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1. Einleitung

1.1 Mukoviszidose

Die Mukoviszidose (lat.: ,mucus® = Schleim; ,viscidus® = zah), auch zystische
Fibrose (englisch ,cystic fibrosis, CF) genannt, ist eine hereditare
Stoffwechselstérung, die als Multiorganerkrankung auftritt, da alle exokrinen

Driusen des Kdrpers betroffen sind.

1.1.1 Epidemiologie

Die Mukoviszidose ist die haufigste autosomal-rezessiv vererbte angeborene
Stoffwechselerkrankung in Europa und betrifft laut WHO einen von 3.300
Lebendgeborenen. Etwa jeder 40. bis 50. Mitteleuropéer ist heterozygoter,
asymptomatischer Merkmalstrager [1]. In Deutschland leben ca. 8.000 betroffene
Menschen [2], pro Jahr werden zudem etwa 200 Kinder mit Mukoviszidose
geboren. Durch grof3e Fortschritte in Diagnostik und Therapie hat sich die mittlere
Uberlebenserwartung heute auf ca. 40,1 Jahre erhoht.

1.1.2 Pathogenese

Die Mukoviszidose wird durch Mutationen in einem einzigen Gen, dem cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator (cftr)-Gen, verursacht [3]. Dieses
ist auf dem langen Arm des Chromosoms 7 (Position 7q31) lokalisiert und kodiert
fur ein membranstandiges Glykoprotein, auch Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator oder Transmembranleitfahigkeit-Regulator (CFTR)
genannt. CFTR ist ein Kanal fur negativ geladene lonen wie Chlorid- (CI)) oder
Hydrogencarbonationen (HCOg"), beeinflusst aber auch andere lonenkandle auf
der Zelloberflache wie z.B. den epithelialen Natriumkanal (ENaC). CFTR kommt
in allen Organen mit epithelialer Oberflache vor wie z. B. in den Atemwegen des
oberen und unteren Respirationstrakts, in den Ausfuhrungsgangen der
Bauchspeicheldrise u. a.

Bei Gesunden transportiert CFTR Chloridionen aus der Zelle, denen zum
Ausgleich des osmotischen Drucks Wasser folgt. Die Natrium-Kanadle ENaC

bringen Natrium von der Zelloberflache in die Zelle, ebenfalls gefolgt von Wasser.



Durch die gute Abstimmung der beiden Transportvorgange ist der Wassergehalt
des sich auf der Oberflache der Gangsysteme befindlichen Mukus optimal
reguliert (Abbildung 1).

Bei Patienten mit CF ist der Chlorid-Kanal durch einen genetischen Defekt im
cftr-Gen gestort [4]. In den Epithelzellen treten Stérungen des Kochsalz- und
Wassertransports auf. Es kommt zu einer Einschrankung des Chlorid- und
Wassertransports aus der Zelle; das fuhrt zu einem Wassermangel auf der
Zelloberflache. Gleichzeitig kommt es durch eine Storung des Natrium-Kanals zu
einem gesteigerten Natrium- und Wassertransport von der Zelloberflache in die
Zelle [5, 6]. Der zusatzliche Wasserentzug fihrt zu Zahflissigkeit der Sekrete.

Klinisch am relevantesten ist die Erkrankung im Respirationstrakt (Lunge).

Abbildung 1. Wasser- und lonentransport bei Gesunden (links) und Patienten mit CF (rechts)
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Abbildung links: Wasser- und lonentransport beim Gesunden. Dem Mukus auf der Zelloberflache
(auRen) wird Wasser durch den Chloridkanal CFTR zugefuhrt und Wasser durch den
Natriumkanal ENaC entzogen. Beide Transportvorgange sind gut aufeinander abgestimmt.

Abbildung rechts: Gestorter Wasser- und lonentransport bei Patienten mit CF. Durch einen
genetischen Defekt des CFTR wird dem Mukus kein Wasser aus der Zelle zugefihrt, gleichzeitig

erfolgt durch ENaC die Natriumionen-Hyperabsorption in die Zelle wodurch dem Mukus
zuséatzlich viel Wasser entzogen wird.

Modifiziert nach Prof. Dr. Wolf-Michael Weber, Institut fir Membranphysiologie, WWU Miinster

Im Lungenepithel ist die luminale Zelloberflache mit einem zweischichtigen

Bronchialschleim belegt (Abbildung 2).



Abbildung 2. Lungenepithelzelle bei gesunden Patienten
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modifiziert nach Oakland und Mitarbeiter 2012 [7]

Der zweischichtige Bronchialschleim besteht aus einer basalen dinnfliissigen,
die Flimmerharchen umgebenden Solschicht und einer apikalen viskosen
Gelschicht (Abbildung 2); durch oben geschilderten Pathomechanismus kommt
es vor allem zu einem Wasserentzug in der Solschicht (periziliare Flussigkeit) [7].
Die Flimmerharchen kénnen den Schleim nicht mehr bewegen, es kommt zum
Funktionsverlust (Abbildung 3).

Dazu kommt eine gesteigerte Schleimproduktion aus den zwischen dem Epithel
liegenden Becherzellen. Aufgrund des Wassermangels dickt der Schleim ein, die
mukozilidre Clearance kommt zum Erliegen und die Besiedlung des Mukus mit
pathogenen Erregern wird erleichtert [8]. Diese Vorgange rufen entztindliche
Reaktionen, wie die frihe Rekrutierung von Entzindungsmediatoren (z. B.
polymorphkernige Leukozyten), hervor. Im weiteren Verlauf wird das betroffene

Gewebe zerstort.



Abbildung 3. Lungenepithelzelle bei Gesunden (links) und bei Patienten mit CF (rechts)
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grau und hellblau: zweischichtiger Bronchialschleim auf der Zelloberflache; hellblau: perizilidre Flussigkeit,
grau: Mukus, rosa: Epithelzelle; modifiziert nach Williams und Mitarbeiter 2010 [9]

Bis heute sind ca. 2.500 Mutationen (cystic fibrosis mutation database)
beschrieben.

Dabei handelt es sich am h&aufigsten um Punktmutationen (in 39,7 % der Falle).
Die haufigste Mutation findet sich auf Position 508 des CFTR-Proteins (AF508,
F508del) und betrifft ca. 70% der Patienten mit CF. Hierbei handelt es sich um
eine Deletion von 3 Basenpaaren, so dass die Aminoséure Phenylalanin an der
Position 508 im CFTR fehlt [10].

Die Mutationen und die damit ausgeldsten Stérungen werden in 6 Klassen
unterteilt [4, 11] (Abbildung 4).

Klasse I. Die Mutation fuhrt zu einem Abbruch der Transkription der mRNA, so
dass keine Synthese von CFTR erfolgen kann. Klasse Il: Die Mutation fuhrt zu
einem Protein mit falscher Tertiarstruktur (Faltung). Das Protein wird als falsch

erkannt und vor Einbau in die Zellmembran zerstort.



Abbildung 4. Mutationsklassen bei Mukoviszidose
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modifiziert nach Rowe und Mitarbeiter 2005 [4].

Klasse lll: Diese Mutation fihrt zu einer Stérung der ATP-abhangigen
Kanal6ffnung. CFTR wird zwar vollstandig gebildet und in die Zellmembran
eingebaut, der Chloridkanal ist aber nicht funktionsfahig, da er sich nicht 6ffnen
lasst. Klasse IV: CFTR wird vollstandig synthetisiert und in die Zellwand
eingebaut, seine Durchlassigkeit fir Chloridionen ist aber stark eingeschrankt.
Klasse V: Es wird zu wenig CFTR produziert. Klasse VI: CFTR wird synthetisiert,
seine Halbwertszeit und damit seine Stabilitat ist aber reduziert, so dass er im
Zytoplasma abgebaut wird.

Am haufigsten sind die Mutationsklassen | - lll; die dadurch verursachten

Krankheitsbilder gelten als schwer wund gehen auch mit einer



Pankreasinsuffizienz einher. Die Klassen IV - VI zeigen einen leichteren
Krankheitsverlauf. Die Kenntnis der Mutationsklasse ist wichtig, um den Verlauf

der Erkrankung ungefahr einschéatzen zu kdnnen [12].

1.1.3 Klinisches Erscheinungsbild

Die Mukoviszidose manifestiert sich vor allem im Respirations- und
Gastrointestinaltrakt. Die Kardinalsymptome sind Dyspnoe, chronischer Husten,
exokrine Pankreasinsuffizienz und chronische Hepatopathie [1].

Das Krankheitsbild und der Verlauf der Erkrankung werden vom Mutationstyp
und von zahlreichen exogenen EinflussgrofRen gepragt, die Symptome der
Erkrankung konnen daher individuell sehr unterschiedlich sein. In Deutschland
kommen am haufigsten Mutationen der Klasse Il vor. Diese fuhren frih im
Kindesalter zu klinischen Symptomen; im Vordergrund stehen Maldigestion und
chronische Bronchitis.

Die chronische Lungenerkrankung fiihrt zu einer obstruktiv-restriktiven
Funktionsstérung mit Uberblahung, Emphysemen und Atelektasen, ferner zur
Bildung von zentralen und peripheren Bronchiektasen, die sich mit eitrigen
Sekreten fullen und das Keimreservoir fur rezidivierende Pneumonien bilden. Die
Infektionen zerstbren das Lungengewebe mit der Folge einer fortschreitenden

respiratorischen Insuffizienz.

1.1.4 Erregerspektrum

Die Verédnderungen im Respirationstrakt der Patienten mit CF begunstigen die
Besiedlung der oberen und unteren Atemwege mit fur die CF charakteristischen
pathogenen Keimen. Bei Kindern stehen Haemophilus influenzae und
Staphylococcus aureus im Vordergrund. Mit zunehmendem Alter nimmt die
Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa (PA) als dominierendem Erreger zu
(Abbildung 5). In wenigen Fallen kénnen Bakterien des Burkholderia-cepacia-
Komplexes vorkommen, die mit einer ungunstigeren Prognose assoziiert sind.
Ferner kommen Pandoraea spp., Ralstonia spp., Inquilinus limosus,
Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia und Alcaligenes
spp. vor. Daruber hinaus werden auch nicht-tuberkulése Mykobakterien (NTM),

Enterobacterales und Pilze gefunden [13]. Zu den viralen Erregern zahlen



Rhinoviren, Adenoviren, Respiratory-Syncytial-Virus (RSV), Parainfluenza und
Influenzaviren [14, 15] (Abbildung 5).

Abbildung 5. Mikroorganismen im Respirationstrakt von Patienten mit CF (1989 - 2015)
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Quelle: Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry 2015

In den letzten Jahren hat sich an manchen Zentren das Erregerspektrum der
Patienten mit CF verandert. Es kam zu einer Zunahme der Besiedlung mit S.
aureus einschlieBlich MRSA, wahrend die Besiedlungsraten mit PA leicht
zuriickgegangen sind. In diesen Zentren ist S. aureus vor PA an die erste Stelle
der kolonisierenden Bakterien getreten [16, 17].

Trotz stark inflammatorischer Reaktionen und aggressiver antibiotischer
Therapie persistiert PA in den Atemwegen von Patienten mit CF und fihrt nach

20 bis 30 Jahren zu chronischen Infektionen mit respiratorischer Insuffizienz.

1.1.5 Mikrobiologische Diagnostik

Bei dringendem Verdacht auf eine Mukoviszidose sollte der Nachweis einer
CFTR-Funktionsstérung erbracht werden (S2k-Leitlinie ,Diagnose der
Mukoviszidose®) [18]. Im positiven Fall werden die Patienten in
Spezialambulanzen (Mukoviszidose-Ambulanzen) in regelméafigen Abstanden
betreut (i. d. R. vierteljahrlich). Mikrobiologische Proben (Rachenabstriche bei

Kindern oder Sputa bei Erwachsenen) sollen mindestens sechsmal im Jahr zur



Ermittlung des Keimspektrums entnommen werden [18]. Die mikrobiologische
Untersuchung der Proben erfolgt leitliniengerecht [19] in Form einer
Stufendiagnostik (siehe Abbildung 17).

1.1.6 Therapie

Die Therapie bei Patienten mit CF setzt sich zusammen aus Physiotherapie,
Sport, geeigneter Erndhrung und der parenteralen antibiotischen Behandlung
akuter und chronischer bronchopulmonaler Infektionen sowie der

Inhalationstherapie bei chronischen PA-Infektionen (Tabelle 1).

Tabelle 1. Therapeutischer Ansatz bei Mukoviszidose

Therapeutischer Ansatz Wirkstoff Applikation
Sekretolytika NaCl (0,9-7 %), Dornase alfa, Mannitol p.i.

Acetylcystein p.o., p.i.
Antiinflammatorische Azithromycin p.o.
Substanzen

Ibuprofen p.o.
Bronchodilatatoren R-Mimetika p.i.
Antibiotika fir die Pseudomonas-wirksame Antibiotika: p.o., i.v
systemische Therapie Aztreonam, Cefepim, Ceftazidim,

Ciprofloxacin, Meropenem, Piperacillin-

Tazobactam, Amikacin, Tobramycin
Antibiotika zur Colistin, Tobramycin, Aztreonam, p.i.
Inhalationstherapie Levofloxacin

p.i. = per inhalationem; p. 0. = per os; i. v. = intravends; modifiziert nach Schwarz und Staab 2015 [20]

Einen wichtigen Stellenwert nehmen die Verflissigung des zahen Schleims und
die Verbesserung der mukoziliaren Clearance ein [21]. Durch diese
sekretolytische, antiinflammatorische und antiinfektive Therapie sollen der
Gasaustausch in der Lunge verbessert und die Bakterienbesiedlung in den
Atemwegen vermindert werden (Tabelle 1).

1.1.6.1 Eradikationstherapie
Im Fruhstadium der Erkrankung werden akute Infektionen der Lunge, die nicht



durch PA verursacht sind, nach Erregernachweis gezielt oral oder parenteral mit
Antibiotika (Monotherapie) behandelt, z. B. H. influenzae mit Amoxicillin.

Kommt es im weiteren Verlauf zu einer Besiedlung oder Infektion mit PA, so wird
beim Erstnachweis sofort eine Eradikationstherapie eingeleitet, um die
planktonischen Stamme abzutéten und die Biofilmbildung zu verhindern oder
hinauszuzdogern [22]. Die Eradikationstherapie besteht aus einer
Inhalationstherapie mit Tobramycin oder Colistin = einer oralen Therapie mit
Ciprofloxacin. Sie basiert auf den Ergebnissen einer Cochrane-Analyse [23].
Diese konnte zeigen, dass bei der frihen Infektion mit PA eine
Eradikationstherapie erfolgreich fir das Erzielen einer Keimelimination ist. lhre
Effektivitat gilt als gesichert [24]. Nach den Empfehlungen der S3-Leitlinie
,Lungenerkrankung bei Mukoviszidose® [25] kann die Eradikationstherapie auf

verschiedene Weise durchgefihrt werden:

1. Eradikationszyklus:

ohne Exazerbation:

a) Tobramycin inhalativ (2 x 300 mg) Uber 4 Wochen
b) Ciprofloxacin per os (2 x 750 mg bei Erwachsenen)
plus Colistin inhalativ (2 x 1 oder 3 x 1 Mio IE) Uber 3 Wochen

mit Exazerbation:

parenterale Therapie mit PA-wirksamen Antibiotika tGber 14 Tage, gefolgt von
einer Inhalationstherapie mit

a) Colistin (2 x 1 oder 3 x 1 Mio IE) Uber 3 Wochen oder mit

b) Tobramycin (2 x 300 mg) tber 4 Wochen

2. Eradikationszyklus (bei Nicht-Erfolg des 1. Eradikationszyklus):
parenterale Therapie mit PA-wirksamen Antibiotika Uber 14 Tage, gefolgt von
einer Therapie mit
a) Ciprofloxacin per os (2 x 750 mg bei Erwachsenen)
plus Colistin inhalativ (3 x 2 Mio IE) Gber 3 Monate oder mit

b) Tobramycin inhalativ (2 x 300 mg) Uber 4 Wochen



3. Eradikationszyklus (bei Nicht-Erfolg des 2. Eradikationszyklus):
Ausdehnung der inhalativen Therapie auf drei Monate.

Von einer erfolgreichen Eradikation wird ausgegangen, wenn in drei
konsekutiven Proben aus Atemwegsekreten in einem Gesamtzeitraum von sechs
Monaten PA nicht mehr nachweisbar ist [25]. Eine Keimeradikation gelingt in der

frGhen Besiedlungsphase durchschnittlich bei etwa 80% der Patienten [22].

1.1.6.2 Suppressionstherapie
Die Suppressionstherapie setzt sich zusammen aus einer Inhalationstherapie mit
Tobramycin, Colistin oder neuerdings auch mit Levofloxacinlosung oder

Aztreonamlysin + einer oralen Therapie mit Ciprofloxacin.

1.1.6.2.1 Durchfuhrung

Gelingt die frihzeitige Keimelimination nicht, kommt es zu einer chronischen
Infektion. Eine chronische Infektion ist gegeben, wenn innerhalb eines Jahres
50% oder mehr der untersuchten Proben (mindestens sechs) PA-positiv sind.
Sobald der Patient mit PA chronisch infiziert ist, kbnnen durch eine antibiotische
Suppressionstherapie der klinische Zustand gebessert und die hohe Dichte von
PA im Sputum von 107 - 10° KBE/mL um 3 - 5 log1o-Stufen reduziert werden; eine
Eradikation von PA auf lange Sicht ist aber nicht mehr moglich [26].

Die Suppressionstherapie wird lebenslang durchgefuhrt. Sie kann erfolgen oral,
parenteral, inhalativ oder in Kombination inhalativer mit oralen und/oder
parenteralen Antibiotika [27]. Bei einer Exazerbation sollte zusatzlich eine
systemische Antibiotikatherapie erfolgen. Bei leichtem Verlauf wird ein orales
Antibiotikum eingesetzt, z. B. Ciprofloxacin Gber maximal 3 Wochen. Schwere
Exazerbationen werden parenteral mit PA-wirksamen Antibiotika Ublicherweise
in einer Zweifach-Kombination (i. d. R. Betalaktame plus Tobramycin) tber
mindestens 2 Wochen behandelt (siehe Tabelle 1).

Die lebenslange Suppressionstherapie halt die Lungenfunktion entweder Uber
einen langen Zeitraum stabil oder fuhrt zu einer verzégerten Verschlechterung;
sie verlangert das Leben der Patienten mit CF um viele Jahre. Zu den
Nebenwirkungen gehodren die Resistenzentwicklung gegen die applizierten

10



Antibiotika [28] und eine hohe Rate an Allergien gegen Beta-Laktamantibiotika
[29]. Die Suppressionstherapie wird in Abhangigkeit vom Schweregrad der
Erkrankung durchgefuhrt. Bei schwerem Verlauf (Klasse | - Ill) erhalten die
Patienten alle 3 bis 4 Monate eine 14-tagige parenterale Therapie mit PA-
wirksamen Antibiotika (i. d. R. Zweifachkombination) und im Anschluss daran
eine Inhalationstherapie.

Die Inhalationstherapie ist auf verschiedene Weise mdglich [27]:

1. Inhalation mit Tobramycin (2 x 300 mg) im on/off Zyklus
(4 Wochen Inhalation, dann 4 Wochen Pause),

2. tagliche Inhalation mit Colistin (2 - 3 x 1 oder 2 x 2 Mio IE) Uber das
gesamte Intervall bis zum n&chsten parenteralen Therapiezyklus ggf. in
Kombination mit Ciprofloxacin tber 4 Wochen
(2 x 750 mg p.o. bei Erwachsenen),

3. alternierende Inhalation mit Tobramycin (2 x 300 mg) und Colistin
(2 x 2 Mio IE) im monatlichen Wechsel,

4. Inhalation mit Aztreonamlysin (3 x 75 mg),

5. Levofloxacin (2 x 240 mg) als Inhalationslésung (ab dem
18 Lebensjahr).

Abweichungen von dem genannten Therapieregime sind nach dem Ermessen

des behandelten Arztes moglich.

1.1.6.2.2 Inhalation mit Tobramycin

Aminoglykoside stellen stark positiv geladene (kationische) Pseudo-
Polysaccharide mit Aminozuckern dar. Fir die parenterale Therapie der
Patienten mit CF sind Gentamicin, Tobramycin und Amikacin von Bedeutung, fur
die Inhalationstherapie spielt Tobramycin die gréf3te Rolle. Die Aminoglykoside
weisen chemisch das gleiche Grundgerlst auf, unterscheiden sich aber in der
Zahl der Substituenten (R1 - R4) und in der Anordnung der Aminogruppen (NH2-
Gruppen) und Hydroxylgruppen (OH-Gruppen) am Aminoglykosid-Grundgerust
(Abbildung 6). Sie wirken bakterizid und erfassen ein grofes Spektrum an

grampositiven und gramnegativen Bakterien, einschlie3lich PA.
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Abbildung 6. Grundgeriist der Aminoglykoside
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modifiziert nach Magalhaes und Blanchard 2009 [30]

Wirkungsmechanismus gegen gramnegative Bakterien

Die positiv geladenen Aminoglykoside (AG) reagieren zunachst mit den negativ
geladenen Lipopolysacchariden (LPS) der auR3eren Zellmembran von
gramnegativen Bakterien und verdrangen kompetitiv die Magnesiumionen
(Mg?*), welche die Zellwand stabilisieren. Es kommt zur Zerstérung der Zellwand,
zu einer vergroRRerten Permeabilitat und zur Zunahme der Aminoglykosid-
Aufnahme in die Zelle [30]. Dort inhibieren die Aminoglykoside die
Proteinsynthese durch Bindung an die Aminoacyl-t-RNA-Akzeptorseite auf der
16S rRNA. Sie vergrof3ern zum einen die Bindungsstabilitat der passenden
Aminoacyl-t-RNA zur 30 S Untereinheit des Ribosoms, zum anderen kann ,nicht-
passende“ t-RNA ins Peptidyltransferase-Zentrum eintreten [31]. Es kommt zur
Bildung von Proteinen mit falscher Tertiarstruktur. Diese Proteine werden in die
Zellmembran eingelagert. Dort bilden sie Kanale, die einen gréf3eren Influx an
Aminoglykosiden in die Zelle erlauben. Die hohe Konzentration von
Aminoglykosiden fuhrt zu einer kompletten Hemmung der Proteinsynthese mit
Zelltod [32]. In mukoiden Stammen ist die Tobramycin-Wirksamkeit
herabgesetzt, da die im Biofilm vorkommenden Calciumionen Tobramycin
hemmen (Chelatbildung), so dass Tobramycin seine Wirkung nicht mehr
ausreichend entfalten kann (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Wirkungsmechanismus der Aminoglykoside
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modifiziert nach Kohanski und Mitarbeiter 2010 [32]

1.1.6.2.3 Inhalation mit Colistin

Colistin gehort zur Antibiotikaklasse der Polymyxine (Polymyxin E, Polymyxin B).
Diese sind Stoffwechselprodukte von Paenibacillus polymyxa, einem im
Erdboden und in Wurzeln vorkommenden Bakterium; chemisch handelt es sich
um cyclische Heptapeptide mit einem Tripeptid als Seitenkette, an deren NH-
terminalem Ende sich eine verzweigte Fettsdure befindet (Abbildung 8). Das D-
Leucin im Polymyxin E ist durch das D-Phenylalanin im Polymxin B ersetzt. Unter
dem Namen Colistin (Polymyxin E) werden zwei chemisch unterschiedliche
Substanzen vertrieben: Colistinsulfat zur oralen und topischen Anwendung und
Colistinmethansulfat, das als Colistimethat-Natrium (CMS-Natrium) in
Deutschland im Handel ist. CMS-Natrium steht zur parenteralen und inhalativen
Anwendung zur Verfugung. CMS-Natrium enthalt kein Colistin, sondern ist
dessen chemisches Derivat (chemische Verbindung, die durch
Sulfomethylierung aus Colistin entstanden ist). Die Substanz besitzt keine
antimikrobielle Aktivitdt. Im wassrigen Milieu werden die Sulfomethylgruppen
schrittweise abgespalten, und es entsteht neben verschiedenen Intermediaten
das wirksame Colistin [33]. Polymyxin B wird wegen ausgepragter
Nebenwirkungen, u. a. Histaminfreisetzung mit nachfolgendem Bronchospasmus
bei Applikation als Aerosol, nicht zur Inhalation verwendet.

