Abbildung 28: Vergleich der Wirksamkeit von Tobramycin, Colistin und
Meropenem einzeln mit der Kombination aus Tobramycin + Colistin + Meropenem

gegeniiber dem Isolat BC J2315

Gezeigt ist die MHK in pg/ml fir TOB, COL und MEM einzeln im direkten Vergleich mit
der MHK fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL + MEM. Die

gestrichelte Linie (------- ) zeigt den von der CLSI definierte Grenzwert flr Sensibilitat an.

Im Falle von lIsolat BC J2315 zeigte sich in unseren Experimenten eine weit
weniger eindeutige Wirkung der Dreifachkombination (Abb. 28) im Vergleich zu
den Isolaten BC 1 bzw. BC 8 (vgl. Abb. 25 und 27). Wahrend die MHK fur
Tobramycin und Colistin erneut um ein Vielfaches und klar gesenkt werden
konnte, blieb die MHK fir Meropenem auch nach Kombination unverandert
aullerhalb des sensiblen Bereiches. Auch der FICI von grof3er 1 zeigte keine

eindeutig additive oder synergistische Wirkung an.
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In den folgenden Graphiken werden nun die Ergebnisse unserer Experimente fur
die zweite Dreifachkombination Moxifloxacin + Ceftazidim + Colistin dargestellt.
Auch hier erfolgt die Darstellung anhand von zwei Beispielen, bei denen aufgrund
eindeutiger Werte ein aussagekraftiger Vergleich mit der MHK der einzelnen

Antibiotika moglich ist sowie eine Beurteilung hinsichtlich synergistischer Effekte.

Dreifachkombination Moxifloxacin + Ceftazidim + Colistin

256

MHK in pg/ml

o &P O
KO R
AN N
" < o
N & (¢
Abbildung 29: Vergleich der Wirksamkeit von Moxifloxacin, Ceftazidim und Colistin
einzeln mit der Kombination aus Meropenem + Ceftazidim + Colistin gegeniiber

dem Isolat BC 1

Gezeigt ist die MHK in pg/ml fir TOB, COL und MEM einzeln im direkten Vergleich mit
der MHK fur das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL + MEM. Durch
die gestrichelte Linie (------- ) werden die von der CLSI definierten Grenzwerte fur
Sensibilitdt gekennzeichnet. Eine Schraffur der oberen Balkengrenze zeigt an, dass keine
eindeutige Obergrenze ermittelt werden konnte, der tatsachliche Wert fur die MHK also

noch einmal dariber liegt.
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Durch die Kombination von Moxifloxacin + Ceftazidim + Colistin konnte in
unseren Experimenten gegenutber dem Isolat BC 1 eine eindeutige Reduktion
der MHK flr jedes Antibiotikum erreicht werden im Vergleich zu der MHK bei
Einfachnutzung (Abb. 29). Fur Moxifloxacin, das bereits bei Einfachnutzung gute
Wirkung gegen die von uns getesteten Isolate des BCC gezeigt hatte (vgl. Tab.
17), konnte die MHK durch Kombination mit Colistin und Ceftazidim fur Isolat BC
1 noch einmal um die Halfte gesenkt werden. Colistin hatte bei alleiniger
Verwendung keinerlei antibiotische Wirkung gegenuber allen von uns
verwendeten Isolaten des BCC gezeigt (vgl. Tab. 17). Durch Kombination konnte
die MHK fiur Moxifloxacin gegenuber Isolat BC 1 gegenlber um ein Vielfaches
gesenkt werden. Da fur Moxifloxacin und Colistin keine eindeutig definierten
Grenzwerte fur den sensiblen Bereich existieren, kann hier diesbezuglich keine
abschlieRende Beurteilung erfolgen. Ceftazidim hatte in unseren Experimenten
keine Einzelwirkung gegentber BC 1 gezeigt, nach Kombination mit Moxifloxacin
und Colistin lag die MHK nun im sensiblen Bereich (Abb. 29). Der FICI von 0,7

zeigt zumindest eindeutig additive Effekte an.
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Abbildung 30: Vergleich der Wirksamkeit von Moxifloxacin, Ceftazidim und Colistin
einzeln mit der Kombination aus Meropenem + Ceftazidim + Colistin gegeniiber

dem Isolat BC 8

Gezeigt ist die MHK in pug/ml fur TOB, COL und MEM einzeln im direkten Vergleich mit
der MHK flr das gleiche Antibiotikum in der Kombination aus TOB + COL + MEM. Durch
die gestrichelte Linie (------- ) werden die von der CLSI definierten Grenzwerte flr
Sensibilitdt gekennzeichnet. Eine Schraffur der oberen Balkengrenze zeigt an, dass keine
eindeutige Obergrenze ermittelt werden konnte, der tatsachliche Wert fir die MHK also

noch einmal dartber liegt.

