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2. Abstract

Introduction Colistin is one of the last available antibiotics to deal with infections caused
by multidrug-resistant gram-negative rods. It belongs to the polymyxin-group of antibiotics
and members of this group show remarkable therapeutic effects along with relevant risks
concerning nephro- and neurotoxicity. When given as inhalation, high pulmonary drug-
levels can be achieved and a low systemic resorption is assumed. Aim of this pilot-study
was to provide further evidence concerning the amount of systemic colistin-resorption
and related systemic side-effects in the topical, inhalative usage of the drug in intensive
care unit (ICU)-patients.

Patients and methods After establishing of a tandem mass spectrometry-based
therapeutic drug monitoring (TDM) for colistin and its prodrug colistin methanesulfonate
(CMS) in plasma and tracheobronchial secretions this technique was exemplarily applied
in an observational, clinical study in patients treated with nebulized colistin on intensive
care units in order to study the pulmonary distribution and systemic resorption of the
antibiotic. For observing side effects of the drug, a clinical, laboratory and if necessary
technical (e.g. by electrophysiological methods) surveillance was performed.

Results Altogether nine patients (mean age 60+17 years, mean SOFA-score: 9.413.4)
were eligible for the study. Seven of them presented in septic shock and in five cases
Pseudomonas aeruginosa could be detected. The plasma-TDM proved a systemic
resorption to a minor degree in six patients whereas the levels in three patients stayed
below the limit of detection. Complete hydrolysis of prodrug was observed in all samples.
The high pulmonary drug-levels in most of the patients showed a large variation. Four
patients showed a temporary increase in the serum creatinine level as possible evidence
for renal impairment. During their hospital stay, three patients developed critical-illness
neuropathy.

Conclusion Colistin given as inhalation in ICU-patients is systemically resorbed only to
a small extend. The measured drug levels achieve a dimension in which drug-related
adverse effects seem unlikely. However, in all patients treated with aerosolized colistin
careful monitoring concerning drug-related events should be performed. In risk patients
as those with renal insufficiency or pre-existing neuronal diseases, TDM might be helpful
in detecting potential toxic colistin-levels.



Zusammenfassung

Hintergrund:

Eines der wenigen wirksamen Antibiotika zur Bekdmpfung multiresistenter gramnegativer
Stabchen ist das Polymyxin-Antibiotikum Colistin. Seiner Wirksamkeit stehen Bedenken
v.a. aufgrund einer Nephro- und Neurotoxizitat gegentber. Bei der inhalativen Gabe
konnen lokal hohe Wirkspiegel erreicht werden. Gleichzeitig wird die Inzidenz
systemischer Nebenwirkungen im Vergleich zur intravenésen Therapie als vermindert
angenommen. Ziel dieser Studie war die Quantifizierung der systemischen Resorption
von inhalativem Colistin bei intensivstationdren Patienten und die Surveillance von
unerwunschten Arzneimittelwirkungen.

Patienten und Methoden:

Nach Etablierung der Wirkstoffspiegelbestimmung (TDM) von Colistin und seinem
Prodrug Colistin-Methansulfonat aus Plasma und Tracheobronchialsekret mittels
Tandem-Massenspektroskopie wurde diese exemplarisch im Rahmen einer
observationalen, prospektiven Pilotstudie zur Untersuchung der lokalen Verfluigbarkeit
und systemischen Resorption bei der inhalativen Colistintherapie bei intensivstationaren
Patienten eingesetzt. Zur Erfassung lokaler und systemischer Nebenwirkungen erfolgte
eine Klinische, laborchemische und ggf. apparative (elektrophysiologische)
Uberwachung.

Ergebnisse:

Neun Patienten (mittleres Alter: 60+17 Jahre, mittlerer SOFA-Score: 9,4+3,4) konnten in
die Studie eingeschlossen werden. Sieben der Patienten wiesen einen septischen
Schock auf und bei funf Patienten konnte Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen
werden. Das TDM im Plasma wies bei sechs Patienten eine geringe systemische Colistin-
Resorption nach, wogegen bei drei Patienten die systemischen Spiegel unterhalb der
Nachweisgrenze blieben. Die Hydrolyse der Medikamentenvorstufe in das antibiotisch
wirksame Colistin war in allen Proben vollstandig. Die tracheobronchialen Colistin-
Spiegel zeigten eine grol3e Variation. Eine transiente Creatinin-Erhdhung als Hinweis auf
eine mogliche Medikamenten-assoziierte Nierenfunktionseinschrankung konnte bei vier
Patienten beobachtet werden. Drei Patienten entwickelten im Verlauf eine Critical-1liness
Polyneuropathie.
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Schlussfolgerungen:

Inhalatives Colistin wird bei intensivstationaren Patienten nur in geringem Ausmalle
resorbiert. Die systemischen Plasmaspiegel erreichen Konzentrationen, bei denen die
Verursachung systemischer, unerwinschter Nebenwirkungen unwahrscheinlich ist.
Dennoch sollte bei allen Patienten eine sorgfaltige klinische Uberwachung Colistin-
assoziierter Nebenwirkungen gewéahrleistet werden und bei Risikopatienten, die z. B. eine
Niereninsuffizienz oder vorbestehende neurologische Schaden aufweisen, ein
entsprechendes TDM zur Detektion potenziell toxischer Spiegel erwogen werden.
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3. Einleitung

3.1. Multiresistente Erreger

Bakterielle Krankheitserreger, die gegen eine Vielzahl an antibakteriellen Wirkstoffen
resistent sind, stellen weltweit bereits seit Jahren aufgrund der limitierten
Behandlungsoptionen ein wachsendes Problem in der antiinfektiosen Therapie bei
ambulanten und stationéaren Patienten dar.?

Das European Antimicrobial Resistance Surveillance Network definiert Resistenz als die
,Fahigkeit eines Mikroorganismus, der Wirkung einer oder mehrerer antimikrobieller
Substanzen zu widerstehen“.2 Neben den seit mehreren Jahrzehnten bekannten,
multiresistenten grampositiven Erregern, wie bspw. dem

Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) oder den Vancomycin-resistenten
Enterokokken (VRE) sind vor allem multiresistente gramnegative Stabchen

(MDR-GNR) ein wachsendes, aktuelles Problem.3

Bakterien mit einer besonderen Relevanz fir die klinische Therapie werden unter dem
Akronym ,ESKAPE*“zusammengefasst und umfassen neben den grampositiven Erregern
Enterococcus faecium und Staphylococcus aureus die MDR-GNR

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa sowie
Mitglieder der gramnegativen Gattung Enterobacter.* Diesen Bakterien ist gemein, dass
sie gegenuber einigen Wirkstoffklassen priméar resistent sind und sich haufig durch
Plasmid-codierte, erworbene Pathogenitatsfaktoren, wie z. B. die Extended-spectrum
beta-lactamase (ESBL), die eine Resistenz gegenuber samtlichen Antibiotika der
B-Lactam-Gruppe mit Ausnahme der Carbapeneme vermittelt, auszeichnen.®

Wie Abbildung 1 beispielhaft zeigt, war 2017 ein regional unterschiedlicher, jedoch
relevanter Anteil der invasiven Pseudomonas-Isolate in Europa bereits unempfindlich
gegeniliber Carbapenemen.?

Neben ihrer Multiresistenz weisen einige diese Erreger zudem eine allgemeine Stabilitat
gegenuber diversen Umwelteinflissen wie z. B. Dehydration, Hitze und Kalte auf, die
stark zu ihrer Transmission beitrdgt — insbesondere im Kontext von stationaren
Behandlungen.

Da bei Infektionen mit MDR-Erregern nur eine begrenzte Anzahl antimikrobiell-wirksamer
Medikamente verbleibt, steigen bei diesen Erkrankungen Morbiditdt und Mortalitat
gegentiber vergleichbaren Infektionen mit sensiblen Erregern an.® Da es voraussichtlich

in absehbarer Zeit keine neuen Antiinfektiva bis zur Marktreife schaffen werden, die eine
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Wirksamkeit gegeniber MDR-GNR aufweisen, warnt die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) vor einer drohenden ,postantibiotischen Ara“.”

Aktuell mehren sich Einzelfallberichte, die von panresistenten Erregern berichten, bei
denen kein zugelassenes Antibiotikum mehr eine therapeutisch verwertbare Aktivitat
aufweist.2 Die Therapie kann sich hierbei nur noch auf supportive MalRnahmen oder

experimentelle Verfahren stutzen.

< 1%

1% t0¢5%
C35%1t0¢10%
[ 10% to < 25%

I 25% t0 < 50%

. > 50%

[IKeine Daten oder < 10 Isolate
[INicht eingeschlossen

Abbilduhg 1 - Regionale Pravalenzen Carbapenem-resistenter, invasiver
P. aeruginosa-Isolate 2017 in Europa, modifiziert nach 2

3.2. Ursachen, Pravention und Bekampfung der MDR-Problematik

Eine Ursache fur die starke Entwicklung von MDR-Stdmmen ist u.a. in der
unsachgemanRen und tibermafigen Anwendung antibakterieller Wirkstoffe in der Human-
und v.a. der Veterinarmedizin in der Massentierhaltung zu finden.® Insbesondere eine
inkonsequent gefihrte Therapie bzw. Prophylaxe mit Wirkstoffmengen im
subtherapeutischen Bereich kann die Selektion Antibiotika-resistenter Erregerstamme
fordern. Diese Beobachtung machte der Entdecker des Penicillins, Sir Alexander
Fleming, bereits Mitte des letzten Jahrhunderts.©

Aufgrund einer Vielzahl geringer, stochastisch verteilter genetischer, epigenetischer und
nicht-genetischer Unterschiede (z. B. geschiitzte Lage im Biofilm) zwischen den

einzelnen Individuen eines Stammes weisen diese nicht die gleichen
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Sensibilitatscharakteristika auf — einen Zustand den man als Heteroresistenz
bezeichnet.!! Bei einem inadaquaten Therapieregime, das subtherapeutische
Wirkstoffkonzentrationen am Ort der Infektion bereitstellt oder flr zu kurze Zeit wirkt,
werden resistentere Klone eines sensiblen Stammes nicht erfasst. Diese resistenteren
Bakterien bilden aufgrund der haufigen Mutationen im prokaryotischen Erbgut durch den
entsprechenden  Selektionsdruck in  Form einer ,Mikroevolution® weitere
Resistenzmechanismen aus.*> Um diesem Phanomen zu begegnen, sollten die am Ort
der Infektion erreichten Wirkstoffspiegel fur eine ausreichend lange Dauer entsprechende
Spiegel erreichen, um auch die resistenteren Individuen eradizieren zu kénnen. Die
Konzentration, bei der auch resistentere Subpopulationen eines als sensibel getesteten
Stammes bekampft werden, bezeichnet man als mutant prevention concentration
(MPC).13 Die MPC liegt Gber der minimalen Hemmkonzentration (MIC) und muss fir
jedes Isolat experimentell bestimmt werden.

Nebst der Verhinderung neuer MDR-GNR-Ubertragungen, z. B. durch die konsequente
Beachtung der 5 WHO-Indikationen zur Handedesinfektion,* sollte somit zur Reduktion
der Entwicklung neuer MDR-Stdmme eine Reevaluation der Anwendungspraxis
antiinfektioser Medikamente erfolgen. Bereits 2001 rief daher der Rat der Européischen
Union ,zur umsichtigen Verwendung antimikrobieller Mittel in der Humanmedizin“ auf.'®
Die WHO stellte im Jahr 2015 mit ihnrem ,Global Action Plan on Antimicrobial Resistance*
ein Paket an Malinahmen auf, welche die globale Bedrohung der antimikrobiellen
Resistenz eindammen sollen.’

Antibiotika durfen nur bei klarer Indikation angewandt werden und die Therapie sollte in
ausreichender Dosierung uber einen angemessenen Zeitraum erfolgen, um eine weitere
Selektion und Entstehung multiresistenter Bakterien zu vermeiden. Auch zur Erreichung
dieses Zieles bietet sich v.a. im stationaren Rahmen die Etablierung eines

Antibiotic Stewardship an.®

3.3. Nosokomiale Infektionen und VAP durch MDR-GNR

Das Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System (KISS) des Nationalen
Referenzzentrums fur die Surveillance von nosokomialen Infektionen am Robert-Koch-
Insitut (RKI) geht von einer nosokomialen Infektion aus, ,wenn der Infektionstag (= Tag

mit dem ersten Symptom) friihestens der Tag 3 des Krankenhausaufenthaltes ist".1’
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Vor allem stationar-behandelte Patienten weisen eine starke Akkumulation an
Risikofaktoren fur eine durch MDR-GNR verursachte Infektion auf, sodass hier geh&auft
Infektionen mit diesen Erregern gefunden werden.® Risikofaktoren stellen bspw.
antibiotische Vorbehandlungen, Immunsuppression, schwere Allgemeinerkrankungen
und vorangegangene stationare Krankenhausbehandlungen dar.18

Die ausgepragte Umweltstabilitat einiger MDR-Gattungen férdert u.a. durch ihre
Persistenz aerogene bzw. Schmier-Infektionen, was insbesondere im intensivstationéaren
Umfeld problematisch ist.