Polymyxine sind bakterizide Substanzen und mit wenigen Ausnahmen wie

Burkholderia spp., Serratia spp., Proteus spp. nur gegen gramnegative Bakterien
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wirksam. Die bakterizide Wirkung unterliegt einem starken Inokulumeffekt, d. h.
bei grol3er Keimkonzentration (Inokulum) ist die Wirkung schwacher, die MHK-

Werte steigen an.

Abbildung 8. Strukturformel von Colistin
HZN
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Heptapeptide
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Quelle: Wikipedia 2010 (gemeinfrei)

Wirkungsmechanismus

Durch Protonierung von freien Aminen (z. B. NH2 zu NH3*), die sich am
Peptidanteil des Polymyxins befinden (Abbildung 8), kommt es bei
physiologischem pH-Wert zu einer elektrostatischen Anziehung an die
anionischen, negativ geladen Sauerstoffionen (O?") der Lipid-A-Phosphate in der
aul3eren Zellwandmembran gramnegativer Bakterien.

Daraus resultiert eine Verdrangung von Calciumionen (Ca?*) und
Magnesiumionen (Mg?*), die das LPS-Geflecht der Bakterienzellwand in der
auReren Membran (OM) stabilisieren.

Nachdem diese elektrostatische Interaktion stattgefunden hat, kann sich das
hydrophobe N-terminale Fettsaureende des Polymyxins in die &ul3ere
Zellwandmembran schieben. Hierdurch wird die Integritat der &uReren Membran
geschwacht und es kénnen Polymyxinmolekile diese durchdringen. Der gleiche
Mechanismus zerstort dann auch die innere Membran, wodurch es zu einer Lyse
dieser und zum Zelltod kommt [34, 35]. Die Einlagerung des Antibiotikums
zwischen die Phospholipide der Zytoplasmamembran fiihrt zudem zu einem
Verlust der Membranintegritat und zu einer Fusion der inneren (IM) und aul3eren

Zellwandmembran (OM) (Abbildung 9). Das induziert  einen
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Phospholipidaustausch, der zu einer osmotischen Imbalance und zum Zelltod
fuhrt [36]. Letztendlich ist der Mechanismus eine Reaktion des positiv geladenen
Peptidanteils des Polymxins mit den negativ geladenen Phosphatgruppen des
Lipid-A-Komplexes der a&auf3eren Membran gramnegativer Bakterien.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen haben eine Schadigung der Zelle u. a. in
Form von Vesikel- und Blasenbildung an der aul3eren Membran von P.

aeruginosa gezeigt.

Abbildung 9. Antimikrobielle Wirkung von Polymyxin
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modifiziert nach Yu und Mitarbeiter 2015 [36]

1.2. Pseudomonas aeruginosa

1.2.1 Erreger

Pseudomonas aeruginosa (PA) gehért zur Gattung Pseudomonas und zur
Familie der Pseudomonadaceae. Das Bakterium ist ein nicht fermentierendes,
bewegliches, gramnegatives Stabchenbakterium mit groBem Genom und
zahlreichen Regulationsgenen. Es kommt ubiquitar, tberwiegend im Erdboden
und in Nasszellen vor und wéachst bevorzugt unter aeroben Bedingungen, in
Ausnahmesituationen aber auch in anaerobem Milieu. PA kann charakteristische
Farbpigmente wie Pyocyanin (blaugriin), Pyoverdin (grtingelb), Pyorubin (rétlich)
und Pyomelanin (braunlich) bilden (Abbildung 10). Darlber hinaus ist PA
metabolisch vielseitig und kann sich gut an verschiedenste Umweltbedingungen
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anpassen. PA gilt als opportunistischer Krankheitserreger, der erst dann
Infektionen verursacht, wenn die normalen Abwehrmechanismen beeintrachtigt

sind.

Abbildung 10. Kulturelles Wachstum von P. aeruginosa mit und ohne Farbpigmente

Quelle: ASM Microbe Library

Zu den Virulenzfaktoren von PA gehotren Adhéasine, Geil3eln, Fimbrien, Pili,
Lipopolysaccharide (LPS), Alginat und verschiedene Protein-Sekretionssysteme.
Geil3eln, Fimbrien und Typ-IV-Pili sind fur die Adhasion des Bakteriums an die
Wirtszelle notwendig und somit essentiell flr die Etablierung einer Infektion [37].
Nach der Adh&sion der Bakterien folgen Invasion und Ausbreitung der Infektion.
Fir jede Phase sind bestimmte Virulenzfaktoren notwendig. LPS sind Bestandtell
der &aufleren Membran von gramnegativen Bakterien, Alginat ist ein
Exopolysaccharid, das Schutz vor Phagozytose bietet und die Biofilmbildung auf
Oberflachen (z.B. in Kathetern) fordert. Mukoide PA-Varianten, die sich wéahrend
der chronischen Infektion der Lunge entwickeln, zeigen eine Uberexpression von

Genen fir die Alginatsynthese [38].

1.2.2 Pathogenese

Bei Patienten mit CF ist Pseudomonas aerugionosa (PA) neben S. aureus der
haufigste und fur Verlauf und Prognose der wichtigste Keim. Seine Bedeutung
fur die Verschlechterung der Lungenfunktion gilt als gesichert.
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Man nimmt an, dass die initiale Besiedlung durch die Aufnahme des Erregers aus
der Umgebung erfolgt. Jedoch ist auch eine Ubertragung zwischen Patienten
untereinander sowie Uber kontaminierte Gegenstdnde moglich. Eine
Rekolonisierung mit PA findet auch nach einer erfolgreichen Keimeradikation
statt, entweder exogen durch einen neuen Stamm aus der Umgebung oder, wie
in 25% der Falle, endogen durch gleiche Genotypen, die meist aus kdrpereigenen
Reservoirs wie z. B. dem paranasalen Sinus stammen.

Nach neueren Erkenntnissen erfolgt die Besiedlung mit PA friher als bisher
angenommen (Abbildung 11). Friher ging man davon aus, dass PA erst spat im
Krankheitsverlauf auftritt, wenn sich durch vorausgegangene Infektionen mit S.
aureus bereits Bronchiektasen gebildet haben. Neuere Untersuchungen [11, 39]
konnten aber zeigen, dass das Durchschnittsalter der kulturellen
Erstmanifestation bei 21 bis 23 Monaten, das der serologischen Manifestation
schon ein Jahr friher bei etwa 15 Monaten liegt. Im Erwachsenenalter sind dann
mehr als die Halfte aller Patienten mit CF mit PA kolonisiert bzw. infiziert
(Abbildung 11).

Abbildung 11. Erregerspektrum bei Patienten mit CF in Abh&ngigkeit vom Lebensalter
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Quelle: Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry 2015

Die Patienten mit CF sind nur mit einem Genotyp (sehr selten mit mehreren
Genotypen) besiedelt, der sich im weiteren Verlauf der Mukoviszidose im sich
standig wechselndem Habitat der Lunge in verschiedenste Morphotypen

verwandelt. Die Stamme der Frihphase sind normalerweise glatt, nicht-mukoid,
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sensitiv gegeniiber PA-wirksamen Antibiotika; sie unterscheiden sich nicht von
denen anderer gesunder Patienten ohne CF. Mit zunehmender
Besiedlungsdauer verwandeln sich die Stamme zu atypischen Morphotypen:
mukoide Stamme mit der Fahigkeit zur Biofilmbildung, small colony variants
(SCVs) und Hypermutatoren.

Mukoide Stamme sind unbeweglich und verlieren die Fahigkeit zur
Pigmentbildung.  Sie  bilden infolge einer  Uberproduktion  des
Kapselpolysaccharids Alginat Biofilme, in denen die Keime vor &uf3eren
Einflissen geschitzt sind und in der chronisch infizierten Lunge persistieren
konnen.

Bei einem Dirittel der Patienten mit CF findet man Mutatorstamme, die einen
Defekt im DNA-Reparatursystem haben [40] und eine erhOhte spontane
Mutationsrate aufweisen. [41, 42]. Die Mutationen kénnen zum Absterben der
Erreger fuhren oder einen Uberlebensvorteil darstellen. In  einer
Longitudinalstudie stieg innerhalb von 20 Jahren die Bildung der Mutatorstamme
von 0% auf 65% an [43]. Mutatorstamme sind multiresistent. Von den
Resistenzen sind fast alle Antibiotikaklassen betroffen. [41, 43].

Neben mukoiden PA-Stammen wurden small colony variants (SCVs) aus dem
Respirationstrakt von Patienten mit CF isoliert [17]. Die SCVs sind sehr klein (1-
3 mm im Durchmesser), zeigen langsames Wachstum und weisen eine erhghte
Fahigkeit zur Biofilmbildung auf. Darlber hinaus zeigen sie eine starke Adharenz
an Oberflachen, Autoaggregation sowie eine erhdhte Resistenz gegentber
Antibiotika. Die SCVs sind besonders mit schlechten

Lungenfunktionsparametern assoziiert.

1.2.3 Pathomechanismen

1.2.3.1 Phanotypische Anpassung

Nach Aufnahme von P. aeruginosa (PA) aus der Umgebung, kommt es im
Rahmen seiner Uberlebensstrategie zu einer Anpassung an die neuen
"Umweltbedingungen” in der Lunge der Patienten mit CF, vornehmlich an den
stéandigen Stress in der Lunge.

Auslosende Stressfaktoren sind u. a. ROS (reactive oxygen species) und RNI

(reactive nitrogen intermediates). Diese werden in den Atemwegen der Patienten
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mit CF durch polymorphkernige Leukozyten im Rahmen der
Entzindungsreaktion freigesetzt. Sie erzeugen dort Stress durch freie
Sauerstoffradikale und Nitritbildung. Problematisch fur Patienten mit CF ist, dass
sie aufgrund der verringerten Antioxidantienaufnahme aus dem Darm und der
geringeren Konzentration an Gluthation, welches intrazellular als Antioxidans
wirkt, schlechter gegen oxidativen Stress geschiitzt sind. Die erhéhte ROS(RNI)-
Konzentration, gepaart mit dem verringerten antioxidativen Schutz, fuhrt zu einer
Schadigung der Bakterien (DNA, Lipide, Proteine) [44]. Zuséatzlich entsteht durch
die erhohte Aktivitat der polymorphkernigen Leukozyten und deren
Sauerstoffverbrauch ein mikroaerophiles (sauerstoffarmes) Milieu, an das sich
die Bakterien anpassen mussen. Sie exprimieren daher in Abh&ngigkeit von der
Sauerstoffkonzentration mit Hilfe sog. Sigma-Faktoren Gene, um unter
mikroaerophilen und anaeroben Bedingungen wachsen zu konnen. Ein
bedeutender Sigma-Faktor bei PA ist AlgU (auch AIgT genannt), der fir die
Alginatbildung mitverantwortlich ist. Die Sigma-Faktoren werden durch
Transmembranproteine, welche als Anti-Sigma-Faktoren (MucA, MucB, MucC)
bezeichnet werden, inhibiert. Sobald der Inhibitor durch einen Stimulus wie
Stress gereizt wird, setzt er den Sigma-Faktor (AlgU) frei (siehe Abbildung 12).
Dieser bindet an die RNA-Polymerase, welche dann wiederum bestimmte Gene
zur Stressbewaltigung transkribiert [45]. Die Folge ist eine Herabregulation z. B.
von Genen, welche die Beweglichkeit, Virulenz und den Metabolismus betreffen,
sowie eine Hochregulation z. B. von Genen, welche die Membranpermeabilitét
und den Efflux beeinflussen. Letztendlich fuhrt das zur Selektion von Mutanten,

die unter den veranderten Bedingungen gut tberleben kénnen.

1.2.3.2 Alginatbildung

Reguliert wird die Alginatproduktion durch das AlgU-mucABC-Gencluster. AlgU
ist, wie oben beschrieben, ein Sigma-Faktor, der unter Stress freigesetzt wird.
Dieser bindet an die im Zytoplasma liegende RNA-Polymerase und sorgt fur eine
Expression von Genen und somit Enzymen, die fur die Alginatsynthese bendtigt

werden. MucA ist der Anti-Sigmafaktor von AlgU und, an AlgU gebunden, in der
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Zellmembran verankert. MucB und MucC sind weitere Anti-Sigmafaktoren, die
AlgU hemmen. Sie liegen im periplasmatischen Raum.

Erhalt PA Uber MucC ein Stresssignal, so Ubertragt MucB das Signal auf MucA.
MucA gibt dann den Sigmafaktor AlgU frei; das fuhrt zur Transkription von Genen
und zur Expression von Enzymen, die fir die Produktion von Alginat notwendig

sind.

Abbildung 12. AlgU-mucABC-Gencluster
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modifiziert nach Govan und Mitarbeiter 1996 [46]

Haufig findet sich im MucA eine Mutation. Folge ist, dass AlgU weniger stark
gehemmt wird und es somit zu einer Uberproduktion von Alginat und damit zu
einem Wechsel vom nicht-mukoiden zum mukoiden Phanotyp kommt [46]. Die
Uberproduktion von Alginat begiinstigt die Entstehung von Biofilmen und férdert
die Persistenz von PA in der Lunge von Patienten mit CF. Es konnte gezeigt
werden, dass mukoide und nicht-mukoide Phanotypen gleichzeitig im Sputum
vom Patienten mit CF vorkommen. Nicht-mukoide Stdmme kénnen wieder durch

Reversion der mucA-Mutation aus mukoiden Varianten entstehen.
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1.2.3.3 Biofilmbildung
Ein bedeutender Pathogenitatsfaktor von P. aeruginosa (PA) ist die
Biofilmbildung. Biofilme stellen hochorganisierte Verbande von Bakterien dar, die

in eine extrazellulare Matrix (Glykokalix) eingebettet sind.

Abbildung 13. Biofilmbildung bei Pseudomonas aeruginosa
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modifiziert nach Wagner und Mitarbeiter 2008 [47]

Die Entstehung von Biofilmen dauert bei PA ca. 5 - 7 Tage; man unterscheidet
funf verschiedene Phasen. Phase | beginnt mit der Anheftung von planktonischen
Bakterien (Einzelzellen) z. B. an Lungenepithel mit Hilfe von Flagellen oder
Fimbrien oder durch Aggregation der Bakterien untereinander (Abbildung 13)
[48]. Sie ist zunachst reversibel und geht dann irreversibel in eine Monolayer-
Form dber (Phase IlI). Durch Vermehrung der sessilen Bakterien
(Bakterienaggregation) entstehen Mikrokolonien (Phase IIl) [49]. Bei Wachstum
und Vermehrung der Bakterien werden Proteine, Lipide, DNA und
Polysaccharide ausgeschieden und zur Stabilisation in den Biofilm eingelagert.
Die sessilen Bakterien vermehren sich langsam und entwickeln sich in
Abhéangigkeit von den N&hrstoffen zu flachen, nicht-mukoiden oder pilzartigen
mukoiden Strukturen weiter (Phase IV). Diese Biofilmmatrix schlie3t grof3e
bakterielle Verbande ein, von denen sich gelegentlich einzelne Bakterien oder
groRere Aggregate losen (Detachement) und einen neuen Bereich besiedeln
kénnen (Phase V) [47, 50].
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Biofilme schitzen vor Austrocknung und freien Radikalen. Sie hemmen
Komplementaktivierung und Entziindungsreaktion und verhindern die Aufnahme
der Bakterien durch Neutrophile und Makrophagen. Sie kénnen daher nicht vom
Immunsystem eliminiert werden, obwohl eine ausgepragte Immunantwort gegen
die Bakterien erfolgt. Man nimmt an, dass diese inflammatorische Reaktion
mitverantwortlich fir die pathologischen Veranderungen in der Lunge ist und mit
einer Verschlechterung der pulmonalen Situation einhergeht [11]. Vermutlich wird
mit der Konversion vom nicht-mukoiden zum mukoiden Typ die chronische
Infektionsphase fur Patienten mit CF eingelautet. Es kommt zu einer langsam
fortschreitenden Verschlechterung der Lungenfunktion [11].

Die Bakterien im Biofilm haben die gleiche Empfindlichkeit gegenuber Antibiotika
wie planktonisch wachsende Stamme, ein Biofilm im Ganzen ist jedoch weniger
sensibel [51]. FiUr einige Antibiotikaklassen, z. B. Fluorchinolone, stellt Alginat
keine Barriere dar; sie kdonnen die Matrix des Biofilms in ausreichender
Konzentration durchdringen. Andere Antibiotikaklassen wie Betalaktame konnen
die Matrix schlecht passieren. Auch Aminoglykoside sind weniger wirksam, da
sie durch die im Biofilm vorkommenden Calciumionen gehemmt werden
(Chelatbildung) [52] und dariber hinaus ihre Wirksamkeit im mikroaerophilen
oder anaeroben Milieu im Innern des Biofilms eingeschréankt ist [53]. Die minimale
Hemmkonzentration (MHK) und die minimale bakterizide Konzentration (MBK)
sind fir Antibiotika gegen Biofilmbildner 100- bis 1.000-fach hdher als fir

planktonische Bakterien.

1.2.3.4 Quorum sensing

Quorum sensing (QS) ist ein Kommunikationsprozess von Bakterien,
einschlie3lich PA, der bei hoher Zelldichte mit Hilfe von Signalmolekilen von
Zelle zu Zelle erfolgt. Mit Hilfe dieser Signalmolekile kdnnen Bakterien
untereinander kommunizieren und koordiniert agieren.

P. aeruginosa (PA) reguliert die Expression seiner Gene und die Produktion
und/oder Sekretion vieler Virulenzfaktoren zelldichteabhéngig vorwiegend mit
zweil QS-Systemen, dem Las-System und dem Rhl-System, wobei das Rhl-

System dem Las-System untergeordnet ist. Als Signalmolekule fungieren N-Acyl-
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Homoserin-Lactone (HSL), die mit Hilfe einer Synthetase, Lasl oder Rhll,

produziert werden (Abbildung 14).

Abbildung 14. Quorum sensing von Pseudomonas aeruginosa (Las-System)
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Links: geringe Zelldichte; rechts: hohe Zelldichte; modifiziert nach Waters und Bassler 2005 [54]

HSL kann die Zellmembran frei durchwandern, so dass bei hoher Keimzahl von
PA die Konzentration von HSL extra- und intrazellular ansteigt.

Bei Bakterienpopulationen mit niedrigen Wachstumsdichten erzeugt PA mit Hilfe
von Lasl- oder RhlI-Synthetasen wenig HSL. Die extra- und intrazellulare
Konzentration von HSL ist demnach niedrig, sodass HSL nicht an den
Transkriptions-Regulator LasR bzw. RhIR bindet und kaum Virulenzfaktoren
gebildet werden. Bei hoher Wachstumsdichte ist die Schwellenkonzentration von
HSL erreicht. Die HSL-Konzentration ist so hoch, dass eine Bindung von HSL an
den Transkriptionsregulator LasR bzw. RhIR erfolgen kann. Der HSL-LasR-
Komplex bzw. HSL-RhIR-Komplex aktiviert nun zahlreiche Targetgene, darunter
auch das lasl- bzw. rhll-Gen. Das fuhrt zur Produktion zahlreicher
Virulenzfaktoren mit dem Ziel, die Abwehrmechanismen des Wirts zu bekampfen,

so dass sich die Bakterienpopulation weiter ausbreiten kann (Abbildung 14).
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Transkriptom-Analysen konnten zeigen, dass die Gene zu verschiedenen Zeiten
im QS-System exprimiert werden; das fihrt zu einer zeitlich geordneten Folge
der Gen-Expression und ist fur die Aufrechterhaltung der chronischen PA-
Infektion notwendig [55].

1.2.3.5 Resistenzentwicklung

Ein weiterer Schutzmechanismus der Pseudomonaden sind die naturliche oder
primére Resistenz und die sekundéare Resistenzentwicklung.

Eine Reihe von Antibiotika ist gegen P. aeruginosa (PA) primér resistent
(unwirksam), z. B. Ampicillin, Cephalosporine der 1. und 2. Generation,
Tetrazykline u. a. Nach den Angaben in der Literatur beruht dies auf drei
Eigenschaften: a) der Bildung einer chromosomal-kodierten, induzierbaren
AmpC-R-Laktamase [56], b) einem ausgepragten MexAB-OprM-Effluxsystem
und c) einer verminderten Permeabilitat der &uReren Zellmembran, der aber eine
untergeordnete Bedeutung zukommt [56].

Ein primar nicht resistentes Antibiotikum verliert unter Therapie, z. B. durch
Mutation oder Ubertragung von Resistenzgenen, seine Wirksamkeit und wird
resistent. Bei dem erworbenen oder sekundéaren Resistenzspektrum spiegelt sich

die individuelle Behandlungsgeschichte der CF-Patienten wieder.