Fir das Isolat BC 8 (Abb. 30) zeigten sich in unseren Experimenten sehr dhnliche
Ergebnisse wie zuvor flir BC 1. Obwohl bereits in Einfachnutzung gut wirksam,
konnte die MHK fur Moxifloxacin durch Kombination noch einmal deutlich
gesenkt werden. Erneut noch weitaus deutlicher fiel die Reduktion fur Ceftazidim
sowie Colistin aus. Ohne antibiotische Wirkung in Einzelnutzung konnte die MHK
in Kombination um ein Vielfaches gesenkt werden, im Falle von Ceftazidim bis
deutlich in den sensiblen Bereich. Die Berechnung des FICI ergab mit 0,5 einen

Wert im Bereich explizit synergistischer Effekte.
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3.1.4 Zusammenfassung Fractional Inhibitory Concentration Index
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Abbildung 31: Darstellung der errechneten FICI-Werte sortiert nach

Bakterienspezies sowie Antibiotikakombination

Darstellung der errechneten FICI-Werte mit farblicher Markierung der Bakterienspezies
P. aeruginosa (blau), A. xylosoxidans (gold) sowie BCC (rot), gruppiert nach untersuchter
Antibiotikakombination. Durch die gestrichelten Linien werden die jeweiligen FICI-
Bereiche gekennzeichnet mit Abgrenzung synergistischer, additiver sowie indifferenter
Effekte. Zudem wird als durchgezogene Linie der jeweilige Median der FICI-Werte
dargestellt.
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Abbildung 31 stellt in einer Ubersicht vergleichend die errechneten FICI-Werte
sortiert nach jeweiliger Antibiotikakombination sowie Bakterienspezies dar. Im
Rahmen unserer Experimente konnten fur alle von uns untersuchten
Antibiotikakombinationen additive bzw. in einigen Fallen sogar explizit
synergistische Wirkungen gezeigt werden. Der Median der FICI-Werte lag dabei
fur jede der Kombinationen mindestens im Bereich additiver Effekte, fir die
Zweifachkombinationen Tobramycin + Ceftazidim sowie Cotrimoxazol +
Tobramycin an der Grenze zur Synergie. Diese Wirkungseffekte prasentierten
sich jedoch hoch stammspezifisch und selbst innerhalb der gleichen
Bakterienspezies sehr variabel mit einer breiten Streuung der errechneten FICI-
Werte. Eine vergleichende Gegenuberstellung und Bewertung der
unterschiedlichen Antibiotikakombinationen finden sich in der abschliefenden

Diskussion.
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4 Diskussion

Im Rahmen der Multisystemerkrankung CF stellen nach wie vor chronische und
schwer zu therapierende respiratorische Infektionen sowohl Patient*innen als
auch das interdisziplinar behandelnde Team vor immense Herausforderungen.
Haufig bilden sie den die Prognose bestimmenden und letztendlich limitierenden
Faktor [19, 124]. Eine besondere Rolle kommt dabei den Bakterienspezies
P. aeruginosa, A. xylosoxidans sowie Vertretern des BCC zu, die haufig zu
chronischen und komplikationsreichen respiratorischen Infektionen fihren [23,
59, 61, 132]. Trotz mittlerweile grof3er Fortschritte in der Therapie der CF, wie
beispielsweise durch den Einsatz von CFTR-Modulatoren, die Lebensqualitat
und Prognose vieler Patient*innen deutlich steigern konnten, stellt die intensive
antibiotische Therapie respiratorischer Infektionen nach wie vor eine zentrale und
nicht verzichtbare therapeutische Saule dar [133, 134]. Haufig kommen
Kombinationen verschiedener Antibiotika zum Einsatz, fur deren Effektivitat und
Nutzen allerdings in vielen Fallen eine systematische Evidenz fehlt und fur die
daher dringender weiterer Untersuchungsbedarf besteht [116, 135]. Die
Notwendigkeit derartiger Untersuchungen wird dadurch unterstrichen, dass eine
antibiotische Kombinationstestung in vitro an bakteriellen Patientenisolaten im
Rahmen der CF wie auch in der Ubrigen mikrobiologischen Diagnostik bisher nur

selten in der Routine durchgefihrt wird [136].

Diese Arbeit untersucht verschiedene Antibiotikakombinationen in vitro
hinsichtlich ihrer Wirksamkeit gegenuber Stammen der drei oben genannten
Bakterienspezies mittels manueller Mikrobouillondilution. Unser Ziel war es, eine
Methodik zu etablieren, mit deren Hilfe in Zukunft routinemafig eine antibiotische
Kombinationstestung der von CF-Patienten isolierten pathogenen Keime
durchgefuhrt werden kann. Im Zuge dessen korrelierten wir die Methodik der
Mikrobouillondilution mit weiteren in der mikrobiologischen Diagnostik etablierten
Verfahren hinsichtlich der Vergleichbarkeit ihrer Ergebnisse. Zudem wurde die
antibiotische Effektivitat der Kombinationen gegentber den von uns verwendeten
Bakterienstdmmen untersucht sowie eine Beurteilung hinsichtlich mdglicher

additiver und synergistischer Effekte vorgenommen.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte in unseren in vitro Experimenten eine gute
Wirksamkeit der von uns untersuchten antibiotischen Kombinationen gezeigt
werden mit dem mehrmaligen Nachweis additiver bis hin zu synergistischen
Effekten. Gleichzeitig prasentierte sich die Effektivitat der
Antibiotikakombinationen und insbesondere ein beobachteter antibiotischer
Synergismus in unseren Experimenten als hoch stammspezifisch. Die

Ergebnisse lie3en sich nicht auf eine gesamte Bakterienspezies Ubertragen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse unserer Arbeit im Hinblick auf diese und

weitere Aspekte diskutiert.