Dritthaufigste nosokomial-erworbene Infektion in Deutschland sind Infektionen der
unteren Atemwege.'® Besondere Bedeutung im intensivstationaren Rahmen weisen
hierbei nosokomial erworbene Beatmungs-assoziierte Pneumonien (VAP) auf, welche
u.a. in Abhangigkeit von der Beatmungsdauer bei ca. 10-20% aller beatmeten Patienten
diagnostiziert werden kénnen und im Vergleich zu ambulant erworbenen Pneumonien
signifikant haufiger durch gramnegative Bakterien verursacht werden.?°

Die 2017 aktualisierte deutsche S3-Leitlinie fur die ,Epidemiologie, Diagnostik und
Therapie erwachsener Patienten mit nosokomialer Pneumonie® weist fur die
gramnegativen Erreger P. aeruginosa, E. coli und Klebsiella-Spezies bei Patienten mit
nosokomialer Pneumonie Multiresistenzraten von jeweils 13,6%, 13,0% und 11,7% aus.
Hierbei ist zu beachten, dass diese Resistenzcharakteristika erheblichen Unterschieden,
selbst innerhalb eines Krankenhauses, unterliegen. Nationale Daten kénnen daher nur
eingeschrankt zur individuellen Therapieentscheidung herangezogen werden.?!

Aus den KISS-Daten lassen sich fur Deutschland ca. 11.300 Beatmungs-assoziierte
Pneumonien pro Jahr auf Intensivstationen (ITS) ableiten.?? Die, der VAP zuschreibbare,
Letalitat liegt bei ca. 10%, gleichwohl prézise Angaben zu Morbiditat und Mortalitat der
VAP in der Literatur verschieden berichtet werden.

Aus den Daten lassen sich fur Deutschland ca. 4000 Todesfélle auf Normal- und
Intensivstationen ableiten, die jahrlich durch eine nosokomiale Pneumonie verursacht

werden.23

3.4. Das Polymyxin Colistin als therapeutische Alternative
Eines der wenigen Medikamente, das bei vielen MDR-GNR aktuell eine ausreichende
Wirksamkeit zeigt, ist das Polymyxin-Antibiotikum Colistin (Polymyxin E). Colistin gehort

in eine Antibiotikaklasse, die vor diesem Hintergrund bspw. in der gezielten, kalkulierten
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Therapie einer invasiven P. aeruginosa-Infektion als wirksam anzusehen ist.?* Da Colistin
biologisch gewonnen wird, besteht es aus einer Reihe von antibakteriell wirksamen
Substanzen. Die beiden Hauptwirkstoffkomponenten sind das Colistin A (Polymyxin E1)
und Colistin B (Polymyxin E2).

Polymyxine gehdren zur Gruppe der Polypeptid-Antibiotika und bestehen aus chemisch
modifizierten Dekapeptiden, die eine intramolekulare Ringbildung aufweisen und einen
hydrophoben Fettsdure-Anhang besitzen (s. Abbildung 2). Wahrend sich Colistin A und
B in ihren Aminosaurensequenzen nicht unterscheiden, findet sich bei Colistin A

6-Methyloktansaure und bei Colistin B 6-Metylheptansaure an das Peptid angekoppelt.?*

CHj

HsC

O
,_’_\

HoN

NH,
Abbildung 2 - Colistin A Strukturformel (Skelettformel), gemeinfrei nach 2

Bedingt durch die funf freien Amino-Gruppen der Lysin-Aminosduren reagiert die
antibiotisch wirksame Substanz — die Colistin-Base (CB) — alkalisch. Aufgrund der
molekularen GroRe (Molekularmasse > 1000Da) und der stark positiven Ladung des
Molekiils bei physiologischen pH-Werten weist Colistin schlechte
Penetrationseigenschaften auf und sollte daher z. B. bei der Therapie von intrakraniellen
Infektionen intrathekal gegeben werden, da bei alleiniger intravenéser Therapie meist
keine ausreichenden Liguor-Spiegel erreicht werden.?6

Der genaue Wirkmechanismus der Polypeptid-Antibiotika ist noch nicht ganzlich
erforscht. Als molekularer Wirkansatz wird eine direkte Interaktion mit den gramnegativen

Zellmembranen postuliert, bei der durch die Komplexierung und Verdrdngung
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zweiwertiger Metall-Kationen (v.a. Mg?* und Ca?*) deren Integritat zerstort und so eine
rasch bakterizide Wirkung erreicht wird. Colistin wirkt ausschliel3lich gegen gramnegative
Erreger. Klinisch wichtige Ausnahmen mit naturlicher Resistenz stellen gramnegative
Kokken (Neisserien) sowie die Gattungen Serratia, Burkholderia und Proteus dar.
Wahrend B-Lactame eine zeitabhangige Wirkung aufweisen und bei Aminoglykosiden
(AG) v.a. die Hohe des Spitzenspiegels fir die therapeutische Effektivitat maf3geblich ist,
zeigen Polymyxine einen kombinierten Wirkmechanismus. Ihre Wirkung ist abh&ngig vom
Integral der Zeit-Konzentrationskurve — der ,area under the curve“ (AUC).?’
Eine bessere Vertraglichkeit (s.u.) zeigte das Methansulfonsaurederivat der Colistin-
Base, das Colistin-Methansulfonat (CMS). Da die CB die antibakteriell wirksame
Substanz darstellt, muss das Prodrug CMS im Koper zunachst durch unspezifische
Esterasen in die CB uberfuhrt werden.?® Um eine bessere Vergleichbarkeit der
antibiotischen Potenz verschiedener Chargen zu erreichen, wird die Dosis in
Internationalen Einheiten (IU) angegeben. Die IU definiert sich biologisch: Eine 1U ist die
Menge an Colistin, welche das Wachstum eines Milliliters einer E. coli-Boullion eines
definierten Stammes bei einem pH von 7,2 hemmit.
Fur die Reinsubstanzen gilt approximativ:
1mg CB 2 30.000 IU
1mg CMS 2 12.500 IU.2°

Unerwinschte Arzneimittelwirkungen

Obwohl Colistin bereits Mitte des letzten Jahrhunderts in Japan aus dem grampositiven
Bacillus polymyxa var. colistinus isoliert und seine Wirksamkeit gegenuber
gramnegativen Bakterien entdeckt wurde, erreichte bzw. behielt es aufgrund seines
unginstigen pharmakokinetischen Risikoprofils keine breite Anwendung.®° Gefiirchtete
Nebenwirkungen sind v.a. die Nephro- und Neurotoxizitat, die sich vermutlich durch eine
unerwinschte Interaktion mit den Zellmembranen von Nierentubuluszellen sowie
Neuronen und deren Begleitzellen erklaren lasst.3!

Lediglich topische Anwendungsgebiete in Form von Augentropfen, enteralen
Dekontaminationen oder die inhalative Gabe bei Patienten mit zystischer Fibrose (CF)
verblieben aufgrund der als vernachlassigbar angenommenen systemischen

Resorption.3?
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Neuere Studien berichten nach Mal3gabe der RIFLE-Kriterien bei 10-54% der systemisch
mit Colistin behandelten Patienten von einer meist reversiblen Einschrankung der
Nierenfunktion.3® Im Umfeld schwerkranker Patienten ist eine genaue Bewertung der
Colistin-bedingten Nierenschadigung aufgrund der begleitenden Grunderkrankungen
sowie der Gabe weiterer nephrotoxischer Medikamente allerdings schwierig.
Risikofaktoren fur die Nierenschadigung unter einer Colistintherapie sind veranderbare,
Patienten-unabhangige Faktoren:

= Dosierung

» Therapielange**

= Gabe weiterer nierenschadigender Medikamente.

Hinzu kommen weitere unveranderbare, Patienten-abhangige Eigenschaften:
» vorbestehende Nierenschadigung®®
= hohes Alter

= Diabetes mellitus.

Neben den peripheren Parasthesien als haufigste neurologische Manifestation sind
weitere mdgliche neurologische Nebenwirkungen Schwindel, Ubelkeit, Ataxien und
Krampfe. Eine neuromuskulare Blockade als geflirchtetste neurologische Nebenwirkung
kann bei Befall der Atemmuskulatur zu einer peripheren Apnoe fuhren.

Neurologische Schaden werden in der Literatur seit 1990 in deutlich geringeren Raten
(<10%) beschrieben, als Mitte des letzten Jahrhunderts. Fir diese Differenz werden
modernere Herstellungsmethoden in der grof3technischen Produktion des Antibiotikums,
ein verbessertes Monitoring und das zunehmende Wissen um eine korrekte Dosierung
verantwortlich gemacht.®®¢ Da bei intensivstationar-behandelten Patienten auch ohne
Colistin-Therapie in bis zu 25% von einer Critical-lliness-Polyneuropathie und
-Myopathie (CIP/CIM) berichtet wird, ist in Analogie zur Nierenschadigung eine genaue
Attribution der medikamentts-bedingten Schaden bei den bisher geringen Fallzahlen nur
schwer moglich.3’

Unerwinschte Nebenwirkungen bei der inhalativen Therapie sind auch auf lokaler Ebene
maoglich. Insbesondere bei Patienten mit vorbestehenden (irritativen) chronischen
Lungenerkrankungen ist die Ausbildung von Bronchokonstriktionen unter einer Colistin-

Inhalation beschrieben worden.
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Zusammenfassend gilt sowohl fur die Nephro- wie auch die Neurotoxizitat eine positive
Korrelation mit der applizierten Dosis, die durch Patienten-abhangige und —unabhangige

Faktoren moduliert wird.

3.5. Inhalatives Colistin

Aufgrund der schlechten Penetrationseigenschaften des Makromolekiils scheint ein
Ubertritt aus dem Blut in den Alveolarraum — und somit z. B. an den Ort der Infektion bei
pneumonischen Geschehen — auch bei inflammatorischer Veranderung der Membranen
nicht in relevantem MaRe stattzufinden.3® Untersuchungen an VAP-Patienten konnten
beispielsweise bei intraventser Colistin-Therapie (ivCol) keinen Wirkstoff in der
bronchoalveoléaren Lavage (BAL) detektieren.3®

Um im Alveolarraum fur die Therapie wirksame Konzentrationen zu erreichen, kann
Colistin per Inhalation (p.i.) gegeben werden und erreicht so Uber das Bronchialsystem
den Alveolarraum. Verwandt wird zur Inhalation meist eine wassrige Losung, wobei auch
die inhalative Anwendung eines Colistin-Pulvers maoglich ist. Zur inhalativen Therapie
wird aufgrund einer besseren lokalen Vertraglichkeit Uberwiegend das Prodrug CMS
eingesetzt.

Durch die primér topische Anwendung kdnnen vor Ort mit geringeren Wirkstoffmengen
deutlich hohere Konzentrationen als bei der systemischen Anwendung erreicht werden.*°
Bei beatmeten Patienten ist eine Gabe Uber den Tubus oder das Tracheostoma maoglich.
Bezuglich der Dosierung bei der inhalativen VAP-Therapie besteht immer noch kein
internationaler Konsens.*! In der Prophylaxe und Therapie bei CF-Patienten werden 1
bis 2 Mega-IU (MIU; 2108 IU) im 8-12 stiindlichen Intervall, einer maximalen Tagesdosis
von 6 MIU entsprechend, empfohlen.*? In Studien, welche die inhalative CMS-Therapie
bei VAP-Patienten untersuchten, wurden Uberwiegend Tagesdosen zwischen 2 und 4
MIU eingesetzt.*® Generell weist laut bisheriger Studienlage die inhalative Gabe von
Colistin abgesehen von einer mdglichen, moderaten Bronchokonstriktion eine gute
Vertraglichkeit auf. Aufgrund eines Todesfalles, der im Zusammenhang mit der Inhalation
auftrat, ist die Indikation dennoch sorgféltig zu priifen. Zudem besteht fur die Anwendung

auRerhalb der CF gegenwartig keine Zulassung. 44
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Inhalatives Colistin in der Mukoviszidose-Therapie

Inhalatives Colistin (iCol) wird bereits seit mehreren Jahrzehnten erfolgreich bei der
Prophylaxe und der Bekampfung pulmonaler Infektionen bei CF-Patienten eingesetzt.*®
Auf Basis der gestdrten mukoziliaren Clearance findet sich bei erwachsenen CF-
Patienten ein (berwiegend gramnegatives Erregerspektrum, welches durch
rezidivierende Infekte und den haufigen Antibiotika-Einsatz Resistenzen aufweist bzw.

entwickelt.46

Stellenwert der iCol-Therapie bei der VAP

Die ,Infectious Diseases Society of America“(IDSA) empfiehlt in ihrer Richtlinie von 2016
fur die VAP-Behandlung von Erregern, die nur noch Colistin-sensibel sind, die
kombinierte Gabe von iCol und ivCol (comCol) bei der VAP-Therapie. Zusatzlich kann
iCol als Therapieoption bei VAP-Patienten unabhangig vom Resistenzcharakter erwogen
werden, die auf eine intravendse Therapie nicht (mehr) ausreichend ansprechen.’
Gemal der deutschen S3-Leitlinie zur nosokomialen Pneumonie sollte beim ,Vorliegen
multiresistenter gramnegativer Erreger, die nur auf Colistin und/oder Aminoglykoside
empfindlich sind (...) eine erganzende inhalative Therapie (...) zusatzlich zur
systemischen Antibiotikatherapie erwogen werden“.?! Diese schwache Empfehlung hat
den Evidenzgrad C.

Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2015 untersuchte die Evidenz fur die zusatzlich-
adjuvante Gabe von iCol bei der ivCol-Therapie von MDR-VAP bzw. nosokomialen
Pneumonien.*® Die 9 ausgewerteten Studien (eine prospektive Kohortenstudie,

8 retrospektive Analysen) mit insgesamt 672 Teilnehmern verglichen die ivCol-Therapie
mit einer Kombinationstherapie aus ivCol und iCol.4-7

Die comCol-behandelten Patienten zeigten ein signifikant besseres klinisches
Ansprechen auf die Therapie [OR=1,81; 95% Konfidenz-Intervall (KI) 1,30-2,53;
p=0,0005], eine héhere Erreger-Eradikation [OR=1,66; 95% KI 1,11-2,49; p=0,01] sowie
eine geringere Gesamtmortalitdit [OR=0,69; 95% KI 0,5-0,95; p=0,02]. Bezlglich einer
Nierenschadigung konnten die Autoren keinen signifikanten Unterschied feststellen
[OR=1,11; 95% Kl 0,69-1,80;p=0,67].