1.2.3.5.1 Resistenz gegen Tobramycin

Es gibt mehrere Resistenzmechanismen von PA gegen Aminoglykoside, die bei
Patienten mit CF vorkommen koénnen: i) herabgesetzte Permeabilitat mit
Hemmung der Aminoglykosid-Aufnahme in die Zelle (Impermeabilitat), ii)
Veranderung der LPS, so dass die Aminoglykoside nicht am Target reagieren
konnen, iii) Hyperexpression von Effluxpumpen mit starkem Efflux der
Aminoglykoside aus der Zelle mit Hilfe des MexAB-OprM-Effluxsystems [56]
(betrifft fast alle Aminoglykoside und ist haufig mit einer Fluorchinolon- und
Tetrazyklinresistenz vergesellschaftet), iv) Targetverdnderungen am Ribosom
durch Mutation an den ribosomalen Proteinen durch RNA-Methylasen (sehr
selten, verbunden mit einer high level resistance mit MHK-Werten von = 256

pg/mL) [57, 58], v) Aminoglykosid-modifizierende-Enzyme, welche die
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Aminoglykoside so verandern, dass sie nicht an die LPS (Target) binden kénnen.
Es sind PA-Stamme beschrieben, bei denen in einem Stamm mehrere der

genannten Resistenzmechanismen vorkommen kénnen.

Abbildung 15. Strukturformeln von Tobramycin (links) und Amikacin (rechts)
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Quelle: National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Database;
CID=36294 (Tobramycin); CID=37768 (Amikacin); 2017

Zu den Hauptresistenzmechanismen von PA zahlen bei Patienten, die nicht an
CF erkrankt sind, die Veradnderung der LPS durch die Aminoglykosid-
modifizierenden Enzyme von PA. Bei Patienten mit CF ist dagegen dieser
Resistenzmechanismus nicht so stark ausgepragt. Die Aminoglykosid-
modifizierenden Enzyme kdnnen einzelne oder mehrere NH2- oder OH-Gruppen
des Aminoglykosidgrundgerusts, z. B. durch Veresterung oder Phosphorylierung,
verandern (Abbildung 15). Man unterscheidet 3 Aminoglykosid-modifizierende
Enzymarten: Nukleotidyltransferasen (ANTSs), die an die Hydroxylgruppen (OH-
Gruppen) der Aminoglykoside binden, Phosphotransferasen (APHSs), die
ebenfalls mit den OH-Gruppen der Aminoglykoside reagieren und
Acetyltransferasen (AACs), welche die NH2-Gruppen der Aminoglykoside
verandern. Die chemisch veranderten Aminoglykoside haben eine herabgesetzte
Bindungsfahigkeit an die Aminoacyl-t-RNA-Akzeptorseite der 16S rRNA der
Ribosomen, so dass die Missproteinbildung weniger ausgepragt ist oder ganz
unterbleibt. Die Gene, die zur Enzymveranderung und damit zur Aminoglykosid-

Resistenz fuhren, kdénnen plasmid- oder chromosomalkodiert sein, weiterhin
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assoziiert mit transposablen Elementen, die eine rasche Ausbreitung
ermdglichen, nicht nur speziesspezifisch, sondern auch zwischen verschiedenen
grampositiven und gramnegativen Bakterienarten.

In  einer Studie von MacLeod und Mitarbeitern [59] wurden die
Resistenzmechanismen von PA gegen Tobramycin bei 464 Patienten mit CF
untersucht (Tobramycin- und Plazebogruppe). Die Sputa der Studienpatienten
wurden vor und am Ende einer 6 Monate dauernden Tobramycin-
Inhalationstherapie (3 Zyklen einer on-off-Therapie) untersucht, die der
Plazebogruppe zu Beginn und am Ende der Studie. Von 928 PA-Isolaten aus
beiden Gruppen wiesen 143 (15,4%) eine Tobramycin-Resistenz (MHK-Werte =
16 pg/mL) auf. Bei 89,5% der Tobramycin-resistenten Stamme war der
Resistenzmechanismus Impermeabilitat, bei 5,6% waren Aminoglykosid-
modifizierende Enzyme die Ursache, und bei 4,2% lag eine Kombination von
Impermeabilitdt und Aminoglykosid-modifizierenden Enzymen vor. Wahrend die
MHK-Werte der durch Impermeabilitat verursachten resistenten Stdmme im
Wesentlichen eine low level resistance (LLR) mit MHK-Werten von < 128 pg/mL
gegen Tobramycin aufwiesen, waren bei den Enzym-vermittelten Resistenzen
auch Stamme mit einer high level resistance (HLR) mit MHK-Werten von = 256
pg/mL zu beobachten.

In einer Tobramycin-Inhalationsstudie von Shawar und Mitarbeitern [60] wurden
1.240 PA-Isolate von 508 Patienten mit CF ausgetestet. Die Resistenz von PA
gegen Tobramycin lag bei 5,4%, nicht-mukoide Stamme waren resistenter als
mukoide. Von 56 resistenten Stammen wurde der Resistenzmechanismus
bestimmt. Bei 87,5% konnte eine Impermeabilitat nachgewiesen werden (MHK-
Werte von 16 bis > 512 pg/mL), bei 3,6% lag eine Kombination aus
Impermeabilitdt und enzymvermittelter Resistenz vor.

Ein weiterer Resistenzmechanismus scheint auch die Fahigkeit mancher PA-
Stdmme zu sein, bei subinhibitorischen Tobramycin-Konzentrationen eine
Biofilmbildung zu induzieren [61, 62, 63].

Kreuzresistenzen zwischen den Aminoglykosiden sind zu erwarten bei
eingeschréankter Permeabilitat, Efflux, Verdnderung der LPS und Methylierung

des Ribosoms. Bei Resistenzentwicklung durch Aminoglykosid-modifizierende
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Enzyme beschrankt sich die Resistenz auf die Substanz, deren OH- oder NH2-
Gruppen verandert worden sind. Da sich der Angriff auf die NH2-Gruppen von
Amikacin von dem auf Tobramycin unterscheidet, kbnnen z. B. Gentamicin und
Tobramycin unwirksam und kann Amikacin wirksam sein [56]. Ein Stamm kann

auch mehr als ein Gen fir Aminoglykosid-modifizierende Enzyme haben.

1.2.3.5.2 Resistenz gegen Colistin

Da LPS eine stabile Struktur hat und Colistin seine Aufnahme in die Zelle selbst
ohne aktiven Transport férdert und zu einer irreversiblen Schadigung der
Zytoplasmamembran von PA fihrt, kommt es selten zur Resistenzentwicklung,
auch unter Therapie [64]. Ein haufiger Resistenzmechanismus ist eine
Modifikation der negativ geladenen Lipid-A-Phosphate der &ufReren Zellwand
durch positiv geladene Gruppen. Durch die Veranderung bzw. Abschwéachung
der negativen Ladung der Bakterienzelle kann die elektrostatische Anziehung
des Polymyxins herabgesetzt oder vermieden werden [65]. Eine sehr haufige
Modifikation der Lipid-A-Phosphate, aber nicht die einzige, ist z. B. die
Anlagerung von Aminoarabinose [66]. Diese wird reguliert durch das Operon
arnBCADTEF, das durch die Zweikomponentenregulationssysteme, PhoP-
PhoQ-System und PmrA-PmrB-System, bei niedriger Mg?*-Konzentration
und/oder geringer Colistinkonzentration induziert wird. Die Sensorkinase PhoQ,
die auf die geringe Mg?*-Konzentration reagiert, phosphoryliert zunéachst das
Regulationsprotein  PhoP, welches dann das prmD-Gen anregt, das
entsprechende PmrD-Protein zu exprimieren. Mit Hilfe des PmrD-Proteins wird
in der Gegenwart von Fe3* das PrmA-PrmB-System aktiviert. Die Sensorkinase
PrmA wird zum Regulationsprotein PrmA-P phosphoryliert, welches dann das
Operon arnBCADTEF induziert, Enzyme zu kodieren, die zur Veranderung von
Lipid A notwendig sind (Abbildung 16). Dartuber hinaus kann das
Regulationssystem PrmA-PrmB auch unabhangig vom PhoP-PhoQ-System
reagieren und Uber eine Induktion des Operons arnBCADTEF zu einer

Anlagerung von Aminoarabinose fiihren (Abbildung 16).
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Abbildung 16. Resistenzmechanismen gegen Colistin
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Fur die Resistenzentwicklung spielen weiterhin das MexAB-OprM Efflux-System

sowie die Expression von ,Outer Membrane Protein H* (OprH) eine Rolle. OprH

ist ein Membranstabilisierungsprotein, welches bei Anwesenheit von PA eine

Polymyxin-Resistenz promoten kann [67]. Diese Resistenzmechanismen sind

chromosomal kodiert, so dass keine horizontale Ubertragung der Resistenz

stattfindet.



2. Fragestellung

Bei Patienten mit CF ist P. aeruginosa (PA) der haufigste und fur Verlauf und
Prognose der wichtigste Keim. Seine Bedeutung fur die Verschlechterung der
Lungenfunktion gilt als gesichert.

Nach neueren Erkenntnissen erfolgt die Besiedlung mit PA schon im ersten
Lebensjahr. Da sich Pseudomonaden sehr gut an die Bedingungen und den
standigen Stress in der CF-Lunge anpassen konnen, bleiben die Patienten
lebenslang mit PA besiedelt oder infiziert. Mit zunehmender Besiedlungsdauer
verandern sich die PA-Stamme im Rahmen ihrer Uberlebensstrategie zu
atypischen Morphotypen, z. B. zu mukoiden Stammen mit der Fahigkeit zur
Biofilmbildung. Vermutlich wird mit der Konversion vom nicht-mukoiden zum
mukoiden Typ die chronische Infektionsphase fur Patienten mit CF eingelautet.
Es kommt zu einer langsam fortschreitenden Verschlechterung der
Lungenfunktion.

Als Gegenmalinahme versucht man, durch eine frihzeitige, aggressive
Eradikationstherapie mit Antibiotika die planktonischen Stamme abzutéten und
die Biofilmbildung zu verhindern oder hinauszuzégern. Wenn dies nicht gelingt,
versucht man bei chronischer Besiedlung durch eine lebenslange antibiotische
Suppressionstherapie die hohe Keimdichte zu reduzieren und die
Lungenfunktion so lange wie mdglich stabil zu erhalten.

Die Eradikationstherapie besteht aus einer 2-wdchigen systemischen
Antibiotikatherapie, gefolgt von einer kurzfristigen Inhalationstherapie mit
Tobramycin oder Colistin. Die Suppressionstherapie wird lebenslang
durchgeflihrt. Die Patienten erhalten im Abstand von 3 - 4 Monaten Zyklen einer
14-tagigen parenteralen Applikation von PA-wirksamen Antibiotika und zusatzlich
im Intervall dauerhaft eine Inhalationstherapie mit Colistin oder Tobramycin. Die
Uber einen langen Zeitraum applizierte Inhalationstherapie birgt das Risiko der

Resistenzentwicklung.

Das Ziel dieser Arbeit war es zu priufen, ob gegen die bei der Inhalationstherapie
eingesetzten Antibiotika Tobramycin oder Colistin eine Resistenzentwicklung

auftritt und ob sich die beiden Substanzen hinsichtlich der Resistenzentwicklung
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unterscheiden. Dartber hinaus sollte festgestellt werden, ob der parenterale

Einsatz von Tobramycin zur Resistenzentwicklung von PA beitragt.

Daneben war es von Interesse, ob die Patienten mit CF im Lauf ihres Lebens mit
unterschiedlichen Genotypen besiedelt oder infiziert sind. Da bei der
mikrobiologischen Untersuchung unterschiedliche Phanotypen nachweisbar
sind, die sich sowohl morphologisch als auch in ihrer Resistenz unterscheiden,
lag der Verdacht nahe, dass es sich um verschiedene Genotypen handelt.
Andererseits ware es aber auch mdglich, dass ein Genotyp sich in verschiedene

Phanotypen umwandeln kann.

Ein weiteres Ziel war es zu klaren, ob bei Patienten mit CF, die mit phanotypisch
identischen PA-Stammen besiedelt waren, Ubertragungen stattgefunden haben

und ob im positiven Fall Hygienemalinahmen ggf. verbessert werden missten.
Zusammenfassend ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. Entwickeln sich unter der Inhalationstherapie mit Tobramycin oder
Colistin Resistenzen?

2. Eignet sich die retrospektive Analyse zur Feststellung der
Resistenzentwicklung?

3. Unterscheiden sich die Inhalations-Substanzen Tobramycin und Colistin
im Hinblick auf die Entwicklung von Resistenzen?

4. Hat insbesondere die Gabe von parenteralem Tobramycin Einfluss auf
die Resistenzentwicklung?

5. Sind Patienten lebenslang mit gleichen oder unterschiedlichen PA-
Genotypen (Klonen) besiedelt?

6. Kommt es im Krankheitsverlauf zur Aufnahme neuer Genotypen (Klone)
oder zu einer klonalen Variation bei gleichem Genotyp?

7. Gibt es Ubertragungen von PA von einem Patienten auf den anderen?
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3. Patienten, Material und Untersuchungsmethoden

3.1 Studiendesign

Bei der Studie handelt es sich um eine retrospektive Untersuchung zur
Resistenzentwicklung von Pseudomonas aeruginosa (PA) gegenuber
Tobramycin und Colistin bei chronisch besiedelten oder infizierten Patienten, die
im Christiane Herzog - Zentrum fir Mukoviszidose in der Kinderklinik der
Universitat Wdurzburg zwischen 1990 und 2009 im Rahmen einer
Suppressionstherapie eine Inhalation mit Tobramycin oder Colistin erhalten
haben. Anhand der mikrobiologischen Ergebnisse, die vom Institut fir Hygiene
und Mikrobiologie (IHM) fur diese Arbeit zur Verfliigung gestellt wurden (Archiv
IHM) und der Patientenakten wurde die in Routineuntersuchungen bestimmte
und im Befund Ubermittelte Sensitivitat der Erstisolate von PA gegenuber
Tobramycin und Colistin mit der Sensitivitat aller Folgeisolate bis 2009 verglichen
und die Resistenzenzrate berechnet. Vor Studienbeginn (2009) wurde die
Richtigkeit der routinemaRigen und in den Akten der Studienpatienten
dokumentierten Ergebnisse der Resistenzbestimmung von PA gegen
Tobramycin und Colistin an stichprobenartig ausgesuchten kryokonservierten
Stammen (300 Isolate) mittels MHK-Bestimmung (Referenzmethode) von Dr.
Valenza (IHM) Uberprift.

3.2 Patienten

Die Patienten wurden aus dem Christiane Herzog - Zentrum fir
Mukoviszidosekranke in der Kinderklinik der Universitat Wirzburg akquiriert.
Nach Diagnosestellung wurde fur jeden Patienten ein Verlaufsbeobachtungsplan
erstellt, wonach sich jeder Patient regelméafig im Christiane Herzog - Zentrum
vorstellen sollte. Leitliniengerecht waren das vier Ambulanzbesuche im Jahr, die
jedoch nur von kooperationsbereiten Patienten zuverlassig erfolgten. Bei diesen
Kontrollbesuchen wurde u. a. eine mikrobiologische Untersuchung auf das
Vorhandensein pathogener Erreger im Respirationstrakt veranlasst. Dafur
wurden Proben aus dem Respirationstrakt, tblicherweise Sputum, enthommen
und im IHM mikrobiologisch, besonders auf das Vorhandensein von PA,

untersucht. Die Empfindlichkeit der PA-Isolate gegeniber PA-wirksamen
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Antibiotika, einschlie3lich Tobramycin und Colistin, wurde mit Routineverfahren
bestimmt. Die Ergebnisse (Befunde) wurden an das Christiane Herzog - Zentrum
in der Kinderklinik tbermittelt und dort in der Krankenakte archiviert. Die

parenterale Antibiotikatherapie erfolgte gezielt nach dem Antibiogramm.

Die Erfassung und Auswahl der Patienten erfolgte anhand der mikrobiologischen
Ergebnisse aus den Krankenakten und aus dem Archiv des Instituts flr Hygiene
und Mikrobiologie der Universitat Wirzburg. Beriicksichtigt wurden Patienten, die
sich zwischen 1990 und 2009 im Christiane Herzog - Zentrum vorgestellt hatten
und dort behandelt wurden. Chronisch mit PA besiedelte Patienten wurden in die
Studie eingeschlossen und vom Zeitpunkt des PA-Erstnachweises bis 2009 oder
bis zum Tod beobachtet. Neben den mikrobiologischen Ergebnissen wurden
auch die Regime der parenteralen Antibiotikatherapie und der
Inhalationstherapie erfasst und dokumentiert (Name, Alter, Geschlecht, klinischer
Befund, isolierte Erreger, Anzahl der PA-Isolate, Ergebnisse der
Resistenzbestimmung von PA gegen Tobramycin und Colistin, Haufigkeit der
parenteralen Antibiotikatherapie, Auswahl der applizierten Antibiotika, Schema
der Inhalationstherapie und deren Dauer sowie Auswahl der Antibiotika). Die
Daten jedes Patienten wurden auf einem Formblatt protokolliert und am

Studienende ausgewertet (Beispiel siehe Anhang).

3.3 Eradikationstherapie

Bei Erstnachweis von PA wurde entsprechend dem Vorgehen in danischen CF-
Zentren bei allen Patienten eine Keimelimination mittels parenteraler 14-tagiger
antibiotischer Therapie und anschlie3ender kurzfristiger Inhalationstherapie mit
Colistin oder Tobramycin versucht. Das entspricht dem Eradikationsschema
nach der im Jahr 2014 vero6ffentlichten S3-Leitlinie ,Lungenerkrankung bei
Mukoviszidose, Modul 1: Diagnostik und Therapie nach dem ersten Nachweis
von Pseudomonas aeruginosa“ [25] (siehe 1.1.6.1 Eradikationstherapie). Nach
3-maliger erfolgloser Keimeradikation wurde mit einer Suppressionstherapie der

Patienten begonnen (siehe Kapitel 3.4).
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3.4 Suppressionstherapie

Die Suppressionstherapie wurde bei Patienten ab dem 6. Lebensjahr sofort nach
Diagnosestellung der chronischen Infektion mit PA begonnen (Definition 1.1.6.2,
Suppressionstherapie) und lebenslang in Abhéngigkeit vom Schweregrad der
Erkrankung, wie im Kapitel 1.1.6. beschrieben, durchgefuhrt. In den ersten
Jahren des Beobachtungszeitraums stand Tobramycin fir die Inhalation noch
nicht zur Verfugung, daher wurde bei manchen Patienten die Inhalationstherapie
mit Gentamicin (3 x 80 mg) begonnen und bei Verfligbarkeit von Tobramycin mit
Tobramycin weitergefuhrt. Im weiteren Verlauf waren zur inhalativen Therapie in
Deutschland nur Tobramycin und Colistin im Handel erhaltlich. Vor wenigen
Jahren wurden auch Aztreonamlysin und Levofloxacin-Losung zur Inhalation

eingefuhrt. Letztere werden in der Studie nicht bertcksichtigt.

3.5 Mikrobiologische Diagnhostik

Die mikrobiologische Diagnostik wurde im Institut fir Hygiene und Mikrobiologie
(IHM) nach Standardmethoden durchgefihrt. Die Ergebnisse wurden fir die
vorliegende Arbeit zur Verfiigung gestellt und in diese Arbeit Gbernommen.

Im IHM erfolgte die mikrobiologische Diagnostik entsprechend der Empfehlungen
der MiQ 24 (Qualitdtsstandards in der Mikrobiologisch-infektiologischen
Diagnostik) [19]. Die MiQ 24 beschreibt das diagnostische Vorgehen bei
Atemwegsinfektionen von Patienten mit Mukoviszidose und wird von der

Deutschen Gesellschaft fur Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) herausgegeben.

3.5.1 Probengewinnung

Die Proben fur die mikrobiologische Diagnostik wurden bei den
Kontrolluntersuchungen im Christiane Herzog - Zentrum vor Beginn einer
antibiotischen parenteralen oder inhalativen Therapie von dessen Personal
gewonnen. Als Untersuchungsmaterialien dienten in erster Linie Sputa, seltener
Trachealsekrete und in Einzelfallen Bronchialsekrete. Bei sehr jungen Patienten,
die noch nicht in der Lage waren, Sputum zu expektorieren, wurden auch tiefe
Rachenabstriche entnommen. Letztere erfolgten nicht durch einfache Abstriche

des Oropharynx, sondern durch vorsichtiges Touchieren der Rachenhinterwand.
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Dies I6ste haufig Husten aus, so dass das hochgehustete Material aufgenommen
werden konnte. Sputum von alteren Kindern und Erwachsenen wurde durch
spontane Expektoration aus den tiefen Atemwegen gewonnen (die Patienten
wurden aufgefordert zu husten), in Einzelfallen wurde die Sputumproduktion
mittels Inhalation hypertoner Kochsalzlésung (3 mL einer 3 - 7%igen NacCl-
Losung) induziert. Bei intubierten Patienten wurde Trachealsekret bzw.

Bronchialsekret und Bronchoalveolére Lavage (BAL) untersucht.

3.5.2 Probentransport

Die Proben wurden durch den klinikeigenen Hol- und Bringdienst ins Institut fur
Hygiene und Mikrobiologie (IHM) der Universitat Wirzburg gebracht und dort am
Tag der Abnahme verarbeitet.

3.5.3 Probenverarbeitung

Im IHM wurden die Proben sofort nach Eintreffen im Labor von den Mitarbeitern
des Instituts nach den Empfehlungen der MiQ 24 [19] verarbeitet und mit Hilfe
der in Tabelle 2 angegebenen Gerate und Materialien analysiert.

Tabelle 2. Gerate und Materialien

Analysengeridte Firma

Vitek 2 bioMérieux, Nirtingen
Identifizierung von P. aeruginosa
Empfindlichkeitsprifung von P. aeruginosa

N3hrmedien

Columbia-Agar mit Schafblut (Blutagar) bioMérieux, Nirtingen

Optimalmedium

Kochblutagar mit Bacitracin Oxoid Deutschland GmbH, Wesel
Selektivagar flr H. influenzae

MacConkey-Agar Eigenherstellung Nahrbodenkiiche (IHM)
Selektivagar fiir Enterobacterales

Cetrimid-Agar; Selektivagar fur P. aeruginosa Eigenherstellung Nahrbodenkiiche (IHM)
Burkholderia-Agar Oxoid Deutschland GmbH, Wesel

Selektivagar fiir B.-cepacia-Komplex

Identifikationssysteme

API 20 NE bioMérieux, Nirtingen
Identifizierung von Nonfermentern
Vitek 2 ID card bioMérieux, Nirtingen

Identifizierung von Nonfermentern
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Empfindlichkeitspriifung

Vitek AST card zur Resistenzbestimmung von bioMérieux, Nirtingen
gramnegativen Stabchenbakterien und von
P. aeruginosa

Testblattchen: Tobramycin 10ug Oxoid Deutschland GmbH, Wesel
Mueller-Hinton-Agar fiir den Agardiffusionstest Eigenherstellung Nahrbodenkiiche (IHM)
Mueller-Hinton-Bouillon fir MHK-Bestimmung Eigenherstellung Nahrbodenkiiche (IHM)
Etest®- Streifen: AB BIODISK, Solna, Schweden

Tobramycin 0,016 - 256 pg/mL
Colistin 0,016 - 256 ug/mL
Mikrotiterplatten zur MHK-Bestimmung: Becton Dickinson, Heidelberg
Tobramycin 0,016 - 256 pug/mL
Colistin 0,016 - 256 pug/mL

Referenzstamm

P. aeruginosa ATCC 27853 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ)

3.5.4 Kulturelle Anziichtung von Pseudomonas aeruginosa
Zur kulturellen Anzichtung von P. aeruginosa (PA) wurden nach
Arbeitsanweisung des IHM die Nahrmedien, wie in Tabelle 3 beschrieben,

inkubiert.

