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1 Einleitung

1.1 Die Bakterienspezies Pseudomonas aeruginosa

Der Ablauf einer Infektion unterliegt multifaktoriellen Interaktionen zwischen chemischen
Strukturelementen von Krankheitserregern bzw. deren Stoffwechselprodukten und den verschiedenen
Parametern der Immunantwort. Bei einer antimikrobiellen Chemotherapie kdnnen Antibiotika nicht nur
mit dem Keim, sondern auch unmittelbar mit der Expression einer humoralen und/oder zellularen
Abwehr interagieren (Gillissen 1992).

Die Auswahl der antimikrobiellen Substanzen fir die empirische Initialtherapie einer Infektion hat
sowohl das vorherrschende Keimspektrum als auch die Virulenz der verschiedenen relevanten
Erreger zu bericksichtigen. Besonders geféahrlich, weil rasch letal verlaufend, sind inadaquat
behandelte Infektionen durch nosokomiale gramnegative Erreger, besonders durch Pseudomonaden.
Nosokomiale Pseudomonas-Infektionen sind mit einer erhdhten Letalitatsrate in Vergleich zu anderen
gramnegativen Infektionen verbunden, vor allem Sepsis, Pneumonien und Meningitis (Baltch et al.
1996).

Pseudomonas aeruginosa ist die am langsten bekannte und humanmedizinisch wichtigste
Pseudomonasart. Gessard zlichtete sie 1882 erstmals in Reinkultur und nannte sie Bacterium
pyocyaneum.

Der Begriff Pseudomonas wurde 1894 von Migula eingefiihrt und sollte urspriinglich alle geraden,
stabchenférmigen Bakterien mit polaren Bewegungsorganellen zu einer einzigen Gattung
zusammenfassen. Erst die wachsende Einsicht in die taxonomische Bedeutung bestimmter
physiologischer Merkmale, verbesserte Technik der GeiReldarstellung sowie molekularbiologische
Untersuchungsverfahren brachten in den vergangenen zwanzig Jahren eine Vereinheitlichung und
Prazisierung der Gattungsbeschreibung. Das Genus Pseudomonas bleibt heterogen und zerfallt in
vier rRNA-Ahnlichkeitsgruppen. Unter diesen ist die rRNA-Homologiegruppe | die groRte und umfalit
so typische Spezies wie Pseudomonas aeruginosa oder Pseudomonas putida (Zielmann 1995).

Im Vergleich zu anderen Erregern ist Pseudomonas aeruginosa in der Lage, viele verschiedene
schadigende Substanzen zu bilden. Zu den zellgebundenen Substanzen gehoren die
Lipopolysaccharide mit endotoxischer Wirkung und die Fahigkeit zur Bildung einer Schleimkapsel.
Extrazellular abgesonderte Substanzen umfassen Exotoxin A, Exoproteasen und Hamolysine.

1.2 Therapie und Resistenzlage von Pseudomonas aeruginosa

Bei der Therapie von Pseudomonas-Infektionen sollten folgende Probleme beachtet werden:
1. relativ hohe MHK-Werte bei Pseudomonaden wirksamen Antibiotika
2. die Flle verschiedener Resistenzmechanismen

Unter Resistenzmechanismen versteht man z.B. die Veranderung der Zellpermeabilitét, die Produktion
von Beta-Laktamasen und die Veranderung des Antibiotika-Angriffsortes in der Bakterienzelle



(Wallrauch-Schwarz et al. 1993).

Hier wird durch Mutation die Struktur des jeweiligen Angriffsortes (Penicillinbindende Proteine) so
verandert, dafd entsprechende Antibiotika nicht binden bzw. angreifen kénnen.

Um diesen Resistenzproblemen zu begegnen, wird bei nachgewiesenen oder vermutete
Pseudomonas-Infektionen eine Kombinationstherapie zweier Pseudomonas-wirksamer Substanzen
empfohlen (Grassias-Berardi et al. 1986). Hilf et al. (1989) bestatigten die Anwendung einer
Kombinationstherapie bei Pseudomonas-Bakteriamiein einer klinischen Studie. Hierbeilag di
Mortalitatsrate bei Monotherapie signifikant héher wie bei einer Kombinationstherapie.

Die Kenntnis der relevanten Parameter fiir die Beschreibung der antimikrobiellen Wirkung vo
Chemotherapeutika ist die Grundlage fir die Auswahl und individuelle Dosierung der antimikrobiellen
Therapie. Zudem ist die detaillierte Kenntnis der Abtdtungskinetik von antimikrobiellen Medikamenten
wesentlich fur die Evaluation des optimalen Dosierungsregimes. Zahlreiche Parameter existieren zur
Beschreibung der Wirkung von antimikrobiellen Chemotherapeutika (Blaser 1990):

- MHK oder MBK

- Abtotungsgeschwindigkeit

- Konzentrationsabhangigkeit der Bakterizidie

- freie, nicht proteingebundene Konzentration des Antibiotikums
- Flache unter der Serumkonzentration-Zeit-Kurve (AUC)

- Postantibiotischer Effekt

- Metabolisierung von Antibiotika

- Ausscheidungsart

- Konzentration im Serum oder am Angriffsort

- Proteinbindung des Antibiotikums.

1.3 Wirkmechanismus der Antibiotika

Antimikrobielle Substanzen schadigen die Erreger durch Einwirkung auf die Synthese von
Peptidoglykan, Proteinen, Nukleinsauren, Folsauren bzw. durch Einwirken auf die Struktur und
Funktion der Zellmembran. Der Vorteil, Antibiotika mit unterschiedlichen Angriffspunkten beim Erreger
zu haben liegt darin, bei Auftreten einer Resistenz ausweichen zu koénnen auf eine Substanz mit
einem alternativen Wirkmechanismus.

Antibiotika welche in die Peptidoglykansynthese eingreifen wirken bakterizid.

Beta-Laktamantibiotika, zu denen die Cephalosporine gehdren, interferieren mit der letzten Phase der
Peptidoglykansynthese. Sie hemmen die Transpeptidase und verhindern so die Ausbildung der
dreidimensionalen Struktur des Murein (Peptidoglykan); Folge ist die Lyse der Zelle (Gerber 1993).

Aminoglykosidantibiotika hemmen die Proteinsynthese durch Bindung an die 30S-Untereinheit des
Ribosoms. Sie verhindern die Vervollstandigung des Startkomplexes. Folge ist, daf3 die in der
messenger-RNA kodierten Informationen nicht auf das zu bildende Protein tbertragen werden
kénnen. Dieser Lesefehler bewirkt einen fehlerhaften Aufbau von Zytoplasma-Proteinen. Hieraus
resultieren Defekte beim Aufbau funktionsfahiger Enzyme und eine Schadigung der Membranfunktion.
AusflieBen von Zytoplasma fihrt schlielich zur Lyse der Bakterienzelle = bakterizide Wirkung
(Piepersberg 1985).



1.4 Der Postantibiotische Effekt

Zum Studium der optimalen Wahl von Dosis und Dosierungsintervall bei antimikrobiellen Substanzen
stellen pharmakodynamische in vitro-Modelle eine gute Alternative zu Tierversuchen dar. Die Zeit bis
die Minimale Hemmkonzentration eines Antibiotikums erreicht ist, kennzeichnet eines der wichtigsten
pharmakodynamischen Parameter fur die Effektivitat (Craig 1995).

Der Postantibiotische Effekt wurde erstmals 1944 von Bigger beschrieben, sowie 1948 von Parker und
Luse als Wachstumshemmung der Keime nach Antibiotikaentfernung als ein Phdnomen, das bei
vielen antibakteriellen Substanzen vorkommt.

Insbesonders die Arbeitsgruppe von Craig hat sich um die Klarung und Definition des
Postantibiotischen Effekts sehr bemiiht. Dieser wurde von ihnen als die persistierende Suppression
des bakteriellen Wachstums nach einer vorangehenden, zeitlich exakt definierten, antibiotischen
Exposition oberhalb der minimalen Hemmwerte des jeweiligen Keimes definiert.

Eine groRere Zahl von unterschiedlichen in vitro-Methoden sind zur Erfassung des Postantibiotischen
Effektes eingesetzt worden, unter anderem die Zell-Zahl-Methode und der Bioluminescence assay des
bakteriellen ATP.

Bei der Zell-zahl-Methode erfolgt die direkte Messung der Zahl der tiberlebenden und erneut
wachsenden Bakterien in der Kultur nach Antibiotika-Entfernung.

Die Messung des bakteriellen ATP beinhaltet der Bioluminescence assay. Hier ist eine Trennung vo
lebenden und toten Zellen nicht moglich (Gerber 1993), folglich ist mit dieser Methode auch di
Bakterizidie nicht bestimmbar.

Aus den Ergebnissen zahlreicher Untersuchungen bei unterschiedlichen Bakterien und Antibiotika ist
ersichtlich, daf zahlreiche grampositive und gramnegative Erreger, aber auch Mykobakterien und
Pilze prinzipiell einen postantibiotischen Effekt aufweisen kdénnen. Gegeniiber den grampositiven
Keimen zeigen Beta-Laktamantibiotika kurze, maximal zwei Stunden reichende, postantibiotische
Effekte, wahrend andere Substanzen wie Erythromycin, Clindamycin und Rifampicin in der Regel
langere Effekte aufweisen. Wahrend bei gramnegativen Erregern wie z.B. Escherichia coli und
Pseudomonas aeruginosa gegeniber den Beta-Laktamantiobiotika in niedriger Konzentration (MHK-
Werte) mit Ausnahme von Imipenem keine postantibiotischen Wirkungen zu registrieren sind; weisen
Aminoglykoside, Tetracykline und Chinolone zum Teil betrachtliche postantibiotische Effekte auf. Auch
gegeniiber Candida Spezies werden mit Amphotericin B wie auch mit 5-Flucytosin postantibiotische
Effekte gesehen; wahrend mit Imidazol-Derivaten gegentber diesen Erregern das Phanomen nicht
auftritt (Gerber et al. 1982).

Auf der Basis von exakten pharmakodynamischen Berechnungen hat man seit Jahren versucht, vor
allem bei Patienten mit Niereninsuffizienz eine Verlangerung des Dosierungsintervalls zu begriinden.
Mittlerweile gibt es eine Reihe von klinischen Studien mit verschiedenen Aminoglykosiden, die das
Konzept einer Einmalgabe gut dokumentieren (Knothe 1996, Raz et al. 1995).

Die Dauer des Postantibiotischen Effektes nimmt mit zunehmender Expositionszeit und Konzentration
des Antibiotikums zu, ist aber abhangig von der Keimspezies und der Art des Antibiotikums (Gerber
1993).

Pseudomonas aeruginosa ist in der in vitro-Testung gegenlber Ceftazidim hoch sensibel. In der



kalkulierten Initial-Therapie bei Infektionen in der Intensivmedizin findet es deshalb seine Anwendung,
vor allem als Kombinationspartner von Aminoglykosiden.

Die Resistenzlage wird durch die Produktion von chromosomalen Beta-Laktamasen bestimmt. Bei
Langzeitverabreichung von antipseudomonalen Wirkstoffen bei Patienten mit chronischer Kolonisation
ist die Resistenzentwicklung vorabzusehen (Baltch et al.1996). Die Therapie von Pseudomonas
aeruginosa-Infektionen stellt somit oft ein Problem dar.