Ein systematisches Review ebenfalls aus dem Jahr 2015 umfasste zusatzlich auch
observationale Studien und Fallberichte, die ,einarmig“ lediglich die klinische Wirksamkeit

von iCol entweder als inhalative Monotherapie oder als Adjuvans zu einer bestehenden
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ivCol-Therapie untersuchten.®® Hierbei variierte die klinische Anspruchsrate bei der
comCol-Therapie zwischen 67% und 100%, wahrend sie bei der inhalativen
Monotherapie auf 57%-80% sank. Insgesamt schwankte die Infektions-assoziierte
Mortalitat bei diesen nicht-vergleichenden Studien zwischen 0% und 22%, wahrend in

0-17% eine Einschrankung der Nierenfunktion registriert werden konnte.>-67

Systemische Resorption

Da Colistin ein nicht unerhebliches, Dosis-abhangiges Nebenwirkungsprofil aufweist,
muss besondere Aufmerksamkeit auf die Vermeidung einer Uberdosierung gelegt
werden. Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, wie und in welchem Ausmal3e bei
einer inhalativen (Ko-) Therapie Colistin aus der Lunge in die systemische Zirkulation
Ubertritt und so ggf. systemische Nebenwirkungen verursachen kann.

Untersuchungen zur systemischen Bioverfugbarkeit bei einer inhalativen Colistin-
Monotherapie sind in Tiermodellen an Ratten und Pavianen erfolgt.68%° Erste humane
Untersuchungen zur systemischen Resorption wurden bei Mukoviszidose-Patienten
durchgefuhrt, da bei diesen eine (prophylaktische) inhalative Colistin-Monotherapie seit
langerem ein etabliertes therapeutisches Konzept darstellt.”%"*

Eine Vergleichbarkeit und Ubertragbarkeit der bei CF-Patienten gewonnen Daten auf
Patienten ohne Mukoviszidose ist nur eingeschrankt moglich: Aufgrund der langjéhrigen
pulmonalen Inflammation und der gestorten Clearance bei Mukoviszidose kommt es zu
tiefgreifenden Veranderungen der Lungenarchitektur. Insbesondere reduziert sich die
verfugbare Austauschflache, wahrend sich die alveolaren Membranen verdicken und
strukturell verandern.”? Daher konnte die systemische Resorption bei Patienten ohne CF
effektiver erfolgen und zu hoheren, systemisch verfigbaren Mengen fiihren.

Studienlage zum Start der vorliegenden Studie

Basierend auf der Literaturlage waren vor Start der Studie lediglich zwei Untersuchungen
an intensivstationaren Patienten ohne Mukoviszidose publiziert worden. In diesen
Studien ergaben sich Hinweise auf eine im Vergleich zu CF-Patienten hohere
Bioverflgbarkeit:

Lu et al. untersuchten bei VAP-Patienten unter einer vergleichsweise hohen inhalativen
Colistin-Therapie von 3x5 MIU CMS/d mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC) die Tal- sowie Spitzenspiegel von Colistin jeweils nach zwei- bzw. dreitagiger
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inhalativer Therapie.®® Unter dieser Dosierung konnten bei den 16 Patienten im Mittel
Colistin-Spitzenspiegel von ca. 2 mg/l gemessen werden. Die Colistin-Talspiegel lagen
mit 1 mg/l im Mittel darunter.

Die Athener Arbeitsgruppe von Athanassa et al. untersuchte bei invasiv beatmeten
Patienten ebenfalls mittels HPLC bei 20 Patienten die Plasmaspiegel nach der
erstmaligen Gabe von 1 MIU CMS (Therapieregime 3x1 MIU CMS/d).”® Die Abnahmen
zur Spiegelmessung erfolgten jeweils 1, 2, 4 und 8 Stunden nach der inhalativen
Verabreichung. Die mittleren Spiegel zeigten einen Anstieg innerhalb der ersten beiden
Stunden auf 1,2 mg/l (1h) und 1,6 mg/l (2h) und fielen anschlieRend tber 0,75 mg/l (4h)
auf den Talspiegel von 0,31 mg/l ab.

Zudem existierten nach unserer Kenntnis keine Veroffentlichungen, die eine
Spiegelbestimmung nach der inhalativen Therapie mittels Massenspektroskopie (MS)
durchfuihrten und Messungen sowohl unmittelbar nach der ersten Gabe als auch im
Zustand des Flussgleichgewichts nach 48-72h beschrieben. Studien mit begleitenden
Spiegelmessungen im Tracheobronchialsekret (TBS), das im Vergleich zur
bronchoalveoléaren Lavage einfacher zu gewinnen ist, waren zuvor nicht veroffentlicht
worden. Insgesamt bestand eine geringe Evidenzlage, die eine spezifische Dosis fir

Colistin in dieser spezifischen Patientenkohorte unterstitzen wirde.

3.6. Ziele der Studie

Gegenstand der vorliegenden Studie war es, eine geeignete Praanalytik als
Voraussetzungen fur das therapeutische Drug Monitoring (TDM) von Colistin und
seinem Prodrug CMS zu etablieren. Insbesondere die Adaptation des Prozederes fir
die Aufarbeitung von Trachealsekreten mit hoherer Viskositat erforderte eine
Anpassung des Analyseprozesses; es konnte jedoch ein sensitiver und valider Prozess
fur die Plasma- und Trachealsekret-Analytik etabliert werden, der dartber hinaus auch
in der klinischen Routine und fiir Forschungsfragestellungen genutzt wird. Im Rahmen
der observationalen Pilotstudie sollte dann eine Quantifizierung der systemischen
Resorption bei der inhalativen Colistintherapie zur Abschatzung des systemisch
verfugbaren Wirkstoffanteils als Vermittler moglicher unerwiinschter
Arzneimittelwirkungen, unter besonderer Bertcksichtigung der Nephro- und

Neurotoxizitat, erfolgen.
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4. Patienten und Methoden

4.1. Studiendesign und Erhebungszeitraum

Bei der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Studie handelt es sich um eine
prospektive observationale, klinische Pilotstudie. Die Studie wurde auf den
intensivmedizinisch-anasthesiologischen  Stationen 8i und 14i sowie der
interdisziplinaren Intensivstation K1 am Campus Virchow-Klinikum der Charité-
Universitatsmedizin Berlin durchgefuhrt. Die Akquirierung der Patienten erfolgte im
Zeitraum von 09/2013 bis 09/2014.

4.2. Ethik-, Datenschutzvotum und Registrierung

Das Studienvorhaben wurde von der Ethikkommission (EA 1/070/13) sowie dem
behdrdlichen Datenschutzbeauftragten der Charité genehmigt. Die Studie wurde unter
ClinicalTrials.gov registriert (ClinicalTrials.gov identifier: NCT01894347).

4.3. Studienlokalisation

Die Station K1 wird interdisziplinar von Anasthesisten, Neurochirurgen und Neurologen
gefihrt und widmet sich Uberwiegend der Behandlung schwerer Erkrankungen des
zentralen und peripheren Nervensystems.

Die anasthesiologisch geleiteten Stationen 8i und 14i versorgen postoperative Patienten,
die eine intensivstationdre Nachbehandlung benétigen. Die Station 8i ist zusatzlich ein
Uberregionales Zentrum fir die Versorgung polytraumatisierter Patienten sowie der

Behandlung eines akuten Atemnotsyndroms (ARDS).

4.4. Ein-und Ausschlusskriterien
Eingeschlossen werden konnten volljahrige Patienten beiderlei Geschlechts, die folgende
Einschlusskriterien aufwiesen:
» invasive Beatmung und vermutete oder gesicherte Erreger in einem tracheobronchialen
Sekret mit oder ohne klinische Zeichen einer pulmonalen Infektion
= indizierte inhalative Colistin Ko-Therapie zur Infektbehandlung bzw. Eradikation eines

Erregers

23



Folgende Ausschlusskriterien bestanden:

= Einwilligung des Patienten/des gesetzlichen Vertreters konnte nicht zeithah eingeholt
werden

= nicht volljahrige (< 18 Jahre) Patienten

= Einschluss in eine weitere prospektive Antibiotika-Studie

= Uberempfindlichkeit gegeniiber Colistin oder anderen Polymyxin-Derivaten

= Patienten mit zystischer Fibrose

= Vorliegende Vollmacht/Patientenverfigung, in welcher eine Teilnahme an
Studien vom Patienten grundsatzlich ausgeschlossen wird

= Fehlende Einwilligung zur pseudonymisierten Verwendung von Patientendaten

= Unterbringung des Patienten im Krankenhaus auf behdérdliche/gerichtliche Anweisung

Patienten, welche die Einschlusskriterien erfullten und bei denen keine
Ausschlusskriterien eruierbar waren, wurden vorlaufig in die Studie eingeschlossen. War
aufgrund der schweren Erkrankungen der Patienten keine Aufklarung vor Einschluss in
die Studie moglich, so war die Aufklarung der Patienten bzw. der betreuenden Personen

nachfolgend im ,delayed informed consent“Verfahren maoglich.

4.5. Identifikation der Patienten

Mogliche Patienten wurden durch regelmaRige Uberprifung der elektronischen
Patientendaten der oben genannten Intensivstationen auf Ein- und Ausschlusskriterien
hin Gberprift. Grundlage dieser Prifung waren das Krankenhaus-Informationssystem
(SAP Deutschland AG & Co. KG, Walldorf, Deutschland) und das ITS-Patienten-Daten-
Management-System (COPRA System GmbH, Sasbachwalden, Deutschland).

4.6. Datenerfassung

Gemald Studienprotokoll erfolgte die prospektive Erhebung der weiteren Daten mithilfe
der Computer-basierten Patientendatenprogramme (s.0.) und der Papier-gebundenen
Akte. Erhoben wurden neben Alter und Geschlecht auch die anthropometrischen Daten
zu Grof3e und Gewicht. Anamnestisch wurden Informationen tber Substanzmissbrauch
(Ethanol, Nikotin, etc.), eventuell vorliegende Immunsuppression, Allergien,
vorbestehende Niereninsuffizienz (NI) sowie bereits vorbestehende neurologische und

pulmologische Vorerkrankungen dokumentiert.
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Der Schweregrad der infektiologischen Gesamtsituation wurde nach dem Vorschlag des
American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine (ACCP/SCCM)
Consensus Conference Comitees’ in die Kategorien Sepsis, schwere Sepsis und
septischen Schock eingeteilt und mittels intensivmedizinischer Scores (TISS-28, SOFA,
APACHE Il), die jeweils zum Zeitpunkt der ITS-Aufnahme und des Studieneinschlusses
dokumentiert wurden, quantifiziert.”> Bei Studieneinschluss wurden die laborchemischen
Daten zur Creatinin-Konzentration im Serum, Inflammations-Surrogatmarker (z. B. CRP,
Leukozyten/nl) und die Ergebnisse der Blutgasanalyse (BGA) festgehalten. Eine
ausfuhrliche Dokumentation der Beatmungsparameter (z. B. Beatmungsdauer zum
Studieneinschluss, Horovitz-Index, Beatmungsdriicke und Volumina) wurde
angeschlossen. Zudem wurden die bisherige ITS-Verweildauer, die hamodynamische
Situation und ggf. die notwendige Katecholamin-Dosis zu Studienbeginn protokolliert.

Wahrend des Aufenthaltes wurde auf Medikamenten-assoziierte und nicht —assoziierte
Nebenwirkungen geachtet und diese dokumentiert. Der klinische Therapieerfolg wurde
ebenso kontrolliert wie die mikrobiologische Clearance. Nach Beendigung der
Behandlung an der Charité wurden die gesamte ITS-Verweildauer, die Summe der

invasiven Beatmungsdauer sowie die ITS- und Krankenhaussterblichkeit notiert.

4.7. Inhalative Applikation des Colistins

Auf den teilnehmenden Intensivstationen ist ein online-basierter Standard fiur die
Anwendung antimikrobieller Medikamente etabliert, der fur die inhalative Therapie
erwachsener Patienten die Gabe von 1 MIU CMS alle 8h mit einer mdglichen Steigerung
auf bis zu 6 MIU CMS pro Tag bei klinischer Notwendigkeit empfiehlt.”®

Das Colistin wurde mit dem Vernebler Aeroneb® Pro (Aerogen Nektar Corporation,
Galway, Irland) verabreicht. Zur Verneblung wurde die entsprechende Menge Colistin-
Methansulfonat (Colistin CF, Forest Laboratories Nederland B.V., Utrecht, Niederlande)
in 5 ml isotonischer 0,9%-iger NaCl-Losung aufgeldst und diese Losung mithilfe des
Aeroneb® Pro in ein Aerosol Uberfihrt. Das Gerat produziert ein Aerosol, dessen
Tropfchen eine mittlere Gréf3e von etwa 4 um (Angabe des Herstellers) aufweisen. Das
Aerosol wurde in das Beatmungssystem uberfiihrt und tGber den Tubus endotracheal mit
der einstromenden Luft appliziert.

Vor der inhalativen Gabe wurde die Ventilation mittels Rekrutierungsmandvern,

trachealer Absaugung und der Gabe von Bronchodilatatoren (z. B. 2,5 mg Salbutamol,
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geldst in 5 ml isotonischer Kochsalzldsung, appliziert 20 Minuten vor der Colistin-Gabe)

optimiert.