Tabelle 3. Kulturmedien zum Nachweis von Pseudomonas aeruginosa (nach MiQ 24) [19]

Ndhrmedium Sputum | TS/BAL | Rachen- Inkubation
abstrich

Blutagar, Kochblutagar X X X 48 h bei 36 £+ 1°Cin CO,

mit Bacitracin

MacConkey-Agar X X X 48 h bei 36 + 1°C

Cetrimid-Agar X X X 72 h bei 42°C

Burkholderia-Agar X X X 72 h bei 32 - 35°C, danach 48 h

bei Raumtemperatur

TS: Trachealsekret; BAL: Bronchoalveoléare Lavage

Die Agarplatten wurden taglich von den Arzten des IHM auf Wachstum von PA
Uberprift, abgelesen wurde quantitativ (BAL und Trachealsekret) bzw.
semiquantitativ (Sputa, Rachenabstriche) (wenig, maRig viel, viel). Die Isolate
wurden auf  Speziesebene identifiziert, und es erfolgte eine

Empfindlichkeitspriufung von PA gegen Tobramycin und Colistin.

35



3.5.5 Erregeridentifikation

Abbildung 17. Flussdiagram zum Nachweis von Pseudomonas aeruginosa
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Die Identifikation der Isolate erfolgte durch die Mitarbeiter des IHM nach den in

Abbildung 17 angegeben Vorgaben. Alle PA-Isolate wurden bei minus 80°C

eingefroren und in der Stammsammlung des IHM kryokonserviert.
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3.5.6 Empfindlichkeitsprifung von Pseudomonas aeruginosa

Alle Morphotypen von PA wurden einer Empfindlichkeitsprifung gegen
Tobramycin und Colistin unterzogen. Im Jahr 1990 standen dafur am IHM der
Agardiffusionstest und die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration
(MHK-Bestimmung) mittels Mikrodilution (Mikrobouillon-Dilution) oder mittels
Gradientendiffusionstest (Epsilontest), kurz Etest® genannt, zur Verfiigung. Ab
dem Jahr 2005 kamen auch mechanisierte Verfahren (z. B. Breakpointmethode
mittels Vitek 2) zum Einsatz. Die Breakpointmethode ist eine vereinfachte
Empfindlichkeitsprifung im Mikrodilutionsverfahren. Die Konzentrationen der
Antibiotika werden so ausgewahlt, dass eine Unterscheidung zwischen
empfindlichen und resistenten Stammen madglich ist. Der Empfindlichkeitsprifung
wurde Uber den gesamten Beobachtungszeitraum das Regelwerk der NCCLS
(bis Ende 2004) [68] oder das Regelwerk der CLSI (Nachfolgeregelwerk ab 2005)
[69] zugrunde gelegt unter regelmaligem Mitfihren des Referenzstamms P.
aeruginosa ATCC 27853 (Qualitatskontrolle). Auch die Bewertung der
abgelesenen Grenzwerte, Hemmhofgrof3en des Agardiffusionstests und MHK-
Werte der Mikrodilution oder des Etests®, erfolgte nach diesen Regelwerken.
EUCAST stellte erst ab 2010, also nach Studienende, Grenzwerte fur Colistin zur
Verfligung.

Die Empfindlichkeitsprifung von PA wurde nicht ausschlie3lich mittels Vitek 2
durchgefthrt, da diese Methode fur die Nonfermenter der Patienten mit CF zum

damaligen Zeitpunkt noch nicht ausreichend validiert war.

3.5.6.1 Agardiffusionstest

Agardiffusionstest nach dem NCCLS-/CLSI-Regelwerk [68, 69].

Tabelle 4.

Empfindlichkeitspriifung von P. aeruginosa mit Agardiffusion nach CLSI (z. B. M100-S19; 2009)
Inokulum: 0,5 MacFarland-Standard, Inkubation 16 -18 h bei 36 + 1°C auf Mueller-Hinton Agar

Antibiotikum Beschickung R 1 S
Tobramycin 10 pg <12 mm 13-14 mm 215 mm
S = sensibel, | = intermediar sensibel, R = resistent

37



Abbildung 18. Agardiffusionstest von P. aeruginosa

Quelle: Dr. Giuseppe Valenza

3.5.6.2 Minimale Hemmkonzentration (MHK) mittels Mikrodilution

Die Mikrodilution wurde in Mikrotiterplatten der Firma Becton Dickinson unter
Verwendung von Kationen-supplementierter Mueller-Hinton-Bouillon nach den
Vorgaben des Herstellers durchgefuihrt. Als MHK wird die geringste
Antibiotikakonzentration abgelesen, die ein sichtbares Bakterienwachstum
vollstdndig hemmt (siehe Abbildung 19) (Tabelle 5).

Abbildung 19. Empfindlichkeitspriifung mittels Mikrodilution

1-12: verschiedene Antibiotika, A-H: verschiedene Antibiotikakonzentrationen, z. B. 0,125 pg/mL (A) bis 16
pg/mL (H). Die roten Kreise entsprechen den MHK-Werten (z. B. 4 D: 1 pg/mL; 7 E: 2pug/mL);
Quelle: Prof. Dr. Michael Kresken
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Tabelle 5. Antimikrobielle Aktivitat von P. aeruginosa gegentiber Tobramycin und
Colistin mittels Mikrodilution nach CLSI (z. B. M07-A8, M100-S19; 2009)
Inokulum: 0,5 MacFarland, Inkubation 18 - 20 h bei 36 + 1°C in Mueller-Hinton-Bouillon

Antibiotikum S | R
Colistin <2 pg/mL 4 pg/mL > 8 ug/mL
Tobramycin <4 pg/mL 8 ug/mL > 16 pg/mL
S = sensibel, | = intermediar sensibel, R = resistent

3.5.6.3 Epsilon-Test (Etest®)

Der Etest® wurde nach den Angaben der Hersteller auf Mueller-Hinton-Agar
durchgefuhrt. Nach einer Inkubationszeit von 18 - 20 h wurden die MHK-Werte
abgelesen und nach NCCLS/CLSI [68, 69] bewertet (Tabelle 5).

Abbildung 20. Beispiel Etest® von PA gegen Imipenem (IP) und Imipenem plus EDTA (IPI)

§ “mg&.ovnmﬁ

Die ellipsenférmigen Hemmhofe entsprechen den MHK-Werten (IPI: <1 pg/mL, IP: 64 ug/mL); EDTA:
Ethylendiamintetraessigsaure; Quelle: Dr. Giuseppe Valenza

Der Etest® war zu dieser Zeit ein gangiges Verfahren [70, 71] zur
Empfindlichkeitsprifung von Bakterien. Diskrepanzen zwischen Vitek 2 und

Etest® wurden mit der Mikrodilutionsmethode tberpruft.

3.5.6.4 Empfindlichkeitsprifung von Tobramycin

Im IHM erfolgte die Empfindlichkeitsprifung von PA gegen Tobramycin bei
Patienten mit CF von 1990 bis 2005 sowohl mit dem Agardiffusionstest als auch
mit der MHK-Bestimmung mittels Mikrodilution. Das Ergebnis der MHK-

Bestimmung wurde dem Christiane Herzog - Zentrum Ubermittelt (sensibel,
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intermediar sensibel, resistent). Ab 2006 wurde die Empfindlichkeitsprifung mit
dem Agardiffusionstest und mit der Breakpoint-Methode mittels Vitek 2 nach
CLSI [69] durchgefuhrt. Diskrepanzen zwischen Agardiffusions- und Vitek-2-
Ergebnissen wurden mit der MHK-Bestimmung mittels Mikrodilution tberpruft;
die Ergebnisse der MHK-Werte wurden dann an das Christiane Herzog - Zentrum

Ubermittelt (sensibel, intermediar sensibel, resistent).

3.5.6.5 Empfindlichkeitsprufung von Colistin

Da die Agardiffusion von den internationalen Fachgesellschaften nur bedingt
empfohlen wird [19], erfolgte die Empfindlichkeitsprifung von PA gegen Colistin
bei Patienten mit CF von 1990 bis 2005 ausschlief3lich mit der MHK-Bestimmung
mittels Mikrodilution, ab 2006 sowohl mit der Breakpoint-Methode mittels Vitek 2
als auch mit dem Etest® nach Herstellerangaben. Diskrepanzen zwischen Etest®-
und Vitek-2-Ergebnissen oder unplausible Ergebnisse wurden mittels minimaler
Hemmkonzentration (Mikrodilution mit Mikrotiterplatten der Firma Becton
Dickinson) uberprift. Die Ergebnisse der Mikrodilution wurden dem Christiane

Herzog - Zentrum Ubermittelt.

3.5.6.6 Validitat der routinemafigen Empfindlichkeitsprifung

Die Richtigkeit der in der Routinediagnostik bestimmten und an das Christiane
Herzog - Zentrum Ubermittelten Ergebnisse der Empfindlichkeitsprifung von PA
gegen Tobramycin und Colistin wurde von Dr. Valenza (IHM) anhand von 300
zuféallig ausgewahlten PA-Isolaten mittels Etest® vor Studienbeginn im Jahr 2009
uberpraft. Dazu wurden 300 kryokultivierte Stamme (von jedem Patienten 5 - 10
Stamme) aufgetaut und auf Blutagar kultiviert. Nach einer Inkubationszeit von 24
Stunden wurden die Isolate sowohl mit dem Agardiffuionstest zur
Sensitivitatsbestimmung von Tobramycin als auch mit dem Etest® zur
Sensitivitatsbestimmung von Tobramycin und Colistin im Doppelansatz getestet.
Die Bewertung der MHK-Werte bzw. der HemmhofgroRen erfolgte nach dem
Regelwerk der CLSI [69]. Die bei dieser Testung erhaltenen Ergebnisse
(sensibel, intermediar sensibel, resistent) wurden mit denen in der

Routinediagnostik getesteten und in den Akten dokumentierten Ergebnissen
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(sensibel, intermediar sensibel, resistent) verglichen. Diskrepanzen in der
Empfindlichkeit von Colistin zwischen Etest® und den Ergebnissen in den Akten
wurden mittels minimaler Hemmkonzentration (Mikrodilution mit Mikrotiterplatten

der Firma Becton Dickinson) Uberprft.

3.5.7 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-Analyse

Die molekulargenetische Typisierung der Isolate von P. aeruginosa (PA) wurde
mit der RAPD-Technik, wie von Mahenthiralingam und Mitarbeitern [72]
beschrieben, von Dr. Valenza (Institut fir Hygiene und Mikrobiologie der
Universitdt Wirzburg) durchgefihrt. Die Daten wurden fir diese Arbeit zur
Verfligung gestellt.

Ausgewahlt wurden die PA-Isolate, die schon bei Erstnachweis resistent gegen
Tobramycin waren (Patient 10, 15 und 22), ferner vier von sieben Isolaten, bei
denen sich unter der Suppressionstherapie der Patienten eine Resistenz
gegenuber Tobramycin entwickelte oder nachweisbar war (Patient 2, 6, 18 und
21).

3.5.8 Statistische Methoden

Der Einfluss auf die Resistenzentwicklung von PA gegen Tobramycin in
verschiedenen Patientengruppen wurde statistisch ausgewertet. Dies erfolgte mit
Hilfe der webbasierten App:

,Statistics - The Art and Sciene of learning from Data“ von Agresti, Franklin und

Klingenberg (https://istats.shinyapps.io/PermDist_2samples/).

Die Gruppeneinteilung (1 bis 4) der Patienten wurde aufgrund der Tobramycin-
Resistenz vorgenommen; diese ist deshalb nicht als zuféllig anzusehen, so dass
fur diesen Parameter kein vergleichender statistischer Test durchgefuihrt wurde.
Mit den anderen die Resistenzentwicklung beeinflussenden Parametern
(Lebensalter in Jahren bei Erstnachweis und bei Beginn der
Suppressionstherapie, Dauer der Suppressionstherapie und der Tobramycin-
und Colistininhalation in Jahren bzw. in Wochen, Gesamtzyklen der parenteralen

Tobramycin- und Antibiotikatherapie) wurden Tests auf Gleichheit der Mittelwerte

41



durchgefiihrt. Der t-Test wird bei diesen Mittelwertvergleichen am haufigsten
eingesetzt. Bei kleinen Fallzahlen hat er aber nur eine geringe Aussagekraft.
Aufgrund der kleinen Fallzahlen wurde stattdessen der Permutationstest (ein
Resamplingtest) angewandt, der auch bei kleinen Patientenzahlen nutzbar ist.
Fur einen Parameter wurden jeweils zwei Patientengruppen verglichen und
ermittelt, ob signifikante Unterschiede, welche die Resistenzentwicklung von PA
gegen Tobramycin beeinflussen, zu finden sind (p-Wert <0,05). Da viele
Parameter verglichen, d. h. viele Tests durchgefuhrt worden sind, musste die
Problematik des multiplen Testens bertcksichtigt werden, um die
Wahrscheinlichkeit, dass ein Resistenzparameter fehlerhaft als zureffend
(signifikant) angenommen wird, auszuschliel3en. Infolgedessen wurden die mit
dem Permutationstest erhaltenen p-Werte nach Bonferroni korrigiert. Die mit der
Bonferroni-Methode korrigierten p-Werte erhalt man durch Multiplikation mit der
Anzahl der durchgefiihrten Tests (neests =21). Die Bonferroni-Methode dient dazu,
die sogenannte Alphafehler-Kummulierung, also den Anstieg der
Fehlerwahrscheinlichkeit bei Anstieg der Anzahl der Tests, zu Kkorrigieren
(korrigierter p-Wert <0,05). Da nach der Bonferroni-Korrektur flir multiples Testen
keine signifikanten Ergebnisse zu erwarten sind, werden, um aus den
statistischen Tests Informationen herauszuziehen, in der Folge auch die
unkorrigierten p-Werte berichtet. Diese sind jedoch nur explorativ zu

interpretieren.
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4. Ergebnisse

4.1 Patienten

Die Durchsicht der mikrobiologischen Ergebnisse der Patienten mit CF, die im
Christiane Herzog - Zentrum fir Mukoviszidose der Universitat Wirzburg von
1999 bis 2009 behandelt worden sind, ergab bei 22 Patienten eine chronische
Besiedlung mit P. aeruginosa (PA). Diese Patienten wurden in die Studie
aufgenommen und vom Zeitpunkt des PA-Erstnachweises bis zum Jahr 2009
nachverfolgt.

Es wurden die Haufigkeit der Patientenbesuche im Christiane Herzog - Zentrum,
die Regime der parenteralen Antibiotikatherapie sowie die Dauer und die Art der
Inhalationstherapie anhand der Akten des Christine Herzog - Zentrums ermittelt.
Die Anzahl der fur die Mikrobiologie entnommenen Proben und die Ergebnisse
der Untersuchungen wurden aus dem Archiv des IHM zur Verfiigung gestellt.
Anhand der mikrobiologischen Daten wurde zunéchst der Zeitpunkt des
Erstnachweises von PA bestimmt. Im Anschluss daran wurden die Ergebnisse
vom Zeitpunkt des Erstnachweises bis zum Studienende 2009 in Bezug auf
Wachstum von PA und Empfindlichkeit der isolierten Stamme nachverfolgt und
dokumentiert. Die Resultate der Empfindlichkeitsbestimmung der Erstisolate
wurden mit den Ergebnissen der Folgeisolate verglichen und hinsichtlich einer

Resistenzentwicklung ausgewertet.

4.1.1 Diagnosestellung Mukoviszidose

In die Studie konnten 10 Frauen und 12 Manner aufgenommen werden. Die
Diagnose Mukoviszidose wurde im Alter zwischen 1 Jahr und 28 Jahren
(Durchschnittsalter, arithmetischer Mittelwert 9,4 Jahre, Median 8,5 Jahre)
gestellt. Vier Patienten (Patient 9, 11, 17, 19) verstarben vor Beendigung der
Studie (Tabelle 6). Bei drei Patienten (Patient 3, 8, 15) waren die Unterlagen nur

bis zum Jahr 2008 verfugbar.
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Tabelle 6. Studienpatienten

Patient Nr. Geschlecht | Geburtsjahr | Diagnose CF | Diagnose CF | Sterbejahr
Jahr Lebensalter

1 weiblich 1983 1999 16 Jahre
2 weiblich 1991 1998 7 Jahre -
3 weiblich 1987 1995 8 Jahre -
4 mannlich 1993 1998 5 Jahre -
5 mannlich 1987 1996 9 Jahre -
6 mannlich 1988 1989 1Jahr -
7 mannlich 1986 1991 5 Jahre -
8 mannlich 1987 1999 12 Jahre
9 weiblich 1983 1986 3 Jahre 2008
10 weiblich 1977 1989 12 Jahre -
11 mannlich 1980 1991 11 Jahre 2007
12 weiblich 1984 1991 7 Jahre -
13 weiblich 1986 1991 5 Jahre
14 weiblich 1990 1991 1 Jahr
15 mannlich 1974 1998 24 Jahre -——
16 weiblich 1983 1994 11 Jahre -
17 mannlich 1968 1996 28 Jahre 2009
18 mannlich 1977 1979 2 Jahre -
19 weiblich 1989 1990 1 Jahr 2006
20 mannlich 1983 1990 7 Jahre -
21 mannlich 1983 1999 16 Jahre -
22 mannlich 1981 1996 15 Jahre -

Durchschnitt (d) - - ---- 9,4 Jahre -

Median - - ---- 8,5 Jahre -

Durchschnitt (d): arithmetischer Mittelwert

4.1.2 Erstnachweis von Pseudomonas aeruginosa

Die Erstbesiedlung der Patienten mit PA trat im Alter zwischen 1 Jahr und 28
Jahren (Durchschnittsalter, arithmetischer Mittelwert 12,5 Jahre, Median 12,5
Jahre) auf. Vier Patienten wurden schon im Alter von < 5 Jahren besiedelt, bei 5
Patienten trat die Besiedlung zwischen 6 und 10 Jahren auf, bei 10 Patienten
zwischen 11 und 20 Jahren, wahrend 3 Patienten erst sehr spat nach dem 20.
Lebensjahr PA akquirierten (Tabelle 7).

Bei der Diagnosestellung Mukoviszidose konnte bei 12 Patienten (54,5%) PA im
Respirationstrakt nachgewiesen werden. Bei den Ubrigen 10 Patienten wurde

nach einem Intervall von 1 Jahr bis zu 12 Jahren (Durchschnittsintervall,
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arithmetischer Mittelwert 7 Jahre) nach Diagnosestellung eine Erstbesiedlung mit
PA beobachtet (Tabelle 7).

Tabelle 7. Erstbesiedlung und chronische Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa

Pat. | Diagnose Erstnachweis Intervall PA-EIimi.nati.on Chronische
Nr. CF P. aeruginosa (PA) zwischen nach Eradlk'atlons- PA-Besiedlung
Jahr CF-Diagnose therapie
und PA- ja Zeitspanne
Jahr | Lebensalter | Erstnachweis nein der Keim- Jahr Lebensalter
elimination

1 1999 1999 16 Jahre - nein - 1999 16 Jahre
2 1998 1998 7 Jahre - nein - 1998 7 Jahre
3 1995 2001 14 Jahre 6 Jahre nein - 2001 14 Jahre
4 1998 1998 5 Jahre ---- nein - 1998 5 Jahre
5 1996 1996 9 Jahre e ja 2 Jahre 1998 11 Jahre
6 1989 1989 1 Jahr - ja 6 Jahre 1995 7 Jahre
7 1991 1991 5 Jahre e ja 8 Jahre 1999 13 Jahre
8 1999 2000 13 Jahre 1 Jahr nein - 2000 13 Jahre
9 1986 1992 9 Jahre 6 Jahre ja 5 Jahre 1997 14 Jahre
10 1989 1998 21 Jahre 9 Jahre nein - 1998 21 Jahre
11 1991 1991 11 Jahre - ja 2 Jahre 1993 13 Jahre
12 1991 1991 7 Jahre - nein - 1991 7 Jahre
13 1991 1996 10 Jahre 5 Jahre ja 7 Jahre 2003 17 Jahre
14 1991 1994 4 Jahre 3 Jahre nein - 1994 4 Jahre
15 1998 1998 24 Jahre ---- nein - 1998 24 Jahre
16 1994 2001 18 Jahre 7 Jahre nein e 2001 18 Jahre
17 1996 1996 28 Jahre - ja 3 Jahre 1999 31 Jahre
18 1979 1989 12 Jahre 10 Jahre nein e 1989 12 Jahre
19 1990 2002 13 Jahre 12 Jahre ja 2 Jahre 2004 15 Jahre
20 1990 2001 18 Jahre 11 Jahre ja 3 Jahre 2004 21 Jahre
21 1999 1999 16 Jahre - nein - 1999 16 Jahre
22 1996 1996 15 Jahre - nein - 1996 15 Jahre

Durchschnitt (d) - 12,5 Jahre 7 Jahre -—-- 4,2 Jahre -—-- 14,3 Jahre

Median -——- 12,5 Jahre 6,5 Jahre -——- 3,0 Jahre -—-- 14,0 Jahre

Durchschnitt (d): arithmetischer Mittelwert

4.1.3 Eradikationstherapie

Alle 22 Patienten wurden sofort nach dem PA-Erstnachweis einer
Eradikationstherapie unterzogen. Diese war bei 9 (40,9%) Patienten erfolgreich
(Patient 5, 6, 7, 9, 11, 13, 17, 19 und 20), wahrend 13 Patienten chronisch
besiedelt blieben. Im weiteren Verlauf kam es bei den Patienten, bei denen die

Keimelimination zun&chst gelungen war, nach einem Zeitraum von 2 bis 8 Jahren
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(Durchschnittsintervall, arithmetischer Mittelwert 4,2 Jahre, Median 3,0 Jahre) zu

einer erneuten, letztendlich dauerhaften Besiedlung mit PA (Tabelle 7).

