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Zusammenfassung

Das Ansteigen schwerer Infektionen
durch multiresistente Erreger wie Sta-
phylococcus aureus oder Pseudomo-
nas aeruginosa macht eine Antibioti-
katherapie in Form einer Kombinati-
on zweier Substanzen immer wichti-
ger. Durch die Kombination von Sub-
stanzen versuchen wir einerseits, eine
Potenzierung der Wirkung im Sinne
eines Synergismus bzw. Addition der
Effekte der Einzelantibiotika zu errei-
chen, und andererseits gleichzeitig die
Wahrscheinlichkeit einer Resistenz-
entstehung zu minimieren. Hierbei
wurde Fosfomycin in Kombination
mit dem Chinolon Levofloxacin auf

eine potenzierende Wirkung gegen-
uber S. aureus, Escherichia coli und
P, aeruginosa klinischer Isolate getes-
tet. Die Ergebnisse zeigen, dass Fos-
fomycin in Kombination mit Levoflo-
xacin eine interessante Therapieopti-
on flir schwere nosokomiale Infektio-
nen darstellen kann. Uber die klini-
sche Relevanz dieser Ergebnisse kann
eine Entscheidung erst in der Klinik,
beim Patienten getroffen werden,
wenn diese Antibiotikakombination
angewandt wird.
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Summary

The steady increase in infections
caused by multiresistant bacteria such

as Staphylococcus aureus or Pseudo-
monas aeruginosa renders antibiotic
therapy based on combinations more
and more important. The combination
of substances has two aims: to add to
the potential of one single substance
in the form of synergism or additive
effects and to minimize the risk for the
development of resistance. This study
evaluates the additive or synergistic
activity of the combination of fos-
fomycin and the quinolone levofloxa-
cin against clinical isolates of S. aure-
us, Escherichia coli and P aerugino-
sa. The results show that the com-
bination of these two substances can
be a valuable therapy option for the
treatment of severe hospital-acquired
infections. The clinical relevance of
these findings will have to be validat-
ed by the use of this antibiotic com-
bination in the hospital setting.

Einleitung

Gram-negative Erreger wie E. coli und
Pseudomonas species stellen durch
die verschiedenen B-Laktamasen (vor
allen Breitspektrum-3-Laktamasen)
ein therapeutisches Problem bei
nosokomialen Infektionen dar. Auch
die Haufigkeit von Infektionen durch
Gram-positive Keime wie Staphy-
lococcus aureus hat in den letzten
Jahren weltweit stark zugenommen.
Bei derartigen Infektionen steigt nicht
nur die Morbiditdt und Mortalitit, es
fallen auch durch einen lidngeren
Spitalsaufenthalt hohere Kosten an.
Erreger wie Staphylokokken, E. coli

und Non-Fermenter wie Pseudomo-
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nas species zéhlen zu den haufigsten
Verursachern von nosokomialen In-
fektionen. Eine Kombinationstherapie
konnte nicht nur zu einer Verkiirzung
der Behandlungsdauer und somit auch
zu einer Kostensenkung fithren, son-
dern die Wirkung der Antibiotika
gegeniiber pathogenen Erregern ver-
bessern und die Resistenzentstehung
der Keime reduzieren. Ein weiterer
Vorteil wire die Vermeidung der
Selektion von Fosfomycin-resistenten
Bakterien. Die Kombination von Fos-
fomycin, einem Antibiotikum mit
einem breiten Wirkungsspektrum,
mit dem Quinolon Levofloxacin, das
ebenfalls ein breites Wirkspektrum

aufweist, scheint auch aufgrund
der unterschiedlichen Wirkungsme-
chanismen sehr sinnvoll und interes-
sant. Fosfomycin richtet seinen An-
griffspunkt durch Blockierung der
Zellwandsynthese auf die Zellwand
der Bakterien. Levofloxacin jedoch
wirkt im Inneren der Zelle auf die
bakterielle DNA-Synthese durch
Hemmung der Enzyme DNA-Gyrase
und Topoisomerase. In den vorlie-
genden Studien wurden klinische
Isolate aus verschiedenen nosokomia-
len Infektionen verwendet, um in vitro
die Kombinationswirkung von Fos-
fomycin und Levofloxacin zu eva-
luieren.