4.8. Probengewinnung

Bei eingeschlossenen Patienten wurden die Blutproben-Reste, die im Rahmen der 1-2
stundlich durchgefuhrten BGA-Bestimmungen (Pico50 Probennehmer, 2ml, 80IU
Heparin; Radiometer A/S, Danemark) tbrig blieben, zum Zeitpunkt 1h und 7h nach Gabe
der ersten Inhalation gewonnen. Eine zuséatzliche Probe wurde an Tag 3 unmittelbar vor
der 7. inhalativen Gabe abgenommen. Auf Grundlage vorausgegangener Studien’®7’
erfolgte aus den Entnahmen 1h, 7h bzw. am Tag 3 nach der ersten Gabe die Bestimmung
von CMS und CB. Fand im Rahmen der intensivmedizinischen Behandlung die
Gewinnung eines TBS statt, wurden Teile des gewonnenen Materials in ein

Probenréhrchen tberfiihrt und ebenfalls bei -80°C bis zur Messung gelagert.

4.9. Etablierung der Colistin-Messung

Zu Beginn dieser Studie war die Messung von Colistin und CMS mittels HPLC-
gekoppelter Tandem-Massenspektroskopie  (HPLC-MS/MS) in  Plasma und
Tracheobronchialsekret deutschlandweit nicht verfigbar. Aufgrund der problematischen
Praanalytik, insbesondere bedingt durch die Instabilitdt des Prodrugs CMS, war die
Etablierung der  Colistin-Bestimmung  eine  studienimmanente, logistische
Herausforderung.

Zur Vermeidung langer und zeitaufwendiger Wege erfolgte daher die Aufstellung eines
netzwerkangebundenen -80°C-Kuhlschrankes unmittelbar auf der Station 8i. Durch die
benachbarte Kuhlzentrifuge war eine schnelle und vom Zentrallabor unabhangige
Probenbearbeitung gewahrleistet, bei der mdgliche Verzdégerungen der Praanalytik
vermieden werden konnten. In enger Absprache und Koordination mit dem Labor des
Instituts fur Klinische Pharmakologie der Otto-von-Guericke Universitat in Magdeburg
erfolgte der direkte Transport auf Trockeneis durch einen gesonderten Fahrdienst,

sodass die Proben nach Eingang dort zligig abgearbeitet werden konnten.
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4.10. Probenverarbeitung und -analyse

Unmittelbar nach Abnahme wurden die BGA-Reste in ein natives Rohrchen (BD
Vacutainer® Z (No Additive); Becton Dickinson and Company, USA) Uberfiihrt und sofort
bei 4°C bei 4000 g tber 10 min lang zentrifugiert (Megafuge 1.0R; Heraeus, Hanau). Der
Plasmauberstand (i.d.R. < 1ml) wurde in ein ,Eppendorfhitchen® Gberfihrt und bei -80°C
bis zur Messung der Proben eingefroren.

Die Bestimmung der CMS- und Colistin-Spiegel erfolgte am Institut fur Klinische
Pharmakologie der Otto-von-Guericke Universitat in Magdeburg. Die Messung der
gewonnen Proben fand innerhalb eines Jahres nach Gewinnung statt.

Gemal den Untersuchungen von Dudhani et al. ist in diesem Zeitraum bei -80°C nicht
mit einer nennenswerten Zersetzung des Colistins oder einer spontanen Hydrolyse von
CMS zur freien Colistin-Base zu rechnen.?®

Die Proben wurden vor diesem Hintergrund wahrend des maximal vierstiindigen
Transports von Berlin nach Magdeburg mit Trockeneis (Sublimationstemperatur

COa2fest: -78,5°C) gekuhlt.

Die Bestimmung des Colistin-Spiegels erfolgte mit einer HPLC-MS/MS nach einem leicht
abgeanderten Protokoll nach Gobin et al.’® Gemessen wurden die zwei
Hauptkomponenten, Colistin A und B, die zusammen mehr als 85% der Gesamtaktivitét
von Colistin ausmachen.” Da sich deren antibiotische Wirkung nur unwesentlich
unterscheidet, wurde das Ergebnis als Gesamtcolistin (Summe aus Colistin A und B)
ausgegeben.

Zur Messung wurden die Proben schonend aufgetaut, um eine spontane CMS-Hydrolyse
zu vermeiden. Anschlie3end wurden jeweils 250 pl in zwei getrennte Tubes pipettiert, um
eine getrennte Messung von CMS und CB vornehmen zu kdnnen. Eines der Aliquote
wurde ohne weitere Behandlung zur Messung vorbereitet, wahrend das andere einer
forcierten Hydrolyse zugefuhrt wurde. Hierzu wurde die Probe mit 40 ul 0,5M H2SOa4
versetzt und bei Raumtemperatur Gber 10 min hydrolisiert. Abbildung 3 zeigt schematisch

die ablaufende Reaktion bei der Hydrolyse.
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Abbildung 3: Reaktionsgleichung der forcierten Hydrolyse (exemplarisch fir Colistin A)

Um den Wirkstoff und den internen Standard (Polymyxin B) aus den so vorbereiteten
Proben zu extrahieren, wurden sie mit einer Festphasenextraktion weiter aufgearbeitet.
Zu den Proben wurden 50 ul der Losung des internen Standards

(25 ug Polymyxin B/ml) gegeben und die Probe mit 700 pl Reinstwasser verdinnt.

Die SO gewonnenen Losungen wurden auf ein Oasis HLB-
Festphasenextraktionsrohrchen  (Waters  Artikel-Nr.  WAT094225) aufgetragen,
anschlieBend mit 1ml Wasser gewaschen und trocken gesaugt.

Wirkstoff und Standard wurden mit 1 ml Methanol/0,1% Trifluoressigsdure vom
Festphasenextraktionsrohrchen geldst und das Eluat in der Vakuumzentrifuge vollstandig
eingedampft. Der verbleibende Ruckstand wurde mit 250 pl der mobilen Phase der
HPLC, bestehend aus einer 0,1%-igen wassrigen Trifluoressigsaurelésung, wieder
aufgenommen und in ein Autosamplerglaschen mit Mikrolitereinsatz tUberfuhrt.

Die L6sungen durchliefen mit einem Laufmittel bestehend aus 40% Acetonitril, 60%
Wasser und 0,1% Trifluoressigsaure eine HPLC (HP1100, HP, Waldbronn, Deutschland).
Als Saule fand eine Agilent Zorbax Eclipse SB-C18, 5um, 2,1x150mm Saule mit
Phenomenex Security Guard Filter mit C18 Filtereinsatz Verwendung.

Mittels Tandem-Massenspektrometer (Thermo Finnigan TSQ, Thermo Fisher Scientific,
Braunschweig, Deutschland) wurde anschlieRend die Menge an CB bestimmt. Hierfur
wurde im Positiv-lonen Modus ein Multiple-Reaktion-Monitoring durchgeftihrt. Detektiert
wurden die Massenubergange (m/z) 585,5 - 101,2 fur Colistin A (Molekularmasse 1170
g/mol), 578,5 - 101,2 fur Colistin B (Molekularmasse 1155 g/mol) und 602,5 - 241,2 fur
Polymyxin B (Molekularmasse 1203 g/mol) als Standard.

28



Die Validationsstudie zur Implementation der Methoden bestimmte die Nachweisgrenze
fur Colistin mit 0,02 mg/l, wahrend die Optimierung zur quantitativen Messung eine
Bestimmungsgrenze von 0,1 mg/l zur validen quantitativen Analyse ergab.

Die Menge an CMS wurde aus der CB-Differenz zwischen der forciert-hydrolisierten und
der unbehandelten Probe errechnet.

Die Aufbereitung der TBS-Proben erforderte aufgrund der erhéhten Viskositat initial eine
zusatzliche Behandlung gemaf eines adaptierten Protokolls nach Kontou et al.8% Nach
schonendem Tauvorgang wurden die TBS-Proben in einem Ultraschallbad (Elma T470,
Singen, Germany; 35kHz, max. HF-Energie 170W) verflissigt. Die so vorbereiteten

Proben wurden anschlieRend wie oben beschrieben analysiert.

4.11. Outcome-Parameter

Eine Nierenschadigung unter der Therapie wurde angenommen, sofern die Kriterien fur
das Stadium ,Injury® gemal} den RIFLE-Kriterien wahrend des Beobachtungszeitraumes
erreicht wurden (mind. zweifacher Anstieg des Serumcreatinins).

Zum Monitoring der Neurotoxizitat wurden neurologische Untersuchungen durch
erfahrene Intensivmediziner vorgenommen und bei etwaigen Auffalligkeiten schlossen
sich weitergehende elektrophysiologische Untersuchungen an.

Die Plasmakonzentrationen von CB und CMS wurden wie oben beschrieben gemessen.
Ein klinisches Ansprechen wurde definiert als die Ruckbildung bzw. eine deutliche
Besserung der klinischen Symptome 14 Tage nach Beginn der Therapie.

Eine mikrobiologische Clearance wurde angenommen, sofern drei Tage nach
Beendigung der antimikrobiellen Therapie kein Erreger aus dem Kompartiment, in dem

zuvor ein Erreger nachweisbar war, mehr kultiviert werden konnte.

4.12. Endpunkte

Der antimikrobiellen Effektivitat von Colistin steht sein Nebenwirkungsspektrum
gegenuber. Besondere Bedeutung bei der Colistintherapie haben daher eine mdgliche
Nephro- und Neurotoxizitat. Deshalb bildete das Monitoring der Nephro- und
Neurotoxizitdt bei der inhalativen CMS-Therapie den primaren Endpunkt. Da der
Vermittler dieser Nebenwirkungen das systemisch verfugbare Colistin darstellt, erfolgte

die Uberwachung tiber die
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= Messung der Plasmaspiegel von Colistin und seinem Prodrug CMS nach
definierten Zeitpunkten zur Detektion und Quantifizierung der systemischen
Resorption,

= Bestimmung der Creatinin-Werte und der RIFLE-Kriterien sowie einem

= Neuromonitoring (klinisch-neurologische Untersuchung, bei Aufféalligkeiten
Nervenleitgeschwindigkeit, ggf. EEG).

Als sekundare Endpunkte wurden neben einer Uberwachung weiterer Komplikationen
und schwerwiegender, unerwinschter Ereignisse wahrend der antiinfektiven Therapie
folgende Untersuchungen durchgefuhrt:

= Konzentrationen von Colistin im Tracheobronchialsekret

= Mikrobiologische Evaluation der Erregereradikation.

4.13. Statistische Auswertung und graphische Darstellung

Die Ergebnisse wurden in Abhangigkeit vom Skalenniveau und der Verteilung als Median
mit 25%- und 75%-Quartilen [25 | 75], arithmetisches Mittel £ Standardabweichung
(MW £ STD) oder prozentuale Anteile angegeben. Fir die weitergehende statistische
Analyse wurde ein nicht-parametrischer Wilcoxon-Test angewandt, wobei ein
zweiseitiger Wert von p < 0,05 als statistisch signifikant angesehen wurde. Durch den
observationalen Charakter der Pilot-Studie wurden alle Analysen als explorativ
angesehen. Samtliche statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Analyseprogramm
IBM SPSS Statistics 21 (International Business Machines Corporation, Armonk, USA).
Strukturformeln und graphische Reaktionsgleichungen wurden mittels ACD/ChemSketch
Version 2018.1.1 (Advanced Chemistry Development Inc. (ACD/Labs), Toronto, Canada)
erstellt (vgl. Abbildung 3).
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5. Ergebnisse

5.1 Eingeschlossene Patienten und Basischarakteristika

Insgesamt 11 Patienten erfullten zunachst alle Einschlusskriterien. Bei einem Patienten
erfolgte die Colistin-Gabe intravends, sodass dieser Patient ausgeschlossen wurde. Bei
einem weiteren Patienten konnte die Zustimmung des gesetzlichen Betreuers zum
Einschluss in die Studie und die weitere Verarbeitung der gewonnen Daten nicht
eingeholt werden. Ein Grof3teil der im Rekrutierungszeitraum inhalativ mit Colistin
behandelten Patienten war aufgrund einer zeitgleich bestehenden intravendsen Colistin-
Kotherapie fur eine Teilnahme an der Studie nicht geeignet.

Bei allen eingeschlossenen Patienten erfolgte die Aufnahme auf die ITS postoperativ. Die
Operationen, die primar zur Aufnahme auf die ITS fuhrten, verteilten sich auf die Bereiche
Neurochirurgie (66,7%), Thorax- und Viszeralchirurgie (22,2%) sowie eine Operation an
der A. carotis interna (11,1%). Eine der eingeschlossenen Patienten war weiblich

(11,1 %). Einen Uberblick tiber die tibrigen Basischarakteristika gibt Tabelle 1.