Gerber und Craig (1982) untersuchten den Postantibiotischen Effekt von bakteriostatisch wirkenden
Antibiotika. Rifampicin, Tetracyklin und Erythromycin weisen in relativ niedriger Konzentration einen
PAE auf, und zwar sowohl gegeniiber grampositiven wie auch gramnegativen Krankheitserregern. Um
in vitro einen Postantibiotischen Effekt von Beta-Laktamantibiotika auf gramnegative Bakterien z
demonstrieren, werden hohe, unter oraler Therapie im Serum nicht erreichbare
Medikamentenkonzentrationen benétigt.

Die Dauer des PAE ist abhangig von der Art des Antibiotikums, dessen Konzentration sowie auch vo
der Dauer der vorangegangenen Exposition bei mehrmaliger Exposition (Mackenzie et al. 1993,
Gerber 1993, Armstrong et al. 1981).

Hinsichtlich des Mechanismus des postantibiotischen Effektes bestehen noch keine prazisen
Vorstellungen. Es wird davon ausgegangen, dafd durch die Antibiotika-Persistenz an bakteriellen
Bindungsstellen eine letale Schadigung verursacht wird. Suller et al. 1998 sehen im PAE ei
komplexes Geschehen, welches sich fiir jeden Organismus individuell gestaltet. Es ist bekannt, daf3
Erythromycin, Tetracykline und Chloramphenikol an spezifischen Untereinheiten von Ribosomen
empfindlicher Bakterien gebunden werden. In &hnlicher Weise unterliegen auch die
Aminoglykosidantibiotika einer letalen und irreversiblen Bindung an ribosomale Bestandteile. Es wird
daher angenommen, dafl? wahrend der Exposition gegeniiber den wirksamen Antibiotika die Protein-
oder RNA-Synthese so vermindert wird, daR ein Verlust an funktionellen Proteinen mit grof3er
Bedeutung fir den Intermediarstoffwechsel und fiir das Wachstum eintritt. Die Zeitdauer des PAE
konnte daher die Periode der Protein-Resynthese (Synthese neuer Enzyme) reprasentieren
(Mackenzie et al. 1993).

Spivey (1992) stellte in seinen Untersuchungen fest, daf? der PAE bei Beta-Laktamantibiotika zeitlic
identisch ist mit der Zeit zur Synthese neuer Penicillinbindenden-Proteine.

Bei der Bewertung der biologischen Bedeutung des Effektes muf3 beriicksichtigt werden, daf3 noch
zusatzlich eine sogenannte ,postantibiotische Leukocytenfunktionsverstarkung” eintritt. Hierunter
versteht man, dafd in der postantibiotischen Phase die exponierten Bakterien empfindlicher sind
gegenliber der bakteriziden Einwirkung von menschlichen Leukocyten. Eine Erklarung fir das
Phanomen konnte die Veranderung der Zelloberflache sein, so daR die Zelle empféanglicher wird fur
die Phagocytose und intrazellulare Abtétung oder bei Aminoglykosiden die reduzierte Proteinsynthese
(Mackenzie et al. 1993, Spivey 1992).

Antibiotische Effekte werden auch in subinhibitorischen Konzentrationen beobachtet.

Exotoxin A, Exoenzyme, Phospholipase C, Elastase und die Gesamtprotease-Aktivitat werden durch
die Antibiotikakonzentrationen bis hinunter auf 1/20 des MHK-Wertes bei Ciprofloxacin, Tobramycin
und Ceftazidim unterdriickt bei Pseudomonas aeruginosa (Dalhoff 1990).

Gerber (1993) stellte fest, dald der PAE verschiedener Antibiotika verlangert wird, wenn nach de
primaren PAE eine sub-MHK-Konzentration des Antibiotikums eingesetzt wird.

Fur die klinische Relevanz bedeutet das eine ausreichende Konzentration im klinischen
Dosierungsintervall. Wahrend dieser Phase sind die meisten Penicillinbindenden-Proteine (PBP) noch
inaktiviert, nachfolgend sind nur geringe Antibiotikakonzentrationen notwendig, um neue PBP zu
hemmen. Es kommt zur vermehrten Hemmung der Zellvermehrung und damit zur Verlangerung des
PAE (Bundtzen et al. 1981).



1.5 Aufgabenstellung

Der Gedanke fiir diese experimentelle Arbeit war es, den Postantibiotischen Effekt mit
Konzentrationen der Antibiotika zu testen, die dem Serumspiegel entsprechen, um der in vivo-
Situation nahe zu kommen. Die Untersuchungen zum PAE erfolgte mit klinischen Isolaten aus de
Bereich einer Intensivstation. Zahlreiche Ergebnisse zum Postantibiotischen Effekt in der Literatur
beruhen auf Testungen von ATCC (American Type Culture Collection)-Stammen. Ein wichtiger
Gedanke fur zukunftige Studien sollte die Durchfiihrung von Testen mit klinischen Isolaten sein.
Interessant ist auch die Fragestellung, was fir ein PAE zeigt sich, wenn man Ceftazidim und Amikacin
kombiniert, wie es taglich in der Klinik durchgefiihrt wird. AuBerdem sollte in dieser Arbeit untersucht
werden, wie sich der PAE nach mehreren Dosierungsintervallen entwickelt. Wie reagieren di
Bakterien auf eine dreimalige Antibiotika-Exposition? Fir die Therapie ist von Bedeutung, wie schnell
die Wirkung eines Antibiotikums eintritt und wie lange diese anhalt. Aus diesem Grund haben wir
versucht mit unseren Untersuchungen die klinische Realitat zu imitieren, d.h. alle 8-10 Stunden di
Bakterienzelle erneut einem Antibiotkum auszusetzen. Das entspricht einer 3x taglichen
Antibiotikagabe, wie sie bei Ceftazidim Ublicherweise durchgefiihrt wird in Kombination mit einem
Aminoglykosid.

Es sollte versucht werden, die klinische Situation mit experimentellen Untersuchungen nachzuahmen
um SchluRfolgerungen fur optimale Dosierungsintervalle ziehen zu kénnen.

2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme

Zur Testung des Postantibiotischen Effektes wurden 6 Pseudomonas aeruginosa-Stamme mit
verschiedenen Resistenzmuster verwendet. Es handelte sich dabei um 5 Stémme, die aus den oberen
Atemwegen von Patienten der Intensivstation des Carl-Thiem-Klinikums Cottbus stammten (Isolat-
Nummern: 3, 17, 32, 623, 8536) und dem ATCC 27853-Stamm. Die MHK der Patientenstamme zeigt
Unterschiede in der Sensibilitédt gegenliber den beiden getesteten Antibiotika. Der Stamm 623 zeigte
sich kulturell als Rauhform.

Die Bakterienstamme wurden bei minus 21°C eingefroren und vor jedem Testansatz auf Mac Conkey
Agar rekultiviert.

2.2 Nahrmedien

Verwendet wurden Mac Conkey Agar (OXOID Artikel-Nummer: CM 115) und Mdiller Hinton Bouillon
(MERCK Artikel-Nummer: 1.05396.0500).

Die Herstellung erfolgte entsprechend den Angaben der Hersteller.
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2.3 Antibiotika

Es erfolgte die Testung mit Amikacin, Ceftazidim und Amikacin plus Ceftazidim in einmaliger
Exposition und mehrmaliger Exposition.

Amikacin wurde von der Firma BRISTOL-MYERS SQUIBB und Ceftazidim von der Firma CASCA
verwendet.

Die Amikacin-Reinsubstanz wurde in sterilem Aqua dest. gelést und auf eine Endkonzentration von 20
pg/ml nach Firmenvorschrift eingestellt.

Ceftazidim wurde unter Zugabe von Natrium-Carbonat in destilliertem Wasser geldst und dabei auf
eine Endkonzentration von 40 pg/ml laut Firmenvorschrift eingestellt.

Beide Konzentrationen entsprechen den Serumspiegelkonzentrationen (Baltch et al. 1996, Hostacka
1996, Sturm 1989).

Die Lagerung erfolgte bei minus 20°C, da Gupta et al. (1988) zeigen konnten, dal3 die Substanzen
Uber 90 Tage bei Lagerungstemperaturen von minus 20°C stabil blieben .

24 MHK-Bestimmung

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) ist die niedrigste Konzentration eines Wirkstoffes
(angegeben in pg/ml bzw. mg/l), bei der unter definierten invitro-Bedingungen die Vermehrung von
Bakterien innerhalb einer festgelegten Zeitspanne verhindert wird.

Als Vorversuch erfolgte die MHK-Bestimmung mit der Bouillondilutionsmethode bei allen eingesetzten
Teststammen nach DIN 58940. Hierflr wurden Mikrotiterplatten verwendet, die im Institut fir
Mikrobiologie und Hygiene des Universitatsklinikum der Charité hergestellt wurden.

Von einer 18 h alten Agarkultur (Mac Conkey) der Pseudomonas-Stamme wurde eine Verdiinnung in
physiologischer Kochsalzlésung hergestellt (McFarland 0,5 mittels Densitometer bestimmt), die einer
Koloniezahl von 1x10° bis 1x10° vermehrungsfahigen Keimen je ml entsprach. In jede Kavitéat, die mit
einem definiertem Wirkstoffgehalt der Antibiotikastammldsung (siehe Tabelle 1) bestlckt war, wurden
10 pl pro Kavitat der Bakterienkultur pipettiert. Danach wurden die Platten 18 h bei 37 °C bebritet. Zur
Auswertung wurde ein makroskopisch sichtbares Wachstum des Inokulums registriert. Zur Beurteilung
sind die MHK-Werte den nach DIN 58940 Teil 4 festgelegten Bewertungsstufen ,sensibel®,
Jntermediar” und ,resistent* zugeordnet worden.
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Tabelle 1 Pipettierschema zur MHK-Bestimmung auf einer
Mikrotiterplatte mit folgenden Antibiotikakonzentrationen
(in mg/l)
Antibiotikum K onzentration in mg/l Antibiotikum
e Positiv- - .
Ampicillin | 16 | 8 | 4 64 | 32|16 | 8 kontrolle Piperacillin
Ampicillin/ Piperacillin/
Sulbactam 16 [ 64 |32 16718 Tazobactam
Mezlocillin | 32 | 16 | 8 128 | 64 | 32 Azlocillin
Ciprofloxac | 4 | 2 32 |16 | 8 M eropenem
Doxycyclin| 8 | 4 | 2 16 | 8 Cefotiam
Gentamicin | 8 | 4 | 2 16 | 8 Cefotaxim
Tobramycin| 8 | 4 | 2 32 [ 16 | 8 Ceftazidim
Amikacin |32 [ 16 | 8 128 | 64 | 32 Negativ- | Trimethopr/

kontrolle | Sulfonamid

| Resistent | [ Intermediar | [ Sensibel ]

25 MBK-Bestimmung von Amikacin

Die minimale bakterizide Konzentration (MBK) ist die niedrigste Konzentration eines Wirkstoffes
(angegeben in pg/ml bzw. mg/l), die unter in vitro-Bedingungen ein definiertes Inokulum von Bakterien
innerhalb einer festgelegten Zeitspanne um > 99,9 % abtétet.