A. Georgopoulos

Wirksamkeit von Fosfomycin in Kombination mit Levofloxacin ....

Material und Methoden

Bakterienstimme

Insgesamt wurden 160 Isolate und
3 ATCC-Standardstimme, und zwar
60 E. coli, 60 Pseudomonas aerugi-
nosa, 30 Methicillin-empfindliche
und 30 Methicillin-resistente Staphy-
lokokken (S. aureus), die von Patien-
ten des AKH Wien mit nosokomialen
Infektionen isoliert wurden, verwen-
det. Alle klinischen Isolate wurden
nach standardisierten Labormethoden
kultiviert und identifiziert und bis zur
Testung bei —196°C in fliissigem
Stickstoff aufbewahrt.

Antibiotika

Es wurden zwei Antibiotika, niamlich
Fosfomycin (Sandoz Wien) und Levo-
floxacin (Sanofi-Aventis Wien) fiir die
Testung der /n vitro-Wirksamkeit ver-
wendet. Die Antibiotika wurden nach
Vorschrift des Herstellers in Aqua
dest. als Standardkonzentration von
1000 mg/ml geldst und in fliissigem
Stickstoff aufbewahrt. Aufgetaute
Antibiotika wurden nur einmal aufge-
taut und am gleichen Tag verwendet.

Medien

Alle Untersuchungen wurden mit
Mueller-Hinton-Bouillon plus 25 mg/1
Glucose-6-Phosphat als Wachstums-
medium durchgefiihrt. Zur Kultivie-
rung der Bakterien wurden Columbia-
Agarplatten mit 5% Hammelblut ver-
wendet.

Herstellung des Inokulums

Die Bakterien wurden auf Blutagar-
platten ausgestrichen und iiber Nacht
bei 37°C inkubiert und am néchsten
Tag mit Mueller-Hinton-Bouillon sus-
pendiert, um nach McFarland eine
Dichte von 0,5 zu erreichen. Dieses
Inokulum, 1 bis 3 x 106 CFU/ml ent-
sprechend, wurde neuerlich zehnfach
verdiinnt, damit das endgiiltige In-
okulum 1 bis 3 x 105 CFU/ml ergab.
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Tabelle 1: Minimale Hemmkonzentration in mg/l von Fosfomycin und Levo-

floxacin gegeniiber E£. coli (n = 60) und P aeruginosa (n = 60), Grenzwerte
fiir Fosfomycin: MHK > 64 mg/I resistent

Keim E. coli P, aeruginosa
Fosfomycin | Levofloxacin | Fosfomycin | Levofloxacin
1 32 0,06 32 8
2 4 1 32 8
3 2 0,06 256 8
4 4 1 32 8
5 4 0,06 256 0,5
6 4 0,06 128 8
7 4 2 256 1
8 8 2 256 0,5
9 4 0,25 128 2
10 8 2 256 0,5
11 4 0,03 256 8
12 8 0,03 16 8
13 8 2 256 2
14 4 0,06 256 8
15 8 0,03 128 1
16 4 0,03 256 8
17 128 0,25 16 2
18 128 0,25 128 2
19 4 2 26 2
20 256 0,25 128 4
21 8 0,03 256 8
22 8 2 256 8
23 32 0,06 128 8
24 32 0,06 256 1
25 4 2 128 1
26 4 0,06 256 1
27 8 0,06 64 2
28 4 0,03 256 1
29 16 0,03 256 2
30 128 0,03 64 0,5
31 4 0,03 128 1
32 4 2 64 1
33 8 0,03 128 1
34 16 0,06 256 2
35 4 0,06 256 1
36 2 0,03 128 8
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Grenzwerte fiir Fosfomycin: MHK > 64 mg/I resistent

Tabelle 1 Fortsetzung: Minimale Hemmkonzentration in mg/l von Fosfomy-
cin und Levofloxacin gegeniiber E. coli (n = 60) und P aeruginosa (n = 60),