Tabelle 1 - Basischarakteristika der eingeschlossenen Patienten

Pat.-Nr. Alter [Jahre] GrofRe [cm] Korpergewicht [kg] BMI [kg/m?]
1 67 176 70 22,6
2 58 180 70 21,6
3 61 188 200 56,6
4 47 200 85 21,3
5 76 165 60 22,0
6 86 180 80 24,7
7 65 180 75 23,1
8 27 170 75 26,0
9 53 180 90 27,8
MW + STD 60+ 17 179,910 89,4 +424 27,3+11,2
25%|Median| 50|61|71,5 173|180|184 70|75|87,5 21,8|23,1|26,9

75% Quartilen
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5.2 Daten bei ITS-Aufnahme

Vorerkrankungen

Lunge

6 Patienten (66,7%) wiesen eine pulmologische Vorerkrankung auf, wobei bei vier
Patienten (44,4%) eine Lungengerustveranderung vorlag (COPD, Lungenfibrose) und bei
zwei weiteren Patienten (22,2%) ein reversibles Asthma bronchiale dokumentiert war.
Niere

Zum Zeitpunkt der Aufnahme betrug das durchschnittliche Serum-Creatinin 1,12 mg/dl
(STD: 0,83 mg/dl; 25%|Median|75% Quartilen: 0,55|0,80|1,72 mg/dl). Der Median der
nach Cockcroft-Gault®? berechneten glomerularen Filtrationsrate (eGFR) betrug hierbei
96 ml/min (STD: 97 ml/min; 25%|75% Quartilen: 56,5|188,5 ml/min). Eine deutlich
geringere Streuung der geschatzten GFR ergab sich bei der Berechnung anhand der von
der ,Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration® (CKD-EPI)® erarbeiteten
Formel: Die mittlere, nach CKD-EPI errechnete GFR betrug bei Aufnahme auf die
Intensivstation 87 ml/min/1,73m2 (STD: 45 ml/min/1,73m?; 25%|Median|75% Quatrtilen:
44)92|130,5 ml/min/1,73m?). Letztere eGFR nach CKD-EPI wurde gemalf} der von der
,Kidney Disease: Improving Global Outcomes“-Gruppe (KDIGO) vorgeschlagenen
Stadien®? stratifiziert: Eine relevante, vorbekannte Einschrankung der errechneten GFR
von unter 60 ml/min/1,73m?2 wiesen bei ITS-Aufnahme drei Patienten (33,3%) auf. Diese
drei Patienten befanden sich jeweils im KDIGO-Stadium G3a (GFR 45-59
ml/min/1,73m?2), G3b (GFR 30-44 ml/min/1,73m2) und G4 (15-29 ml/min/1,73m?2).

Ein Patient war vor und wahrend der Studie abhangig von Nierenersatzverfahren.

Nervensystem

Bei 6 Patienten waren bei ITS-Aufnahme Erkrankungen des zentralen Nervensystems
bekannt. Diese verteilten sich auf neuroinflammatorische (Multiple Sklerose) und
traumatische Ursachen (traumatisches Subduralhamatom, offenes Schadel-Hirn-
Trauma) sowie neurovaskulare Entitaten (Schlaganfall, Subarachnoidalblutung).

Immunsystem

Drei Patienten (33,3%) standen unter einer immunsuppressiven Therapie. Die
verwandten Substanzen waren jeweils eine Monotherapie mit Prednisolon sowie den
Calcineurin-Inhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A. Die zugrundeliegenden
Erkrankungen, die diese Therapie indizierten, waren Asthma bronchiale, Multiple
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Sklerose und ein systemischer Lupus erythematodes. Bei einem Patienten (11,1%) war
eine Allergie anamnestisch vorbekannt, die sich gegen Acetylsalicylsaure richtete.

Substanzmissbrauch

Von den vier Patienten (44,4%), die einen Nikotinabusus betrieben, lag bei der Hélfte ein

zusatzlicher schadlicher Ethanol-Missbrauch vor.

ITS-Scoring-Werte bei Aufnahme

Einen Uberblick (ber die Statistik der Scoring-Systeme zum Zeitpunkt der
intensivstationaren Aufnahme liefert Tabelle 2. Wie an den Werten ersichtlich, befanden
sich die Patienten u.a. durch Organdysfunktionen in vital bedrohlichen Situationen und

wiesen eine eingeschréankte Prognose auf.

Tabelle 2 - Ubersicht tiber die ITS-Scores zum Aufnahmezeitpunkt

Pat.-Nr. APACHE Il SOFA TISS-28
1 22 9 32
2 35 7 45
3 39 15 46
4 22 4 35
5 15 8 52
6 33 10 37
7 31 13 38
8 20 7 45
9 29 12 49
MW=+ STD 27,3+8,0 94+34 42,1 +6,8
25%|Median|75% 21|29|34 7/9]13 36/45(47,5
Quartilen

5.3. Daten bei Studieneinschluss und Beobachtungszeitraum

Zwischen der stationaren Aufnahme und dem Einschluss in die Studie lagen
durchschnittlich 48 Tage (STD: 29,8 Tage; 25%|Median|75% Quartilen: 23|43|77,5
Tage).
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ITS-Scores
Die nachstehenden Abbildungen 4-6 zeigen den Verlauf der drei intensivstationaren

Scores APACHE II, SOFA und TISS-28.
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Abbildung 6 - Verlauf des TISS-28-Scores, dargestellt als Boxplot
Beatmung

Alle Patienten wurden um Zeitpunkt des Einschlusses invasiv beatmet. Die
durchschnittliche Beatmungsdauer zum Moment des Einschlusses betrug 707 Stunden
(STD: 471 Stunden; 25%]|Median|75% Quatrtilen: 242|604|1117 Stunden).

Der Mittelwert der Horovitz-Quotienten (paO2/FiO2) berechnete sich zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses zu 161,5 mmHg (STD: 72,5 mmHg).

Weitere Beatmungsparameter sind in der folgenden Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3 - Beatmungsparameter bei Studieneinschluss

Parameter MW = STD
Tidalvolumen (Vi) [ml] 478,9 + 204,2
Atemfrequenz [min-] 21,3+10,1

Minutenvolumen [I] 9,8+6,1
Spitzendruck [mbar] 22,4+ 3,7
PEEP [mbar] 10+3

Klinisch zeigten sich im Rahmen der inhalativen Colistin-Therapie keine Hinweise auf
einen Bronchospasmus. Statistisch signifikante Veranderungen des Tidalvolumens, z. B.

im Sinne eines Abfalls im Rahmen eines Bronchospasmus, zeigten sich nicht.
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Ein Patient war vor und wahrend der Studie abhdngig von einer Extrakorporalen

Membranoxygenierung (ECMO).

Systemische Inflammationsparameter und Katecholamintherapie

Bei je einem Patienten (11,1%) wurden die Kriterien fur eine Sepsis bzw. schwere Sepsis
erfullt, wahrend bei den verbleibenden Patienten (77,8%) die Diagnosekriterien fir einen
septischen Schock vorlagen.

Bei diesen lag die mittlere maximale Katecholamindosis bei 0,31 pg / kg*min
Noradrenalin (NA) (STD: 0,35 pg NA/kg*min; 25%]|Median|75% Quartilen: 0,05]0,17|0,59
Mg NA/kg*min).

5.4. Mikrobiologie und antibiotische Therapie

Erregerspezies

Bei allen Patienten lieBen sich aus pulmonalen Proben Erreger nachweisen. Die
gramnegativen Erreger verteilten sich auf zwei Escherichia coli Isolate, zwei
Acinetobacter baumannii Nachweise sowie finf positive Kulturen multiresistenter
Pseudomonas aeruginosa Stamme.

Resistenzcharakteristika

Die Resistenzmuster der Bakterien gemafld der Empfehlung der ,Kommission fir
Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) am RKI# zum
Studienzeitpunkt sind Tabelle 4 zu entnehmen. Des Weiteren finden sich in

Tabelle 4 die Korperregionen bzw. Kompartimente, in denen der Nachweis gelang und
die antibiotischen Wirkstoffe, die in vitro eine wachstumshemmende Aktivitat zeigten. Das
mikrobiologische Labor bestimmte die Resistenzeigenschaften der Isolate mittels
Mikrodilution und berichtete die Resultate der Resistenztestung fir Colistin qualitativ
(sensibel definiert als MIC < 2mg/I).
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Tabelle 4 - Resistenzcharakteristika der mikrobiologischen Isolate

Patient Erreger KRINKO Nachweis in Sensibilitat
(nebst Polymyxinen)
1 Acinetobacter - TBS Piperacillin, Imipenem,
baumannii Meropenem, Gentamicin,
Cotrimoxazol, FC
2 Pseudomonas 3 MRGN TBS, Blutkultur AG, FC
aeruginosa
3 Pseudomonas 3 MRGN TBS Ceftazidim, Cefepim, AG,
aeruginosa Fosfomycin
4 Pseudomonas 3 MRGN TBS Ceftazidim, Cefepim, AG
aeruginosa
5 Acinetobacter 4 MRGN TBS -
baumannii
6 Pseudomonas 4 MRGN TBS Amikacin, Tobramycin
aeruginosa
7 Escherichia coli 3 MRGN, TBS Imi-, Meropenem, Tobramycin,
ESBL + Cotrimoxazol
8 Pseudomonas 4 MRGN TBS Tobramycin
aeruginosa
9 Escherichia. coli 3 MRGN, TBS Ertapenem, Imipenem,
ESBL + Meropenem

Abkirzungen: AG = Aminoglykoside (getestete Substanzen: Gentamicin, Amikacin, Tobramycin);
FC = Fluorchinolone (getestete Substanzen: Ciprofloxacin, Levofloxacin)

Antibiotische Therapie
Inhalative Colistin-Therapie

Bei 7 Patienten wurde eine Dosierung von 3x1 MIU CMS/d gewahlt. Bei den ubrigen
beiden Patienten wurde vom behandelnden Stationsteam die Dosierung auf 4x1 MIU
CMS/d bzw. 3x2 MIU CMS/d erhoht.

Im Rahmen der durchschnittlich 9,4 Tage (STD: 5,4 Tage; 25%|Median|75% Quatrtilen:
5,5|8|12,5 Tage) dauernden inhalativen CMS-Therapie wurden kumulativ 32,9 MIU
Colistin-Methansulfonat (STD: 19,8 MIU CMS; 25%|Median|75% Quartilen: 16,5|24|55
MIU CMS) per Inhalation verabreicht.

Intraven@se Therapie

Neben der iCol-Therapie erhielten alle Patienten wahrend des Beobachtungszeitraumes
eine intravendse, antibiotische Therapie. Tabelle 5 zeigt die parenteral verabreichten
antimikrobiellen Wirkstoffe. Die Therapie mit 3-Lactamen wurde im Mittel fur 10,4 Tage
(STD: 8,4 Tage) durchgefuhrt.
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Tabelle 5: Intravends-verabreichte Antibiotika

Patient B-Lactam-Antibiotika Weitere Antibiotika

1 Meropenem (7]

2 Meropenem Linezolid

3 Meropenem + Ceftazidim Vancomycin

4 Imipenem g

5 Flucloxacillin Erythromycin

6 Cefepim Ciprofloxacin

7 Imipenem Vancomycin

8 1] Vancomycin

9 Meropenem Cotrimoxazol

5.5. Priméare Endpunkte

CMS- und CB-Plasmaspiegel

In  keiner der untersuchten Blutproben konnten CMS-Spiegel oberhalb der
Detektionsgrenze gemessen werden. Die CB-Plasmaspiegel betrugen im Mittel eine
Stunde nach Inhalation 0,055 (+0,11) mg/l, nach 7 Stunden 0,051 (x0,10) mg/l und am
Tag 3 nach der ersten Probenabnahme 0,14 (£0,16) mg/l. Tabelle 6 zeigt die detaillierten

Messwerte des Plasma-TDMs im Vergleich zum Therapieschema.

Tabelle 6: CB-Plasmaspiegel und Colistin-Therapie

TDM-Werte fur Colistin im Plasma [mg/l]

Patient Dosisschema pro zum Zeitpunkt post inhalationem

Tag [MIU] 1h 7h Tag 3
1 3x1 0 0 0
2 3x1 0 0 0,1
3 3x1 0 0 0
4 3x1 0 0 0,180
5 3x1 0,235 0,231 0,152
6 3x2 0,258 0,230 0,215
7 3x1 0 0 0
8 3x1 0 0 0,511
9 4x1 0 0 0,121
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Nephrotoxizitat
Tabelle 7 stellt die Creatininwerte der Patienten Uuber einen einwdchigen

Beobachtungszeitraum sowie zum Ende der inhalativen CMS-Therapie dar.

Tabelle 7 — Serum Creatininwerte in mg/dl am Vortag des Studieneinschlusses (VT), am
Einschlusstag (ET) sowie am 1. Folgetag (D1), am 2. Folgetag (D2), usw. sowie
zum CMS-Therapieende

Pat.-Nr. VT ET D1 D2 D3 D4 D5 CMS Therapie-
Therapieende Dauer [d]
1 1,03 1,07 - 1,05 1,01 1,05 0,98 1,19 11
2 039 1039 044 037 049° 049 0,48 0,49° 4
3* 3,95 3,56 - 3,12 3,62 3,11 3,83 3,34
4 0,20 0,23 0,19 - 0,18 0,26 - 0,18 21
5 - 054 058 046 042 042 0,47 0,47 7
6 0,99 1,0 1,28 1,28 1,08 094 0,91 0,98
7 062 068 047 048 0,50° 0,49 0,50 0,50° 4
8 0,61 067 109 096 0,84 - - 0,79
9 033 031 048 036 049 039 044 0,88 14
MW+STD 1,02 094 065 101 096 0,89 1,09 0,98 + 0,94 94+54

1,22 +1,02 0,39 0,92 +1,04 =+0,94 =+1,23

* Pat. 3 war vor und wahrend der Studie abhéngig von Nierenersatzverfahren; °Ende der CMS-Therapie

Die (transienten) Anstiege des Serumcreatinins, die bei vier Patienten bei Vergleich der
Serumcreatininwerte zum Studieneinschluss und zum Therapieende beobachtet werden
konnten, erfillten bei einem Patienten die Definition fur das Kriterium ,Injury“ nach RIFLE.
Mit Ausnahme des bereits vor Beginn der Studie Dialyse-pflichtigen Patienten bendtigte
keiner der Studienteilnehmer ein (passageres) Nierenersatzverfahren wahrend des

Studienzeitraums.