Von einer 18 h alten Bouillonkultur der stationdren Wachstumsphase wurde eine Verdiinnung in
Miiller-Hinton-Bouillon hergestellt, die einer Koloniezahl von 1x10 ® bis 1x10’ vermehrungsfahigen
Keimen je ml entspach. Parallel wurde eine Verdinnungsreihe mit einer Amikacin-Stamml&sung
hergestellt mit je 1 ml Volumen pro Réhrchen. Folgende Endkonzentrationen an Amikacin wurden pro
Rohrchen eingegeben: 8, 10, 16, 20, 32, 40, und 80 pg/ml. Jedem Réhrchen wurden 1 ml des
Inokulum (Bakterienkultur) zugefiigt. Danach wurden die Testréhrchen 18 h bei 37 °C bebritet und
anschlieRend die Réhrchen ohne Tribung auf Nahrbdden (Mac Conkey) in einer logarithmischen
Verdiinnungsreihe (berimpft, um eventuell Wachstum, das keine Trilbung mehr hervorruft, zu
erkennen. Eine Wachstumskontrolle lief parallel ohne Amikacinzusatz.

2.6 Bakterizidiekurven

Die bakterizide Wirkung kann auch in Form von Zeit-Abtétungskurven dargestellt werden. Dabei wird
das Inokulum mit dem antibakteriellen Wirkstoff inkubiert und nach festgelegten Zeitintervallen hiervon
Teilmengen auf die Anzahl lebender Zellen untersucht.

Von den oben erwshnten 6 Stammen wurde ein Inokulum von 10 ° bis 10’ in physiologischer
Kochsalzlésung mittels Densitometer hergestellt (McFarland 0,5). Die genaue Bestimmung erfolgte
retrospektiv Uber eine Verdiinnungsreihe (geometrische Schritte 1:10 verdiinnt), von der jeweils 100 pl
auf antibiotikafreien Agarplatten (Mac Conkey) ausgestrichen wurden.
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Die Rohrchen mit einem Gesamtvolumen von 5 ml (0,5 ml Antibiotikastammlésung und 4,5 ml
Keimsuspension) wurden bei 37°C fir 10 Stunden bebrtet. Als Antibiotikakonzentration wurden die
MHK der Teststamme und die Serumspiegelkonzentration beider Antibiotika als Endkonzentration
eingesetzt. Die Ansatze liefen jeweils als alleinige Zugabe von Amikacin und Ceftazidim und als
Kombination beider. Alle 1 bis 2 Stunden wurden je 100 pl enthommen, in 1:10 Schritten verdiinnt und
auf antibiotikafreien Agarplatten ausgestrichen. Es wurde eine Wachstumskontrolle ohne
Antibiotikaldsung unter gleichen Bedingungen mitgetestet. Nach 18stlindiger Inkubation wurden die
Kolonien gezéahlt und in halblogarithmischen Diagrammen die KBE/ml (Koloniebildende Einheiten)
gegen die Zeit aufgetragen.

2.7 Fotographische Darstellung

Die Bakterien wurden bei einer 100fachen VergréRerung mittels eines ,Nikon“-Mikroskop fotografiert
(Film APX100). Zusétzlich sind Bilder im Elektronenmikroskop (TESLA, BP 5000) entwickelt worden.
Dazu wurden aus einer Keimbouillon (Miller-Hinton), die mit dem entsprechenden Antibiotikum und
dem ATCC-27835 Stamm uber 2 Stunden inkubiert war,

2 ul auf ein Kohlefilm beschichtetes Kupfernetz aufgebracht. Danach erfolgte eine 3malige
Waschprozedur mit Aqua dest. und anschlieBend die Kontrastierung mit 2%igen Uranylacetat.

Nachfolgend konnten die Netze im Elektronenmikroskop betrachtet werden. Fotografiert wurde mittels
einfachen Fotoplatten, welche ein Fotolabor entwickelte .

AuRerdem erfolgte eine Darstellung einer inkubierten Bakteriensuspension mit Amikacin durch die
Firma LEICA mittels Rasterelektronenmikroskopie.

2.8 Bestimmung des Postantibiotischen Effektes

Von einer Agarplatte wurden 3-5 Kolonien in 60 ml Muller-Hinton-Bouillon Gberimpft und fir 20
Stunden bei 37°C bebriitet (stationdre Phase). Daraus wurden 6 ml Flussigkultur in vorgewarmte
Miiller-Hinton-Bouillon Uberfihrt und fir 3 Stunden bei 37°C auf einem Magnetriihrer in die
logarithmische Wachstumsphase gebracht.

Fur die PAE-Bestimmung wurde ein Inokulum von 10°-10" KBE/m benotigt. Diese Keimkonzentration
wurde aus der zuletzt beimpften Bouillon gewonnen mittels McFarland-Bestimmung Uber ein
Densitometer und Kontrolle dessen Uber eine Lebend-Keimzahlbestimmung mittels
Verdiinnungsreihe.

Es liefen pro Ansatz 2 Testreihen und eine Wachstumskontrolle.

In den Testroéhrchen befanden sich bei der Ceftazidimtestung 4,5 ml Pseudomonas aeruginosa-
Flassigkultur mit dem definierten Inokulum (Mac Farland 0,5) plus 0,5 ml Ceftazidim 40 pg/ml, bei der
Amikacintestung 4,5 ml Flissigkultur plus 0,5 ml Amikacin 20 pg/ml und bei der Kombinationstestung
4,0 ml Pseudomonas aeruginosa-Flussigkultur plus 0,5 ml Amikacin 20 pg/ml plus 0,5ml Ceftazidim
40 pg/mil.

In der Wachstumskontrolle waren bei jeder Testung stets 5,0 ml Flussigkultur von Pseudomonas
aeruginosa (Mac Farland 0,5) ohne Antibiotikazusatze.

Die Expositionszeit betrug immer 2 Stunden bei 37°C auf einem Riittler.

Vor Testbeginn wurde aus allen Ansatzrohrchen das Inokulum retrospektiv durch Ermittlung der
Lebend-Keimzahl bestimmt. Die Keimzahlung erfolgte durch Herstellung einer dekadischen
Verdiinnungsreihe und nachfolgendem Spatelverfahren (100 pl pro Agarplatte), die Auswertung aus
den 3 mittleren Verdinnungsstufen, wobei das arithmetische Mittel gebildet wurde.
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Nach den 2 Stunden Exposition wurde die Keimzahl bestimmt (siehe oben). Danach wurden die
Rohrchen 10 min bei 3000 g und 37°C zentrifugiert, und der Uberstand bis auf 1 ml entfernt. Diese 1
ml wurden in 9 ml frischer Miller-Hinton-Bouillon resuspendiert mit nachfolgender Zentrifugation und
Resuspendierung von 0,5 ml Aliquot in 4,5 ml frischer Miller-Hinton-Bouillon. Diese Waschprozedur
fand zweimal statt. Der frische Ansatz wurde fir 8-10 Stunden bei 37°C bebritet und alle 1-2 Stunden
eine Verdunnungsreihe zur Keimzahlbestimmung angelegt. Aus dieser Verdinnungsreihe wurden
jeweils 100 pl auf Agarplatten ausgespatelt, fir 18 Stunden bei 37°C bebriitet und nachfolgend
ausgezahilt.

Gleichzeitig erfolgte die Uberprifung auf antibakterielle Hemmstoffe, das heit eine Testung
dahingehend ob sich noch Reste von Antibiotika in der Testlosung befinden. Methodisch vorgegangen
wurde nach DIN 58958 Teil 1.

Zur Auswertung wurde die Keimzahl KBE/ml logarithmisch gegen die Zeit in einem Diagramm
aufgetragen. Aus diesem lief3 sich dann der Postantibiotische Effekt bestimmen. Der PAE wurde durch
Vergleich der Wachstumskurven von der Testung mit Antibiotikum und der Negativkontrolle ohne
Antibiotika-Exposition ermittelt. Der PAE wird in Stunden und Minuten angegeben.

Die Bestimmung des Postantibiotischen Effektes wurde in 3 bis 10 Parallelansatzen bestimmt.

Die Untersuchungen zum Postantibiotischen Effekt wurden in einer einmaligen Exposition (siehe
Abbildung 1) und in einer dreimaligen Exposition (siehe Abbildung 2) durchgefiihrt. Dabei wurde die
Antibiotikaexposition nach 8-10 Stunden und nach weiteren 8-10 Stunden wiederholt. Jede einzelne
Expositionsphase zeigte den gleichen methodischen Ablauf wie oben beschrieben.

Abb.1 Grafische Darstellung zur Ermittlung des PAE bei einmaliger

Exposition (Prinzip)

log,, CFU/ml
g 4 Kontrollstamm

Teststamm

Antibiotikainkubation

v

2 1 0 2 4 6 8 10 Zeit (h)
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Abb.2 Ablauf der PAE-Bestimmung bei Mehrfach-Exposition (Prinzip)

log,, CFU/ml
4 1.-3. Antibiotikaexposition
10 v v v Kontrolle
8
6
4
Teststamm
2
v

»
>

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 Zeit (h)

2.8.1 Statistische Berechnung

Berechnet wurde die Standardabweichung ausgehend von einer Stichprobe . Die Standardabwei-
chung ist ein Mal3 dafir, wie weit die jeweiligen Werte um den Mittelwert streuen.

Die Stichprobenstandardabweichung (STABW) verwendet folgende Formel:

anZ-(zx)Zl
n(n-1)

STABW =

X = EinzelmeRwert

n = Anzahl der MeRwerte

2.8.2 Quantifizierung des Postantibiotischen Effektes

Unter dem Postantibiotischen Effekt versteht man die Hemmung einer erneuten Keimvermehrung in
Stunden nach kurzfristiger Antibiotikaexposition bei einem mehrfachen der MHK (siehe Abbildung 1
und 2).
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Die Dauer des Postantibiotischen Effektes wurde errechnet nach der Gleichung:
PAE = 1 logio Test — 1 logio Wachstumskontrolle
PAE=T — C (in Stunden)

wobei 1 logio Test die Zeit darstellt, die die vorexponierten Keime bendtigen, um sich zu
verzehnfachen; 1 logie Wachstumskontrolle ist die Verzehnfachungszeit der scheinexponierten
Kontrollorganismen (Gerber et al. 1982).

3 Ergebnisse

3.1 MHK der Teststamme

Die Werte der MHK-Bestimmungen sind inTabelle 2 aufgefiihrt und stellen Mittelwerte vo
Untersuchungsablaufen dar.

Die Patientenstamme zeigten eine unterschiedliche antimikrobielle Empfindlichkeit. Stamm 623 und
8536 sind relativ sensible Isolate. Stamm 3 und 17 zeigen eine geringe Empfindlichkeit gegentiber
den getesteten Antibiotika.

Die hochste Resistenz zeigte Stamm 32 mit sieben Antibiotika. Nur Ceftazidim war sensibel (siehe
Tabelle 2 und 3).

Solche Resistenzmuster sind oft bei Pseudomonas aeruginosa- Isolaten einer Intensivstation z
finden.

Tabelle 2 MHK von 8 Antibiotika gegen sechs Stamme von

Pseudomonas aeruginosa (Angaben in pg/ml)

Pseudomonas aeruginosa-Stamme
Antibiotikum ATCC 623 8536 3 17 32
27853
Ciprofloxacin <0,25 <0,25 <0,25 0,5 <0,25 0,5
Gentamycin 1 1 1 4 2 >8
Tobramycin <0,5 <0,5 <0,5 0,5 <0,5 4
Amikacin 2 <2 2 4 2 32
Piperacillin 4 2 4 16 8 64
Cefotaxim 4 4 16 16 >16 >16
Ceftazidim 1 <0,25 2 2 2 4
Mezlocillin 16 16 32 >32 >32 >32




Die Bestimmung der MBK fir Amikacin ist in Tabelle 4 dargestellt. Die Ergebnisse sind aus 3

Tabelle 3 MHK-Bewertung fir Amikacin und Ceftazidi

Stamm Amikacin Ceftazidi
ATCC 27853 sensibel sensibel
623 sensibel sensibel
17 sensibel sensibel
3 sensibel sensibel
8536 sensibel sensibel

32 resistent sensibel (letzte Stufe)

3.2 Minimale Bakterizide Konzentration (MBK) gegen Amikacin
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Parallelbestimmungen hervorgegangen. Ermittlung nach der beschriebenen Methode unter Punkt 2.5 .