4.1.4 Suppressionstherapie bei chronischer Besiedlung mit P. aeruginosa
Eine chronische PA-Besiedlung trat bei den Patienten im Alter von 4 bis 31
Jahren auf (Durchschnittsalter, arithmetischer Mittelwert 14,3 Jahre, Median 14,0
Jahre); mit 20 Jahren waren 18 Patienten (81,2%) und mit 31 Jahren 100%
Patienten chronisch mit PA besiedelt. Alle chronisch besiedelten Patienten

erhielten eine Suppressionstherapie (Tabelle 7).

4.2 Mikrobiologische Ergebnisse
4.2.1 Besiedlungsrate mit Pseudomonas aeruginosa

Tabelle 8. Besiedlungsrate mit Pseudomonas aeruginosa (Erstisolation bis Studienende)

Anzahl der Pseudomonas-aeruginosa-lsolate
Pat. Anzahl
Nr. Proben gesamt nicht-mukoid mukoid

1 64 106 57 49
2 57 43 41 2

3 64 122 53 69
4 41 48 30 18
5 57 85 32 53
6 79 114 44 70
7 51 74 66 8

8 40 29 29 0

9 74 94 94 0
10 74 92 92 0
11 66 80 56 24
12 79 135 84 51
13 65 34 22 12
14 77 98 78 20
15 83 51 51 0
16 49 68 68 0
17 42 75 30 45
18 94 188 188

19 19 47 46 1
20 35 50 28 22
21 64 128 67 61
22 80 83 75 8

Summe 1354 1844 1331 (72,2%) 513 (27,8%)
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Bis zum Studienende im Jahr 2009 wurden im Institut fir Hygiene und
Mikrobiologie (IHM) 1.354 Proben aus dem Respirationstrakt chronisch
besiedelter Patienten mit CF in der Routinediagnostik auf das Vorhandensein von
PA untersucht. Die Ergbnisse dieser Untersuchungen wurden vom IHM fir diese
Arbeit zur Verfigung gestellt. Es konnten 1.844 Stamme angezichtet und weiter

analysiert werden.

4.2.2 Morphologie der Pseudomonas-aeruginosa-Isolate

Von 1.844 Stammen waren 1.331 (72,2%) nicht-mukoid, 513 (27,8%) Stamme
zeigten mukoides Wachstum und waren bei 72,7% der Patienten nachweisbar
(Tabellen 8, 9).

4.2.2.1 Mukoide Stdmme

Der Nachweis mukoider Stamme wurde erstmals im Alter von 9 Jahren und
spatestens im Alter von 32 Jahren beobachtet (Durchschnittsalter, arithmetischer
Mittelwert 17,2 Jahre), d. h. vor dem 9. Lebensjahr wurde bei den besiedelten
Patienten nur nicht-mukoide Isolate nachgewiesen. Die Umwandlung nicht-
mukoider in mukoide Phanotypen dauerte durchschnittich 6,0 Jahre
(arithmetischer Mittelwert) nach Erstnachweis von PA (Tabelle 9). Manche
Patienten bildeten schon nach 2 Jahren mukoide Stamme, bei anderen dauerte
es bis zu 13 Jahren (Patient 11). Bei zwei Patienten (Patient 3 und 5) waren
schon bei der Erstisolation mukoide Pseudomonaden nachweisbar. Die
Patienten, bei denen die Umwandlung langer dauerte, hatten in der Regel
weniger parenterale Therapiezyklen pro Jahr erhalten als Patienten, bei denen
sich rasch mukoide Phanotypen bildeten (Tabelle 9).

4.2.3 Empfindlichkeitspriafung von Pseudomonas aeruginosa
Die Empfindlichkeitsprifung von PA wurde im Rahmen der Routinediagnostik
leitliniengerecht, wie in Kapitel 3.5.6 beschrieben, vom IHM durchgefihrt, die

Ergebnisse wurden fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.
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Tabelle 9. Nachweis mukoider Pseudomonas-aeruginosa-Stamme

Pat. | PA-Erst- Anzahl der PA-Isolate Erstnachweis Therapiezyklen
Nr. | nachweis mukoider Stimme (intravends)
Jahr pro Jahr bis zur
gesamt | nicht- | mukoid Jahr Intervall* Alter . .
mukoid Bildung mukoider
Jahre Jahre Stimme

1 1999 106 57 49 2001 2 18 2,5

2 1998 43 41 2 2004 6 13 1,3

3 2001 122 53 69 2001 0 14 0

4 1998 48 30 18 2003 5 10 2,4

5 1996 85 32 53 1996 0 9

6 1989 114 44 70 1998 9 10 0,3

7 1991 74 66 8 2000 9 14 0,6

8 2000 29 29 0

9 1992 94 9 0

10 1998 92 92 0

11 1991 80 56 24 2004 13 24 0,9

12 1991 135 84 51 2001 10 17 0,8

13 1996 34 22 12 2004 8 18 1,3

14 1994 98 78 20 2005 11 15 2,4

15 1998 51 51 0 -—-- e e o

16 2001 68 68 0 -—-- - - -

17 1996 75 30 45 2000 4 32 1

18 1989 188 188 0 -—-- - - -

19 2002 47 46 1 2006 4 17 3,5

20 2001 50 28 22 2006 5 23 1,4

21 1999 128 67 61 2001 2 18 0

22 1996 83 75 8 2004 8 23 3
Summe 1844 1331 513 -—-- - - -—--

(72,2%) | (27,8%)

Durchschnitt (d) - - - - 6,0 17,2 -
Median -— -— -— -— 5,5 17,0 -—

* Intervall vom PA-Erstnachweis bis zum Nachweis mukoider PA-Stamme; d: arithmetischer Mittelwert

4.2.3.1 Validitat der routinemafigen Empfindlichkeitsprifung

Die Validitat der in der Routineuntersuchung ermittelten Empfindlichkeit von PA

gegen Tobramycin und Colistin wurde von Dr. Valenza im IHM vor Studienbeginn

(2009) Uberpruft.

Es wurden anhand einer vergleichenden Testung 300

stichprobenartig ausgesuchte kryokonservierte Isolate der CF-Studienpatienten,

wie in Kapitel 3.5.6.6 beschrieben, untersucht.
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Tabelle 10. Validitat der in der Routinediagnostik ermittelten Empfindlichkeit von PA (Pat. 1)

Nachweis von PA Colistin-MHK Tobramycin-MHK Tobr'a-
mycin
SIR
Jahr Monat Etest® | Mikro- | Akte Etest® Mikro- Akte Agar-
2009 dilution | Archiv 2009 dilution Archiv | diffusion
pg/mL Archiv Klinik pg/mL | ArchivIHM Klinik 2009
IHM
2004 | Januar 0,125 S S 2 S S S
Marz 0,125 S S 0,75 S S S
August 0,25 S S 0,75 S S S
September 0,5 S S 2 S S S
Oktober 0,25 S S 0,5 S S S
Dezember 0,125 S S 1 S S S
2005 | Februar 0,047 S S 0,5 S S S
Juni 0,25 S S 0,5 S S S
Dezember 0,25 S S 1,5 S S S
2006 | Februar 0,38 S S 1 S S S
Juli 0,25 S S 2 S S S
September 0,125 S S 32 R R R
2007 | Februar 0,125 S S 2 S S S
Februar 0,19 S S 2 S S S
Mai 0,38 S S 1 S S S
2008 | Februar 0,38 S S 1,5 S S S
April 0,5 S S 1,5 S S S
September 0,38 S S 2 S S S
Dezember 0,38 S S 0,5 S S S
2009 | Februar 0,25 S S 2 S S S
April 0,25 S S 2 S S S
Mai 0,19 S S 1,5 S S S
September 0,38 S S 1 S S S
Dezember 0,5 S S 1 S S S

Colistin-MHK: S = < 2ug/mL; Tobramycin-MHK: S = < 4 pg/mL, | = 8 pyg/mL, R = = 8 pg/mL;

S = sensibel, | = intermediar sensibel, R = resistent

Die Ergebnisse wurden mit den in der Routinediagnostik ermittelten (Archiv IHM)
und in der Akte dokumentierten Werten (Christiane Herzog - Zentrum) verglichen.
Es ergaben sich keine Diskrepanzen in der Sensitivitdt. Die Ergebnisse dieser

Untersuchung sind am Beispiel von Patientin 1 in Tabelle 10 dargestellt.

4.2.4 Resistenz von P. aeruginosa gegen Tobramycin und Colistin

4.2.4.1 Pseudomonas-aeruginosa-Isolate

4.24.1.1 Resistenz gegen Tobramycin

Von 1.844 PA-Isolaten waren 560 (30,4%) Stamme resistent gegen Tobramycin,
24 Stamme waren mukoid (4,3%), 536 (95,7%) waren nicht-mukoid (Tabelle 11).
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Tabelle 11. Resistenzen der PA-Isolate gegen Tobramycin und Colistin (Erstisolation bis 2009)

Resistente PA-Isolate gegen
Patient Anzahl
Nr. PA- Tobramycin Colistin
Isolate Anzahi
Anzahl Prozent mukoid nicht-mukoid
Anzahl Anzahl
1 106 13 12,3% 0 13 0
2 43 34 79,1% 1 33 0
3 122 5 4,1% 1 4 0
4 48 0 0 0
5 85 0 0 0
6 114 16 14% 0 16 0
7 74 17 23% 1 16 0
8 29 0 0 0
9 94 2 2,1% 0 2 0
10 92 92 100% 0 92 0
11 80 0 0 0
12 135 55 40,7% 7 48 0
13 34 0 0 0
14 98 20 20,4% 0 20 0
15 51 51 100% 0 51 0
16 68 3 4,4% 0 3 0
17 75 5 6,7% 0 5 0
18 188 118 62,8% 0 118 0
19 47 2 4,3% 0 2 0
20 50 0 0 0
21 128 44 34,4% 6 38 0
22 83 83 100% 8 75 0
Summe 1844 560 (30,4%) 24 (4,3%) 536 (95,7%) 0

In einer Sputumprobe variierten die PA-Isolate in der Empfindlichkeit gegen
Antibiotika betrachtlich. So konnten z. B. bei Patient 18 aus einer Sputumprobe
drei PA-Stamme unterschiedlicher Sensitivitdt (darunter ein Tobramycin-
sensibler Stamm und zwei Tobramycin-resistente Stamme) isoliert werden
(Tabelle 12). Generell wurden die Stamme mit zunehmender Besiedlungsdauer
bzw. bei chronischer Besiedlung resistenter gegen alle Antibiotikaklassen (siehe
z. B. Patient 12 und Patient 18 in Tabelle 12).
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Tabelle 12. Empfindlichkeit verschiedener PA-Isolate (Patient 18 und Patient 12)

Patient 18 Patient 12
Antibiotikum PA-Isolate PA-Isolate
Marz 2006 Marz 2007 Mai 2007 1991 | 2000 | 2007
1 2 1 2 1 2 3 1 1 1
Piperacillin S S S R R S R S R R
Ceftazidim S S S R R R S R R
Meropenem R S S S S S I S S S
Ciprofloxacin S S S S S S S S S R
Tobramycin S S R R S R R S S R
Amikacin S S R R S R R S S R
Aztreonam S S S R R R S S S S
Colistin S S S S S S S S S S
S = sensibel, | = intermediér sensibel, R = resistent

4.2.4.1.2 Resistenz gegen Colistin

Uber den gesamten Studienzeitraum konnten zu keinem Zeitpunkt Resistenzen
gegen Colistin beobachtet werden (Tabelle 11). Bei zwei Patienten (Patient 18
und 21) waren zwischendurch, aber nicht kontinuierlich, sensible Isolate mit
erhohten MHK-Werten von 1,0 ug/mL und 1,5 pg/mL zu beobachten.

4.2.4.2 Patienten

Insgesamt traten bei 16 Patienten (72,7%) Tobramycin-resistente Stamme auf,
bei sechs Patienten war zu keinem Zeitpunkt eine Tobramycin-Resistenz zu
beobachten (Patient 4, 5, 8, 11, 13, 20). Die Resistenz gegen Tobramycin
entwickelte sich in einem Zeitraum von 1 Jahr bis zu 10 Jahren nach der
Erstisolation (Durchschnittsintervall, arithmetischer Mittelwert 5,25 Jahre, Median
4,5 Jahre) im Lebensalter von 7 bis 33 Jahren (Durchschnittsalter, arithmetischer
Mittelwert 17,1 Jahre, Median 16,0 Jahre) (Tabelle 13).
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Tabelle 13. Tobramycin-Resistenz der PA-Isolate verschiedener Patientengruppen
(Erstnachweis bis Studienende 2009)

Pat. PA- Pseudomonas aeruginosa
Nr. Isolate
Anzahl
Erstnachweis Nachweis der Tobramycin-Resistenz
Jahr Lebensalter | Jahr | Lebensalter | Intervall* Isolate

Anzahl |Prozent

Gruppe 1: initiale Besiedlung mit Tobramycin-resistenten Stammen

1 106 1999 16 Jahre 1999 16 Jahre 0 13 12,3%
10 92 1998 21 Jahre 1998 21 Jahre 0 92 100%
15 51 1998 24 Jahre 1998 24 Jahre 0 51 100%
22 83 1996 15 Jahre 1996 15 Jahre 0 83 100%

Durchschnitt (d) - 19 Jahre - 19 Jahre - e 78,1%
afte Besiedlung mit Tobramycin-sensiblen und -resistenten Stimmen (39,2%)

2 43 1998 7 Jahre 2001 10 Jahre 3 Jahre 34 79,1%

6 114 1989 1Jahr 1998 10 Jahre 9 Jahre 16 14%

7 74 1991 5 Jahre 2000 14 Jahre 9 Jahre 17 23%
12 135 1991 7 Jahre 1998 14 Jahre 7 Jahre 55 40,7%
14 98 1994 4 Jahre 1997 7 Jahre 3 Jahre 20 20,4%
18 188 1989 12 Jahre 1993 16 Jahre 4 Jahre 118 62,8%
21 128 1999 16 Jahre 2001 18 Jahre 2 Jahre 44 34,4%

Durchschnitt (d) -—- 7,4 Jahre - 12,7 Jahre 5,3 Jahre - 39,2%
3: passagere Besiedlung mit Tobramycin-resistenten Stammen (4,3%)

122 2001 14 Jahre 2002 15 Jahre 1 Jahr 5 4,1%

94 1992 9 Jahre 2002 19 Jahre 10 Jahre 2 2,1%

16 68 2001 18 Jahre 2008 25 Jahre 7 Jahre 3 4,4%
17 75 1996 28 Jahre 2001 33 Jahre 5 Jahre 5 6,7%
19 47 2002 13 Jahre 2005 16 Jahre 3 Jahre 2 4,3%

Durchschnitt (d) -—- 16,4 Jahre - 21,6 Jahre 5,2 Jahre - 4,3%
Gruppe 4: keine Besiedlung mit Tobramycin-resistenten Stammen
48 1998 5 Jahre
85 1996 9 Jahre e - - e o
29 2000 13 Jahre

11 80 1991 11 Jahre
13 34 1996 10 Jahre
20 50 2001 18 Jahre

Durchschnitt (d) 11 Jahre -
Gesamtbewertung

Durchschnitt (d) -—- 12,5 Jahre - 17,1 Jahre | 5,25 Jahre - -

Median - 12,5 Jahre - 16,0 Jahre 4,5 Jahre - -

*Intervall zwischen PA-Erstnachweis und Resistenzentwicklung gegen Tobramycin;
Durchschnitt (d): arithmetischer Mittelwert
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Bei 4 Patienten (Patient 10, 15, 18, 22) wurde eine high level Resistenz (HLR)
mit MHK-Werten von = 256 ug/mL beobachtet. Bei den Ubrigen 18 Patienten
schwankte die Resistenz zwischen MHK-Werten von 16 bis 64 pug/mL, d. h. bei
diesen Stammen lag eine low level resistance (LLR) vor.

Vier Patienten wiesen schon zu Studienbeginn Tobramycin-resistente Stamme
auf (Patient 1, 10, 15, 22), funf Patienten (Patient 3, 9, 16, 17, 19) waren nur
passager mit Tobramycin-resistenten Stammen besiedelt (4,3% der Stamme), so
dass die Rate der Patienten, die eine kontinuierliche Tobramycin-Resistenz
entwickelten, bei 7 Patienten (31,8%) lag.

Je nach der Rate Tobramycin-resistenter Isolate im Beobachtungszeitraum

lieRen sich die Patienten in die folgenden 4 Gruppen einteilen (Tabelle 13):

Gruppe 1. Vier Patienten, die initial, d. h. schon bei Erstnachweis, mit
Tobramycin-resistenten PA-Stammen besiedelt waren; bei ihnen lag
keine sekundare Resistenzentwicklung vor. Drei Patienten (Patient
10, 15, 22) waren uUber den gesamten Beobachtungszeitraum
kontinuierlich mit resistenten Stammen besiedelt, bei einer Patientin
(Patientin 1) waren resistente Stamme nicht kontinuierlich, sondern
nur immer wieder neben Tobramycin-sensiblen Stammen
nachweisbar.

Gruppe 2. Sieben Patienten, die im Studienzeitraum eine dauerhafte
Besiedlung mit Tobramycin-resistenten und -sensiblen PA-Stammen
bzw. eine hohe Rate Tobramycin-resistenter PA-Stamme aufwiesen;
bei drei von ihnen war am Studienende eine Uberwiegend resistente
PA-Population zu beobachten (Patient 2, 18, 21).

Gruppe 3: Funf Patienten, die im Studienzeitraum eine passagere Besiedlung
mit Tobramycin-resistenten PA-Stammen (2 - 5 resistente PA-
Stamme pro Patient im gesamten Studienzeitraum), d. h. eine
niedrige Rate Tobramycin-resistenter PA-Stdmme aufwiesen.

Gruppe 4. Sechs Patienten, bei denen zu keinem Zeitpunkt Tobramycin-

resistente PA-Stamme nachweisbar waren.

53



4.2.5 Einfluss auf die Tobramycin-Resistenzentwicklung
Der Einfluss auf die Resistenzentwicklung von PA gegen Tobramycin ist in den
Tabellen 13 und 14 dargestellt; bei den durchscnittlichen Werten handelt es sich

um arithmetische Mittelwerte.

4.2.5.1 Lebensalter bei Erstbesiedlung

Die Erstbesiedlung mit PA trat in einem Durchschnittsalter von 12,5 Jahren auf
(Tabelle 13). Im Durchschnitt waren die Patienten der Gruppe 1 beim
Erstnachweis von PA 19 Jahre alt, Patienten der Gruppe 2 waren 7,4 Jahre alt.
Bei Patienten der Gruppe 3 erfolgte der Erstnachweis bei einem
Durchschnittsalter von 16,4 Jahren, bei Patienten der Gruppe 4 mit 11 Jahren
(Tabelle 13).

Beim Vergleich der Gruppen 2 und 3 zeigte sich im Permutationstest ein
signifikanter Unterschied (unkorrigiertes p = 0,025), der nach der Bonferroni-
Korrektur nicht bestatigt werden konnte. Beim Vergleich der Gruppen 2 und 4
bzw. der Gruppen 3 und 4 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im
Permutationstest (p = 0,203 bzw. p = 0,175).

4.2.5.2 Lebensalter bei Nachweis der Tobramycin-Resistenz

Die Tobramycin-Resistenz trat im Durchschnittsalter von 17,1 Jahren auf. Das
durchschnittliche Lebensalter der Patienten beim Auftreten der Tobramycin-
Resistenz in Gruppe 1 war 19 Jahre, in Gruppe 2 waren es 12,7 Jahre, und in
Gruppe 3 waren es 21,6 Jahre (Tabelle 13).

Das Intervall vom Erstnachweis von PA bis zum Auftreten Tobramycin-resistenter
Phanotypen machte bei den Patienten der Gruppe 2 im Durchschnitt 5,3 Jahre
(2 bis 9 Jahre) aus, bei den Patienten der Gruppe 3 waren es im Durchschnitt
5,2 Jahre (1 Jahr bis 10 Jahre) (Tabelle 13).
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Tabelle 14. Resistenzentwicklung von Tobramycin unter der Suppressionstherapie

Pat. Beginn der Tobramycin-Resistenz Zyklen intravenoser Inhalation .
Nr. | Suppressionstherapie Antibiotikatherapie Wochen S
dauer?
Jahr Lebensalter | Nach- Inter- Isolate | gesamt Tobramycin Colistin | Tobra-
weis vall Beeur mycin /
Jahr Jahre? gesamt | oo Ge.n'ta*-
micin
Gruppe 1: initiale Besied Tobramycin- resistenten Stammen
1 1999 16 Jahre 1999 0 12,3% 30 29 184 164 10 Jahre
10 1998 21 Jahre 1998 0 100% 26 8 280 0 11 Jahre
15 1998 24 Jahre 1998 0 100% 10 1 284 0 10 Jahre
22 1996 15 Jahre 1996 0 100% 49 9 268 4 13 Jahre
Durchschnitt 19,0 Jahre - - 78,1% | 28,8 11,8 254 42 11 Jahre
pe 2: dauerhafte Besie -resistenten Stammen (39,2%)
2 1998 7 Jahre | 2001 3 79,1% 20 15 1 180 236 11 Jahre
1995 7 Jahre 1998 3 14% 34 33 3 292 152 14 Jahre
7 1999 13 Jahre 2000 1 23% 17 14 2 376 64 10 Jahre
12 1991 7 Jahre 1998 7 40,7% 25 17 5 368 112* 18 Jahre
14 1994 4 Jahre 1997 3 20,4% 40 35 1 132 188* 15 Jahre
18 1989 12 Jahre 1993 4 62,8% 26 15 0 152 144%* 20 Jahre
21 1999 16 Jahre 2001 2 34,4% 28 21 2 164 44 10 Jahre
Durchschnitt 9,4 Jahre - 3,3 39,2% | 27,1 21,4 2,0 222,3 134,3 | 14 Jahre
Gruppe 3: ng mit Tobramyc
3 2001 14 Jahre 2002 1 4,1% 26 26 2 188 40 7 Jahre
1997 14 Jahre 2002 5 2,1% 43 34 18 148 80* 11 Jahre
16 2001 18 Jahre 2008 7 4,4% 24 14 14 200 20 8 Jahre
17 1999 31 Jahre 2001 2 6,7% 21 19 3 92 64 10 Jahre
19 2004 15 Jahre 2005 1 4,3% 16 16 4 32 20 3 Jahre
Durchschnitt 18,4 Jahre - 3,2 4,3% 26 21,8 8,2 132 44,8 |7,8 Jahre
Gruppe 4: keine Besiedlung mit Tobramycin-resistenten Sta
1998 5 Jahre - 28 28 328 28* 11 Jahre
1998 11 Jahre - 31 29 96 192 11 Jahre
2000 13 Jahre - 19 19 272 44 8 Jahre
11 1993 13 Jahre - 21 19 144 56 14 Jahre
13 2003 17 Jahre - 11 11 124 44 6 Jahre
20 2004 21 Jahre - 17 16 100 40 5 Jahre
Durchschnitt 13,3 Jahre | ----- s — 21,2 20,3 -—- 177,3 67,3 9,2 Jahre
Gesamtbewertung
Summe S == o 562 428 4404 1736
Durchschnitt 14,3 Jahre -—-- 3,25 -—-- 25,5 19,5 200,2 78,9 |10,7 Jahre

lintervall zwischen Beginn der Suppressionstherapie und Tobramycin-Resistenzentwicklung; ?Dauer der
Suppressionstherapie; *vor 1997 erhielten die Patienten initial auch Gentamicin: Patient 4: 4 von 28
Wochen, Patient 9: 12 von 80 Wochen, Patient 12: 44 von 112 Wochen, Patient 14: 32 von188 Wochen,
Patient 18: 12 von 144 Wochen; Durchschnitt (d): arithmetischer Mittelwert
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4.2.5.3 Lebensalter bei Beginn der Suppressionstherapie

Die Suppressionstherapie wurde im Durchschnittsalter von 14,3 Jahren bei
chronischer Besiedlung begonnen (Tabelle 14). Im Durchschnitt waren Patienten
der Gruppe 1 zu Beginn der Suppressionstherapie 19 Jahre alt, Patienten der
Gruppe 2 waren 9,4 Jahre alt. Bei Patienten der Gruppe 3 wurde im Durchschnitt
von 18,4 Jahren mit der Suppressionstherapie begonnen und bei Patienten der
Gruppe 4 im Durchschnitt mit 13,3 Jahren (Tabelle 14).