4.1 Wahl der geeigneten Methodik

Aufgrund der besonderen Wachstumscharakteristika, insbesondere von
P. aeruginosa, wird immer wieder diskutiert, ob und in welcher Weise die
Bedingungen in vitro den tatsachlichen Wachstumsbedingungen und dem in vivo
Milieu in den Lungen von CF-Patient*innen entsprechen und inwieweit sie bei der

Resistenztestung angepasst werden sollten bzw. kénnen.

Neben der Ausbildung von Biofilmen ist in diesem Kontext auch das Wachstum
unter teils anaeroben Bedingungen ein wichtiger Aspekt [137, 138]. Beide
Eigenschaften werden in konventionellen Empfindlichkeitstestungen nicht
berticksichtigt. Zudem zeigte sich, dass die Empfindlichkeit gegenuber einem
Antibiotikum nicht nur zwischen unterschiedlichen Stammen von P. aeruginosa
variieren kann, sondern ebenso zwischen unterschiedlichen Kolonien desselben
Stammes [139].

Besonders die Relevanz einer Empfindlichkeitstestung unter Wachstum in Form
von Biofilmen wird immer wieder diskutiert und untersucht. Man erhofft sich eine
bessere Korrelation der Ergebnisse in vitro mit dem tatsachlichen klinischen
Outcome und Ansprechen. Insbesondere bei P. aeruginosa stellt sich die
schlechte Vorhersagbarkeit des klinischen Effektes der Antibiotikatherapie im
Rahmen von CF als groRes Problem dar [140]. Studien mit Anwendung

unterschiedlicher Assays und Panels (bspw. dem Calgary Biofilm Device), die
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das Wachstum in Biofilmen und die nachfolgende Bestimmung der Minimalen
Hemmkonzentrationen ermoglichen, konnten eine deutliche Erhohung der
bendtigten  Antibiotikakonzentrationen  zeigen  verglichen mit einer

herkdbmmlichen Sensibilitatstestung aul3erhalb von Biofilmen [141, 142].

Allerdings konnte weder eine eindeutige Verbesserung der Korrelation der in
dieser Form gewonnenen Ergebnisse mit dem spateren klinischen Ansprechen
nachgewiesen werden, noch wurde ein signifikant besseres Patientenoutcome
erreicht [138]. Daher fiihrten wir auch in dieser Arbeit entsprechend der aktuellen
Leitlinie zu Lungenerkrankung bei Mukoviszidose die Sensibilitatstestungen

unter Verwendung herkdmmlicher Nahrmedien und Methoden durch [135].

4.2 Vergleichbarkeit der Ergebnisse bei Anwendung unterschiedlicher
Verfahren zur Sensibilitatstestung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse bei Anwendung der
manuellen Mikrobouillondilution hinsichtlich A. xylosoxidans sowie dem BCC
insgesamt gut mit den Ergebnissen aus anderen mikrobiologischen
Routineverfahren korrelierten wie der Testung mittels Agardiffusion (E-Test), der
automatisierten  Empfindlichkeitsprifung mittels VITEK oder MRGN-
Screeningplatten (vgl. Tab. 15 und 19).

Auch fir weitere Bakterienspezies, beispielsweise unterschiedlichen Subspezies
der Staphylokokken, Streptokokken sowie Enterokokken, konnte bereits eine
gute Vergleichbarkeit der mit der Methodik der Mikrobouillondilution gewonnenen
Ergebnisse mit denen mittels beispielsweise der Agardiffusion erhaltenen gezeigt
werden [143].

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse der in vitro Sensibilitatstestung fur die
Isolate von P. aeruginosa unterschieden sich dagegen deutlich in Abhangigkeit
von den angewandten Methoden entweder der Mikrobouillondilution oder der
Agardiffusion (vgl. Tab. 10 + 11). Bereits zwischen den beiden Routineverfahren
(E-Test gegenuber MRGN-Screeningplatten, Tab. 11) sind kleinere

Schwankungen zu beobachten, beispielwiese bei Testung von Meropenem
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gegenuber P. aeruginosa NF 21470 oder auch bei Ceftazidim gegenuber
P. aeruginosa NF 26144. In beiden Fallen fuhrten die Abweichungen der MHK
zu einem Klassenwechsel in der Beurteilung hinsichtlich Sensibilitat (S),
Sensibilitat bei erhohter Dosis (I) und Resistenz (R) (S gegenuber | sowie |
gegenuber R). Im direkten Vergleich mit unseren Ergebnissen der manuellen
Mikrobouillondilution zeigen sich ebenfalls Abweichungen. So differiert die
Beurteilung bei Tobramycin gegenuber P. aeruginosa NF 26144 um ganze 2
Stufen (R gegenuber S) zwischen Agardiffusion und manueller
Mikrobouillondilution sowie flir Meropenem und Ceftazidim in jeweils 2 Fallen um
1 Stufe.