Die hochste Resistenz zeigte Stamm 32, die niedrigste die Stamme 17 und 8536.

Tabelle 4 MBK von Amikacin gegen die sechs Teststamme
Keimzahl KBE/ml

Anti- Stamm Stamm Stamm | Stamm | Stamm | Stamm
biotika- | ATCC 623 17 3 8536 32
konzen- |Inokulum [Inokulum |Inokulum |Inokulum | Inokulum |Inokulum
tration 4x10° 1x10’ 1,75x10°| 8x10° 1x10° 1x10’
8 pug/ml | 5,0x10° k.M. k.M. k.M. k.M. k.M.
10 pg/ml k.M. k.M. 1,75x10° | k.M. 1,0x10? k.M.
16 pg/ml | 1,0x10° | 1,0x10° k.M. 8,0x10° k.M. k.M.
20 pg/mil k.M. k.M. negativ k.M. negativ k.M.
32 pg/ml | 1,0x10° | negativ | negativ [ 1,0x10° | negativ | 1,0x10°
40 pg/ml | negativ k.M. negativ | negativ k.M. 1,0x10°
80 pg/ml | negativ negativ k.M. negativ negativ | negativ

k.M. = kein MeRwert

Zusammengefal3t ergeben sich hieraus folgende MBK-Werte gegen Amikacin:

Stamm ATCC
Stamm 623

40 pg/ml

32 pg/ml
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Stamm 17 20 pg/ml
Stamm 3 40 pg/ml
Stamm 8536 20 pg/ml
Stamm 32 80 pg/ml

3.3 Bakterizidiekurven

Die Bakterizidiekurven (Methodenbeschreibung siehe unter Gliederungspunkt 2.6) zeigen die geringe
Wirksamkeit der Antibiotika in MHK-Grof3en auf die Bakterien

Aus den Kurvenverlaufen (Abb. 3 bis Abb. 14), welche sich an dieses Kapitel anschliel3en, ist
erkennbar, daR die effektivste Wirkung auf die Bakterien nur durch den Einsatz der
Serumspiegelkonzentration zu verzeichnen ist.

Der Stamm 32 ist gegeniiber Amikacin resistent, aber mit der Konzentration von 20 pg/ml ist eine
bakterizide Wirkung sichtbar (Abb.13).

Bei der Kombination beider Antibiotika ist eine deutliche Verstarkung der antibakteriellen Wirksamkeit
zu erkennen.

Hinweis zu den Grafiken: die Minimalem Hemmkonzentrationen der einzelnen Teststimme sind der
Tabelle 2 zu entnehmen. Die Serumspiegelkonzentration von Amikacin entsprach 20 pg/ml und die
von Ceftazidim 40 pg/ml.



Abb. 3 Bakterizidiekurven vom Stamm 623 mit Serumspiegelkonzentration der Antibiotika

5
KBE/ml (Ig10)

83 9 93 10 11 12 13 133 14 15 16 18 19,3

Zeit in Stunden

—e— Amikacin 20 pg/ml —m— Ceftazidim 40ug/ml —a— Amikacin+Ceftazidim




KBE/mI (Ig10)

Abb. 4 Bakterizidiekurven vom Stamm 623 mit MHK der Antibiotika

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

7,15 7.3 8 845 9 945 10 113 12 13,3 14 153 16 18 18,3
Zeit in Stunden

—e— Amikacin < 2 pg/m| —#— Ceftazidim < 0,25 pg/ml —4— Amikacin+Ceftazidim
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Abb.5 Bakterizidiekurven von Stamm 17 mit MHK der Antibiotika

KBE/mI (Ig10) 12

10 +

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 715 73 8 8,45 10 10,3 12 13,3 13,5 14 15,3 16,3 17,3 19

Zeit in Stunden

—e— Amikacin 2 ug/ml —#— Ceftazidim 2 pg/ml —4— Amikacin+Ceftazidim
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Abb. 6 Bakterizidiekurven vom Stamm 17 mit Serumspiegelkonzentration der Antiobiotika

KBE/ml (Ig10) " T

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 845 9 945 11 11,2 12 13 13,3 14,2 15,3 15,517,3 18,2 19,3

Zeit in Stunden

—e— Amikacin 20 pg/ml —#— Ceftazidim 40 pg/ml —4— Amikacin+Ceftazidim
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Abb. 7 Bakterizidiekurven vom Stamm 3 mit MHK der Antibiotika

12

KBE/mI (Ig10)
10 +

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7,15 8 9,45 11,3 13,3 15 17 18,3

Zeit in Stunden

—e— Amikacin 4 ug/ml —#— Ceftazidim 2 pg/ml —a— Amikacin+Ceftazidim
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Abb. 8 Bakterizidiekurven vom Stamm 3 mit Serumspiegelkonzentration der Antibiotika

8

KBE/mI (Ig10)
F

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
83 845 93 945 10 11 12 13 133 14 15 153 16 18 18,2 19,3

Zeit in Stunden

—e— Amikacin 20 pg/ml —— Ceftazidim 40 pg/ml —4— Amikacin+Ceftazidim




KBE/mI (Ig10)

Abb. 9 Bakterizidiekurven von Stamm 8536 mit MHK der Antibiotika

7,15 7.3 8 8,45 10 12 13,3 13,45 14 153 16,3 17,3 19
Zeit in Stunden

—— Amikacin 2 pg/ml —&— Ceftazidim 2 pg/ml —&— Amikacin+Ceftazidim
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Abb. 10 Bakterizidiekurven von Stamm 8536 mit Serumspiegelkonzentration der Antibiotika

8
KBE/mI (Ig10)

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A »
7 845945 11 12 12,3 13 13,3 13,5 153 155 16 17,3 18,2 18,3

Zeit in Stunden

—e— Amikacin 20 pg/ml —#— Ceftazidim 40 pg/ml —4— Amikacin+Ceftazidim




Abb.11 Bakterizidiekurven vom Stamm ATCC 27853 mit MHK der Antibiotika

KBE/ml (Ig10)o

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
715 73 8 845 9 10 11,3 12 13,3 14 153 16 18 18,3

Zeit in Stunden

—e— Amikacin 2 ug/ml —#— Ceftazidim 1 pg/ml —4— Amikacin+Ceftazidim
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KBE/mI (Ig10)
9

Abb. 12 Bakterizidiekurven vom Stamm ATCC mit Serumspiegelkonzentration der
Antibiotika

8,3 9 9,3 10 11 12 13 133 14 15 16 18 193

Zeit in Stunden

—e— Amikacin 20 pg/ml —— Ceftazidim 40 pg/ml —4— Amikacin+Ceftazidim
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Abb. 13 Bakterizidiekurven vom Stamm 32 mit Serumspiegelkonzentration der Antibiotika

10

KBE/ml (Ig10) g9 -

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 715 73 8 845 10 10,3 12 13,3 135 14 15,3 16,3 17,3 18

Zeit in Stunden

—e— Amikacin 20 pg/ml —— Ceftazidim 40 pg/ml —4— Amikacin+Ceftazidim




Abb. 14 Bakterizidiekurven vom Stamm 32 mit MHK der Antibiotika

KBE/mI (IglO§3

9 10 11,2 12,3 13,3 14,2 15,5 17,3

Zeit in Stunden

—e— Amikacin 32 pg/ml —#— Ceftazidim 4 pg/ml —4— Amikacin+Ceftazidim

19,3
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3.4 Postantibiotischer Effekt mit einmaliger Exposition von Amikacin,
Ceftazidim und die Kombination beider Antibiotika

3.4.1 PAE bei Amikacin

Alle 5 Patientenstamme und der ATCC-Stamm wurden bezlglich des PAE gegeniber Amikacin
geprift bei einer Konzentration von 20 pg/ml.

Die Testung erfolgte 10 mal (Stamm 32: 6 mal), um die Reproduzierbarkeit zu Uberprifen und
statistische Werte erheben zu konnen. Das Inokulum schwankte zwischen 0,5x10 ' bis 3,75x10’
KBE/ml. Die Expositionszeit des Antibiotikums betrug 2 Stunden. Die Wirksamkeit von Amikacin tber
diese Zeit spiegelt sich in einer Verringerung der Keimkonzentration um 3-4 Zehnerpotenzen (Ig 1o
KBE/mI) wieder. Das Wachstum der Bakterien nach Amikacin-Kontakt wurde tUber 10 Stunden
registriert.

Der Stamm 8536 besitzt einen durchschnittlichen Postantibiotischen Effekt von 1,6 Stunden bei einem
Inokulum von 1,9x10" KBE/mI (Mittelwert).

Der Stamm 623 besitzt einen durchschnittlichen Postantibiotischen Effekt von 2,3 Stunden bei einem
mittleren Inokulum von 1,57x10° KBE/ml. Beide Stamme gelten als relativ sensibel in der MHK-
Bestimmung und zeigen trotzdem Unterschiede beim Postantibiotischen Effekt von 0,7 h.

Stamm 3 und 17 mit &hnlichem Resistenzmuster in der MHK-Bestimmung zeigen eine Differenz im
Postantibiotischen Effekt von 0,6 h.

Der Stamm 32 besitzt gegentiber Amikacin keinen PAE bis negativen PAE.

Die Standardabweichung bei allen Testablaufen lag zwischen 0,13 und 0,78 h.



Tabelle 5 Bestimmung des PAE in Gegenwart von Amikacin (20 pg/ml) bei den Teststdmmen
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Stamm Stamm Stamm Stamm Stamm ATCC
3 8536 17 32 623 27853
Inokulum | PAEin [Inokulum| PAEin |Inokulum| PAEin [Inokulum| PAEin [lInokulum| PAEin |Inokulum| PAEin
KBE/ml | Stunden | KBE/ml | Stunden | KBE/ml | Stunden | KBE/ml | Stunden | KBE/ml | Stunden | KBE/ml | Stunden
1,7x10’ 25 1,0x10’ 25 1,0x10’ 20 |275x10"| -0,25 | 1,0x10’ 3,0 0,5x10’ 2,0
1,5x10’ 25 |065x10"| 25 |065x10°| 1,75 | 34x10" | -0,25 | 14x10° | 2,75 | 0,7x10’ 3,0
0,5x10’ 1,5 1,1x10’ 1,0 |048x10"| 3,0 2,7x10’ 0 1,6x10’ 1,75 [0,85x10°| 2,0
1,0x10’ 1,0 1,0x10’ 1,25 |058x10°| 35 |3,75x10’ 0 2,0x10’ 1,5 0,7x10’ 2,0
2,8x10’ 2,0 3,2x10’ 1,5 3,0x10’ 3,0 2,0x10’ 0 2,0x10’ 20 |064x10°| 2,0
1,9x10" | 3,25 | 3,5x10’ 1,5 1,9x10’ 35 3,6x10’ 0 2,9x10’ 20 |064x10°| 2,0
2,010’ 2,75 1,1x10’ 15 1,0x10’ 2,25 0,6x10’ 25 0,72x10’ 2,0
2,2x10" 225 |1,35x10°| 1,75 | 2,75x10’ 25 2,8x10’ 25 0,91x10’ 2,0
1,0x10’ 1,25 |325x10°| 1,25 |1,35x10°| 275 0,71x10’ 25 1,4x10’ 2,25
1,5x10’ 1,0 2,85x10" | 1,25 1,8x10’ 2,25 0,75x10’ 25 1,1x10’ 2,25
Mittel- | 1,61x10° | 2,0 1,9x10’ 1,6 |145x10"| 265 | 3,0x10" | -0,08 |157x10°| 2,3 |081x10"| 2,15
wert
STABW 0,78 0,5 0,6 0,13 0,46 0,3
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3.4.2 PAE bei Ceftazidim

Bei allen 6 Stammen wurde der Postantibiotische Effekt gegentiber Ceftazidim getestet in sieben bis
zehn Parallelanséatzen.