Neurotoxizitéat

Bei drei Patienten (33,3%) fanden sich in den klinisch-neurologischen Untersuchungen
Auffalligkeiten, die eine weitere elektrophysiologische Abklarung nach sich zogen. Diese
drei Patienten erfillten die klinischen und elektrophysiologischen Diagnose-Kriterien®® fir

eine Critical-lliness-Polyneuropathie bzw. Myopathie.
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5.6. Sekundare Endpunkte

Wirkstoffspiegel im Tracheobronchialsekret

Alle Patienten wiesen messbare Colistin-Spiegel im Tracheobronchialsekret auf. Die
Colistin-Gesamtkonzentrationen (CB+CMS) lagen im Mittel bei 98,8 (STD +98,9) mg/l.
Wie unten stehende Tabelle 8 zeigt, lagen bis auf eine Ausnahme die TBS-Werte
mindestens eine Grol3enordnung Uber der MIC des nachgewiesenen pulmonalen

Erregers.

Tabelle 8: TBS-Colistinkonzentration

Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9
TBS-Konzentration [mg/I] 73,8 20,1 |96,6 |129,1 | 341 67,8 |14 99,1 | 60

Mikrobiologische Clearance

Mikrobiologische Clearance wurde als eine negative Kultur, gewonnen mindestens drei
Tage nach Beendigung der antimikrobiellen Therapie aus dem Kompartiment, in dem
zuvor ein Erreger nachweisbar war, definiert. Eine solche Eradikation konnte bei 6 der
Patienten (66,7%) erreicht werden. Tabelle 9 zeigt die patientenbezogene

mikrobiologische Clearance und stellt sie dem klinischen Ansprechen gegenuber.

Tabelle 9: Gegentberstellung der Erreger und ihrer Clearance

Patient Erreger Mikrobiologische Klinisches Ansprechen
Clearance
1 Acinetobacter baumannii + - (D
2 Pseudomonas aeruginosa + -
3 Pseudomonas aeruginosa + 4
4 Pseudomonas aeruginosa - +
5 Acinetobacter baumannii - 4
6 Pseudomonas aeruginosa - +
7 Escherichia coli + 4
8 Pseudomonas aeruginosa + +
9 Escherichia coli + - ()
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Surveillance weiterer schwerwiegender, unerwiinschter Ereignisse

Die CMS-Inhalationen wurden von allen Patienten gut toleriert und es zeigten sich keine
pulmonalen Nebenwirkungen wie Bronchospasmen oder Desaturationen.

Im Rahmen der Antibiotika-Inhalationen wurden keine weiteren, schwerwiegenden

Nebenwirkungen detektiert.

Hospitalisierungs-, Beatmungsdauer und Mortalitat

Im Mittel verblieben die Patienten 54,6 Tage (STD: 25,9 Tage; 25%|Median|75%
Quartilen: 36,5|52|78,5 Tage) in intensivstationdrer Behandlung. Die kumulierte
Beatmungsdauer betrug durchschnittich 1085 Stunden (STD: 478,9 Stunden;
25%|Median|75% Quartilen: 736|1248|1404,5 Stunden).

Zwei Patienten (22,2%) verstarben nach einer 73 bzw. 52 Tage dauernden
intensivstationaren Therapie. Die Ubrigen Patienten (77,8%) konnten im Mittel nach 52,3
Tagen (STD: 28,8 Tage) auf Normalstationen bzw. in Rehabilitationseinrichtungen verlegt

werden.
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6. Diskussion

Gegenstand der vorliegenden Studie war es, nach Etablierung einer geeigneten
Praanalytik die Voraussetzungen fir eine Colistinbestimmung zu schaffen und
anschlielend exemplarisch im Rahmen einer oberservationalen Studie zu validieren. Im
Rahmen dieser Pilotstudie erfolgte eine Quantifizierung der systemischen Resorption bei
der inhalativen Colistintherapie zur Abschatzung des systemisch verfiigbaren
Wirkstoffanteils als Vermittler moglicher unerwiinschter Arzneimittelwirkungen unter
besonderer Berlicksichtigung der Nephro- und Neurotoxizitat.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass bei der alleinigen inhalativen Colistin-Therapie bei
beatmeten intensivstationaren Patienten nur eine geringe systemische Resorption
stattfindet. Die hierbei erreichten, systemisch verfligbaren Wirkstoffspiegel machen
unerwiinschte  Arzneimittelwirkungen jenseits des direkten  Wirkortes im
tracheobronchopulmonalen System unwahrscheinlich.

Weiterhin konnte bestétigt werden, dass auch bei invasiv beatmeten, erwachsenen
Intensivpatienten unter der inhalativen CMS-Therapie ein sehr hoher lokaler
Wirkstoffspiegel in tracheobronchialen Sekreten nachweisbar ist, der die minimale
Hemmkonzentration von Colistin-sensiblen Erregern um bis zu mehrere
Grolienordnungen ubersteigt.

Lokal-pulmonale unerwiinschte Nebenwirkungen konnten in der vorliegenden Stichprobe

nicht detektiert werden.

6.1. Etablierung der Colistin-Messung und aktuelle Situation in Deutschland
Die im Rahmen der vorliegenden Studie geschaffene Infrastruktur und die hierbei
etablierten praanalytischen Bedingungen konnten erfolgreich fur die Colistinbestimmung
im Rahmen von Forschungsfragestellungen sowie der Therapiesteuerung bei der
systemischen, intravendsen Therapie in der klinischen Routine eingesetzt werden.

In den letzten Jahren wurde die Messung von Colistin in weiteren deutschen Laboren,
wie auch am Standort Berlin (Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH), eingefuhrt.

Zur Erfassung der aktuellen Mdglichkeiten der Colistin-Messung in Deutschland erfolgte
im Dezember 2018 eine Anfrage per eMail an die jeweiligen Institute fir Pharmakologie
und die Institute fur Laboratoriumsmedizin der 37 medizinischen Fakultaten

Deutschlands.
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Eine Colistin-Bestimmung inkl. Messung des CMS-Prodrugs ist an zwei (5,4%)
universitaren Standorten mdglich: Sowohl in Magdeburg als auch in Berlin erfolgt die
Messung mittels HPLC-gekoppelter Massenspektrometrie. Eine gesonderte Aufarbeitung
von mukodsen Proben (z. B. TBS) ist in Magdeburg bei speziellen Fragestellungen
maoglich.

Funf Fakultaten (13,5%) gaben an, dass der Versand in ein Fremdlabor zur
Colistinmessung etabliert ist. Beispielhaft seien als Fremdlabore das ,MVZ Labor Dr.
Limbach & Kollegen® in Heidelberg und das ,MVZ Labor Diagnostik Karlsruhe“ genannt,
die beide mittels HPLC-MS/MS die Analyse der Colistin-Base durchfihren.

6.2. Wirkstoffspiegel im Plasma

Untersuchungen in Tierversuchen zur Bioverfugbarkeit von inhalativem Colistin sind bei
Ratten und Pavianen durchgefiihrt worden. Marchand et al. maf3en bei Ratten nach der
CMS-Inhalation die Plasma-Spiegel von CMS und CB. Der Median des Spitzenspiegels
lag bei 5,6 mg/l fir CMS und 3,5 mg/I fuir CB.58

Bei Pavianen wurde der in der Lunge abgelagerte CMS-Anteil szintigraphisch auf unter
5% der eingesetzten Dosis bestimmt. Durch teilweise Resorption dieses Anteils konnten
im Plasma Maximalwerte fiur CMS uber 0,3 mg/l und fur CB lber 0,2 mg/l gemessen
werden.5°

Beim Menschen erfolgten die ersten Untersuchungen zur systemischen Resorption bei
der inhalativen Therapie von Mukoviszidose-Patienten, da bei diesen eine inhalative
Colistin-Therapie bereits vor der Ara der MDR-GNR eine etablierte Prophylaxe- und
Therapieoption war. Ratjen et al. sowie Yapa et al. untersuchten mittels HPLC die
Plasma- und Sputumkonzentrationen von Colistin nach der einmaligen CMS-Inhalation
bei selbststandig atmenden CF-Patienten. Die Ergebnisse konnen Tabelle 10
entnommen werden. Interessanterweise fanden Yapa et al. kein hydrolisiertes Colistin im

Plasma (Detektionsgrenze 0,125 mg/l).
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Tabelle 10: Messwerte nach einer einmaligen CMS-Inhalation bei CF-Patienten

Publikation n CMS Max. Plasmaspiegel CB-Sputum-
[MIU] (Mittelwert £ SD) [mg/l] konzentration [mg/l]
Ratjen et al. ™° 30 3x2 CB: 0,178+0,018 > 30
Yapaetal. ™ 6 3x2 CMS: 0,22+0,055, 6,0£3,45,
Range 0,13-0,30 Range 3,63-11,3
3x4 CMS: 0,330,092, 12,8+6,19
Range 0,21-0,48 Range 4,10-21,2

Bisher gibt es nur vier veroffentlichte Untersuchungen, die sich mit der systemischen
Colistin-Resorption von intensivstationaren Patienten ohne CF unter iCol-Therapie
beschéftigen.60.73.86.87

Lu et al. bestimmten mittels HPLC die CB-Plasma-Spiegel am zweiten bzw. dritten Tag
nach Beginn eines inhalativen Therapieregimes mit 3x5 MIU CMS/d bei 16 Patienten.%°
Die Talspiegel erreichten im Mittel Werte von unter 1 mg/l an Tag 2 und knapp tber 1
mg/l an Tag 3. Die Spitzenspiegel lagen am Tag 2 bei etwas unter 2 mg/l, wahrend sie
an Tag 3 hoher als 2 mg/l gemessen wurden.

Athanassa et al. und Boisson et al. untersuchten die systemische Resorption und die
Spiegel im epithelial lining fluid (ELF) nach der einmaligen CMS-Inhalation mittels HPLC
bzw. HPLC-MS/MS bei unterschiedlichen inhalativen Dosierungen.”38687 Das ELF stellt
den die Alveolen auskleidenden Flussigkeitssaum dar. Die Berechnung der
Wirkstoffkonzentration im ELF erfolgt Gber eine simultane Harnstoffbestimmung im
Plasma sowie in der BAL-FlUssigkeit. Aus dem Quotienten dieser
Harnstoffbestimmungen wird dann aus dem in der BAL gemessenen Wert die
Konzentration im ELF berechnet. Die errechnete ELF-Konzentration ist durch die
Verdinnung hoher, als der in der BAL gemessene Spiegel.

Die Studienergebnisse von Athanassa et al. und Boisson et al. finden sich in Tabelle 11.
Diese Studien bestimmten die systemisch resorbierte Menge auf unter 10% der

applizierten Dosis.
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Tabelle 11: Messwerte nach einer einmaligen CMS-Inhalation bei Intensivpatienten

Publikation n CMS  Plasmaspiegel [mg/l] ELF-Konzentration Messmethode
Athanassa 20 3x1 CB: Median 1h:1,2; 2h: 1,6; CB: 6,7 mg/l; Range 4,8- HPLC
etal. ™ MIU 4h:0,75; 8h: 0,31 10,1 mg/l
Boissonet 12 3x2 CB: 0,15-0,73 CB: 9,53-1137 mg/l HPLC-MS/MS
al. 8@ MIU
Boissonet 12 3x0,5 CMS: 0,005-0,8 CMS: 1-20 mg/l (Median) HPLC-MS/MS
al. & MIU CB: 0,005-0,15

Im Gegensatz dazu konnten wir bei unserem Patientenkollektiv kein CMS im Blut
detektieren. Ursachen hierfir konnten in der unterschiedlichen Hydrolysestabilitat
verschiedener Chargen, den sich unterscheidenden Detektionsverfahren oder den von
uns gemessenen, geringeren  Plasmaspiegeln, bei denen sich das
Hydrolisationsgleichgewicht auf Seiten der Produkte verschiebt, gefunden werden. Ein
weiterer Unterschied liegt in den verschiedenen Patientenkollektiven sowie den
differierenden Applikationssystemen. 71,8889

Die Unterschiede in der systemischen Resorption zwischen intensivstationaren Patienten
und Menschen mit Mukoviszidose scheinen geringer zu sein, als initial aufgrund der
veranderten Lungen-Architektur antizipiert.

Grunde fur die ahnlichen Ergebnisse bei CF- und intensivstationaren Patienten konnten
sein, dass die Studien bei CF-Patienten Uberwiegend bei selbstatmenden Patienten ohne
ein akutes pneumonisches Geschehen vorgenommen wurden. Daher stand bei ihnen
theoretisch die gesamte — wenn auch durch die Grundkrankheit reduzierte — alveolare
Austauschflache zur Resorption zur Verfugung, wahrend bei den uberwiegend
beatmeten ITS-Patienten z. B. aufgrund von Atelektasen oder pneumonischen
Veranderungen ein nicht unerheblicher Teil der Flache verlegt sein konnte. Eine weitere
Erklarungsmadglichkeit ware, dass die Resorption im Uberwiegend unaffektierten
Bronchialsystem, in dem der Grof3teil der inhalativen Dosis deponiert wird, mal3geblich
zum systemisch-resorbierten Wirkstoffanteil beitragt.

Einer der eindricklichsten Funde der Studie war, dass bei drei Patienten auch nach
dreitagiger Colistin-Inhalation keine Plasmaspiegel oberhalb des Detektionslimits
gefunden werden konnten, obwohl bei zwei von ihnen Colistin-TBS-Konzentrationen von
tber 20 mg/l gefunden wurden. Eine mdgliche Erklarung fir diesen Befund ware, dass

die Inhalation nicht die tieferen Lungenabschnitte erreichte und bei der Gewinnung des
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TBS die proximal gelegenen Abschnitte, in denen sich der inhalierte Wirkstoff ablagerte,
abgegriffen wurden.