Die Effektivitit eines einzelnen Anti-
biotikums wird gewohnlich an der
geringsten Dosis, die kein Bakterien-
wachstum mehr zuldsst (MHK: mini-
male Hemmkonzentration), gemes-
sen. Als Arbeitsmethode wurde die
Checkerboard-Technik angewandt,
bei der zwei Antibiotika miteinander
kombiniert werden und das Ergebnis
immer zwischen Synergismus und
liegt. Bei
Methode werden die unterschiedli-

Antagonismus dieser
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Keim E. coli P, aeruginosa
Fosfomycin | Levofloxacin | Fosfomycin | Levofloxacin
37 32 0,06 256 4
38 8 0,06 32 0,5
39 4 0,125 64 0,5
40 4 0,06 128 1
41 4 0,06 256 4
42 16 1 16 1
43 4 0,03 256 1
44 4 0,06 256 1
45 2 0,125 16 2
46 4 0,03 64 1
47 4 0,06 64 2
48 8 0,06 32 2
49 8 2 64 2
50 4 0,125 256 2
51 8 0,06 128 1
52 8 0,03 256 1
53 16 0,03 256 8
54 8 2 128 2
55 16 0,06 64 2
56 8 2 256 0,5
57 2 0,03 128 1
58 4 0,03 256 1
59 64 0,125 256 8
60 64 0,06 16 8
Kombinationspriifung chen Konzentrationen der beiden

Antibiotika auf Mikrotiterplatten auf-
gebracht. Verdiinnungsreihen von
Antibiotikum A entlang der x-Achse
und Verdiinnungsreihen von Antibio-
tikum B entlang der y-Achse der Plat-
te werden angesetzt. Nach der Inku-
bationszeit werden die einzelnen Pro-
ben auf Wachstum bzw. Triibung
iberpriift. Fiir die Kombinations-
testung sind vier verschiedene Werte
von Bedeutung, nimlich MHK von
Antibiotikum A allein, Antibiotikum
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B allein, Antibiotikum A + B in Kom-
bination und das Wachstum des Kei-
mes ohne Antibiotikum. Die Auswer-
tung der Ergebnisse erfolgt mittels
Isobologramm, wobei hier von der
Definition der Additivitdt ausgegan-
gen wird. Das Ergebnis ist gleich der
Summe der Wirkungen der einzelnen
Antibiotika, oder das Antibiotikum
verhilt sich so, als wire es mit sich
selbst kombiniert (ein Teil Antibioti-
kum A plus zwei Teile Antibiotikum B
ist gleich drei Teile Antibiotikum A).
Ist das Ergebnis besser als bei Additi-
vitit, so spricht man von Synergismus
— ist es schlechter, von Antagonismus.
Die graphische Isobologrammaus-
wertung von zwei Substanzen in der
Kombination entspricht der Auswer-
tung mit Hilfe des FIC-Index. Der
FIC-Index (Fractional Inhibitory Con-
centration) wird aus der minimalen
Hemmkonzentration (MHK) wie folgt
berechnet:

MHK A + B
MHK A

MHK B + A
MHK B

FIC-Index =

Diese Quotienten stellen Fraktionen
wirkungsiquivalenter Konzentratio-
nen dar. Wenn sich die FIC-Werte zu
1 summieren, besteht ein additives
Verhalten (Add.). Ist die Summe klei-
ner als 1, liegt Synergismus (Syn.)
vor. Sind die Werte zwischen 1 und 2,
besteht Indifferenz (Ind.), und Werte,
die groBer als 2 sind, zeigen Antago-
nismus (Ant.). Ein FIC-Wert von 0,5
entspricht einer vierfachen MHK-
Reduktion von jedem Antibiotikum
der Kombination und bedeutet, dass
beide Antibiotika einen synergisti-
schen Effekt zeigen.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Empfindlichkeits-
testung der gepriiften Antibiotika Fos-
fomycin und Levofloxacin gegeniiber
E. coli, P aeruginosa und Staphylo-
kokken sind in Tabelle 1 und 2 zusam-
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mengefasst dargestellt. Die Ergebnis-
se der Wirkung der beiden Substanzen
in Kombination gegeniiber E. coli,
P aeruginosa und Staphylokokken
(MSSA, MRSA) sowie der ATCC-
Stimme (Standardkeime) finden sich
in Tabellen 3 und 4. Wie aus den mini-
malen Hemmkonzentrationen eindeu-
tig hervorgeht, zeigt Fosfomycin
gegeniiber den hier getesteten E. coli
und Staphylokokken (auch gegeniiber
Methicillin-resistenten Staphylokok-
ken) eine sehr gute Wirksamkeit.
Weniger wirksam war Fosfomycin
jedoch gegeniiber P aeruginosa.
Levofloxacin erbrachte, mit der Aus-
nahme von Methicillin-resistenten
Staphylokokken, ebenso sehr gute
minimale Hemmkonzentrationen bei
allen anderen getesteten Bakterien-
stimmen. Die Wirkung von Fosfomy-
cin und Levofloxacin in Kombination
gegeniiber Standardkeimen (ATCC-
Staimme) brachte keine Synergismus-
Effekte (Tab. 3). Gegeniiber den kli-
nischen Isolaten konnte sowohl eine
synergistische als auch eine additive
Wirkung festgestellt werden (Tab. 4).