Das Inokulum schwankte zwischen 0,5x10" und 5,0x10 KBE/ml. Die Expositionszeit betrug 2 Stunden
mit nachfolgender Uberprifung des Keimwachstums tber 10 Stunden.

40 pg/ml Ceftazidim mit 2h Wirkzeit auf die Bakterien erbrachten nur eine Reduzierung der Keimzahl
um eine Zehnerpotenz (Igio KBE/mI) bei allen Teststammen.

Die ermittelten Postantibiotischen Effekte zeigten Differenzen zwischen den einzelnen Stamme
(siehe Tabelle 6). Beim ATCC 27853 ergab sich ein PAE mit 2,78 h. Bei den Stammen 8536 und 623
lagen die ermittelten Werte fir den PAE bei 2,3 und 2,4 Stunden. Bei Stamm 17 wurde ein negativer
PAE beobachtet (siehe Tabelle 6).



Tabelle 6

Bestimmung des PAE in Gegenwart von Ceftazidim (40 pg/ml) bei den Teststammen
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Stanmm 3 Stamm 8536 Stamm 17 Stamm 32 Stamm 623 ATCC 27853
Inokulum | PAE in |Inokulum| PAE in |Inokulum| PAE in [Inokulum| PAE in [Inokulum| PAE in |Inokulum | PAE in
KBE/mI| | Stunden | KBE/ml | Stunden | KBE/ml | Stunden | KBE/ml | Stunden | KBE/mIl | Stunden | KBE/m| | Stunden
50x10°| 1,0 0,71 x 2,0 1,0x10° 0 1,0x10"| 1,0 1,35 x 4,0 0,70 x 5,5
10’ 10’ 10’
50x10°| 10 [12x10"| 20 [1,1x10"] -1,0 0,837x 1,5 |0,6x10°| 4,0 0,797x 3,25
10 10
42x10"| 0,75 [1,4x10"] 1,25 |1,0x10"| -1,75 |1,5x 10’ 0 0,557x 3,0 0,657x 6,0
10 10
2,9 x 10’ 0 26x10"| 2,25 0,76 x 0 0,5x10°| 1,0 1,25 x 3,75 0,65 x 4,5
10’ 10’ 10’
2,3 x 10’ 0 2,25 X 30 [1,1x10°| 0,25 |1,6x10° 0 0,77 X 25 0,72 x 0,25
10’ 10’ 10’
28x10"| -0,75 [255x10°| 2,0 0,60 x 0 1,78 x 0 0,81 x 1,75 |0,5x10°| 0,25
10’ 10’ 10’
1,6 x10"| -1,25 [3,6x10°| 3,5 1,257x 0,25 |[1,6x 10’ 0 16x10°] 1,0 [2,3x10°| 25
10
1,0x10"| -0,25 [1,9x10°| 3,0 1,147x -0,5 1,8x10°| 1,25 [2,3x10"| 2,25
10
1,0x10°] 0,75 [2,7x10| 2,5 1,457x 0 20x10"| 1,25 [3,2x10'| 4,75
10
0,7x10’| 15 [2,0x10’| 1,75
1,7x10"| 1,75
1,0x10°| 1,0
22x10"] 25
2,86x10°| 0,14 |2,00x10°| 2,3 [1,04x10°| -0,3 [1,25x10°| 0,5 1,1x10° 2.4 1,4x10° | 2,78 [Mittelwert
0,8 0,68 0,67 0,64 1,2 1,9 STABW




3.4.3 PAE bei Ceftazidim plus Amikacin

Die Kombination eines Beta-Laktamantibiotikums mit einem Aminoglykosid zeigt synergistische
Wirkung (Dalhoff 1990).

Der PAE wurde bei den Stammen 3, 623, 32 und dem ATCC 27853 getestet. Es wurde nur mit diesen
Stdmmen weiter gearbeitet, um Extreme darzustellen, das hei3t extrem sensibel und resistente
Stdmme. Die Testreihen wurden jeweils 4mal wiederholt.

Die Kombination beider Antibiotika fihrte bei allen getesteten Stammen zu einer Verlangerung des
Postantibiotischen Effektes gegenlber der Einzelexposition der Antibiotika. Der ATCC- und der
sensible Stamm 623 zeigten dabei fast eine Verdopplung des PAE bei Amikacin (siehe Tabelle 7). Der
resistente Stamm 32 besitzt bei Einzelexposition von Amikacin oder Ceftazidim nur einen
kurzandauernden PAE. Die Kombination beider Substanzen zeigt in allen Féllen einen positive
Postantibiotischen Effekt der getesteten antimikrobiellen Substanzen.

Tabelle 7 PAE der getesteten Stamme fur Amikacin, Ceftazidim und die

Kombination der beiden Antibiotika (Angaben in Stunden)

Stamm Stamm ATCC Stamm
32 623 27853 3
Antibiotikum
PAE in Stunden
Amikacin -0,8 2,3 2,15 2,0
Ceftazidim 0,5 2,4 2,78 0,14

Kombination 2,75 5,37 5,12 2,43




Tabelle 8 Postantibiotischer Effekt bei der Kombination von Amikacin und Ceftazidim

Stamm 32 Stamm 623 ATCC Stamm 3
27853

Inokulum PAE in Inokulum PAE in Inokulum PAE in Inokulum PAE in

KBE/ml Stunden KBE/ml Stunden KBE/ml Stunden KBE/ml Stunden
2,25 x 10’ 275 | 1,0x10’ 6,75 0,52 x 10’ 6,5 1,0 x 10’ 2,75
1,38 x 10° 3,25 1,1x10° 4,75 0,40 x 10’ 6,0 1,22 x 10° 2,25

1,4 x 10’ 3,5 0,5 x 10’ 4,0 7,25 x 10’ 3,25 1,1 x 10’ 2,0
0,82 x 10’ 1,5 1,1x10° 6,0 1,0x 10’ 4,75 1,1 x 10’ 2,75

1,46x10" 2,75 0,9x10’ 5,37 2,29x10" 5,12 1,1x10" 2,43 Mittelwert

0,88 1,2 1,4 0,37 STABW
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3.5 Postantibiotischer Effekt mit dreimaliger Exposition von
Amikacin, Ceftazidim und der Kombination beider Antibiotika

3.5.1 PAE bei Amikacin

Fur die Untersuchung des Postantibiotischen Effektes bei mehrmaliger Zugabe der antimikrobiellen
Substanzen wurden die Stamme 3, 32 und der ATCC 27853 genommen.

Die Experimente wurden in drei bis vier Parallelansatzen durchgefiihrt.

Das Inokulum vor der 1. Exposition bei allen drei Stammen lag zwischen 0,8x10’ bis 9,5x10" KBE/ml.
Die Verringerung der Keimzahl wahrend der ersten Exposition bei Stamm 3 und dem ATCC lag
zwischen 2-4 Zehnerpotenzen (Ig 10 KBE/ml), bei Stamm 32 war keine bis eine ganz geringe
Verringerung der Keimeinsaat zu verzeichnen.

Die 2. Exposition mit Amikacin erfolgte 8-10 Stunden nach der ersten. Die Bakterien waren zu diese
Zeitpunkt fast auf das Ausgangsinokulum angewachsen. Die Wirkung von Amikacin zeigte nach der 2.
Exposition bei Stamm 3 eine Verringerung der Bakterienzahl um 1-2 Zehnerpotenzen (Ig 10 KBE/ml).
Nach der 3. Exposition, die 8-12 Stunden spéter erfolgte, war das Inokulum nach 2 Stunden
Einwirkung von Amikacin gleichgeblieben oder verringerte sich um maximal eine Zehnerpotenz. Der
PAE bei Stamm 3 zeigte kaum Veranderungen uber die drei Expositionszeiten, er bleibt fast konstant
(0,71-0,97 Stunden).

Beim ATCC 27853 war die Verringerung des Inokulums bei der 1. und 2. Exposition gleich, um 3-4
Zehnerpotenzen (Igio KBE/ml). Nach der 3. Exposition zeigte sich eine verringerte bis keine Wirkung
auf den Stamm. Der Postantibiotische Effekt zeigte nach der 2. Exposition eine Verlangerung, nach
der 3. Exposition eine Verkirzung gegeniiber der 2. Exposition.

Der gegeniiber Amikacin resistente Stamm 32 lie3 Gber die drei Inkubationszeiten keine Verringerung
der Keimzahl erkennen. Der PAE war nach der 1. und 2. Exposition kurz und gleichbleibend, aber
nach der 3. Exposition zeigte sich eine deutliche Verlangerung von 0,87 auf 2,33 Stunden.



Tabelle 9 PAE von Pseudomonas aeruginosa mit Amikacin (20pg/ml) nach dreimaliger Exposition
1.Inkubation 2.Inkubation 3.Inkubation

Stamm |Inokulum | Keimzahl PAE Inokulum | Keimzahl PAE Inokulum | Keimzahl PAE

KBE/ml | vor AB- in KBE/ml | vor AB- in KBE/ml | vor AB- in
entfernung | Stunden entfernung | Stunden entfernung | Stunden

3 1,7x 107 8,0x 10 4,0 7.5x 10° 2.0x10° 1.5 2,8x 107 1,4 x 10° 2,25

1,1 x107 7,5x 10° 3,75 1,1 x 107 1,0 x 10° 3.5 5,8x 107 8,0x 10° 2,75
1,7x 107 8,0x 10* 2,25 55x10° | 825x10* 4,25 6,5x 10° 52x10° 1.5

1,1 x 107 7.5x 10° 2,25 8,5x 10° 9,0x 10° 4,0 6,1 x 107 6,0 x 107 4,0

Mittelwert 2,81 3,06 2,91
Standardabw 0,71 0,97 0,97
32 8,65x107 | 2,1x10° -1,0 1,35x 10" | 1,15x 107 0 1,25x 10 2,0x 10° 2,0
9,5x 107 1,5 x 107 1,25 9,5x 10’ 3,0 x 10° 2,0 1,55 x 107 6,5 x 10° 2.5

8,5 x 107 1,0 x 107 0 1.35x 10 | 1,8x10° 1,0 1,35x 10" | 1,15x 10’ 2.5

Mittelwert 0,75 0,87 2,33
Standardabw 0,66 0,77 0,28
ATCC 4.65x10" | 6,75 x 10* 1,75 7,0x 107 6.0 x 10° 3.0 1,7x 107 7.25x 10° 3.5
27853 335x 107 | 22x10° 325 475x10° | 4,0x10' 8,0 5,0 x 10 2,0x 10 4,0
L1 x 10 1,3 x 10* 1,75 2,9x 107 5,0x 10° 4,25 1,25x 10° 1,0 x 10° 3,0

Mittelwert 2,25 5,08 35
Standardabw 0,86 2,6 0,5
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3.5.2 PAE bei Ceftazidim

Die Testung von Ceftazidim in einmaliger Exposition (ersten Testungen) ergaben fur Stamm 3 und 32
einen kurzdauernden Postantibiotischen Effekt bei einem Inokulum von 1,0-2,8x10" KBE/m.