Auffallig ist zudem, dass bei vier Patienten, bei denen im Verlauf an Tag 3 Plasmaspiegel
gemessen werden konnten, im Anschluss an die erste inhalative Gabe die Plasmaspiegel
unterhalb der Nachweisgrenze lagen. Die Beobachtung, dass die Plasmaspiegel im
Laufe der ersten Tage wahrend der inhalativen Therapie zunehmen, wird mit einer
langsamen Wirkstoffpenetration durch die Alveolarmembranen in Verbindung gebracht.®°
Die pulmonal abgelagerte Wirkstoffmenge wirkt gleichsam einem Reservoir, aus dem das
Antibiotikum in das Blut penetriert. Nach mehreren Tagen hat sich ein Flie3gleichgewicht
eingestellt und die Uber die pulmonale Resorption aufgenommene Menge entspricht der
(Uberwiegend renal) ausgeschiedenen Menge.

Die Pharmakokinetik von intensivstationdren Patienten zeigt eine hohe inter- und
intraindividuelle Schwankung u.a. aufgrund der sich haufig rasch &ndernden Funktion
entsprechender Clearance-Systeme.

Die renale Clearance als eines der wichtigsten Ausscheidungs-Systeme zeigt oft bei
Intensivpatienten eine eingeschrankte Leistungsfahigkeit bezuglich der Umwandlung und
Ausscheidung pharmakologisch wirksamer Substanzen. Da jedoch auch eine
Uberfunktion in Form einer ,augmented renal clearance” bei ITS-Patienten auftreten
kann, ist die Vorhersagbarkeit von Wirkstoffspiegeln deutlich erschwert und stellt ein
erhebliches Problem bei der Dosisfindung und Abschatzung von moglichen
Nebenwirkungen fir dieses Patientenkollektiv dar.%°

Aufgrund der als gering angenommenen systemischen Resorption, der hohen
pulmonalen Ablagerung und der tberwiegend guten Vertraglichkeit der CMS-Inhalation
mehren sich die Vorschlage, hohere Dosierungen inhalativ einzusetzen. Vorgeschlagene
Dosen reichen bis zu Therapieschemata von 3x5 MIU CMS pro Tag.*?

Die Rationale fur diese Dosen sind die moéglichen hdéheren erreichbaren pulmonalen
Konzentrationen und die erwartete, bessere Erreichbarkeit tieferer und ggf. (teil-)
atelektatischer Lungenabschnitte. Dieser stehen allerdings Bedenken beziiglich der
pulmonalen Vertraglichkeit und des Ausmal3es der systemischen Resorption entgegen.
So wurden drei Tage nach der taglichen Inhalation von 3x5 MIU CMS Talspiegel von tiber
1 mg CB/I und Spitzenspiegel tiber 2 mg CB/I im Plasma gemessen.®°

Da bei der inhalativen Monotherapie im Blut subtherapeutische Spiegel Uber einen

langen Zeitraum gemessen werden konnen, stellt sich die Frage nach der mdglichen
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Induktion einer Colistin-Resistenz bei einer Bakteriamie durch die niedrigen Wirkstoff-
Konzentrationen, die meist unterhalb der MIC liegen. Dieser theoretischen Mdglichkeit
steht gegeniber, dass zumindest im Blut durch eine Vielzahl antibakteriell wirksamer
Substanzen (u.a. das Komplement-System) und den zellularen Elementen der
Immunabwehr die Entwicklung resistenter Stamme eingedammt wird. Im Blutstrom
existieren zudem kaum Maoglichkeiten zur Bildung von Biofilmen — abgesehen z. B. von
Endokarditiden und Katheter-assoziierten Infektionen, die eher selten von GNR
verursacht werden.

Problematischer erscheint unter diesem Aspekt eine intraventse Colistin-Monotherapie
zu sein, da durch die geringe Penetration des Makromolekiils durch die Blut-Luft-
Schranke alveolar nur subtherapeutische Konzentrationen erreicht werden kénnen. Bei
der dort hohen Erregerkonzentration und der inhomogenen Verteilung der
Wirkstoffkonzentration in den Alveolen wére daher die Entwicklung resistenter Individuen
bei einem Therapieschema, das auf einer intravendésen Monotherapie basiert, deutlich
wahrscheinlicher, als bei einer inhalativen Mono- oder Kombinationstherapie.

So konnte bereits gezeigt werden, dass eine ivCol-Monotherapie, vermutlich auf
Grundlage des geringen Colistin-Penetrationspotenzials in das pulmonale Gewebe und
des damit einhergehenden geringen intrapulmonalen Wirkstoffspiegels, das Risiko

erhoht, an einer durch panresistente Erreger verursachten VAP zu erkranken.®?

6.3. Nephrotoxizitat

Bei vier Patienten (44,4%) konnte eine Erhdhung des Serum-Creatinins festgestellt
werden. Diese Erh6hungen waren im weiteren Verlauf regredient und ein Patient erfullte
die Kriterien fur das Stadium ,Injury“ nach RIFLE.

Ein Patient wies bereits bei Einschluss in die Studie eine terminale Niereninsuffizienz auf
und war abhangig von Nierenersatzverfahren.

Auf Grundlage grol3er Kohortenuntersuchungen treten als typische Organdysfunktion bei
intensivstationaren Patienten relevante Einschrankungen der Nierenfunktion bei ca. 10-
20% der Behandelten auf.®?

Die Colistin-Therapie als Ursache der transienten Creatinin-Erh6hung ist auf Grundlage
des Plasma-TDMs wenig wahrscheinlich, da die Nephrotoxizitdt v.a. durch die

kumulative, systemische Polymyxin-Exposition vermittelt wird.3!
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Gestutzt wird diese Annahme u.a. durch eine Placebo-kontrollierte Studie von
Rattanaumpawan et al. an 100 intensivstationaren Patienten mit einer durch
gramnegative Erreger verursachten VAP: Zusétzlich zu der nicht-colistinbasierten,
antibiotischen intravendésen Therapie wurden die Patienten in eine inhalative
Therapiegruppe (2x2,25 MIU CMS/d) und eine Placebo-Gruppe, die eine Kochsalzlésung
inhalierte, randomisiert.®® Hinweise auf ein erhohtes Risiko fir eine Nierenschadigung in
der Verum-Gruppe lief3en sich in dieser Untersuchung nicht feststellen.

Auch in mehreren Studien, die eine comCol-Therapie mit einer ivCol-Therapie verglichen,
konnte keine Erhéhung des Risikos einer Nierenschadigung durch die zusatzliche
inhalative Therapie festgestellt werden.%657.93 Bei hoch-dosierter adjunktiver iCol-
Therapie bei einer nicht auf Polymyxin-basierten antibiotischen i.v.-Therapie konnte bei
VAP-Patienten ebenfalls kein Zuwachs des Nephrotoxizitatsrisikos gefunden werden.°

6.4. Neurotoxizitat und weitere Nebenwirkungen

Bei drei Patienten konnten neurologische Aufféalligkeiten nachgewiesen werden, welche
nach Zusammenschau aller klinischen und apparativen Befunde als CIP/CIM gewertet
wurden.

Da bisher weder in Tierstudien noch bei humanen Untersuchungen klinische oder
apparative Befundkonstellationen beschrieben wurden, die spezifisch fur eine durch
Colistin-verursachte neurologische Schadigung waren, kann keine genaue Aussage
dariber getroffen werden, welcher Anteil der Schadigung dem Polymyxin zuzuschreiben
ist.%* Die CIP/CIM-Inzidenz in der vorliegenden Studie entspricht derjenigen, die bei
intensivstationaren Patienten ohne Colistin-Therapie an unserem Zentrum der Charité
gefunden wird.%

Aufgrund der geringen Plasmaspiegel und der daraus folgenden geringen kumulativen,
systemischen Exposition, scheint eine Colistin-bedingte Neuro- und Nephrotoxizitat
unwahrscheinlich zu sein. Um das genaue Ausmali der Colistin-bedingten Nephro- und
Neurotoxizitat im Umfeld intensivstationarer Patienten nachweisen und quantifizieren zu
kbnnen, bendtigt es randomisierte, kontrollierte Studien mit groReren Kohorten sowie
eine weitergehende Forschung zur Erkennung von spezifischen Mustern Polymyxin-
bedingter Schaden.

Lokale Nebenwirkungen z. B. in Form einer Bronchokonstriktion wurden in der

vorliegenden Stichprobe nicht festgestellt. Ursé&chlich hierflr kdnnte die (prophylaktische)
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Gabe von Bronchodilatatoren vor Beginn der Inhalation sein. Diese antiobstruktive
Therapie bzw. Prophylaxe verbessert mdglicherweise zuséatzlich die Verteilung des
antimikrobiellen Wirkstoffes v.a. in den tieferen Lungenabschnitten. In der Literatur ist
eine gute lokale Vertraglichkeit selbst bei der Verwendung eines deutlich hoheren

Therapieregimes von 3x5 MIU CMS p.i./d beschrieben.%

6.5. Mikrobiologische Befunde

In Abhangigkeit von verschiedenen Risikofaktoren wie z. B. der Dauer der invasiven
Beatmung entwickeln in Deutschland je nach betrachteter Kohorte 10-20% der
intensivpflichtigen Patienten eine VAP.2°

Erreger dieser Pneumonien sind neben Staphylokokken v.a. die gramnegativen Erreger
P. aeruginosa, K. pneumoniae und A. baumannii.®” Das jeweilige Erregerspektrum ist u.a.
abhangig von verschiedenen Risikofaktoren.

Die nachgewiesenen Erreger A. baumannii, P. aeruginosa und E. coli sind typische
Erreger fir die VAP bei schwer kranken Patienten mit einer Vielzahl akkumulierter
Risikofaktoren fur eine durch MDR-GNR bedingten VAP.

Die Unterscheidung zwischen einer reinen Kolonisation des (oberen) Respirationstrakts
und dem urséchlichen Pathogen einer Pneumonie bei pulmonalen Aspiraten bleibt
schwierig und den isolierten Resultaten pulmonaler mikrobiologischer Proben wird daher
bei der VAP-Diagnose ein begrenzter Stellenwert zugesprochen.%

Mikrobiologische Clearance

Obwohl hohe TBS-Wirkstoffspiegel erreicht werden konnten, war bei drei Patienten eine
mikrobiologische Clearance nicht erfolgt, was allerdings nicht mit einem klinischen
Therapieversagen assoziiert war. Die fehlende Eradikation trotz hoher lokaler Colistin-
Spiegel wurde auch von anderen Autoren beschrieben.%

Auch Zampieri et al. fanden in ihrer Metaanalyse, dass bei der iCol-Therapie der klinische
Therapieerfolg nicht notwendigerweise mit einer erfolgreichen bakteriellen Clearance
assoziiert sein muss.*®* Der Stellenwert der mikrobiologischen Clearance fir die
Einschatzung des Therapieerfolges bei Pneumonien bleibt ein kontroverses Thema.®?
Auch bei der Frage der mikrobiologischen Clearance ist die Unterscheidung zwischen

Kolonisation und Infektion schwierig.
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6.6. Antibiotische Therapie und Colistin-Resistenz

Die Spannweite bisher beschriebener Dosisschemata fur die iCol-Therapie schwankt um
eine GroRenordnung zwischen 3x0,5 MIU und 3x5 MIU CMS/d.60.61

Es findet sich keine klare Datenlage beziiglich einer Dosierempfehlung und z. B. die IDSA
gibt in ihren Richtlinien keine Empfehlung bzgl. eines favorisierten Dosierungsschemas.
Die Dosierungen orientieren sich daher an der Therapie von CF-Patienten sowie der
bisherigen Studienschemata.

Mit 4 bis 21 Tagen lag die Therapiedauer in unserem Kollektiv in der Gré3enordnung der
zuvor von anderen Autoren beschriebenen Behandlungsintervalle von 5 bis 19
Tagen.®®62 Fir die empfohlene Dauer einer intravendsen, inhalativen oder einer
Kombinationstherapie bei z. B. der VAP-Behandlung besteht ebenfalls keine tiefgreifende
Evidenz.1 Ublicherweise wird die Therapie bis zu einer klinischen oder apparativen
Besserung der Befunde fortgefihrt, gleichwohl die Behandlungsdauer einer Pneumonie
durch Nonfermenter oft bei etwa 10-14 Tagen liegen durfte.

Ob fixe Therapieschemata und ggf. kiirzere Therapiezeiten eine vergleichbare Effektivitat
bei einem verbesserten Nutzen-Risiko-Verhaltnis aufweisen, ist momentan Gegenstand
intensiver Forschungen.1%?

Trotz dieser unzureichenden Datenlage beziglich eines bevorzugten Therapieschemas
wurde die grundsatzliche Effektivitat der iCol-Therapie auch bei anderen Indikationen
gezeigt. Beispielhaft seien die von MDR-GNR verursachte Beatmungs-assoziierte
Tracheobronchitis'®?> und die additive Behandlung nosokomialer Pneumonien mit
insuffizienter intravenoser Antibiotika-Therapie genannt.®

Das mogliche Potenzial einer additiven, inhalativ-antibiotischen Therapie zu einer
parenteralen antiinfektiosen Behandlung zur Verbesserung der klinischen Anspruchsrate
wurde durch die Metaanalyse von Zampieri et al., die auch Colistin miteinschloss,
bestatigt.*?