Der Vergleich der Gruppen 2 und 3 ergab im Permutationstest einen signifikanten
Unterschied (unkorrigiertes p = 0,015), nach der Bonferroni-Korrektur wurden
keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt. Beim Vergleich von
Gruppe 2 mit 4 bzw. Gruppe 3 mit 4 ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede (p = 0,174 bzw. p = 0,253) im Permutationstest.

Das Intervall vom Beginn der Suppressionstherapie bis zur Resistenzentwicklung
gegen Tobramycin lag bei den Patienten der Gruppe 2 bei 3,3 Jahren und bei
den Patienten der Gruppe 3 bei 3,2 Jahren (Durchschnittsintervall 3,25 Jahre)
(Tabelle 14).

4.2.5.4 Dauer der Suppressionstherapie

Die Dauer der Suppressionstherapie ist in Tabelle 14 gezeigt (Durchschnitt =
arithmetischer Mittelwert).

Die mit PA besiedelten Patienten wurden Uber einen Zeitraum von 3 bis 20
Jahren (arithmetischer Mittelwert 10,7 Jahre pro Patient) parenteral mit
Antibiotika und inhalativ mit Tobramycin oder Colistin behandelt. Die Dauer der
Suppressionstherapie betrug bei Patienten der Gruppe 1 im Durchschnitt 11
Jahre, bei Patienten der Gruppe 2 waren es 14 Jahre im Durchschnitt, bei
Patienten der Gruppe 3 lag die durchschnittiche Dauer der
Suppressionstherapie bei 7,8 Jahren, bei Patienten der Gruppe 4 waren es 9,2
Jahre (Tabelle 14).

Im Permutationstest zeigte sich beim Vergleich der Gruppen 2 und 3 sowie der
Gruppen 2 und 4 ein signifikanter Unterschied (unkorrigiertes p = 0,018 bzw. p =
0,047). Beim Vergleich von Gruppe 3 mit 4 war kein signifikanter Unterschied (p
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= 0,524) feststellbar. Nach der Bonferroni-Korrektur konnten keine statistisch

signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

4.2.5.5 Dauer der Inhalationstherapie mit Tobramycin bzw. Colistin

Die Therapieregime der Gruppen 1 bis 4 finden sich in Tabelle 14 (Durchschnitt
= arithmetischer Mittelwert).

Die Inhalationstherapie bestand aus 4.404 Wochen Colistin (durchschnittlich
200,2 Wochen pro Patient) und 1.736 Wochen Tobramycin (im Durchschnitt 78,9
Wochen pro Patient). Bei den Patienten der Gruppe 1 wurde eine
Inhalationstherapie mit Tobramycin Gber 42 Wochen im Durchschnitt, mit Colistin
uber 254 Wochen durchgefuihrt; bei Patienten der Gruppe 2 erfolgte die
Inhalationstherapie mit Tobramycin tber 134,3 Wochen, mit Colistin tber 222,3
Wochen; die Patienten der Gruppe 3 erhielten inhalativ Uber 44,8 Wochen
Tobramycin und Uber 132 Wochen Colistin; die Patienten der Gruppe 4

inhalierten 67,3 Wochen mit Tobramycin und 177,3 Wochen mit Colistin.

Tobramycin-Inhalation: Der Vergleich der Gruppen 2 und 3 zeigte im
Permutationstest einen signifikanten Unterschied (unkorrigiertes p = 0,022). Dies
war beim Vergleich von Gruppe 2 mit 4 bzw. von Gruppe 3 mit 4 nicht zu
beobachten (p = 0,092 bzw. p = 0,662). Nach der Bonferroni-Korrektur konnte
die Signifikanz nicht bestatigt werden.

Colistin-Inhalation: Beim statistischen Vergleich der Gruppen 2 und 3, der
Gruppen 2 und 4 sowie der Gruppen 3 und 4 ergaben sich im Permutationstest
keine signifikanten Unterschiede (p = 0,085 bzw. p = 0,301 bzw. 0,409).

4.2.5.6 Dauer der parenteralen Antibiotikatherapie (Zahl der Zyklen)

Im Studienzeitraum erhielten die Patienten insgesamt 562 Zyklen PA-wirksame
Antibiotika als Kombinationstherapie mit zwei PA-wirksamen Antibiotika
(durchschnittlich 25,5 Zyklen pro Patient) (arithmetischer Mittelwert). Ein Zyklus
entspricht einer 14-tagigen parenteralen Antibiotikatherapie. Von diesen 562
Zyklen wurden 428 Zyklen in Kombination mit Tobramycin appliziert (19,5 Zyklen
pro Patient).
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Im Durchschnitt erhielten die Patienten der Gruppe 1 eine parenterale Therapie
mit Tobramycin von 11,8 Zyklen, bei Patienten der Gruppe 2 waren es 21,4
Zyklen, bei Patienten der Gruppe 3 waren es 21,8 Zyklen, und die Patienten der
Gruppe 4 erhielten im Durchschnitt 20,3 Zyklen Tobramycin (Tabelle 14).

Bis zur Resistenzentwicklung erhielten die Gruppe-2-Patienten 14 Zyklen
systemische Tobramycintherapie (durchschnittlich 2 Zyklen pro Patient), bei
Patienten der Gruppe 3 waren es 41 Zyklen parenteraler Tobramycintherapie
(durchschnittlich 8,2 Zyklen pro Patient) (Tabelle 14).

Beim Vergleich der Gruppen 2 und 3, der Gruppen 2 und 4 sowie der Gruppen 3
und 4 zeigten sich im Permutationstest keine signifikanten Unterschiede (p =
0,843 bzw. p = 0,194 bzw. 0,422).

4.2.5.7 Zusammenfassung der Einflisse auf die Resistenzentwicklung

Die Einflisse auf die Resistenzentwicklung von PA gegen Tobramycin in den
Patientengruppen 2 bis 4 wurde zusammengefasst und statistisch bewertet. Die
Gruppeneinteilung der Patienten wurde aufgrund der Tobramycin-Resistenz
vorgenommen. Patienten der Gruppe 1 wurden nicht berlcksichtigt, da Gruppe
1 bereits beim Erstnachweis von PA mit resistenten Stdmmen besiedelt war und
eine sekundare Resistenzentwicklung unter antibiotischer Therapie
infolgedessen nicht nachweisbar war. Die in Tabelle 15 aufgezeigten Parameter

wurden als Einflussgré3en ausgewertet.

Beim Vergleich der Patienten von Gruppe 2, 3 und 4 ergaben sich die folgenden
Unterschiede in den Ergebnissen (Tabelle 15):

Die Patienten der Gruppe 2 waren bei Erstnachweis von PA und bei Beginn der
Suppressionstherapie jinger als die Patienten der Gruppen 3 und 4 (Tabelle 13,
14), sie inhalierten Uber einen langeren Zeitraum mit Tobramycin. Die Gruppen
3 und 4 erhielten eine kirzere Suppressionstherapie als die Gruppe 2. Nach
Vergleich mit dem Permutationstest waren diese Parameter fur die
Resistenzentwicklung gegen Tobramycin signifikant (unkorrigierter p-Wert <

0,05). Aufgrund der gro3en Anzahl an Tests wurden die p-Werte entsprechend
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der Bonferroni-Methode korrigiert. Die korrigierten p-Werte ergaben, wie zu

erwarten, keine Signifikanz.

Tabelle 15. Einflisse auf die Resistenz von PA gegen Tobramycin unter Suppressionstherapie

Statistischer Vergleich

(Permutationstest, Bonferroni-Test*)
Patientengruppe Gruppe2 | Gruppe3 | Grupped4 | Gruppe 2 vs. Gruppe 2vs. | Gruppe 3 vs.
Tobramycinresistenz in % 39,2% 4,3% 0% Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 4
Nachweis der Erstbesiedlung 7,4 16,4 11,0 p =0,025 p=0,203 p=0,1753
(Lebensalter in Jahren) (p = 0,525*)
Lebensalter bei Beginn der 9,4 18,4 13,3 p =0,015 p=0,174 p=0,253
Suppressionstherapie (Jahre) (p=0,315*)
Dauer der Supressionstherapie 14 7,8 9,2 p=0,018 p =0,047 p=0,524
Uahre) (p=0378% | (p=0987
Dauer der Inhalationstherapie 134,3 44,8 67,3 p =0,022 p =0,092 p=0,662
mit Tobramycin (Wochen) (p =0,462%)
Dauer der Inhalationstherapie 222,3 132 177,3 p = 0,085 p=0,301 p =0,409
mit Colistin (Wochen)
Anzahl der Gesamtzyklen der 21,4 21,8 20,3 p =0,909 p=0,796 p =0,695
Tobramycintherapie i.v.
Anzahl der Gesamtzyklen der 27,1 26 21,2 p =0,843 p=0,194 p=0,422
i.v.- Antibiotikatherapie

*nach Bonferroni korrigierte Werte in Klammern

4.3 Molekulargenetische Untersuchungen (Genotypisierung)

4.3.1 Genotypen von Pseudomonas aeruginosa

Die molekulargenetische Typisierung der Isolate von P. aeruginosa (PA) wurde
mit der RAPD-Technik, wie von Mahenthiralingam und Mitarbeitern [72]
beschrieben, von Dr. Valenza (Institut fir Hygiene und Mikrobiologie der
Universitadt Wiurzburg) durchgefihrt. Die Daten wurden fur diese Arbeit zur
Verfligung gestellt.

Die molekulargenetischen Untersuchungen sollten zur Klarung der Frage
beitragen, ob die Patienten mit CF im Krankheitsverlauf mit gleichen oder
verschiedenen Genotypen besiedelt sind und ob unter der Suppressionstherapie
aufgrund der phanotypischen Vielfalt der PA-Stamme neue Genotypen
aufgenommen werden oder eine klonale Variation bei gleichem Genotyp zu

beobachten ist.
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Zur Abklarung wurden einige PA-Stamme stichprobenartig molekulargenetisch
untersucht. Ausgewahlt wurden die Isolate, die schon bei Erstnachweis resistent
gegen Tobramycin waren (Patient 10, 15 und 22), ferner vier von sieben Isolaten,
bei denen sich unter der Suppressionstherapie eine Resistenz gegenuber
Tobramycin entwickelte oder nachweisbar war (Patient 2, 6, 18 und 21). Die

Ergebnisse sind in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16. Genotypischer Vergleich von PA-Isolaten mittels RAPD Analyse (Primer 272)

Patient | PA- | PA-Nachweis PA Tobramycin- RAPD-
Nr. Isolat Sensitivitat Genotyp
Jahr mukoid
MHK SIR
ug/mL
2 2a 2004 ja 0.25 S 1
2b 2008 nein 64 R 1
6 6a 2004 ja 2 S 2
6b 2008 nein 1.5 S 2
10 10a 2004 nein >256 R 3
10b 2008 nein >256 R 3
15 15a 2004 nein >256 R 3
15b 2008 nein >256 R 3
18 18a 2004 ja 1.5 S 3
18b 2008 ja 2 S 3
18c 2004 nein >256 R 3
18d 2008 nein >256 R 3
21 21a 2004 ja 2 S 4
21b 2008 nein 16 R 4
22 22a 2004 nein >256 R 5
22b 2008 nein >256 R 5
S = sensibel, | = intermediar sensibel, R = resistent

Mit Hilfe der RAPD-Analyse konnte gezeigt werden, dass die molekulargenetisch
untersuchten Patienten 2 und 18 (Abbildung 21) sowie die Patienten 6 und 21
(Abbildung 22) mit verschiedenen Genotypen besiedelt waren und dass jeder
Patient Uber den gesamten Beobachtungszeitraum lediglich einen Genotyp
aufwies, auch wenn sich die Stamme phé&notypisch und in der Tobramycin-
Resistenz unterschieden (Tabellen 16, 17, Abbildungen 21, 22). Der gleiche
Genotyp konnte mehrere morphologisch verschiedene Varianten, z. B. mukoid
oder nicht-mukoid, aufweisen (z. B. Patient 6) und sich in der Tobramycin-
Resistenz (resistente und sensible Varianten) unterscheiden (z. B. Patient 2 und
18) (Abbildung 21) (Tabellen 16, 17).
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Tabelle 17. Antibiotika-Empfindlichkeit verschiedener PA-Isolate des Genotyps 3 (Patient 18)

Isolate (nicht-mukoid)
Antibiotikum
Mai 2007 Marz 2007 Februar 2007 Mérz 2006

1 2 3 1 2 1 2 1 2
Piperacillin R S R S R R S S S
Ceftazidim R R R S R R S S S
Meropenem S S I S S R S R S
Ciprofloxacin S S S S S S S S S
Tobramycin S R R R R R R S S
Amikacin S R R R R R R S S
Aztreonam R R S S R S S S S
Colistin S S S S S S S S S

S = sensibel, | = intermediar sensibel, R = resistent

4.3.2 Ubertragung von resistenten Pseudomonas-aeruginosa-Stammen
Die RAPD-Analyse ergab weiterhin, dass es sich bei zwei von den drei Patienten
(Patient 10, 15, 22), die initial mit resistenten PA-Stammen (HLR) besiedelt
waren, um identische Stamme des Genotyps 3 handelte (Patient 10 und 15). Der
dritte Patient (Patient 22), der ebenfalls mit einem HLR-Stamm besiedelt war,
unterschied sich im Genotyp von den Stammen der Patienten 10 und 15. Bei ihm
handelte es sich um den RAPD-Genotyp 5 (Tabelle 16, Abbildung 23).
Weiterhin fiel auf, dass Patient 18 mit dem gleichen RAPD-Genotyp 3 wie die
Patienten 10 und 15 besiedelt war. Es handelte sich hier um einen Genotyp, der
sowohl gegen Tobramycin resistente als auch sensible Varianten aufwies. Bei
Patient 18 wurde der Stamm bereits im Jahr 1993 isoliert. Die Patienten 10 und
15 akquirierten den Stamm erst im Jahr 1998 nach einem Kontakt mit Patient 18.

Es ist unklar, wo Patient 22 den resistenten PA-Stamm erworben hat.
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Abbildung 21, 22. Genotypischer Vergleich von Pseudomonas-aeruginosa-Isolaten der
Patienten 2 und 18 (Abb. 21) sowie 6 und 21 (Abb. 22) mittels RAPD-Analyse

Patient 2 und 18 Patient 6 und 21

bp M 2a 2 18 18 18c 18d bp M 6a 6b 21a 21b
2036

1636

1018

516 516

bp: Basenpaare, M: Marker; PA-Isolate: 6a, 6b, 21a, 21b und 2a, 2b, 18a, 18b, 18c, 18d

Abbildung 23. Genotypischer Vergleich von Pseudomonas-aeruginosa-Isolaten

der Patienten 10, 15 und 22 mittels RAPD Analyse (Verwendung von Primer 272)

bp M 10a 10b 15a 15b 22a 22b
2036

1636

1018

516

bp: Basenpaare, M: Marker; PA-Isolate: 10a, 10b, 15a, 15b, 22a, 22b.
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5. Diskussion

Der haufigste und fur Verlauf und Prognose wichtigste Infektionserreger bei
Mukoviszidose ist P. aeruginosa (PA) [73]. Trotz stark inflammatorischer
Abwehrreaktionen und aggressiver antibiotischer Therapie persistiert PA in den
Atemwegen von Patienten mit CF, fuhrt zu chronischen Infektionen und nach 20

bis 30 Jahren zur respiratorischen Insuffizienz [8].

Die Kolonisation oder Infektion mit PA erfolgt im frihen Kindesalter. Durch
regelmaRiges Screening auf PA soll die Erstbesiedlung moglichst rasch erfasst
und eine Eradikationstherapie eingeleitet werden [24, 25] mit dem Ziel, die
planktonischen Stamme abzutéten und die Biofilmbildung zu verhindern oder
hinauszuzdgern [22, 23, 26].

Gelingt dies nicht, bleiben die Patienten chronisch mit PA kolonisiert bzw. infiziert
[25, 26]. Ab dem 6. Lebensjahr wird versucht, mit einer lebenslangen
Suppressionstherapie die hohen Keimzahlen von PA von 107 - 10° KBE/g um 3 -
5 logio-Stufen im Sputum zu reduzieren [74, 75]. Die Effektivitdt der
Suppressionstherapie gilt hinsichtlich der Verbesserung wichtiger Symptome wie
Abnahme der Sputummenge, der Sputumpurulenz sowie der Reduktion der PA-
Keimzahl im Sputum, Gewichtszunahme, Abnahme der Exazerbationen,
Verbesserung der Lungenfunktion, verzogerter Funktionsverlust der Lunge als
gesichert [76, 77, 78, 79].

Die lebenslange Anwendung von Antibiotika birgt das Risiko der
Resistenzentwicklung. Die Arbeit befasst sich mit der Resistenzentwicklung von
PA gegen Tobramycin und Colistin unter langjahriger inhalativer
Suppressionstherapie  bei  Patienten mit CF. Resistenzdaten bei

Langzeitbeobachtung sind selten untersucht und existieren in Deutschland nicht.

5.1 Patienten

In die retrospektive Studie wurden alle Patienten des Christiane Herzog -
Zentrums fur Mukoviszidose der Universitat Wirzburg eingeschlossen, die im
Studienzeitraum von 1989 bis 2009 chronisch mit PA besiedelt waren und
infolgedessen eine langdauernde Suppressionstherapie erhalten hatten (10
Frauen und 12 Manner) (Tabelle 6).
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5.1.1 Diagnosestellung und Erstnachweis von P. aeruginosa

Die Diagnosestellung Mukoviszidose lag bei durchschnittlich 9,4 Jahren
(arithmetischer Mittelwert) (Tabelle 6), der Erstnachweis von PA erfolgte im
Durchschnittsalter von 12,5 Jahren (Tabelle 7). Der Erstnachweis mit 12,5 Jahren
istim Vergleich mit der Literatur [11] spat. Aufgrund der heutigen Datenlage geht
man davon aus, dass die Erstbesiedlung schon im ersten Lebensjahr bzw. in
einem Durchschnittsalter von 21 bis 23 Monaten erfolgt [11].

Die heute frihere Diagnosestellung der Mukoviszidose und der friihere
Erstnachweis von PA sind dadurch zu erklaren, dass Uber die Mukoviszidose in
der Bevolkerung genauere Kenntnisse vorhanden sind als bei der Geburt der
Studienpatienten in den Jahren 1968 bis 1993. Die stetige Aufklarung durch die
CF-Gremien hat heute sogar schon bei Neugeborenen zu Screening-
Untersuchungen auf Mukoviszidose gefuihrt, so dass die Erkrankung friihzeitig
diagnostiziert werden kann und praventive Malinahmen ergriffen werden kénnen.
In den 1980-iger Jahren wurde die Diagnose Mukoviszidose vorwiegend
aufgrund klinischer Hinweise gestellt. Der Krankheitsverlauf ist aber in
Abhangigkeit von dem Gendefekt sehr unterschiedlich. Bei Verlaufen mit
schwerer Krankheitsauspragung und Beteiligung mehrerer Organsysteme
gingen die Patienten frihzeitig zum Arzt, und die Diagnose wurde frihzeitig
gestellt. Bei Verlaufen mit einer milden, spét einsetzenden klinischen
Symptomatik erfolgten der Arztbesuch und die damit verbundene
Diagnosestellung spater, bei manchen Patienten erst im Schulkindesalter oder
noch spater. Die genannten Faktoren kdnnen das hohere Lebensalter bei der
Diagnosestellung und den damit verbundenen spéaten Erstnachweis von PA in
der vorliegenden Studie erklaren. Daflr sprechen auch die Ergebnisse von
Ballmann und Mitarbeitern aus dem Jahr 1998 [58], nach denen der Erstnachweis
von PA bei den Patienten im Durchschnittsalter von 10,5 Jahren erfolgte und die
chronische Besiedlung mit 11,7 Jahren auftrat. Generell wird die Diagnose der
Mukoviszidose, wenn sie aufgrund klinischer Hinweise erhoben wird, spéter als

bei Screening-Untersuchungen gestellt. Das bestatigt die Beobachtung, dass
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selbst im Jahr 2013 in Deutschland die Diagnose der CF aufgrund klinischer

Hinweise nur bei 59% der Patienten im ersten Lebensjahr gestellt wurde [80].

5.1.2 Eradikationstherapie

Die Eradikationstherapie wird nach der aktuellen deutschen S3-Leitlinie [25], wie
in Kapitel 1.1.6.1 beschrieben, durchgefihrt. Ihre Effektivitat wird im Hinblick auf
die verzogerte Entwicklung einer chronischen PA-Infektion von vielen Autoren
aufgezeigt [23, 81, 82, 83, 84]. In der vorliegenden Studie gelang die
Eradikationstherapie nur bei 9 Patienten (40,9%). In den Untersuchungen von
Ratjen und Mitarbeitern [64] lag die Rate der erfolgreichen Keimeradikation am
Studienende bei tber 90% und 27 Monate spater bei 70%.