Bei Beginn (1.Exposition) des Testablaufes zur mehrmaligen Zugabe von Ceftazidim zeigte der
Stamm 32 mit einem Inokulum von 7,0x10° KBE/ml einen PAE von 2,8 h.

Die ersten Versuche mit dem ATCC-Stamm und Ceftazidim lieRen einen PAE von 2,8 Stunden
erkennen, bei der dreimaligen Exposition war zu Beginn ein PAE von 1,5 Stunden zu verzeichnen bei
fast gleichem Inokulum.

Das Antibiotikum wurde zur 2. Exposition 7-8 h nach der 1. Exposition auf die Bouillonkultur gegeben,
und zur 3. Exposition 8-9 h nach der 2. Exposition.

Ceftazidim brachte wahrend jeder Inkubation bei allen 3 Isolaten eine Senkung des Inokulums um 2
Zehnerpotenzen (Igio KBE/ml). Die Empfindlichkeit der Stdmme gegeniber Ceftazidim veranderte sich
Uber die 3 Expositionszeiten in Folge kaum.

Der Postantibiotische Effekt von Stamm 3 verlangerte sich von 0,38 h auf 1,2 h.
Beim Stamm 32 zeigt sich eine geringer Abfall des PAE von 2,8 h auf 2,0 h.

Der ATCC 27853-Stamm liel3 eine Verlangerung des PAE von 1,5 h dber 2,2 h bis zu 2,5 hin der 3.
Exposition erkennen.



Tabelle 10 PAE von Ceftazidim 40 pg/ml in dreimaliger Exposition bei den Teststdmmen
1.Inkubation 2.Inkubation 3.Inkubation
Stamm | Inokulum| Keimzahl PAE |Inokulum| Keimzahl PAE |Inokulum| Keimzahl PAE
KBE/ml | vor AB- in KBE/ml | vor AB- in KBE/ml | vor AB- in
entfernung | Stunden entfernung | stunden entfernung | Stunden
3 50x10" | 525x10° 05 85x 10° | 1,22x10° 1,0 2,05x10" | 9,0x10° 1,0
8,0 x10’ 1,1x 10° 1,0 8,0x 10° 2,0x 10° 1,75 2,1x 10 5,6 x 10° 1,25
6,0x10" | 575x10° 0 9,0x 10° 3,0x 10° 1,5 2,0x 10 8,0x 10° 1,5
70x10" | 315x10° 0 1,0x 10’ 1,0x 10° 1,0 1,4x 10 5,8 x 10° 1,0
Mittelwert | 6,5x 10 0,38 8,9x10° 1,31 1,9x10’ 1,18
Standardab 0,48 0,37 0,23
32 8,5x 10° 2,0x 10° 3,0 6,5 x 10° 6,5x 10° 0,75 1,42 x 10° 1,5x 10° 1,75
5,0 x 10° 1,0x 10° 25 9,5x 10° 1,0x 10° 1,0 1,72x10° | 1,75x10° 25
825x10° | 45x10° 3,0 3,0x10° 9,0x 10 0,75 1,9 x 10° 1,25 x 10° 1,75
6,6 x 10° 8,5x 10* 2,75 8,0x 10° 1.0x 10° 2,0 2,75x10° | 1,02x10° 2,25
Mittelwert | 7,0x 10° 2,81 6,75x10° 1,12 1,9x10° 2,06
Standardab 0,23 0,59 0,37
ATCC | 155x10 1,5x 10° 2,0 2,5x 10° 415x 10* 25 1,9 x 10° 15x 10° 3,25
27853 1,77x10" | 1,7x10° 1,5 15x10° | 4,25x10° 25 2,4x10° 2,0x 10° 3,0
1,85x10" | 2,0x10° 1,25 1,3x 10° 2,25x 10° 25 3,0x 10° 29x10° 25
2,05x10° | 3,0x10° 1,25 1,9 x 10° 1,55x10* 1,25 70x10° | 275x10° 1,25
Mittelwert | 1,8x 10 15 2,18 2,5
Standar dab 0,35 0,63 0,88
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3.5.3 PAE bei Ceftazidim plus Amikacin

Bei der Untersuchung des PAE Uber eine dreimalige Exposition der Bakterienkultur ergaben sich
differente Werte unter den 3 getesteten Stammen.

Das Ausgangsinokulum fiir alle drei Stamme lag zwischen 1,4 und 6,5x10 * KBE/ml. Jeder Stamm
wurde dreimal getestet. Die Keimzahl nach der 1. Exposition verringerte sich um 2-5 Zehnerpotenzen
(lgi0 KBE/mI). Nach der 2. Exposition der Bakterienkultur mit der Antibiotikakombination war die
Keimzahl ebenfalls um 2-4 Zehnerpotenzen abgesunken.

Der PAE verkurzte sich bei allen drei Stammen.
Stamm 3 zeigte nach der 3. Inkubationsphase eine deutliche Verlangerung des PAE um 2,3 h.

Der Stamm 32 lieR ebenfalls nach der 3. Exposition eine Verlangerung des PAE erkennen.



Tabelle 11

Testung Ceftazidim 40 pg/ml plus Amikacin 20 pg/mlin dreimaliger Exposition

1 .Inkubation 2.Inkubation 3.Inkubation
Stamm |Inokulum | Keimzahl PAE |Inokulum | Keimzahl PAE |Inokulum | Keimzahl PAE
KBE/ml | vor AB- in KBE/ml | vor AB- in KBE/ml vor AB- | in Stunden
entfernung | Stunden entfernung | Stunden entfernung
3 3.07x10" | 1,0x 10" 2,25 25x 10" | 625x10° 1,25 8.0x10° | 2,65x10° 3,25
3,45 x10’ 7,0 x 10* 1,5 58x%x 107 8,5x 10° 0,75 1,0 x 107 24x10° 3,0
3,7x 107 1,27 x 10* 3,25 2,0 x 107 2.75x 10° 0,75 4,0 x 107 3,8 x 10° 3,5
Mittelwert 2,33 0,91 3,25
Standardab 0,878 0,28 0,25
39 1,75 x 107 6,5x10° 2,75 5,0 x 10° 1,0 x 10 0 2,45 x 10 6,5 x 10° 1,0
L62x 107 | 475x10° 3,0 4,0x 10° 7,0 x 10 0 55x10° 1,75 x 10* 2.0
1,37 x 107 3,5x10° 3,0 2,2x 10° 3,0 x 10 0,25 1,1 x 10’ 1,25 x 10* 0,75
Mittelwert 2,91 0,08 1,25
Standardab 0,14 0,14 0,66
ATCC 6,0x 107 1,35 x 10* 3,75 4,1x 107 1,5x 10° 1.5 1.6 x 107 1.0 x 107 3.0
27853 2,0x 10’ 8,0 x 107 3,75 8,0x 10° 1,0 x 10’ 4,25 8,5x 10° 1,0 x 10 1,25
6,0x 10’ 1,47 x 10* 3,75 3,6 x 107 1.75x 10° 1.5 1.2 x 107 1.0x 10° 3.5
Mittelwert 3,75 2,6 2,58
Standardab 0 1,13 1,18




3.5.4 Fotographische Darstellung der Bakterienzellen

Bei den Beta-Lactamantibiotika fiihrt der Eingriff in die Peptidoglykansynthese zu
Sphéroplasten- oder Filamentbildung (Munckhof et al. 1997). So fuhrt die Bindung an das
Penicillinbindende Protein 3 (PBP) zur Filamentbildung wéhrend die Bindung an PBP 2
Sphéroblastenbildung zur Folge hat.

Erkennbar sind bei den mit Amikacin und/oder Ceftazidim inkubierten Bakterienzellen von
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) eine nicht scharf abgrenzbare periphere
Zellwand sowie Zerstérungen in der Zellwand. AuRerdem ist die Filamentbildung unter
Einwirkung von Ceftazidim sehr gut nachvollziehbar gewesen.
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Abb. 15

Negativkontrolle mit Elektronenmikroskop 24.000fach vergrofert,
Bakterienzelle in Teilungsphase

Negativkontrolle 32.000fach vergréf3ert, Bakterienzelle
mit scharf abgrenzbarer Zellwand

Negativkontrolle bei 100facher VergroRerung
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Abb. 16

Bakterienzelle mit Amikacin inkubiert, 32.000fach vergréRert,
unscharfe Konturen im Zytoplasma

Bakterienzelle mit Amikacin inkubiert, 100fach vergroRert




Abb. 17

Bakterienzelle mit Ceftazidim inkubiert, 32.000fach vergréRert
Darstellung einer polaren Bewegungsgeiel
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Abb. 18

Bakterienzellen mit Ceftazidim inkubiert, 8.000fach vergroRert, Filamentstruktur
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Abb. 19

Bakterienzelle inkubiert mit Amikacin + Ceftazidim,
100.000fach vergréBert

Bakterienzellen inkubiert mit Amikacin + Ceftazidim,
100fach vergroRert




Abb. 20

Bakterienzelle inkubiert mit Amikacin + Ceftazidim,
44.000fach vergroRert.

Darstellung von polaren Geif3eln, unscharfe Zellwand
erkennbar




Abb. 21

Bakterienzellen mit Amikacin inkubiert, Lyse der
Zellen erkennbar, Rasterelektronenmikroskopie
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Abb. 22

Bakterienzellen mit Amikacin inkubiert,
zerstorte Zellwand erkennbar, Lyse der Zellen,
Rasterelektronenmikroskopie
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4 Diskussion

4.1 Methoden der PAE-Bestimmung

Verschiedene Methoden der PAE-Bestimmung variieren in ihren Ergebnissen (Ada
1989). So betragt der PAE bei Pseudomonas aeruginosa mit Imipenem nach der Zell-
Zahl-Methode 1,5-2,5 Stunden und nach der Bioluminescence-Methode (ATP-Messung)
> 4 Stunden (Gupta et al. 1988). Die ATP- Messung bringt langere PAE hervor als die
Zell-zahl-Methode. Sie beinhaltet die Messung von Zellmasse, lebender und toter.
Genauer formuliert bestimmt man die metabolische Aktivitat der lebenden Zellen.

Nach Odenholt 1989 ist die direkte Messung der Zahl der tiberlebenden und erneut
wachsenden Bakterien in der Kultur nach Antibiotikaentfernung die der Realitat am
nachsten kommende Methode zur Ermittlung des PAE.

Wir haben uns deshalb fir diese Methode entschieden. Der experimentelle Ablauf
gestaltete sich nach Protokollen von B. J. Mc. Grath (1993), W. A. Graig (1991) und C. I.
Bustamante (1984).

Auch die Art des eingesetzten Medium spielt eine Rolle. Gudmundsson, Vogelmann et al.
(1994) untersuchten den pH-Einflu auf die Dauer des PAE. Sie erkannten, daf’ der pH
einen signifikanten EinfluR auf den PAE ausibt. Optimal stellt sich ein pH-Wert von 7,4
dar,was de pH-Wert im Serum entspricht (Ronald et al. 1997). Dieser kann aber in vivo
variieren, z.B. in Abszessen. Ein saurer pH-Wert reduziert die Dauer des PAE bei
Aminoglykosiden (Gerber 1993, Craig et al. 1991).