In Anbetracht der vermutlich weiter steigenden Resistenzproblematik erscheint eine
Ausweitung der topischen Therapie bei der Behandlung pulmologischer Infektionen
maoglich:

Obwohl bereits 1980 ein Colistin-inaktivierendes Enzym, eine Colistinase, entdeckt
wurde, stellte zum Zeitpunkt der ,Colistin-Neuentdeckung“ um die Jahrtausendwende
eine Resistenz gegeniiber Polymyxinen kein relevantes Problem dar.'° Eine klinisch

relevante, erworbene Colistin-Resistenz ist meist Uber eine Veranderung der bakteriellen
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Zellmembran, dem Angriffsort der Polymyxine, oder tber Efflux-Pumpen vermittelt. Diese
Resistenzeigenschaften waren Uberwiegend chromosomal verortet, was eine
Weitergabe dieser Information an andere gramnegative Stéabchen erschwert.1%4
Besondere Bedeutung kommt daher dem 2015 erstmalig bei chinesischem Zuchtvieh
endeckten MCR1-Gen zu, da dieses auf einem Plasmid zu liegen kommt und eine
Resistenz gegentber der gesamten Substanzklasse der Polymyxine vermittelt.1% Durch
diese Lage ist eine gattungsubergreifende Weitergabe des Resistenzgens via
horizontalem Gentransfer moglich, was eine Ausbreitung deutlich vereinfacht und
beschleunigt — so wurden bereits erste humane Infektionen durch MCR1-tragende
Erreger in Deutschland nachgewiesen.19

Das MCR1-Gen stellt eine ernstzunehmende Gefahr fur die Entstehung panresistenter
Stdmme dar, da sich eine (Re-) Kombinationsmdglichkeit mit anderen Plasmid-codierten
Resistenzgenen (z. B. ESBL) ergibt.1%” Durch die Moglichkeit, das MCR1-Gen in das
bakterielle Chromosom zu integrieren, ist eine stabile, vertikale Weitergabe dieser
Resistenzinformation moglich.

Interessanterweise riickt im Rahmen eines tiefergreifenden molekularen Verstandnisses
der fehlgeleiteten Interaktion zwischen Wirt und Infektionserreger bei Septikamien, die
sich auch in der neuen ,Sepsis-3“-Definition widerspiegelt, die spezifische Beeinflussung
der wirtsabhangigen Abwehr- und Regenerationsprozesse zunehmend in den Fokus.%8
Diesen MalRnahmen ist gemein, dass sie nicht direkt in den Stoffwechsel bzw. die
Integritat des Erregers eingreifen und somit keinen Selektionsdruck im klassischen Sinne
ausuben. Sollten solche Therapien Eingang in den klinischen Alltag finden, bleibt die

langfristige Reaktion der Erreger auf die veranderte Wirtsantwort abzuwarten.

6.7. Wirkstoffspiegel im Tracheobronchialsekret

Die hohen, von uns gemessenen TBS-Spiegel sind konkordant mit den in vorgangigen
Studien gefundenen Messwerten. Auch die starke Bandbreite zwischen den Messwerten
konnte in den Voruntersuchungen dokumentiert werden. Eine mdgliche Erklarung liegt in
der ,blinden“ Gewinnung des TBS, sodass je nach Art und Weise der Gewinnung
verschiedene Lungensegmente in jeweils unterschiedlicher Tiefe abgesaugt werden.
Eine Vergleichbarkeit verschiedener (intra-) pulmonaler Wirkstoffmengen erschwert sich
durch die differierenden Materialien — Sputum, TBS, BAL und die hieraus errechnete ELF

— als auch die sich hierdurch unterscheidenden Gewinnungsverfahren.
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Aufgrund der eher prophylaktisch bzw. auf die Bekdmpfung von zumeist Pseudomonas-
Besiedlungen ausgerichtete Therapie bei selbststéandig atmenden CF-Patienten lief die
Inhalation bei diesen physiologisch ab. Wahrend bei beatmeten Patienten das
Inspirationsgas durch positiven Druck appliziert wird, erfolgt bei eigenstandiger Atmung
die Inspiration durch negativen Druck. U.a. durch diese Unterschiede ist die
Gasdistribution zwischen den beiden Gruppen veréandert.

Da bei den nicht-intubierten und bewusstseinsklaren Mukoviszidose-Patienten die
invasive Gewinnung von TBS und BAL nicht moglich war, wurde haufig auf die
Untersuchung von Sputum zuriickgegriffen. Sputum wandert durch den gesamten oberen
Respirationstrakt und kann daher durch die Mitnahme des dort deponierten
Wirkstoffanteils ,falsch hohe“ Werte erreichen. Der im Oropharynx und dem oberen
Respirationstrakt abgelagerte Wirkstoff entfaltet allerdings keine antibakterielle Wirkung
am Ort der pulmonalen Infektion bzw. Besiedlung.

Der Nachweis dieser als nicht wirksam angenommen Wirkstoffmenge erschwert aber
auch bei der Gewinnung endotrachealer Proben die Einschatzung der intraalveolar
deponierten Menge. Studien mit radioaktiv markierten Partikeln zeigten, dass sich auch
bei fehlender Ablagerung in tieferen Lungenabschnitten beachtliche Mengen eines
Inhalats in den oberen Abschnitten ansammeln konnen.1% Die selektive Gewinnung von
Proben aus den tieferen Lungenabschnitten ist insbesondere im Kontext von VAP-
Patienten problematisch und aufgrund maglicher Komplikationen stellt sich die Frage der
ethischen Vertretbarkeit z. B. fur die Durchfiihrung repetitiver BAL ausschlie3lich zum
Zwecke der Spiegelmessung. Aufgrund des observationalen Charakters der
vorliegenden Studie wurde auf TBS als Analysematerial zurtickgegriffen, welches
aufgrund einer klinischen Indikation heraus gewonnen wurde. Zudem erscheint die
Gewinnung eines TBS im klinischen Alltag deutlich einfacher umsetzbar und ist
risikodrmer als die Durchfiihrung einer BAL.

Die bronchopulmonalen Proben der Studien der Arbeitsgruppen von Athanassa et al. und
Boisson et al. (s.0.) wurden mittels s.g. ,Mini-BAL" nach einem Protokoll fur die
Gewinnung von Proben bei der inhalativen Tobramycin-Therapie von Bonselli et al.
gewonnen.''® Da diese Mini-BAL nicht unter bronchoskopischer Kontrolle gewonnen
wurde, kann auch hierbei nicht selektiv ein spezieller Bronchialbaum untersucht werden.
Durch das Anspulen mit 40 ml 0,9% NaCl-Losung mit anschliel3ender Aspiration werden
ebenfalls tracheale Depositionen miterfasst. Auch die Korrektur des BAL-Messwertes
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mittels Harnstoffbestimmung als Standard bei der ELF-Berechnung l6st nicht das
Problem der Miterfassung des proximal deponierten Wirkstoffes.

Da die Werte meist das Vielfache der MIC und MPC erreichen, kbnnen sie eine effiziente
Eradikation der Erreger ermdglichen und verhindern die Selektion sub-resistenter bis
resistenter Individuen.''! Auch ein Verschwinden bzw. ein Riickgang der bakteriellen
Resistenzen konnte durch die hohen Wirkstoffspiegel bereits fur inhalativ verabreichte
Antibiotika gezeigt werden.*t?

Bei der inhalativen Antibiotika-Therapie bei CF Patienten konnte unter der Therapie
allerdings auch die Entwicklung von (transienten) Resistenzen gegen die eingesetzten
Wirkstoffe gezeigt werden.''® Da Studien an intensivstationaren VAP-Patienten unter der
inhalativen Therapie zudem eine Entwicklung resistenter Bakterien feststellen konnten,
sind weitergehende Studien zur abschlielRenden Bewertung des Effekts inhalativer
antibiotischer Therapien auf die Entwicklung entsprechender Resistenzen notig.114
Tiermedizinische Studien bei Lungen-gesunden Pavianen konnten mittels
nuklearmedizinischer Markierung des Colistin-Inhalats eine gleichméaRige Verteilung des
Antibiotikums in der Lunge nachweisen.®® Ob diese Verteilung auch bei bspw.
pneumonisch veranderten Lungen gilt, ist bisher fir CMS-Inhalationen nicht untersucht
worden. Eine Ablagerung des Wirkstoffs in den unaffektierten, gut ventilierten
Lungenabschnitten bei relativer Unterversorgung der z. B. durch Pus und Sekret
verlegten oder (teil-) atelektatischen Segmente ist aus pathophysiologischen
Uberlegungen im Sinne eines ,Steal-Phanomens“denkbar. Gestiitzt wird diese Annahme
durch die Befunde eines Tier-experimentellen Pneumoniemodells:

Lu et al. konnten bei Ferkeln in Lungensegmenten mit ,milder Pneumonie® eine statistisch
signifikant hohere Spitzenkonzentration messen als in denjenigen Segmenten mit
,Schwerer Pneumonie“.3® Die Spitzenkonzentrationen in den geringer betroffenen
Segmenten lagen mit im Mittel 10ug Colistin/g Lungengewebe fast eine GréRenordnung
Uber den Werten der stark infizierten Segmente (1,2ug/g). Eine weitere
Erklarungsmadglichkeit fur diesen Befund stellt die Verdinnung des abgelagerten
Wirkstoffes durch Pus und vermehrtes Sekret in infizierten Arealen dar.

Bei einer solchen ,Steal“-Verteilung kbnnte ein Transfer der antimikrobiellen Substanz in
die entzundlich-veranderten Lungenbereiche Uber die anatomischen Korrelate der
kollateralen Ventilation erfolgen. Bei dieser werden alveolare Strukturen unter Umgehung

der normalen bronchialen Atemwege beliftet.
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Die hierfur notwendigen Bypasse bestehen interalveolar (Kohn’sche Poren), zwischen
Bronchioli terminales und ihren abhéngigen Alveolarsacken (Lambert’'sche Kanéle)
sowie den, bei der iCol-Therapie vermutlich relevanten, intersegmentalen und
interlobaren Shunts.%®

Bisher konnte allerdings die Bedeutung dieser Bypasse fur die iCol-Therapie nicht
gezeigt werden. Sollten diese Shunts keinen therapeutisch wirksamen Wirkstofftransfer
ermoglichen, kame dem, in den ventilierten Lungen-Abschnitten abgelagerten, Colistin
theoretisch eine ,prophylaktische” Wirkung zu, indem eine weitere Ausbreitung des

pneumonischen Geschehens maoglicherweise verhindert wird.

6.8. Limitationen

Trotz des prospektiven Designs der vorliegenden Studie weist sie unter anderem
aufgrund der Konzeption als deskriptive Pilot-Beobachtungsstudie folgende Limitationen
auf:

Die geringe Anzahl erschwert statistisch valide Aussagen, die anschlie3end auf ein
grolReres Kollektiv Ubertragen werden kénnen oder aus denen Hinweise fiur die
unmittelbare Therapie von Patienten abgeleitet werden kodnnten. Eine Kausalitat
zwischen der antibiotischen Therapie und etwaigen Nebenwirkungen lasst sich auf
Grundlage des begrenzten Patientenkollektivs weder bestatigen noch ausschliel3en.

Um die hierzu nétige Sicherheit bieten zu koénnen, bendtigt es groRRere
Studienpopulationen — insbesondere, um seltene Nebenwirkungen statistisch erfassen
zu konnen.

Die Abschatzung der Nierenfunktion anhand des gemessenen Serumcreatinins ist ein
haufig genutztes Instrument. Auch wenn sich die Verwendung des Creatinins als
Surrogatmarker fir die Nierenfunktion in der klinischen Routine und als Standard fur die
Einschatzung einer Nierenfunktionseinschrdnkung anhand von Veranderungen des
Serumcreatinins in der Klinik und zahlreichen Studien etabliert hat, sei einschrankend
darauf hingewiesen, dass es sich nur um eine Abschéatzung der glomeruléren
Filtrationsrate handelt. Diese Schétzung der Nierenfunktion anhand eines
Surrogatmarkers ist ein kontrovers diskutiertes Thema - insbesondere bei
intensivstationaren Patienten.!6

Da zahlreiche Patienten mit einer inhalativen Colistin-Therapie z. B. aufgrund einer

zugleich durchgefiihrten intraventsen Colistintherapie ausgeschlossen werden mussten,
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war eine weitere Eingrenzung bzgl. der Basischarakteristika oder der Vorerkrankungen,
bspw. durch Ausschluss von Patienten mit einer préexistierenden pulmologischen
Grunderkrankung, nicht moglich. Die beobachteten Differenzen kénnten daher auf die
Heterogenitat der Patienten zurtickzufiihren sein.

Trotz obiger Einschrankungen konnte die vorliegende Studie weitere Evidenz fur das
Ausmal’ der systemischen Resorption bei intensivstationaren Patienten und eine hieraus
folgende potentielle Toxizitat liefern und Ausgangspunkt fir weitere Untersuchungen

durch Etablierung der infrastrukturellen Voraussetzungen sein.

6.9. Schlussfolgerungen

Die inhalative Gabe von CMS wurde in unserem Patientenkollektiv gut toleriert.

Nach erfolgreicher Etablierung einer CMS- und Colistin-Spiegelmessung mittels Tandem-
Massenspektroskopie konnte diese Methode zur Untersuchung der systemischen
Resorption und lokal-pulmonalen Wirkstoffverteilung durch Spiegelmessungen in Plasma
und TBS bei der inhalativen CMS-Therapie eingesetzt werden.

Bei Uberwiegend hohen intrapulmonalen Wirkstoffspiegeln erreichte das Ausmald der
systemischen Resorption keine toxischen Plasmaspiegel und die Schadigungen an Niere
und Nervensystem blieben im Rahmen der bei diesem Patientenkollektiv zu erwartenden
Grol3enordnung.

Da der Stellenwert der inhalativen Colistintherapie in den kommenden Jahren aufgrund
der sich verscharfenden Resistenzlage zunehmen kdnnte, sind weitergehende Studien
zur Pharmakokinetik, Therapieeffizienz und dem Nebenwirkungsprofil von iCol als Mono-

oder Kombinationstherapie notig.
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