Diskussion

Obwohl wir heute in der Klinik tiber
eine grofle Auswahl verschiedenster
Antibiotika verfiigen, kommt es
immer wieder zu einer Reihe von
Behandlungsproblemen bei schweren
Infektionen mit Hospitalismus-Kei-
men, wie Staphylokokken, £. coli und
P aeruginosa. Der immunsuppri-
mierte Patient trigt dazu fiir die Aus-
breitung von multiresistenten Erre-
gern im Spital bei. Dazu kommt, dass
bei Patienten mit eingeschriankter Nie-
renfunktion bestimmte Antibiotika,
wie Aminoglykoside oder Glykopep-
tide, aufgrund ihrer Nephrotoxizitit
nicht einsetzbar sind. Geringe thera-
peutische Wirkstoffkonzentrationen

am Infektionsort (Hirnabszesse und
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Tabelle 2: Minimale Hemmkonzentration in mg/l von Fosfomycin und Levoflo-

xacin gegeniiber Methicillin-empfindlichen (MSSA) und Methicillin-resistenten
(MRSA) Staphylokokken (n=60), Grenzwerte fiir Fosfomycin: MHK > 64 mg/I

resistent
Keim MSSA MRSA
Fosfomycin | Levofloxacin | Fosfomycin | Levofloxacin
1 0,5 0,25 8 32
2 0,25 0,25 32 16
3 0,125 0,5 32 16
4 0,5 0,25 8 32
5 0,25 0,25 32 8
6 0,5 0,5 4 128
7 0,5 1 4 1
8 0,5 0,25 64 8
9 0,25 0,25 8 16
10 0,25 1 4 16
11 0,5 0,5 8 16
12 0,25 0,25 8 8
13 0,25 0,25 8 16
14 0,25 0,125 8 8
15 0,5 0,25 8 16
16 0,5 0,25 8 16
17 1 0,25 1 8
18 0,5 0,25 256 32
19 0,25 0,25 16 8
20 0,25 0,25 16 16
21 0,5 0,25 4 16
22 1 0,25 4 16
23 2 4 8 16
24 0,25 0,25 256 8
25 0,5 0,25 8 32
26 0,5 0,5 64 16
27 0,25 0,25 16 8
28 1 0,25 8 32
29 0,25 0,5 4 16
30 0,5 0,25 4 32

andere Phlegmone, Weichteilinfektio-
nen) machen ebenfalls haufig eine
erfolgreiche Antibiotikabehandlung
schwierig.

Fosfomycin hat durch die geringe
Molekiilgroe gilinstige pharmakoki-
netische Eigenschaften wie hohe the-
rapeutische Breite, gute Wirksamkeit
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Tabelle 3: Wirkung von Fosfomycin und Levofloxacin gegeniiber ATCC-Stan-

dard-Stammen

ATCC-Stimme Wirkung in Kombination MHK in mg/l
von Fosfomycin/Levofloxacin von F/L

E. coli 25922 Ind. 2/0,03

P aeruginosa 27853 Ind. 4/4

S. aureus 29213 Ind. 0,5/0,25

im anaeroben Milieu bei schwierig zu
behandelnden Infektionen (Staphylo-
kokken-, Pseudomonas-Keime) und
kann zusétzlich mit Chinolonen kom-
biniert zur Anwendung kommen.