Dabei handelt es sich um ein Phanomen, das fur P. aeruginosa-lsolate im
Rahmen von CF bekannt und bezeichnend ist. Die Ausbildung von Biofilmen und
die Entwicklung einer sogenannten mukoiden Wachstumsform der Isolate als
Folge und Ausdruck ihrer Anpassung, gehen haufig mit einer Verlangsamung des
Wachstums einher. Dies kann zu Variabilitat in den Ergebnissen der
Resistenztestung im Rahmen von Routineverfahren wie der Mikrobouillondilution
fuhren und erschwert die Vorhersagbarkeit klinischer Effektivitat [144-146].

4.3 Fehlende Grenzwerte erschweren die Vorhersagbarkeit klinischer
Effektivitat

Ein weiteres wichtiges Problem der Antibiotikatherapie im Rahmen der CF stellen
fehlende Grenzwerte fir die Sensibilitdtstestung dar. Wahrend sowohl fir
P. aeruginosa als auch fur A. xylosoxidans von der EUCAST bzw. CLSI
uberwiegend Grenzwerte fur die einzelnen Antibiotika definiert wurden, fehlen
diese weitestgehend bis auf einige wenige Ausnahmen fur den BCC [132, 147].
Grund hierfur sind die besonderen Herausforderungen, die der BCC hinsichtlich
friher Identifikation und anschlief3end verlasslicher Sensibilitdtstestung mit sich
bringt [132]. Bereits die korrekte Identifikation der genauen Spezies des BCC ist
aufgrund der engen genetischen Verwandtschaft haufig schwierig und mit
Fehleranfalligkeit der in der Routine eingesetzten Systeme verbunden [147-149].
Bei gleichzeitig hoher phanotypischer Varianz der unterschiedlichen BCC-
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Spezies hat dies relevante Folgen fiur die Diagnostik sowie flr die klinische
Therapie [132, 150]. Die hohe Diversitat der einzelnen Spezies kommt unter
anderem in einem sehr heterogenen Ansprechen auf Antibiotika zum Ausdruck,
die die Definition einheitlicher Grenzwerte weiter erschwert [132, 151]. Diese
ausgepragte phanotypische Varianz lasst sich gut korrelieren mit der in unseren
Experimenten gezeigten Stammspezifitat der Ergebnisse. Hinzu kommt, dass bei
einigen Standardmethoden zur Sensibilitatstestung wie der Agardiffusion mittels
Antibiotikaplattchen eine geringe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse hinsichtlich
des BCC bereits beschriecben wurde [147]. Ausschlaggebend fur das
weitgehende Fehlen einheitlich definierter Grenzwerte sind aufl’erdem ein
Mangel an aussagekraftigen Studien sowie insbesondere eine schlechte
Korrelation von in vitro gewonnen Ergebnissen mit dem spateren klinischen
Ansprechen [132, 147, 152].

Besonders im Rahmen der CF-Therapie, die haufig antibiotische Kombinationen
beinhaltet, stellt der Mangel an Grenzwerten fur die Sensibilitdtstestung daher
ein groRes Problem dar. Nicht nur wird die Effektivitdt des Kklinischen
Ansprechens gemindert, sondern es erhoht sich gleichzeitig die Gefahr, durch
insuffiziente antibiotische Therapie die Entstehung weiterer Resistenzen und die
Selektion hochresistenter Stamme zu fordern [132, 153]. Bisher liegen leider
weder von der EUCAST noch der CLSI definierte Grenzwerte fir antibiotische
Kombinationen bei CF vor. Daher hoffen wir, mit den Ergebnissen dieser Arbeit
einerseits sowie ihrer Uberpriifung in der klinischen Anwendung andererseits zur

Schlielung dieser relevanten Lucke einen wichtigen Beitrag leisten zu kdnnen.

Zudem stellt sich die Frage, wie diese Grenzwerte anschliellend im Hinblick auf
die unterschiedlichen Applikationsformen der Antibiotika angewandt werden.
Wahrend viele Antibiotika weiterhin systemisch verabreicht werden miussen,
besteht schon seit Langerem beispielsweise flr Colistin und Tobramycin die
Maglichkeit einer inhalativen und damit topischen Verabreichung. Damit kdnnen
bei geringerer systemischer Nebenwirkung lokal deutlich hohere
Konzentrationen und damit unter Umstanden auch ein Ansprechen eigentlich
resistenterer Stamme erreicht werden [104]. Eine Verbesserung von

Lungenfunktion und Korpergewicht konnten bei gleichzeitiger Reduktion von
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Exazerbationen unter inhalativer antibiotischer Therapie gezeigt werden [104,
154].

Grundsatzlich stellt sich die Frage, in wieweit eine gleichmalige Verteilung und
damit eine ausreichende Wirkdosis im gesamten Respirationstrakt bis in die
kleinsten Bronchioli des Patienten gewahrleistet werden kann. Lokal insuffiziente
Konzentrationen konnten maoglicherweise zum oben genannten Problem der
Entwicklung und Selektion noch resistenterer Stamme beitragen und somit die
antibiotischen Therapieoptionen weiter limitieren. Immerhin misslingt eine
Eradikation von beispielsweise P. aeruginosa trotz inhalativer Antibiotikatherapie
in 10-40% der Falle [104, 155].