Die Keimeradikation bei nur 40,9% der Patienten erklart sich dadurch, dass eine
gro3e Zahl von Studienpatienten (54,5%) schon bei der Diagnose bzw.
Erstvorstellung chronisch mit PA besiedelt war. Das gilt besonders fiir Patienten,
die Uber Hausarzte in das Christiane Herzog - Zentrum kamen. Zum
Studienzeitpunkt waren seit der Einfuhrung der Eradikationstherapie in
danischen CF-Zentren erst wenige Jahre vergangen, so dass sich die Methode
noch nicht in Deutschland durchgesetzt hatte, in den damaligen deutschen
Leitlinien nicht empfohlen und infolgedessen auch in den meisten deutschen CF-
Zentren nicht eingesetzt wurde; d. h. diese Patienten wurden nach Akquirieren
von PA schnell chronisch besiedelt und erhielten in der Regel sofort nach

Diagnosestellung eine Suppressionstherapie.

5.1.3 Suppressionstherapie

Bei Compliance bestand die Suppressionstherapie aus 4 Zyklen einer 14-tagigen
parenteralen  Applikation von PA-wirksamen Antibiotika und einer
Inhalationstherapie mit Colistin oder Tobramycin im Intervall. Dieses Vorgehen

steht im Einklang mit der Literatur [25].
5.1.4 Inhalationstherapie

Der Erfolg der Inhalationstherapie ist auf die hohen Antibiotikakonzentrationen im

Endotrachealraum zuriickzufiihren. Die Konzentration nach Inhalation mit 2 x
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taglich 300 mg Tobramycin liegt bei etwa 700 - 1980 ug/g Sputum [85, 86, 87,
88]; das ist wesentlich héher, als es die MHK-Werte von Tobramycin gegen PA
sind. Demgegenduber liegt die Konzentration von Tobramycin nach parenteraler
Gabe im Serum bei 2 - 5,6 pg/mL und im Sputum aufgrund der schlechten
Bioverfugbarkeit bei nur 0,7 - 1 pg/g Sputum [85, 89, 90].

Auch nach Colistin-Inhalation werden im Endotrachealsystem hohe
Konzentrationen erreicht. Ratjen und Mitarbeiter [91] bestimmten nach Inhalation
von 2 Mio IE Colistin (66 mg Colistin oder 158 mg Colistimethat-Na) die Colistin-
Konzentration im Sputum nach 1 h, 4 h und 12 h. Diese war nach 1 h am hdchsten
und lag 100-mal hoher als die MHK von Colistin gegen PA. Nach 12 h lag die
Colistinkonzentration im Sputum immer noch bei tber 4 ug/g.

Aufgrund der guten Ergebnisse hat die Inhalationstherapie in den letzten Jahren
zunehmend an Bedeutung zur Keimelimination oder -reduktion bei PA-
besiedelten Patienten mit CF gewonnen. Die Regime reduzieren die Anzahl von
pulmonalen Exazerbationen sowie die Notwendigkeit der intravendsen Therapie,
ferner wird der Verlust der Lungenfunktion verzogert. Zu den unerwinschten
Wirkungen gehdrt die Resistenzentwicklung gegen die applizierten parenteralen

und inhalativ angewandten Antibiotika [92].

5.2.Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa

5.2.1 Besiedlungsrate

Uber den Untersuchungszeitraum von 1989 bis 2009 wurden bei 22
Studienpatienten 1.844 PA-Stamme isoliert; davon waren 513 mukoid (27,8%)
und 1.331 (72,2%) nicht-mukoid; mukoide Stamme konnten bei 16 (72,7%)
Patienten nachgewiesen werden (Tabelle 8).

5.2.2 Phanotypen von Pseudomonas aeruginosa

PA-Isolate weisen, wie von anderen Autoren aufgezeigt [40, 93], eine grof3e
phanotypische Vielfalt auf. In dieser Arbeit kann aufgrund der vom IHM zur
Verfigung gestellten Daten nur zwischen mukoiden und nicht-mukoiden

Stammen unterschieden werden.

66



5.2.2.1 Nicht-mukoide Stdmme

Die frih im Krankheitsverlauf angezichteten Bakterien waren nicht-mukoid und
nicht resistent gegen PA-wirksame Antibiotika. Mit zunehmender
Besiedlungsdauer wurden die Stamme resistenter gegen alle Antibiotikaklassen.
Das ist nicht zuletzt auf die haufige antibiotische Therapie und die damit
verbundene sekundare Resistenzentwicklung oder Selektion bei chronischer
Besiedlung zurickzufuhren [76, 93].

Aus einer Sputumprobe lie3en sich bei den chronisch besiedelten Patienten bis
zu 4 Isolate nachweisen, die in der Empfindlichkeit gegen Antibiotika betrachtlich
variierten und sich durch die Antibiotikatherapie wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums nicht mehr eradizieren liel3en.

Dies stimmt mit der Literatur Uberein. Bei Emerson und Mitarbeitern [94] wurden
in einer Studie pro Patient 2,6 Morphotypen, bei Burns und Mitarbeitern 2,38
Morphotypen aus einer Sputumprobe isoliert [95]. In einer Studie von Clark und
Mitarbeitern [96] konnten von einer 34-jahrigen Patientin innerhalb eines Jahres
bis zu 34 verschiedene Phanotypen nachgewiesen werden. Mayer-Hamblett und
Mitarbeiter [97] isolierten aus den Sputa von 192 Patienten zwei Phanotypen, die
mit einem ausgepragten Eradikationsversagen assoziiert waren. Auch Manos
und Kollegen [98] fanden bei der Untersuchung von 92 Isolaten neugeborener
Kinder persistierende PA-Stamme.

Die Vielfalt der PA-Isolate [15, 95, 96], erklart sich dadurch, dass die initial
erworbenen Genotypen im weiteren Verlauf der Mukoviszidose sich im standig
wechselnden Habitat der Lunge adaptieren und in verschiedenste Morphotypen
umwandeln (z. B. mukoide Stamme mit der Fahigkeit zur Biofilmbildung, small
colony variants (SCVs) und resistente Hypermutatoren) (Abbildung 24). Sie
passen sich dem Stress in der Lunge an, der durch die Inflammationsreaktion
und antibiotische Therapie entsteht [93]. Diese Stamme kdénnen mit Hilfe der in
Kapitel 1.2.3 beschriebenen Pathomechanismen chronische Infektionen
unterhalten. PA verliert z. B. einige Virulenzfaktoren, verlangsamt die
Wachstumsrate, vergrofRert die Antibiotika-Resistenz und/oder reduziert die

Stimulation des Immunsystems [99].
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Abbildung 24. Adaption von PA in den Atemwegen bei Patienten mit CF
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5.2.2.2 Mukoide Stamme

Der Nachweis mukoider Stdmme erfolgte erstmals im Durchschnittsalter

(arithmetischer Mittelwert) von 17,2 Jahren. Die Umwandlung in mukoide

Phanotypen dauerte im Durchschnitt 6,0 Jahre nach Erstnachweis (Tabelle 9).

Der Zeitpunkt bis zum Auftreten mukoider Isolate stimmt mit den Angaben in der

Literatur Gberein. Li und Mitarbeiter [100] fanden bei Erstbesiedlung ebenfalls nur

nicht-mukoide Stamme, mukoide Stdmme traten erst zwischen dem 4. und 16.

Lebensjahr auf. Die Umwandlung von nicht-mukoiden in mukoide Stamme

dauerte im Durchschnitt 10,9 Jahre, wobei ein langes Intervall, wie in der

vorliegenden Studie, bei Patienten auftrat, die weniger oft systemisch mit

Antibiotika behandelt wurden. Bei Ballmann und Kollegen [58] lag das

Durchschnittsalter bis zum Auftreten mukoider Stamme bei 12,5 Jahren.
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In der vorliegenden Studie wiesen die mukoiden Stamme in vitro eine grol3ere
Sensitivitat gegen Tobramycin auf als die nicht-mukoiden. Das erscheint
ungewdhnlich, da von den meisten Autoren, wenn auch nicht von allen [60, 101],
mukoide Stamme aufgrund der Biofilmbildung als resistenter beschrieben
werden. In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Studie stehen die Ergebnisse
von Valenza und Mitarbeitern [102]. Die Autoren untersuchten von 2008 bis 2009
im Institut fir Hygiene und Mikrobiologie der Universitat Wirzburg 271 Sputa von
60 Patienten mit CF. Von 172 Isolaten waren 6,6% mukoid, und 65,5% der

mukoiden Stamme waren Tobramycin-sensibel.

5.2.3 Genotypen (Klone) von Pseudomonas aeruginosa

Die phanotypische Vielfalt der PA-Isolate legt den Schluss nahe, dass Patienten
mit CF mit verschiedenen Genotypen (Klonen) besiedelt sind. Dies konnte in
molekulargenetischen Studien widerlegt werden.

Nach zahlreichen Angaben in der Literatur sind Patienten mit CF nur mit einem
Genotyp (selten mit mehreren Genotypen) besiedelt [40, 103, 104, 105]. Gleiche
Genotypen bei verschiedenen Patienten deuten auf eine Ubertragung oder eine
gemeinsame Infektionsquelle hin.

Zur Abklarung dieser Frage wurden stichprobenartig einige PA-Isolate
verschiedener Patienten im IHM molekulargenetisch untersucht und die
Ergebnisse fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt. Mit Hilfe der RAPD-Analyse
konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen Patienten mit verschiedenen,
individuellen Genotypen besiedelt sind. Dariber hinaus war ersichtlich, dass
jeder Patient Uber den gesamten Beobachtungszeitraum lediglich mit einem
Genotyp besiedelt war (Tabelle 16), auch wenn sich die Stdmme phé&notypisch
(mukoid, nicht-mukoid) und in der Sensitivitait (Tobramycin-resistent,
Tobramycin-sensibel) unterschieden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit
der Literatur. Cramer und Mitarbeiter genotypisierten in Hannover die Stamme
von 35 Patienten mit CF, die Uber einen Zeitraum von 30 Jahren isoliert worden
waren. Von 35 Patienten verloren 3 Patienten ihren initial akquirierten PA-
Genotyp nach 6 bis 75 Monaten, die tbrigen 32 Patienten blieben mit dem initial
erworbenen PA-Genotyp chronisch besiedelt [106]. In der Studie von Wolz [103]
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waren 70,9% der Patienten mit einem Genotyp besiedelt. In einer weiteren Studie

von Speert [107] zeigten 78,3% der Patienten verschiedene Genotypen.

5.3 Empfindlichkeitsprifung von Pseudomonas aeruginosa

5.3.1 Tobramycin

Die Empfindlichkeitsprifung von PA gegen Tobramycin ist unproblematisch. Sie
kann nach den Regelwerken (NCCLS, CLSI, EUCAST) mittels Agardiffusion,
MHK-Bestimmung (Mikrodilution oder Etest®) oder mit mechanisierten Verfahren,

wie Vitek 2, korrekt und zuverlassig durchgefihrt werden.

5.3.2 Colistin

Die Durchfuhrung der Empfindlichkeitsprifung von Colistin ist aus verschiedenen
Grinden problematisch.

Die Agardiffusion ist nach dem Regelwerk der NCCLS/CLSI [68, 69] und nach
der MiQ 24 [19] unzulassig, weil Colistin schlecht in den Agar diffundiert und
infolgedessen keine zuverlassigen Hemmhofe ablesbar sind. Folglich muss die
Sensitivitat von PA gegen Colistin mittels MHK-Bestimmung ermittelt werden. Zur
MHK-Bestimmung standen wahrend des Studienverlaufs (1989 - 2009) im Institut
fur Hygiene und Mikrobiologie (IHM) fur Routineuntersuchungen die Mikrodilution
in Mikrotiterplatten und der Gradientendiffusionstest, kurz Etest® genannt, zur
Verfiigung. Der Etest® war zu dieser Zeit ein gangiges und in der Literatur gut
beurteiltes Verfahren [70, 71] zur Empfindlichkeitsprifung von Bakterien. Die
Erfahrung zur Testung von PA gegen Colistin mit dem Etest® war allerdings
begrenzt. Nach MiQ 24 [19], die 2006 vero6ffentlicht wurde, konnten die Autoren
die Ergebnisse des Etests® bei der Testung von PA gegen Colistin noch nicht
endgultig beurteilen. In neuerer Zeit wurden Studien durchgefuhrt mit dem Ziel,
die Zuverlassigkeit der Empfindlichkeitspriifung gegen Colistin mit Etest® und
Vitek 2 im Vergleich zum goldenen Standard der Mikrodilution zu tberprifen
[108, 109, 110, 111]. Die Autoren kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen; im
Vergleich mit der Mikrodilution waren die ermittelten MHK-Werte zu hoch (falsch

resistent), vergleichbar oder zu niedrig (falsch sensibel). Ab 2017 missen nach
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dem Regelwerk der EUCAST [112] die MHK-Werte fir Colistin mit der
Mikrodilution bestimmt werden.

Die geschilderte Problematik spielt allerdings fur die vorliegende Studie keine
Rolle. Wie in Kapitel 3.5.6 Dbeschrieben, wurde die routinemallige
Empfindlichkeitsprifung von PA gegen Colistin am IHM Uber den gesamten
Studienverlauf nach NCCLS/CLSI [68, 69], wie vorgeschrieben, nicht mittels
Agardiffusion, sondern mit der MHK-Bestimmung durchgefuhrt. Diese erfolgte
von 2000 bis 2005 mittels Mikrodilution (Goldstandard). Ab 2006 erfolgte die
MHK-Bestimmung mittels Vitek 2 (Breakpointmethode) und mit dem Etest®.
Aufgrund der Hinweise in der MiQ 24 [19] wurden diskrepante oder flur die
Patienten ungewdhnliche oder unplausible Ergebnisse mittels Mikrodilution
Uberpruft, so dass die Resistenzbestimmung von PA gegen Colistin wahrend des
gesamten Beobachtungszeitraums in der Routine leitliniengerecht und auch nach

den heute geltenden Kriterien zuverlassig durchgefuhrt wurde.

Die Uberpriifung der Validitat der routinemaRigen Empfindlichkeitspriifung von
PA erfolgte durch Dr. Valenza (IHM) vor Studienbeginn im Jahr 2009 mit dem
Etest®. Es konnten keine Diskrepanzen beobachtet werden. Zusammengefasst
kann also davon ausgegangen werden, dass die an das Christiane Herzog -
Zentrum Ubermittelten Werte fur die Sensitivitat von Tobramycin und Colistin
valide und daher fur die retrospektive Analyse geeignet sind.

Ein weiteres Problem ergab sich bei der Bewertung der ermittelten Colistin-MHK-
Werte. EUCAST verflgte erst ab 2010 tber MHK-Grenzwerte fur Colistin [112].
Fur MHK-Bestimmungen in Europa wurden daher entweder, wie im IHM, die
amerikanischen Regelwerke der NCCLS/CLSI oder nationale Regelwerke
benutzt. Wahrend die Grenzwerte fir Tobramycin einheitlich waren, waren sie fur
Colistin sehr unterschiedlich (Tabelle 18). Daraus folgt, dass die in der Literatur
beschriebenen Resistenzen fur Colistin je nach Verwendung der Regelwerke
variieren kbnnen. Das musste in den hier zitierten Studien bei der Bewertung der

Colistin-Resistenz bericksichtigt werden. Die meisten Studien verwendeten
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jedoch die Grenzwerte des Regelwerks der NCCLS/CLSI und gingen, wie auch

das IHM, von einer Sensitivitat fir Colistin von S = < 2 ug/mL aus.

Tabelle 18. Grenzwerte (MHK) fur Colistin nach den nationalen Regelwerken

Land S I R
Deutschland (DIN) <0,5 yg/mL 1-2pg/mL 24 yg/mL
Grof3britannien (BSAC) <4 pg/mL = 8 ug/mL
Frankreich (FSM) <2 pg/mL 24 yg/mL
USA (NCCLS, CLSI) <2 pg/mL 4 pg/mL = 8 ug/mL
Europa (EUCAST 2017) <2 pg/mL > 2 pg/mL

S = sensibel, I= intermediar sensibel, R = resistent

5.4 Resistenzentwicklung von Pseudomonas aeruginosa

5.4.1 Inhalationstherapie

In der vorliegenden Studie traten trotz des hohen Einsatzes von Colistin (4.404
Wochen) keine Resistenzen gegen Colistin auf (Tabelle 11, 14).

Im Gegensatz dazu waren 30,4% der PA-Isolate am Studienende resistent gegen
Tobramycin, und es entwickelten sich trotz des geringeren Einsatzes (1.736
Wochen) kontinuierliche Tobramycin-Resistenzen bei 31,8% der Patienten, bei
81,8% handelte es sich um eine low level Resistenz (LLR) mit MHK-Werten von
< 128 pg/mL. Auch in der Literatur sind in der Mehrzahl bei Patienten mit
Mukoviszidose LLR-Stamme beschrieben [94, 113].

5.4.1.1 Resistenzentwicklung gegen Tobramycin

Emerson und Mitarbeiter [94] untersuchten im Jahr 2008 Sputa von 267
Patienten mit CF aus 33 Zentren, die eine Inhalationstherapie mit Tobramycin
erhielten. Es wurden 656 Isolate mit PA-Isolaten aus dem Jahr 1995 verglichen
(NCCLS-/CLSI-Werte), die aus Sputa von 508 Patienten aus 69 CF-Zentren
gewonnen worden waren (1.240 Isolate). Die Tobramycinresistenz stieg von
11,8% im Jahr 1995 auf 30,4% im Jahr 2008 an; 6,6% der resistenten Stamme
wiesen 2008 eine HLR auf, im Jahr 1995 waren es nur 0,24% der Stamme.
Burns und Mitarbeiter [114] fuhrten von Juli 1995 bis Oktober 1996 eine
placebokontrollierte Studie an 69 CF-Zentren durch. Eingeschlossen waren 262
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Kontrollpatienten und 258 intermittierend besiedelte Patienten, die eine
Inhalationstherapie mit Tobramycin erhielten. Die Sputa wurden vor
Therapiebeginn sowie nach 24 Wochen auf PA untersucht. Vor Therapiebeginn
wiesen 13% der Studienpatienten und 10% der Kontrollen Tobramycin-resistente
PA-Stamme auf (NCCLS-Werte), am Studieneende konnten bei 23% der
Studienpatienten und bei 8% der Kontrollpatienten Tobramycin-resistente
Pseudomonaden nachgewiesen werden.

Moss und Kollegen [113] untersuchten in einer randomisierten Studie den Effekt
der Tobramycin-Inhalationstherapie bei 128 chronisch besiedelten Patienten aus
96 Zentren. Die Sputa wurden nach 20 und nach 96 Wochen auf PA untersucht.
Die Resistenzrate (NCCLS-Werte) der isolierten Stamme stieg nach 96 Wochen
von 5% auf 19% an, die Zahl der Patienten mit resistenten PA-Stdmmen erhohte
sich von 10% auf 41%. Die klinische Erfolgsrate blieb bei LLR-Stammen (MHK-
Werte < 128 pg/mL) unbeeinflusst von der Tobramycin-MHK, d. h. auch Patienten
mit Tobramycin-resistenten Stdmmen zeigten einen positiven klinischen Effekt
einer Tobramycin-Inhalation. Der Grund daflr ist, dass nach Inhalation die
Tobramycin-Konzentration im Endobronchialraum bei etwa 1200 pug/g Sputum
liegt [68] und damit Stamme mit einer MHK von 8 - 64 pg/mL noch therapeutisch
erfasst werden.

Raidt und Mitarbeiter [17] untersuchten in den Jahren 2001 und 2011 in Munster
die Antibiotika-Empfindlichkeit von 511 PA-Isolaten von 94 Patienten mit CF aus
zwei Zentren. Im Jahr 2001 wurden 184 PA-Stamme (136 nicht-mukoide und 48
mukoide) untersucht, im Jahr 2011 waren es 327 Stamme (209 nicht-mukoide
und 118 mukoide), die ausgetestet wurden. Im Jahr 2001 lag die Resistenzrate
gegen Tobramycin bei 8,1% (nicht-mukoide Stamme) und 4,2% (mukoide
Stamme). Im Jahr 2011 waren 52,6% der nicht-mukoiden Stamme und 36,4%

der mukoiden Stamme resistent gegen Tobramycin.

5.4.1.2 Resistenzentwicklung gegen Colistin

In der o. g. Studie von Raidt [17] trat bei den mukoiden PA-Stammen keine
Colistinresistenz auf, wahrend die Resistenzrate der nicht-mukoiden PA-Stamme
von 1,5% im Jahr 2001 auf 11,3% im Jahr 2011 anstieg.
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In einer deutschen, prospektiven, randomisierten, nicht verblindeten Studie von
Schuster und Mitarbeitern [77] wurde die Wirksamkeit der Inhalationstherapie mit
Colistin (3 x 1 Mio IE) in einem Zeitraum Uber 24 Wochen bei chronisch
besiedelten Patienten mit CF untersucht. Eingeschlossen wurden 187 Patienten
aus 66 CF-Zentren Europas. Nach 24 Wochen lag die Colistin-Resistenz bei <
1,1%.

Im Jahr 2007 untersuchten Haase und Mitarbeiter (personliche Mitteilung) 129
PA-Isolate (das erste und letzte Isolat bei einem Patienten) von chronisch
besiedelten Patienten der CF-Ambulanz in Aachen. Die Colistin-Resistenz betrug
nur 0,8% (CLSI-Werte).

In einer Veroffentlichung von Jensen und Kollegen [115] wurde in einer
prospektiven, doppelblinden, randomisierten, placebokontrollierten Studie die
Effektivitat der Colistin-Inhalationstherapie bei chronisch besiedelten Patienten
mit CF untersucht. Es wurden 20 Kontrollen und 20 Studienpatienten, die 3 x 1
Mio IE Colistin erhielten, eingeschlossen. Nach 60 Tagen wurden keine
Resistenzen gegen Colistin beobachtet.

Hansen und Mitarbeiter [63] untersuchten im Zeitraum von 1989 bis 2003 in einer
retrospektiven Kohortenstudie die Resistenzentwicklung von Colistin unter
Suppressionstherapie (tagliche Inhalation mit 3 x 2 Mio IE). Es wurden 146
Patienten mit intermittierender und 12 Patienten mit chronischer PA-Besiedlung
in die Studie eingeschlossen. Insgesamt wurden 1.093 PA-Stamme (946 nicht
mukoide, 147 mukoide Stdmme) untersucht; es konnten Uber den gesamten
Zeitraum keine Resistenzen gegen Colistin nachgewiesen werden (CLSI-Werte).
Jansen und Kollegen [105] untersuchten im Jahr 2014 in einer
Rehabilitationsklinik fr Patienten mit CF auf der Insel Amrum 45 PA-Isolate von
13 Patienten mit CF, die kontinuierlich eine Inhalationstherapie mit Colistin
erhalten hatten. Nur ein Isolat (2,2%) von 45 Isolaten wies eine Colistin-Resistenz
auf.