Es gibt kaum /n vitro-Studien tiber die
Kombinationswirkung von Fosfo-
mycin und Chinolonen bzw. Levoflo-
xacin. Bei schweren nosokomialen
Infektionen wird Fosfomycin sehr
hiufig mit Betalaktam-Antibiotika in
Kombination empfohlen und ange-
wendet. Die bekannteste und am héu-
figsten angewandte Antibiotikathera-
pie in Kombination ist die Kombina-
tion von Betalaktam-Antibiotika mit
Aminoglykosiden. Vor allem gegen-
iiber Staphylokokken-Infektionen und
zwar jenen Staphylokokken, die Peni-
cillinase produzieren, wurde auch in
der Klinik ein synergistischer Effekt
zwischen Betalaktam-Antibiotika und
Aminoglykosiden beobachtet.

Bei Staphylokokken und E. coli konn-
te in mehreren Studien ein synergisti-
scher Effekt von Fosfomycin in Kom-
bination mit Betalaktam-Antibiotika
gezeigt werden. Dies beruht auf der
gleichzeitigen Blockade von ver-
schiedenen Schritten der Zellwand-
synthese. Bei den vorliegenden Unter-
suchungen sollten unter experimen-
tellen Bedingungen mehr Kenntnisse
tiber die Kombinationsmoglichkeit
und Wirkungen von Fosfomycin mit
dem Chinolon-Levofloxacin gegen-
tiber Gram-positiven und Gram-nega-
tiven Spitalskeimen gewonnen wer-
den. Die Ergebnisse der Studie haben
unsere Vermutung, dass Fosfomycin
mit Levofloxacin sinnvoll kombiniert
werden kann, bestétigt.

Wie aus den Ergebnissen zu entneh-
men ist, konnte in der Kombination
der zwei Substanzen (Fosfomycin/
Levofloxacin) bei ca. 70% der hier

Tabelle 4: Kombination von Fosfomycin mit Levofloxacin gegeniiber noso-

komialen Erregern (n = 180)

Antibiotika Fosfomycin

= Keime n Syn. | Add. Ind. Ant.
o

~ E. coli 60 20 | 20 | 20 0
-

3 P, aeruginosa 60 9 34 17 0
e

=)

> MSSA 30 7 13 9 0
5]

= MRSA 30 1 20 9 0

78

tom. XXII, 6/2006

getesteten Bakterienstimme eine sy-
nergistische oder additive Wirkung
festgestellt werden (Tabelle 4). Diese
Ergebnisse zeigen, dass Fosfomycin
nicht nur mit Betalaktam-Antibiotika,
sondern auch mit Levofloxacin als
Kombinationspartner eine interessan-
te Behandlungsmdglichkeit von In-
fektionen mit haufig im Krankenhaus
vorkommenden, multiresistenten Bak-
terien, wie S. aureus, E. coli oder
P, aeruginosa, darstellt. Der wesentli-
che Vorteil fiir diese Anwendung,
nédmlich Fosfomycin mit Levofloxacin
in Kombination, ist leicht verstind-
lich, da beide Kombinationspartner
sowohl tiber ein breites Wirkspektrum
als auch iiber eine grof3e therapeuti-
sche Breite verfiigen. Das Ansteigen
von Infektionen durch multiresistente
Erreger macht eine Kombinationsthe-
rapie mit Antibiotika immer wichtiger.
Fosfomycin ist ein Antibiotikum, das
seit mehreren Jahren mit sehr gutem
Erfolg klinisch eingesetzt wird und
nach wie vor eine wichtige Rolle in
der antimikrobiellen Chemotherapie,
auch als Kombinationspartner, spielt.
Der Kostenfaktor und die niedrige
Nebenwirkungsrate machen eine der-
artige Antibiotikakombination in
vielen Fillen zu einer attraktiven
Behandlungsoption. Die Entschei-
dung fiir das eine oder andere Anti-
biotikum mit Fosfomycin in Kombi-
nation muss jedoch in Abhéngigkeit
von den erwarteten Resistenzmustern
und dem klinischen Bild des Patienten
erfolgen.
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