4.2 Inokulum-Effekt, Wirkung auf die Bakterizidie

Odenholt et al. (1989) demonstrierten einen PAE von Imipenem bei Pseudomonas
aeruglnosa von 1-2 Stunden mit der Zell-Z&hl- Methode bei einem eingesetzten Inokulum
von 10° KBE/mI. Bei einem Inokulum von 10° KBE/ml war kein PAE zu beobachten.
Auch Gerber (1993) bestatigte den Einflu? der Gré3e des Inokulums auf den PAE.

Eine Ceftazidim-Konzentration von 2,5 pg/ml redu2|ert die Zahl der lebensfahigen
Organismen bei einem Ausgangsinokulum von 10 ° -10° KBE/ml um 1,5 Zehnerpotenzen
erst nach 4,5 Stunden. Mit einer héheren Ceftazidim-Konzentration von 10 pg/ml wird die
Zahl der lebensfahigen Bakterien innerhalb von 5 Stunden um mehr als 99 % reduziert
(Harper 1991). Um eine hohe bakterizide Wirkung auf die Bakterien zu erzielen wurde bei
den Testablaufen die Serumspiegelkonzentration (Ceftazidim 40 pg/ml, Amikacin 20
pg/ml) gewahlt mit einer Expositionszeit von 2 Stunden.

Die bakterizide Wirkung laf3t sich auch morphologisch darstellen.

Bei den Beta-Laktamantibiotika fihrt der Eingriff in die Peptidoglykansynthese zur
Sphéroblasten- oder Filamentbildung. Dies kann mit der Bindung an unterschiedliche
Enzyme korreliert werden. So fihrt die Bindung an das PBP 3 zur Filamentbildung,
wahrend die Bindung an PBP 2 zu Sphéaroblasten fuhrt (Laverdiere et al. 1994).



Hanberger et al. (1991) zeigten eine Konzentrationsabhéngige Morphe von Escherichia
coli, daf? hei3t bei Einsatz von Ceftazidim in Konzentration der MHK entsprechend ist
eine Filamentbildung und in SerumspiegelgréRen eine Spharoblastenbildung erkennbar.
Gottfredsson et al. (1998) zeigten in Studien, daf? 90 min nach Entfernung von Beta-
Lactamantibiotika aus einer Bakterienkultur die Bakterienzellen ihre normale Form wieder
erlangten.

Bei unseren eigenen Untersuchungen ist bei Einsatz von 40 pg/ml Ceftazidim auf alle
Pseudomonas-Stamme eine Filamentbildung erkennbar.

Amikacin-Wirkungen lassen sich an der Lyse der Zellen erkennen.

Ein pharmakodynamischer Parameter um die antibakterielle Aktivitat zu charakterisieren
in vitrosind di  Zeit-Abtétungskurven. Sie demonstrieren den zeitlichen Ablauf der
bakteriziden Aktivitat. Dabei korreliert eine excessiv rasche Abtdtung mit einer hohen
Antibiotikakonzentration.

Der Serumbakterizidie-Test dient zur Aktivititsmessung von Antibiotika wahrend der
Therapie. Die Serumbakterizidie wird beeinflulRt durch die Serumkonzentration der
Antibiotika und die Empfindlichkeit des Erregers.

Wallrauch-Schwarz, Milatovic et al. (1993) zeigten in Studien, dafl3 schon in der 1-g-
Dosierung von Ceftazidim hohe Serumbakterizidie-Titer gegenuber Enterobakterien
erreicht werden. Es ist somit eine gute therapeutische Wirksamkeit schon mit der 3x1-g-
Dosierung erzielbar. Braveny et al. (1986) zeigten im Serumbakterizidie-Test, dafd die
abtétende Wirkung der Kombination Ceftazidim/Tobramycin starker war als die der
jeweiligen Einzelsubstanzen .

Die minimalen bakteriziden Konzentrationen liegen bei Antibiotika mit bakteriziden
Wirkungstyp im allgemeinen nur um das Zweifache (ber der minimalen
Hemmkonzentration, in seltenen Fallen kann die MBK um das 32fache und dariiber
héher sein als die MHK. MHK und MBK, als die beiden wichtigsten in vitro bestimmbaren
Parameter einer antibakteriellen Substanz, sind sie zwar pharmakodynamisch
ausgerichtet, ihre Aussagekraft ist allerdings begrenzt, da sie aufgrund der in vitro-
Bedingungen nie die im Organismus tatsachlich ablaufenden Vorgange widerspiegeln.

Die MBK-Werte erlauben keine Aussage Uber die Abtdtungskinetik von Bakterien. Unsere
ermittelten MBK-Werte fiir Amikacin entsprechen den Literaturangaben (Braveny et al.
1986, Craig et al. 1991). Fir die empfindlichen Stamme gegenliber Amikacin liegen sie
zwischen dem 10-20fachen der MHK. Der resistente Stamm 32 hatte nur einen 2,5fachen
Wert der MHK von Amikacin.

Stamm 623 als sensibel eingestufter Teststamm zeigt eine hohere MBK als Stamm 17
und 8536. Die einzelnen Klinikisolate reagieren also unterschiedlich. Eventuell kbnnte die
Rauhform des Stammes 623 eine hinweisende Erklarung sein.

Alle Stamme wurden hinsichtlich der Bakterizidie getestet. Der Einsatz der MHK brachte
bei allen Stammen keine wesentliche Reduzierung des eingesetzten Inokulums. Nur di
Antibiotikakonzentrationen, die den Serumspiegeln entsprechen zeigten eine
Reduzierung der Bakterienzahl, wobei hier die Kombination von Amikacin plus Ceftazidi
die deutlichsten Ergebnisse brachte.

Der Inokulum-Effekt 1aRt sich so erklaren, daf? mit zunehmender Bakterienzellzahl die
bakterizide Wirkung des Antibiotikums nachlaft. Dieser Inokulum-Effekt ist ein
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Phanomen, das auch beschrieben wird als signifikantes Ansteigen der MHK von Beta-
Laktamantibiotika, wenn die Zahl der Bakterien ansteigt und somit die Konzentration des
Antibiotikums pro Bakterienzelle sinkt.

Der Inokulum-Effekt lie? sich nicht in allen Testreihen nachvollziehen.

4.3 Aminoglykoside und der PAE

Aminoglykoside sind unverandert hochwirksame und insbesondere auch kostengiinstige
Antibiotika fir die Therapie schwerer Infektionen durch gramnegative Erreger. Studien
der letzten Jahre haben gezeigt, daR die tagliche Einmalgabe der gesamten
Aminoglykosiddosis gleich giinstige klinische Resultate bei besserer Vertraglichkeit ergibt
(Sturm 1989, Raz et al. 1995). Die Einmalgabe versus der Dreimalgabe von
Aminoglykosiden ist von zahlreichen Autoren in experimentellen Studien untersucht
worden (Gerber et al. 1989, Spivey 1992, Ronald et al. 1997). Der PAE bei
Aminoglykosiden liefert einen mikrobiologischen Hinweis fiir die Mdglichkeit der
Einmaldosierung. Auch in Tiermodellen konnte gezeigt werden, daR die Nephrotoxicitat
reduziert wird bei der Einmalgabe (Hostacka 1996). Die Beziehung zwischen Dosis und
Toxizitat verlauft nicht linear, sondern ein Sattigungsmechanismus tritt ein.

Fur Amikacin lieRen sich bei den empfindlichen Stammen (8536, 3, 17, 623, ATCC
27853) PAE-Werte von 1,6-2,6 Stunden ermitteln.

Der ATCC Stamm 27853 hatte einen PAE von 2,15 Stunden, was den Literaturangaben
entspricht (Gerber 1993, Armstrong et al. 1981).

Stamm 3 und 17 mit &hnlichem Resistenzmuster in der MHK-Bestimmung zeigen eine
Differenz im PAE von 0,6 Stunden.

4.4 Beta-Lactamantibiotika und der PAE

Der resistente Stamm 32 zeigte im Mittel keinen bis negativen PAE.

Negativer PAE nach Gerber und Craig (1982): ,Es kommt in der vorexponierten Kultur
(mit Antibiotikum) im Vergleich zur Negativkontrolle zu einem paradox schnelleren
Wachstum, so dal? derlg o Wert in der Testkultur friher erreicht wird als in der
Negativkontrolle. Die paradox schnellere Wachstumsphase von gramnegativen Keimen
kurz nach der Exposition mit bestimmten Beta-Lactamantibiotika entspricht einer raschen
Teilung noch lebensfahiger, medikamenten induzierter Bakterienfilamente.”

Stamm 8536 und Stamm 623 mit einer MHK von 2 pg/ml zeigten eine Differenz im PA
von 0,7 Stunden.

Eine Beziehung zwischen PAE und MHK bzw. MBK laf3t sich bei Stamm 32 erkennen,
das heil3t die Resistenz gegeniiber Amikacin laft einen negativen bis keinen PAE
erkennen.

Ein langer PAE spricht fir eine Verlangerung des Dosierungsintervalls und der
Méglichkeit der Einmaldosierung. Zu beachten ist aber, daf? klinische Isolate verschieden
reagieren und keine verallgemeinernden Schliisse zulassen.
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Es ist bekannt, daR Beta-Laktamantibiotika in niedrigen Konzentrationen keinen PAE auf
gramnegative Stdbchen ausiben (Spivey 1992). Wir haben mit Ceftazidim in
Serumspiegelkonzentration (40 pg/ml) PAE-Werte von negativ bis 2,8 Stunden erziele
kénnen. Auch hier sind stammesspezifische Unterschiede erkennbar. Stamm17 mit einer
MHK von 1 pg/ml zeigte einen PAE von -0,3 Stunden und Stamm 8536 ebenfalls mit
einer MHK von 1 pg/ml hat einen PAE von 2,4 Stunden. Stamm 32 als resistentester
Stamm gegenuber Ceftazidim zeigt einen PAE von 0,5 Stunden, was bedeuten kénnte,
das Stdmme mit schlechter Empfindlichkeit gegeniiber Antibiotika zu kurze
Postantibiotischen Effekten neigen. Stamm 17 und 3 zeigen ebenfalls einen kurzen bis
negativen PAE. Also auch hier die Schluf3folgerung, daR Klinikisolate unterschiedliche in
vitro- Ergebnisse bringen.

4.5 Kombination der getesteten Antibiotika

Die Kombination von Amikacin und Beta-Laktamantibiotika scheint einen synergistischen
Effekt auszuiiben auf Streptokokkus faecalis und andere gramnegative Bakterien (Gerber
1993). Die synergistische Antwort bei Kombinationstherapien ist in experimentellen
Studien oft gezeigt worden (Hollander et al. 1996). Gudmundsson et al. (1991) machten
folgende Feststellung zum PAE bei gramnegativen Stabchen: ,Wenn
Kombinationspartner einzeln getestet werden erzeugen sie einen PAE. Bei Kombination
dieser summieren sich diese mathematisch “.

Issakson et al. (1991) demonstrierten eine Indifferenz des PAE bei der Kombination vo
Ciprofloxacin und Imipenem bei Pseudomonas aeruginosa, jedoch bei Imipenem und
Tobramycin eine synergistische Wirkung bei Pseudomonas aeruginosa. Die Penetration
der Aminoglykoside in ihr Ziel die Ribosomen ist gesteigert wenn die Aminoglykoside mit
Beta-Laktamantibiotika kombiniert werden, welche die Zellwand zerstoren .