Hogard und Mitarbeiter [116] Uberpruften in den Jahren 2000 bis 2002 die
Empfindlichkeit der PA-Isolate gegen Colistin der Patienten, die in der CF-
Ambulanz in Midnchen eine Inhalationstherapie mit Colistin erhalten hatten. Es

wurden 401 Stamme (220 nicht-mukoid, 181 mukoid) von chronisch besiedelten
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Patienten, die durchschnittlich 3-mal im Jahr die Ambulanz aufgesucht hatten,
untersucht. Resistente Stamme konnten bei 13,5% der Patienten beobachtet
werden. Die Resistenzrate der Isolate gegen Colistin lag bei 6,8% (NCCLS-
Werte).

Schilin und Mitarbeiter [101] testeten die Empfindlichkeit von 229 nicht-
mukoiden und 156 mukoiden PA-Isolaten aus 192 Sputa von 57 chronisch
besiedelten Patienten mit CF gegen Colistin. Von den nicht-mukoiden Isolaten
waren 34,9% gegen Colistin sensibel, 49,8% intermediar sensibel und 15,3%
resistent; von den mukoiden Stammen waren 51.9% sensibel, 44,9% intermediar
sensibel und 3,2% resistent. Es wurden die Grenzwerte der DIN aus dem Jahr
2000 angewandt (S =< 0,5 pg/mL, 1 =1 - 2 pg/mL, R = = 4 pug/mL), die aus
heutiger Sicht zu niedrig sind. Bei Verwendung der Grenzwerte des CLSI-
Regelwerks mit einem Sensitivitats-Breakpoint von < 2 pg/mL wéaren 10,9% der

Stamme Colistin-resistent.

Zusammengefasstist die in der Literatur beschriebene Resistenzentwicklung von
PA gegeniber Colistin nach Inhalation gering oder, wie in der vorliegenden
Studie, nicht vorhanden. Dagegen fuhrt die Inhalation mit Tobramycin je nach der
Dauer der Suppressionstherapie zur Resistenzentwicklung von PA gegen
Tobramycin; das steht mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie ebenfalls im
Einklang. Allerdings war der Beobachtungszeitraum in der Literatur nur in
Ausnahmefallen langer als 2 Jahre. Patienten-bezogene
Langzeitbeobachtungen uber viele Jahre lagen nicht vor, so dass die Ergebnisse

nur bedingt mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie vergleichbar sind.

5.4.2 Parenterale Tobramycin-Therapie

Die parenterale Tobramycin-Therapie scheint keinen Einfluss auf die Entwicklung
einer Tobramycin-Resistenz zu haben. In allen drei Patientengruppen war die
durchschnittliche parenterale Tobramycin-Applikation Gber den Studienzeitraum
etwa gleich gro3 (20,3 bis 21,8 Zyklen) (Tabelle 14). Bei Betrachtung der
Tobramycingabe und des Zeitpunktes der Resistenzentwicklung unter der

parenteralen Tobramycintherapie erhielten die mit hohen Resistenzraten
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besiedelten Patienten weniger Tobramycin-Zyklen pro Patient als die mit
geringen Resistenzraten besiedelten Patienten (Tabelle 14). Bei einem negativen
Einfluss der parenteralen Tobramycintherapie auf die Resistenzentwicklung wére
bei der Applikation von mehr Zyklen Tobramycin mit einer h6heren Resistenzrate
zu rechnen als bei der Applikation weniger Zyklen und nicht umgekehrt.

Dies kann am Ehesten damit erklart werden, dass parenteral appliziertes
Tobramycin nicht an den Ort der Infektion penetrieren und dort keine wirksamen
Spiegel aufbauen kann. Wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, wird der
Endotrachealbaum mit parenteral appliziertem Tobramycin schlecht oder nicht
erreicht. Auch die Penetration von Tobramycin nach parenteraler Gabe ins
Lungengewebe ist schlecht, schon bei nicht entzindetem Gewebe. Bei
Entzindung wird dartber hinaus durch den niedrigen pH-Wert und die
gramnegative Ladung des entziindeten Gewebes die Wirkung des positiv
geladenen Tobramycins zusatzlich herabgesetzt, so dass in beiden
Kompartimenten, Lungengewebe und Endotrachealbaum, nicht mit einer
signifikanten Antibiotika-Konzentration bzw. -Wirkung gerechnet werden kann.
Somit kdnnen sich keine Resistenzen gegen eine Substanz entwickeln, die in
dem Kompartiment, wo eine Resistenzentwicklung stattfinden kann, gar nicht

vorhanden ist.

5.5 Einflusse auf die Tobramycin-Resistenzentwicklung unter
Suppressionstherapie

Nach dem Vergleich mit dem Permutationstest ergab sich eine Signifikanz fur die
Resistenzentwicklung von PA gegen Tobramycin (unkorrigierter p-Wert <0,05)
(Tabellen 14, 15) fur die folgenden Parameter (Risiko-Parameter): Erstens die
fruohe Erstbesiedlung mit PA, zweitens der frihe Beginn der
Suppressionstherapie und deren lange Dauer bis hin zum Erwachsenenalter und
drittens die vorwiegend mit Tobramycin durchgefiihrte Inhalationstherapie tber
einen langen Zeitraum.

Aufgrund der grofen Anzahl an Tests wurden diese p-Werte nach der Methode
von Bonferroni fir multiples Testen korrigiert. Nach der Korrektur ergab sich

keine Signigfikanz, was aufgrund der kleinen Patientenzahl zu erwarten war
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(Tabellle 15). Das heil3t aber nicht, dass die o. g. Risiko-Parameter keinen
Einfluss auf die Resistenzentwicklung von PA gegen Tobramycin haben, sondern
nur, dass dieser nicht signifikant nachgewiesen werden kann und die
Unterschiede zwischen den Gruppen moglicherweise nur auf Zufall und nicht auf
einem systematischen Effekt beruhen. Es muss jedoch gesagt werden, dass
aufgrund der kleinen Stichproben diese Tests wenig Aussagekraft haben und
somit keine klare und eindeutige Aussage Uber die statistische Signifkanz
getroffen werden kann.

Beim Vergleich der p-Werte aller untersuchten Parameter sind die unkorrigierten
signifikanten p-Werte der Risiko-Parameter doch aufféllig kleiner als die p-Werte
der Nicht-Risiko-Parameter (Tabelle 15), so dass ein Effekt dieser Risiko-
Parameter auf die Resistenzentwicklung von PA gegen Tobramycin nicht vollig
ausgeschlossen scheint und die im Permutationstest erhaltenen Signifikanzen
explorativ bewertet werden koénnen. Mit groRBerer Fallzahl kdénnte in einer
Folgeuntersuchung mdglicherweise ein Einfluss der Risiko-Parameter auf die
Resistenzentwicklung nachgewiesen werden. Dafir spricht auch die Tatsache,
dass nach langer Anwendung von Antibiotika das Risiko fir die
Resistenzentwicklung ansteigt. Insgesamt ist aufgrund der geringen Stichproben

eine statistische Auswertung der Ergebnisse als kritisch zu werten.

5.6 Ubertragung von resistenten Pseudomonas-aeruginosa-Stammen

In der vorliegenden Studie konnte die Ubertragung eines resistenten PA-Stamms
von einem Patienten (Patient 18) auf zwei Patienten (Patient 10 und 15) mit hoher
Wabhrscheinlichkeit nachgewiesen werden. In diesem Fall besuchten alle drei
Patienten zeitgleich im Jahr 1998 dasselbe Camp. Der Nachweis gleicher
Genotypen erfolgte durch Dr. Valenza molekulargenetisch mittels der RAPD-
Analyse. Bei allen drei Patienten handelte es sich mit groRer Wahrscheinlichkeit
um eine Besiedlung mit dem gleichen Stamm (Genotyp 3). Ubertragungen oder
nosokomiale Transmissionen sind auch in der Literatur beobachtet worden [117,
118, 119].

In Australien ist die Ubertragung eines multiresistenten Stamms beschrieben bei

Kindern, die in derselben Klinik betreut wurden [117]. In Danemark wurden zwei
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Ausbriche Colistin-resistenter PA-Stdmme im Zusammenhang mit einer
Inhalationsbehandlung beschrieben [118]. Weiterhin wurde PA auf flinf bislang
unbesiedelte Patienten in einem Wintercamp Ubertragen. Die Stamme wurden

mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese als identisch identifiziert [119].

Die Ubertragung erfolgt von Patient zu Patient tiber Tropfchen [120] oder indirekt
Uber Gegenstande und Hande [121], die mit den Sekreten der Patienten mit CF
kontaminiert sind. Beim Vorhalten einer Agarplatte beim Husten von Patienten
mit CF konnte in 65% der Falle PA angezichtet werden [120]. Bei den
Ubertragenen PA-Stammen handelt es sich haufig, wie in der vorliegenden
Studie, um multiresistente Stamme oder um Stamme mit hoher Virulenz, deren
Akquirierung haufig mit einer klinischen Verschlechterung und héherer Letalitat
einhergehen [122]. In den letzten Jahren wurden PA-Stamme mit einem hohen
Ubertragungspotential und erhéhter Morbiditat wie der LES (Liverpool Epidemic
Strain) beschrieben. Diese Stamme nehmen zu, sie kdnnen die initial
erworbenen patienteneigenen Stamme ersetzen und zu einer zunehmenden
Morbiditat der Patienten mit CF beitragen [123].

5.7 Grenzen der konventionellen mikrobiologischen Diagnostik

In der vorliegenden Studie war der Indexpatient (Patient 18), von dem die PA-
Ubertragung auf zwei weitere Patienten ausging, von Anfang an mit PA-Genotyp
3 besiedelt, der sich phanotypisch in verschiedenen Morphotypen manifestierte.
Alle Stdmme waren nicht-mukoid, aber mit verschiedener Antibiotika-Resistenz.
Die MHK-Werte von Tobramycin schwankten von 1.5 - 4 pg/mL bis = 256 pg/mL.
Neben Stammen mit einer LLR von 16 - 32 ug/mL wurden HLR-Stamme mit
MHK-Werten von = 256 ug/mL isoliert. Es gab auch Sputa dieses Patienten, in
denen nur Tobramycin-sensible Stamme (MHK-Werte < 2 pg/mL) nachweisbar
waren. Infolgedessen wurde der Patient nicht als Trager eines resistenten
Stammes eingestuft und im Camp nicht von anderen Patienten getrennt. Im
Gegensatz dazu traten bei den ,Ubertragungs-Patienten® durchweg HLR-
Stamme auf. Von einer Ubertragung von Patient 18 wurde bis zum Erhalt des

molekulargenetischen Ergebnisses nicht ausgegangen.
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Dieser Fall zeigt die Grenzen der konventionell durchgefihrten
mikrobiologischen Diagnostik. Die MiQ 24 [19] fordert, alle verdachtigen PA-
Isolate zu testen und nur das Antibiogramm des sensibelsten und des
resistentesten Isolats auf dem Befund anzugeben. Das ist nur mdglich bei
phanotypisch verschiedenen Stdmmen. Morphologisch gleich aussehende
Stamme mit unterschiedlicher Empfindlichkeit (sensibel oder resistent) konnen in
der Routinediagnostik selbst bei bester Umsetzung der MiQ 24 nicht zuverlassig
getestet werden, da die resistenten Stamme makroskopisch nicht von den
sensiblen unterschieden werden konnen und nur zuféllig als resistent zu
erkennen sind. Die Studie zeigt ferner, dass es nicht moglich ist, aufgrund

unterschiedlicher Phanotypen auf verschiedene Genotypen (Klone) zu schliel3en.

5.8 Ausblick

Wie schon erwéhnt, zeigt die Studie, dass die Resistenzentwicklung unter der
Inhalation mit Colistin geringer ist als unter der Inhalation mit Tobramycin. Ob
Colistin  bei der Inhalationstherapie favorisiert werden soll, muss den
behandelnden Arzten uberlassen werden. Da sich beide Antibiotika nach den
Ergebnissen der im Jahr 2017 veroffentlichten Cochrane-Analyse [23] nicht in
ihrer klinischen Wirksamkeit unterscheiden, hatte man aus mikrobiologischer
Sicht bis vor wenigen Jahren empfohlen, die Anwendung von Colistin der von
Tobramycin vorzuziehen. Aufgrund der zunehmenden Resistenzentwicklung
gramnegativer Bakterien gegen Antibiotika, einschlief3lich Colistin, ist diese
Empfehlung heute nicht mehr unproblematisch.

Bis zum Jahr 2015 wurden nur chromosomal kodierte Colistin-Resistenzen
beobachtet. Diese Resistenzen konnen nicht ohne Weiteres von einer
Bakterienspezies auf die andere oder von einem Bakteriengenus auf ein anderes
ubertragen werden. Auch die Ubertragung von Patient zu Patient ist nicht so
leicht maglich. Die Resistenzen entwickeln sich bei ausgepragtem Mg?*- Mangel,
der in vivo beim Menschen nicht vorkommt, da nicht mit dem Leben vereinbar,
oder bei subinhibitorischen Colistinkonzentrationen. Da Patienten mit CF
Uberwiegend eine Inhalationstherapie mit Colistin bekommen, ist die Gefahr der

subinhibitorischen Colistinkonzentration im Endotrachealraum gering und
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dementsprechend das Risiko fir eine Resistenzentwicklung Kklein. Dafur
sprechen auch die Ergebnisse der vorliegenden Studie, die gezeigt haben, dass
sich uber einen Zeitraum von bis zu 10 Jahren selbst bei hohem Einsatz von
Colistin zur Inhalation keine Resistenzen entwickelt haben.

Aufgrund des vermehrten Auftretens multiresistenter gramnegativer Bakterien
(MRGN), die nur noch parenteral mit Colistin behandelbar sind, hat der
parenterale Colistinverbrauch weltweit, auch in Deutschland, und in geringem
Ausmal’ auch bei Patienten mit CF, zugenommen. Bei der parenteralen Therapie
kobnnen subinhibitorische Colistinkonzentrationen auftreten, welche die
Resistenzentwicklung gegen Colistin induzieren kénnen. Dazu kommt, dass seit
2015 erstmals in China Enterobacterales (E. coli, Klebsiellen, Acinetobater spp.
und P. aeruginosa) mit plasmidkodierten Colistin-Resistenzen isoliert worden
sind. Es handelte sich dabei um Stamme mit einer LLR mit MHK-Werten von 4 -
8 pg/mL. Das verantwortliche Gen ist das mcr-1-Gen, das auch in sensiblen
Stammen nachgewiesen werden konnte [124]. Plasmid-kodierte Resistenzgene
kénnen leicht, auch von Patient zu Patient, Ubertragen werden. Man fand diese
resistenten Stdmme seit der Erstbeschreibung weltweit in der Umwelt, in
Lebensmitteln, aber auch bei Patienten, auch in Deutschland [125]. Der
parenterale Einsatz von Colistin, mdglicherweise aber auch die
Inhalationstherapie mit Colistin kann bei Patienten, die mit mcr-1-positiven
Stammen besiedelt sind, zu einer Selektion und Ubertragung Colistin-resistenter
Stamme fuhren. Daher sollte Colistin zurliickhaltend und bei parenteraler Gabe
nur nach sorgfaltiger Empfindlichkeitsbestimmung (Mikrodilution) und, wenn

madglich, nach Ausschluss des mcr-1-Gens eingesetzt werden.

Eine gute Alternative zur Inhalation mit Colistin ware die Inhalation mit
Aztreonamlysin, das seit 2010 zugelassen und im Handel ist. Die Substanz zeigt
in aktuellen Studien eine gute Wirksamkeit in der Keimelimination. Im Vergleich
mit der Tobramycin-Inhalation zeigte sich eine Uberlegenheit in der
Verbesserung der Lungenfunktion, ferner konnte die Zahl der Exazerbationen
verringert werden [126]. In einer weiteren Vergleichsstudie mit einer

Placebogruppe erwies sich Aztreonamlysin klinisch ebenfalls als sehr wirksam
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[127]. Als weiteres Inhalations-Antibiotikum steht Levofloxacin-Lésung zur

Verfligung, die ebenfalls eine gute Wirksamkeit zeigt [128].

Eine weitere Mdglichkeit zur Prophylaxe von PA-Infektionen kénnte die Impfung
sein. Die bisherigen Impfstudien waren jedoch nicht Uberzeugend. In einer
Cochrane-Analyse von 2015 [129] kommen die Autoren zu dem Schluss, die PA-

Impfung derzeit nicht zu empfehlen.
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6. Zusammenfassung

Der bei Mukoviszidose zugrundeliegende Gendefekt im CFTR-Gen fuhrt in der
Lunge zur Einschrankung der mukoziliaren Clearance und dadurch zur
Kolonisation mit pathogenen und fakultativ pathogenen Bakterien sowie zu einer
Infektion  und Inflammation mit  zunehmender  Dysfunktion  des
Lungenparenchyms. Der fir die Prognose wichtigste Erreger ist P. aeruginosa
(PA).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob unter der
langjahrigen Inhalationstherapie mit Tobramycin und/oder Colistin eine
Resistenzentwicklung zu beobachten ist und ob sich die beiden Substanzen in
ihrer Resistenzentwicklung unterscheiden.

Dazu wurden im Christiane Herzog - Zentrum fur Mukoviszidose der Universitat
Wirzburg 22 chronisch mit PA besiedelte Patienten, die im Studienzeitraum von
1989 bis 2009 eine langdauernde Suppressionstherapie erhalten hatten,
nachverfolgt, um die Resistenzentwicklung seit dem Erstnachweis von PA zu

klaren.

Insgesamt wurden 1.844 PA-Stamme isoliert, davon waren 1.331 (72,2%) nicht-
mukoid und 513 mukoid (27,8%).

Es konnte gezeigt werden, dass die Patienten mit individuellen Genotypen
besiedelt sind und dass jeder Patient Gber den gesamten Beobachtungszeitraum
mit einem Genotyp kolonisiert ist, auch wenn sich die Stamme phanotypisch und

im Verlauf in der Sensitivitat gegen Antibiotika unterscheiden.

Unter der Inhalationstherapie mit Colistin wurden trotz hohen Einsatzes (4.404
Patienten-Wochen) keine Resistenzen nachgewiesen, bei wenigen Patienten trat
lediglich eine geringe Erh6hung der MHK-Werte auf. Dagegen wurden bei der
Inhalation mit Tobramycin trotz geringeren Einsatzes (1.736 Patienten-Wochen)
Resistenzen bei 30,4% der Isolate und bei 16 (72,7%) Patienten nachgewiesen.
Die parenterale Anwendung von Tobramycin scheint dagegen keinen Einfluss

auf die Tobramycin-Resistenzentwicklung zu haben.
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Soweit bei den kleinen Fallzahlen beurteilbar, scheint das Auftreten Tobramycin-
resistenter Stamme mit den folgenden drei Risikofaktoren assoziiert zu sein:
erstens fruhzeitige Besiedlung mit PA, zweitens eine langfristige
Supressionstherapie; drittens vorwiegend mit Tobramycin durchgefihrte
Inhalationstherapie Uber einen langen Zeitraum. Ein Beweis dafir konnte nicht
erbracht werden, da die statistische Signifikanz nach Korrektur der mit dem
Permutationstest signifikanten p-Werte nach Bonferroni nicht gegeben war. Da
aber diese Tests aufgrund der kleinen Stichproben wenig Aussagekraft haben
und die im Permuationstest festgestellten signifikanten p-Werte deutlich geringer
waren, konnen diese Signifikanzen explorativ bewertet werden. Zur endgdltigen

Klarung dieser Frage kdnnten Folgestudien mit grof3eren Fallzahlen beitragen.

Die Ergebnisse der Studie unterstreichen die Bedeutung des frihzeitigen
Screenings auf PA sowie die Bedeutung der frihzeitigen Eradikationstherapie
und die damit verbundene zeitliche Verzogerung der chronischen PA-
Besiedlung. Dariiber hinaus zeigen sie, dass unter der Inhalation mit Tobramycin

das Risiko der Resistenzentwicklung grof3er ist als bei der Inhalation mit Colistin.
Die Ergebnisse unterstreichen ferner die Bedeutung molekulargenetischer

Methoden in der CF-Diagnostik, insbesondere zur Detektion resistenter
Genotypen (Klone).
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Random Amplified Polymorphic DNA
Ribonukleinsaure

ribosomale Ribonukleinsaure
reactive nitrogen intermediates
reactive oxygen species

Small Colony Variants

Spezies; Bakterien einer Gattung
Transfer-Ribonukleinsaure
World Health Organization



Formblatt zur Erfassung der Patientendaten (Beispiel)

Patient Nr. X (Name, Vorname, Geburtsdatum)

Jahr Monat Regime der i.v.-Therapie Inhalation Nachweis von Sensitivitat von
P. aeruginosa P. aeruginosa
mukoid Menge Tobra Colistin
2000 | Februar nein +++ r s
Juni nein ++ s s
Juli nein +++ sir s/s
2001 | Januar Ceftazidim + Tobramycin nein ++ sir s/s
Februar Colistin
Mérz Colistin
April Colistin nein ++ sir sl/s
Mai Colistin
Juni Colistin
Juli Colistin nein it s s
August Ceftazidim + Tobramycin nein +++ sls s/s
Oktober Colistin nein +++ s s
November Ceftazidim + Tobramycin nein + s s
Dezember Colistin
2002 | Januar Ceftazidim + Tobramycin
Februar Colistin nein +++ s s
Marz Colistin nein +++ s s
April Ceftazidim + Tobramycin
Mai Colistin ja/nein +++ sir s/s
Juni Meropenem + Tobramycin
Juli Colistin nein ++ s s
August Colistin
September Colistin
Oktober Colistin nein ++ S S
November Ceftazidim + Tobramycin nein +++ s S
Dezember Colistin




2003 | Januar
Februar Colistin
Mérz Colistin nein +++ s/s s/s
April Ceftazidim + Tobramycin
Mai Colistin nein ++ s s
Juni Tobramycin nein +++ 5 5
Juli Meropenem + Tobramycin
August Tobramycin nein ++ s s
September Ceftazidim + Tobramycin nein +++ sls s/s
Oktober Tobramycin
November Colistin
Dezember Tobramycin
2004 | Januar Colistin nein +++ s/s s/s
Februar Tobramycin
Marz Ceftazidim + Tobramycin ja/nein +++ sls sl/s
April Tobramycin | ja/nein +++ sir s/s
Mai Colistin
Juni Tobramycin ja +++ S S
Juli Meropenem + Tobramycin
August Tobramycin
September Colistin ja +++ s s
November Colistin ja/nein +++ s/s s/s
USw. Dezember Tobramycin | ja/nein +++ s/s s/s
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