Gleichzeitig konnte bisher keine signifikante Zunahme bakterieller Resistenzen

unter inhalativer Antibiotikatherapie gezeigt werden [104, 156, 157].

4.4 Antibiotische Kombinationen bilden einen Grundpfeiler der CF-
Therapie

Frahzeitige und intensive Antibiose bildet eine wichtige Saule der Therapie
respiratorischer Infektionen im Rahmen der CF. Die Entwicklung neuer
antibiotisch wirksamer Pharmaka hinkt der Entstehung antimikrobieller
Resistenzen hinterher und multiresistente Erreger wie P. aeruginosa stellen nicht
nur im Rahmen der CF-Therapie ein immer weiter zunehmendes Problem dar
[158, 159].

Haufig finden daher in der Therapie bakterieller Infektionen Kombinationen
verschiedener Antibiotika Anwendung. Mdgliche Vorteile, aber auch Risiken
einer antibiotischen Kombinationstherapie werden immer wieder kontrovers
diskutiert mit oftmals widerspriichlichen Ergebnissen [159]. So zeigten
beispielsweise Studien zur Behandlung schwerer bakterieller Infektionen und des
septischen Schocks Vorteile einer kombinierten Antibiotikaanwendung
verglichen zur Monotherapie [160]. Weitere Studien konnten im Rahmen einer

Bakteriamie mit P. aeruginosa eine verringerte Mortalitat unter Therapie mit
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antibiotischen Kombinationen darlegen [161]. Beflrworter des
Kombinationskonzeptes erhoffen sich vielfaltige positive Effekte. So soll durch
die gleichzeitige Anwendung unterschiedlicher Antibiotika unter Anderem nicht
nur das antimikrobielle Wirkspektrum erweitert und synergistische Effekte
erreicht werden, sondern zugleich der Entstehung neuer bakterieller Resistenzen

vorgebeugt werden [159].

Andere Studien konnten derartig positive Effekte einer antibiotischen
Kombinationstherapie nicht bestatigen, sondern warnen vielmehr vor einem
Anstieg unerwunschter  Arzneimittelwirkungen ohne  Reduktion der
Patientenmortalitat unter antibiotischer Kombinationstherapie wie beispielsweise
bei der bakteriellen Sepsis [162]. Neben erhdhter Nephro- und Ototoxizitat steigt
die Gefahr bakterieller Superinfektionen, beispielsweise mit Clostridioides
difficile, sowie das Risiko der Selektion und Férderung weiterer Resistenzbildung
[162, 163]. Es ist jedoch wichtig, in diesem Zusammenhang die eingeschrankte
Vergleichbarkeit dieser Studien zu betonen, da sich entscheidende Parameter
wie die Charakteristika des Patientenkollektivs, das Erregerspektrum sowie
Zeitpunkt der antibiotischen Behandlung teils deutlich unterscheiden und diese
aber gleichzeitig Prognose und Therapieverlauf mafigeblich beeinflussen [159,
164].

Im Rahmen der CF stellen bakterielle respiratorische Infektionen haufig den die
Prognose limitierenden Faktor dar, weswegen insbesondere hier eine effektive
und frihzeitige antibiotische Therapie von zentraler Bedeutung ist [19]. Im
Regelfall erfolgt diese als Kombination unterschiedlicher Antibiotikaklassen
sowie Darreichungsformen (intravends, oral und inhalativ) Gber haufig langere
Zeitraume mit dem Ziel einer mdglichst frihzeitigen und effektiven Eradikation
[120].

Eine Besonderheit im Rahmen der Therapie bei CF ist die Mdglichkeit der
inhalativen Anwendung von Antibiotika wie Colistin oder Tobramycin mit dem
Ziel, hohere lokale Konzentrationen bei gleichzeitig verringerter Toxizitat
erreichen zu kénnen [104]. Dadurch erhofft man sich eine Reduktion bekannter
systemischer Nebenwirkungen langer andauernder antibiotischer
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Kombinationstherapie. Zudem zeigten Studien, dass im besonderen Mikromilieu
des CF-Sputums aufgrund veranderter Pharmakokinetik und -dynamik mit
einfacher Antibiotikatherapie nicht oder nur unzuverlassig ausreichende und
stabile Antibiotikakonzentrationen erreicht werden konnen. Man versucht daher,
dieses Problem durch einerseits Kombination von Antibiotika unterschiedlicher
Wirkmechanismen und andererseits der Kombination aus intravenoser, oraler
und inhalativer Darreichung zu umgehen [98]. Allerdings herrscht nach wie vor
Unklarheit Uber die optimale Zusammensetzung, Dauer und Darreichungsform
der Antibiose [121] und es herrscht Bedarf an weiteren Studien zur antibiotischen

Kombinationstherapie im Rahmen der CF [116].