Giamarellou (1986) fuhrte Untersuchungen zu Interaktionen von Cephalosporinen und
Aminoglykosiden durch und stellte unter anderem fest, dal3 die Aktivitat bei Kombination
Amikacin plus Ceftazidim nach 2 Stunden Inkubation immer noch 98 % betragt.

Die Kombination von Ceftazidim mit Aminoglykosiden zeigt bei 65-70 % der
Pseudomonas-Isolate einen synergistischen Effekt. Durch die unterschiedlichen
Angriffspunkte an der Bakterienzelle, Stérung der Proteinsynthese bzw. Hemmung des
Zellwandaufbaus haben sich Aminoglykosid-Kombinationen mit Cephalosporinen
bewahrt, wobei sich der ausgepragteste Synergismus zwischen Ceftazidim und Amikaci
zeigt (Giamarellou 1986).

Die Kombination beider Antibiotika bei einmaliger Exposition brachte bei Stamm 32, 623
und dem ATCC 27853 eine deutliche Verlangerung des PAE bis zur Verdopplung
gegenliber der einzelnen Exposition der Antibiotika. Bei Stamm 3 liel3 sich kein
synergistischer Effekt beweisen.

Man konnte trotzdem die SchluRfolgerung ziehen, dal die Kombination zweier
Pseudomonas aeruginosa wirksamer Antibiotika einen synergistischen Effekt liefert, was
sich auch schon oft im klinischen Alltag bewiesen hat (Hilf et al. 1989). AuRerdem kénnte
es sinnvoll erscheinen ein resistent oder intermediar getestetes Aminoglykosid mit einem
sensiblen Antibiotikum zu kombinieren. Die Ergebnisse von Stamm 32 lassen diese
SchluR¥folgerung zu.



4.6 PAE nach mehrfacher Antibiotikaexposition

Die dreimalige hintereinander folgende Exposition der Pseudomonas-Stamme mit beiden
Antibiotika brachte unterschiedliche Ergebnisse. Beim ATCC-Stamm konnte fiir Amikacin
alleinig keine deutliche Verlangerung des PAE beobachtet werden. Die Testung von
Ceftazidim hingegen zeigt eine Zunahme des PAE Uber die 3 Expositionszeiten.

Bei der Kombination beider Antibiotika blieb der PAE von der 2. zur 3. Exposition
annahernd gleich, was fir ein Nachlassen der Empfindlichkeit gegentiber den Antibiotik
sprechen kénnte.

Bei der 2.Testreihe fiel auf, dal sich das Inokulum von der 1. zur 3.Exposition stark
verringert hat, was eine Verkirzung des PAE nach sich zieht. Fir die Ermittlung des
Mittelwertes zeigt das einen negativen EinfluB. Wirde man diese Testreihe nicht mit
einbeziehen, &Rt sich doch eine Verlangerung des PAE erkennen.

In der postantibiotischen Phase kann sich folgendes physiologisches Phanomen zeigen,
das der adaptiven Resisten . Das ist ein kurzzeitiger Effekt, der eine reduzierte
bakterizide Wirkung in einer zweiten Antibiotika-Exposition nach sich zieht . Sie ist
abhangig von der Antibiotikakonzentration in der 1.Exposition und wahrscheinlich das

Resultat des reduzierten Transportes vom Antiobiotikum in die Zelle (Mackenzie et al.

1993, Xiong et al. 1996).

Gudmundsson et al. (1994) beschreiben ebenfalls eine absteigende bakterizide Aktivitat
wahrend der postantibiotischen Phase (Beta-Laktamantibiotika mehr als Aminoglykoside,
bei gramnegativen Stabchen mehr als bei Staphylokokkus aureus).

Der Stamm 3 zeigt beim Ceftazidim insgesamt eine Verlangerung des PAE von 0,37 auf
1,18 Stunden, bei der Amikacin-Testung ist keine Verlangerung des PAE zu sehen, eher
eine Konstanz zu beobachten. Die Kombination von Ceftazidim und Amikacin lie3 das
Phanomen der adaptiven Resisten erkennen. Von der 1. Exposition zur 2. Exposition
verringerte sich der PAE von 2,3 auf 0,9 Stunden, aber zur 3. Exposition kam es zu
einem deutlichen Anstieg auf 3,25 Stunden. Die Bakterienpopulation scheint tiber die 3
Expositionsphasen empfindlicher geworden zu sein.

Beim Stamm 32 liel sich die adaptive Resistenz ebenfalls zur 2. Exposition hin, bei der
Testung von Amikacin und Ceftazidim alleinig und der Kombination beider erkennen. Zur
3. Exposition ist bei allen drei Testarten eine Verlangerung des PAE sichtbar. Stamm 32,
der eigentlich resistent ist gegeniiber Amikacin zeigt tber die 3 Expositionen eine
Zunahme des PAE fur Amikacin was fir eine Zunahme der Empfindlichkeit sprechen
wirde. Dies kénnte eine Kombinationstherapie beider Antibiotika experimentell zulassen.

In der nachfolgenden Tabelle sind die Mittelwerte der Ergebnisse noch einmal dargestellt.
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Tabelle 12 MHK, MBK und PAE bei verschiedenen Stammen von

Pseudomonas aeruginosa

Stamm Antibiotika MHK MBK PAE
(ug/ml) (ug/ml) in Stunden
ATCC Amikacin 2,0 40 2,15
27853 Ceftazidi 1,0 k.M. 2,8
Amikacin+ k.M. k.M. 51
Ceftazidi
3 Amikacin 4,0 40 2,0
Ceftazidi 2,0 k.M. 0,14
Amikacin+ k.M. k.M. 2,43
Ceftazidi
32 Amikacin 32 80 -0,08
Ceftazidi 4,0 k.M. 0,5
Amikacin+ k.M. k.M. 2,8
Ceftazidi

k.M. = kein MeRwert

Aus der MHK kann auf den PAE geschlossen werden, da eine inverse lineare Beziehung
besteht. Der Quotient MBK/MHK variiert zwischen verschiedenen Stdmmen der gleichen
Spezies. Munckhof et al. (1997) stellten bei Untersuchungen zum PAE an Escherichia

coli-Stammen ebenfalls eine Korrelation zwischen MHK und PAE fest.

Die Untersuchungen zum Postantibiotischen Effekt mit den klinischen Isolaten brachten
nicht immer Ergebnisse der Literatur entsprechend. Fir die Aminoglykoside ist es oft
genug experimentell bewiesen worden, dalR eine Einmalgabe mdoglich ist; fur die Beta-
Laktamantibiotika, speziell fur Ceftazidim [aRt sich das durch unsere Ergebnisse nicht
untermauern. Eine Verlangerung des Dosierungsintervalls fir Ceftazidim IaRt sich nicht
mit unseren Untersuchungen beweisend darstellen, so daf? die 3xGabe Klinisch relevant
bleibt oder sogar eine Dauerinfusion anzustreben ware.

Fur Amikacin laRt sich feststellen, dal3 der PAE eine geringe Verlangerung tber 3
Dosierungsintervalle bringt fir sensibel getestete Stamme. Interessant ist, daf ein
resistent getesteter Stamm Uber eine dreimalige Exposition mit Amikacin eine
Verlangerung des PAE hervorbringt.

Somit scheint eine lang andauernde Wirkung eines Antibiotikums auf eine in vitro
resistent getestete Bakterienzelle doch eine Wirkung hervorzurufen.

Initial wurde eine Bakterienstammkultur mit entsprechender Keimzahl verwendet. Dieses
Inokulum wurde anndhernd bei jeder nachfolgenden Exposition wieder erreicht.

Das lafit die Feststellung aufkommen, daR keine Wirkung durch das Antibiotikum erzielt
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wurde. Jedoch die PAE-Werte in den einzelnen Expositionsphasen zeigen deutlich, dald
die Bakterienzelle geschadigt sein muf3. Aber es beweist auch erneut die Notwendigkeit
der lang andauernden Therapie einer Pseudomonasinfektion.

In der Literatur finden sich wenig Angaben Uber die Testung des PAE in mehrmaliger
Exposition. Betty et al. (1993) untersuchten den ATCC 27853 in 3facher Exposition mit
Imipenem und fanden einen PAE von 2,6-2,8-2,6 h. Sie stellten fest, daf? bisher di
einmalige Exposition als Marker fur die Festlegung des Dosierungsintervalls genommen
wurde. Wie sich der PAE Uber mehrere Dosierungsintervalle entwickelt, dazu sind noch
zahlreiche Studien notwendig.

Hollander et al. (1998) auRerten, daf in vitro Methoden zur PAE-Bestimmung keine
wesentliche Bedeutung hatten. PAE-Bestimmungen in vivo hatten gewisse klinische
Relevance.

Diese Arbeit sollte einen Beitrag dazu liefern, die Wirkung von Antibiotika experimentell
zu untersuchen. Die Kenntnis Uber die Wirkung von Chemotherapeutika ist nach wie vor
die Grundlage fur die individuelle Dosierung der antimikrobiellen Therapie.

Offen bleiben die Fragen zu den genauen Mechanismen in der Bakterienzelle Gber
mehrere Dosierungsintervalle. Hierzu sind sicher noch zahlreiche Studien notwendig.

5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Postantibiotische Effekt (PAE) von Amikacin
und Ceftazidim alleinig und in Kombination beider Antibiotika nach einmaliger und
mehrfacher Exposition bei Pseudomonas aeruginosa bestimmt.

Es wurden verschiedene Stamme mit unterschiedlicher Resistenz gegen Amikacin und
Ceftazidim untersucht. Die MHK-Werte bewegten sich fir Ceftazidim zwischen < 0,25
pag/ml bis 4 pg/ml und fir Amikacin zwischen < 2 pg/ml bis 32 pg/ml.

Der PAE lag nach der einmaligen Inkubation von Amikacin bei 0 bis 2,65 Stunden, von
Ceftazidim bei 0 bis 2,78 Stunden und in der Kombination beider bei 2,4 bis 5,37
Stunden.

AuRerdem ergab die mehrmalige Exposition bei Amikacin nach der 1. Inkubation einen
PAE von 0,75 bis 2,25 Stunden und stieg auf 2,3 bis 3,5 Stunden nach der 3. Inkubation
an; bei Ceftazidim von 1,1 bis 2,18 Stunden Anstieg auf 1,18 bis 2,5 Stunden und bei der
Kombination von Amikacin und Ceftazidim von 2,3 bis 3,75 Stunden war ein geringer
Abfall auf 1,25 bis 3,25 Stunden zu verzeichnen.

Es wurde ein Zusammenhang zwischen dem PAE und der MHK beobachtet: je héher die
Resistenz, desto kirzer der PAE.

Die Dosierungsintervalle wurden so gewahlt, daf3 sie der klinisch Ublichen dreifac
Applikation pro Tag entsprachen.

Aus unseren Untersuchungen Iaf3t sich theoretisch eine einmalige Applikation pro Tag fur
Aminoglykoside und eine Kombinationstherapie Aminoglykosid plus Beta-
Lactamantibiotika ableiten; vor allem auch, daf? bei Mehrfachapplikation der PAE nicht
kirzer wird. Fur Ceftazidim erscheint eine Dauerinfusion bei fehlendem PAE sinnvoll.
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