4.5 Bewertung und mogliche Erklarung beobachteter Synergien

Die Ergebnisse unserer Experimente zeigten eine Reihe unterschiedlich
ausgepragter synergistischer sowie additiver Effekte der von uns untersuchten
antibiotischen Kombinationen. Allerdings konnte keine der Kombinationen diese
Wirkung gegenlber einer gesamten Spezies bestatigen. Die bereits
beschriebene Stammspezifitdt der Wirkung ist damit zentraler Bestandteil
unserer Ergebnisse. Ein entscheidender Grund hierflr ist mit Sicherheit die hohe
Anpassungsfahigkeit und phanotypische Heterogenitat der untersuchten
Bakterienspezies P. aeruginosa, A. xylosoxidans sowie BCC sowie ihre
Fahigkeit, zusatzlich zu bereits vorhandenen intrinsischen Resistenzen weitere
zu erwerben [59, 61, 147].

Im Folgenden wird noch einmal abschlielend auf einzelne antibiotische
Kombinationen sowie mogliche Mechanismen der Interaktion genauer

eingegangen.

Ein Uberwiegender Teil der von uns untersuchten Antibiotikakombinationen

beinhaltet als Bestandteil das Aminoglykosid Tobramycin. Es inhibiert die
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bakterielle Proteinsynthese durch Bindung an die ribosomale 30S Untereinheit

und entfaltet daher seine bakterizide Wirkung intrazellular [165].

Als eine vielversprechende Kombination prasentierte sich in unseren
Experimenten Tobramycin + Ceftazidim. Mit einem Median der FIC-Indizes von
0,5 lag die Kombination auf der Grenze zum Synergismus und zeigte besonders
gegenuber Vertretern des BCC sowie P. aeruginosa gute Effektivitat mit in
einigen Fallen deutlich synergistischer Wirkung. Die schlechtere Wirksamkeit
gegenuber A. xylosoxidans erklart sich am ehesten aus der intrinsischen
Resistenz dieser Bakterienspezies gegenuber Aminoglykosiden wie Tobramycin
[68]. In diesem Fall erfolgte die Kombination mit Ceftazidim, einem
Cephalosporin der 3. Generation. Es wirkt ebenfalls bakterizid, allerdings Uber
Inhibition der bakteriellen Zellwandsynthese durch Bindung des Penicillin-
bindenden-Proteins (PBP) [166]. Da diese beiden Antibiotika somit auf
unterschiedlichen Ebenen des Bakteriums ansetzen (Zellwandsynthese
gegenuber intrazellularer Proteinsynthese), ist hier eine naheliegende
Uberlegung, dass die Aufnahme des Aminoglykosides in das Bakterium nach
Inhibition einer korrekten Zellwandsynthese durch das Cephalosporin erhdéht und
damit seine intrazellular bakterizide Wirkung am Ribosom verstarkt wird [167].
Zudem wird ein synergistischer Effekt hinsichtlich der Lyse der inneren
bakteriellen Membran postuliert [168]. Gleichzeitig konnte nach vorheriger
artifizieller Lyse dieser Membran keine Reduktion synergistischer Effekte gezeigt
werden, wodurch es sich hierbei wahrscheinlich nicht um den letztendlich
ausschlaggebenden Effekt handelt [169].

Als eine weitere besonders vielversprechende Kombination prasentierte sich in
unseren Ergebnissen Tobramycin + Cotrimoxazol. Ahnlich wie bereits
Tobramycin + Ceftazidim ergab sich auch fliir diese Kombination ein Median der

FIC- Indizes von 0,5 an der Grenze zu expliziter Synergie.
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In diesen Fall wurde das intrazellular die Proteinsynthese inhibierende
Aminoglykosid Tobramycin mit dem ebenfalls intrazellular wirkenden
Cotrimoxazol kombiniert. Bei diesem handelt es sich um eine feste Kombination
aus Sulfamethoxazol sowie Trimethoprim. Beide wirken, indem sie die bakterielle
Synthese von Tetrahydrofolat inhibieren, einem essentiellen Baustein fur die
Synthese von DNA wie auch Proteinen [170]. Denkbar ware daher eine
Verstarkung der antimikrobiellen Effekte durch Kombination von Cotrimoxazol
und Tobramycin, indem beide auf unterschiedlichen Ebenen der bakteriellen
Proteinsynthese eingreifen und diese inhibieren. Bereits fur Trimethoprim und
Sulfamethoxazol lasst sich dieser Effekt beobachten, die beide fir sich
genommen bakteriostatisch und erst in Kombination bakterizid wirken, indem sie
auf unterschiedlichen Ebenen in den gleichen Synthesemechanismus eingreifen
[170].

Bereits in anderen Studien zeigten beide Antibiotika in Kombination gute
Wirksamkeit, auch gegenuber bakteriellen Isolaten, die sich dem einzelnen
Antibiotikum gegentber zuvor unempfindlich gezeigt hatten und auch im Rahmen
bakterieller Biofilmbildung [171]. In unseren Experimenten konnten wir teils
deutlich synergistische Effekte gegenuber Stammen des BCC zeigen, der
ebenso zur Bildung von Biofilmen in der Lage ist. Dies deckt sich mit Ergebnissen
anderer Studien, in denen Tobramycin und Cotrimoxazol als Teil
unterschiedlicher Therapieschemata zur Eradikation pulmonaler Infektionen mit
Stammen des BCC Anwendung fanden [172, 173].

Auch fur die Gbrigen von uns verwendeten antibiotischen Kombinationen konnten
im Rahmen dieser Arbeit unterschiedlich ausgepragte additive und
synergistische Effekte gezeigt werden. Unabhangig von Kombination und
Bakterienspezies stellten sich die antibiotischen Effekte durchweg als hoch
stammspezifisch dar. Daraus ergibt sich, wie bereits erlautert, die Notwendigkeit
zur niederschwelligen und in die Routine einflieRenden Kombinationstestung fur

Isolate im Rahmen der CF.

Um eine potenzielle antibiotische Abdeckung aller drei untersuchten
Bakterienspezies P. aeruginosa, A. xylosoxidans und BCC zu erreichen, kdnnen
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auf Grundlage dieser Arbeit die folgenden antibiotischen Kombinationen zur
weiteren klinischen Testung und bei gutem Ansprechen zur Implementierung in

die Routinediagnostik im Rahmen der CF empfohlen werden:

Zweifachkombinationen:

e Tobramycin + Ceftazidim
e Tobramycin + Colistin

e Cotrimoxazol + Tobramycin

Dreifachkombinationen:

e Meropenem + Tobramycin + Colistin

¢ Moxifloxacin + Ceftazidim + Colistin

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen nun im Anschluss mit weiterfUhrenden
klinischen Daten korreliert werden, um zu sehen, in wieweit sich unsere
Ergebnisse im spateren Therapieansprechen niederschlagen. Wir hoffen, einen
Beitrag dazu leisten zu konnen, die diagnostische Lucke zwischen in vitro
Sensibilitatstestung und klinischem Ansprechen ein Stick weiter zu schliel3en
und damit die Effizienz antibiotischer Therapie respiratorischer Infektionen im
Rahmen der CF - Therapie zu erhéhen.



Diskussion

4.6 Problematik der Korrelation einer in vitro Wirksamkeit mit klinischer
Effektivitat und Patientenoutcome

FUr eine effizientere in vivo Antibiotikatherapie im Rahmen der CF herrscht
dringender Bedarf an klinischen Studien, welche die in vitro sich als wirksam
erwiesenen Antibiotikakombinationen im Hinblick auf ihre klinische Relevanz und

Effektivitat untersuchen.

Unmittelbar im Anschluss an diese Arbeit wurde daher in einer Kooperation mit
der CF-Ambulanz der Kinderklinik Ttbingen mit der Analyse von Sputumproben
von CF-Patient*innen begonnen. Im Rahmen dieser Sputumanalyse wird vor und
nach Therapie mit von uns untersuchten Antibiotikakombinationen die
Bakterienzahl und -zusammensetzung untersucht und mit unseren in vitro
gewonnenen Daten korreliert. Wir erhoffen uns damit eine bessere
Vorhersagbarkeit eines mdglichen klinischen Erfolges sowie eine klare Aussage
Uber den therapeutischen Nutzen der in unseren Experimenten
vielversprechenden Antibiotika sowie ihrer Kombinationen. Zudem zielen wir
darauf hin, von uns beobachtete bzw. auch bereits in der Literatur beschriebene
Synergismen sowie additive Effekte der antibiotischen Kombinationen auch im

klinischen Setting zu verifizieren.

Am Ende wollen wir in der Lage sein, klare Aussagen und Empfehlungen tGber
probate antibiotische Kombinationen aussprechen zu konnen, die in die
Routinetestung klinischer Patientenisolate im Rahmen der CF Ubernommen
werden sollten. Das Ziel ist, damit eine starker evidenzbasierte Ausrichtung
sowie eine bessere Vorhersagbarkeit der antibiotischen Therapie im Rahmen der

CF zu erreichen.
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4.7 Etablierung einer Methodik fiir die CF-Routinediagnostik

Im Rahmen dieser Arbeit verwendeten wir die Methodik der manuellen
Mikrobouillondilution. Dies ermoglichte uns eine sehr individuelle und
differenzierte Anpassung der Konzentrationen antibiotischer Kombinationen.
Zugleich handelt es sich aber um ein aufwendiges und in der Routine so nicht
durchflhrbares Verfahren. Unser Ziel ist es daher, eine Methodik zu etablieren,
mit der schnell und unkompliziert jedes einzelne Patientenisolat im Rahmen der
CF hinsichtlich seiner Sensibilitat gegenuber antibiotischen Kombinationen
getestet werden kann. Die Notwendigkeit fur eine individuelle und standardisierte
Sensibilitatstestung  ergibt sich insbesondere aufgrund der hohen
Stammspezifitdt der antibiotischen sowie der synergistischen Effekte, die in

dieser Arbeit gezeigt werden konnte.

Unser Ziel ist es, nach Korrelation mit den klinischen Daten der Sputumanalyse,
zur  Herstellung von 96-Well Platten mit den vielsprechenden
Antibiotikakombinationen sowie -konzentrationen beizutragen, die mit fixen
Konzentrationen unkompliziert in der CF-Routinediagnostik eingesetzt werden

konnen.

Alternativ denkbar ware ebenso eine Routinetestung von
Antibiotikakombinationen mittels Agardiffusion (E-Test). Auch hiermit kdnnen
unterschiedliche Kombinationen untersucht werden, indem die entsprechenden
Teststreifen rechtwinklig auf der Agarplatte angeordnet und nach entsprechender
Inkubation die Schnittpunkte der Hemmhofe mit den Streifen abgelesen werden.
Es handelt sich zudem um eine auch in anderen Studien bereits angewandte
Methodik [174]. Um diese Moglichkeit evaluieren zu konnen ist im Anschluss an
diese Arbeit die Korrelation unserer Ergebnisse mit denen einer antibiotischen

Kombinationstestung mittels Agardiffusion angestrebt.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der Zystischen Fibrose bestimmen nach wie vor haufig chronisch
rezidivierende respiratorische Infektionen Verlauf und Prognose dieser
Multisystemerkrankung [19, 124]. Ausl6ser der inflammatorischen Prozesse sind
komplexe polymikrobielle Gemeinschaften, die vielfach einen hohen Grad an
Resistenz und Anpassungsfahigkeit zeigen [20]. Trotz grof3er Fortschritte in der
Therapie der Zystischen Fibrose, wie beispielsweise durch den Einsatz von
CFTR-Modulatoren, die die Lebensqualitdt und Prognose vieler Patient*innen
deutlich verbessern konnten, besteht eine wichtige Saule der interdisziplinaren
Therapie weiterhin aus fruhzeitiger und wiederholter antibiotischer Therapie
[134]. Es kommen Therapieregime mit Kombinationen verschiedener Antibiotika
unterschiedlicher Wirkmechanismen und Applikationsformen mit dem Ziel einer
effizienten und gleichzeitig moglichst nebenwirkungsarmen bakteriellen
Eradikation zum Einsatz [120, 124].

Die schlechte Vorhersagbarkeit klinischer Effektivitat sowie die Komplexitat des
respiratorischen Mikromilieus stellen zentrale Herausforderungen in der Therapie
der Zystischen Fibrose dar. Darin begrindet sich dringender Bedarf an
systematischer Evidenz hinsichtlich geeigneter in vitro Testverfahren und der
letztendlich optimalen Zusammensetzung und Dauer der antibiotischen Therapie
[116].

Diese Arbeit befasst sich mit den Bakterienspezies Pseudomonas aeruginosa,
Achromobacter xylosoxidans sowie dem Burkholderia cepacia Komplex, die alle
drei mit schwerwiegenden und haufig chronifizierenden respiratorischen
Infektionen im Rahmen der Zystischen Fibrose assoziiert sind. Verschiedene
therapeutisch relevante Antibiotika wurden einzeln und in Kombination
hinsichtlich ihrer in vitro Effektivitat und ihrer synergistischen Effekte gegentber
den drei genannten Bakterienspezies mittels des Verfahrens der manuellen
Mikrobouillondilution untersucht. Die so erzielten Ergebnisse wurden mit weiteren
Methoden der mikrobiologischen Routinediagnostik verglichen mit dem Ziel, eine
Methodik zur routinemafigen antibiotischen Kombinationstestung im Rahmen
der Zystischen Fibrose zu implementieren.



Zusammenfassung

Die Experimente zeigten eine gute Wirksamkeit unterschiedlicher Antibiotika und
antibiotischer Kombination gegenuber allen drei Bakterienspezies. Erreichte das
einzelne Antibiotikum alleine keine ausreichende Effektivitat, gelang es oftmals,
durch Hinzunahme eines weiteren Kombinationspartners das bakterielle
Ansprechen maldgeblich zu verbessern. Fur unterschiedliche Kombinationen
lieRen sich in den Experimenten zudem klar synergistische Effekte mit FIC-

Indizes deutlich unterhalb von 0,5 nachweisen.

Ein zentrales Ergebnis dieser Arbeit ist die durchweg ausgesprochene
Stammspezifitdt der antibiotischen Effektivitdt und der beobachteten
Synergismen. Bei guter antibiotischer Wirksamkeit gegenuber den einzelnen
Bakterienstammen konnte auf Grundlage der Ergebnisse keine allgemeine

Aussage bezogen auf eine gesamte Spezies getroffen werden.

Daraus resultiertim Rahmen der Therapie der Zystischen Fibrose die zwingende
Notwendigkeit einer stammspezifischen Sensibilitatstestung bakterieller Isolate

hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegentber antibiotischen Kombinationen.

Auf dieser Arbeit aufbauend soll die Effektivitat der untersuchten Kombinationen
im Anschluss in einer Kooperation mit der CF-Ambulanz der Kinderklinik
Tubingen in vivo untersucht und mit den hier vorgestellten in vitro Ergebnissen

korreliert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen einen Beitrag zur Implementierung der
antibiotischen Kombinationstestung in der Routinediagnostik bei Zystischer
Fibrose leisten, um die Vorhersagbarkeit therapeutischer Effektivitat zu erhdhen.
Durch Korrelation der in vitro Ergebnisse mit klinischen Daten ist das
weiterflUhrende Ziel, in Zukunft eindeutige Empfehlungen hinsichtlich einer
effektiven antibiotischen Therapie im Rahmen der Zystischen Fibrose

aussprechen zu kénnen.
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