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Hintergrund

Chronische Infektionen der Atemwege sind ein grof3es Problem bei Mukoviszidose-Patienten, da der krankheitsbedingt zahflussige Schleim schlecht
abtransportiert werden kann und somit einen guten Nahrboden fiir Bakterien darstellt. Hauptsachlich vorkommende Keime sind Staphylococcus
aureus (S. aureus) und Pseudomonas aeruginosa (P. aerug.). Besonders problematisch ist die Ausbildung eines Biofilms, denn dieser macht die
Bakterien weniger sensibel gegeniiber Antibiotika, was die Therapie erheblich erschwert.

Da einige Patienten zum Teil nach einer Lungentransplantation kurze Zeit spater wieder an einer Lungenentziindung erkranken, wird vermutet, dass
der Nasen-Rachenraum und vor allem die Nasennebenhéhlen als Erregerreservoir dienen.

Ziel der Arbeit ist die Entwicklung einer stabilen Antibiotika-Lésung, die auch Wirkung bei Biofilmen zeigt und als Nasenspray zur friihzeitigen
Einddmmung der Kolonisation verwendet werden kann.

Material und Methoden

Entwickelt wurde eine Lésung mit einer Kombination aus Ciprofloxacin-HCI (CIP), Colistinsulfat (COL) und Acetylcystein (ACC), dessen mucolytische
Eigenschaft die Wirkung auf Biofilme verbessert. Die Stabilitdt wurde jeweils bei pH 6 und 7, sowie Lagerung im Kuhlschrank oder bei
Raumtemperatur tberprift. Kriterien waren pH-Wert sowie méglicher Verfarbungen und Préazipitate.

Die Wirkung der stabilsten Lésung wurde in einer 1:10 und 1:100 Verdunnung in vitro sowohl auf 24 h alte Biofilme als auch auf die Neubildung von
Biofilmen von S. aureus getestet (ATCC-No.: 25923).

Dazu wurden auf einer 96 Well Platte 24h alte Biofilme mit Antibiotikalésung versetzt, weitere 24 h bei 37°C bebritet, und der Effekt mittels eines auf
Fluoreszenzfarbstoffen basierenden Kits zur Unterscheidung von lebenden und toten Bakterien gemessen.

Die Auswirkung auf die Neubildung von Biofilmmasse wurde anhand eines Vergleiches der Menge des gebundenen Kristallvioletts (Farbstoffbindung
proportional zur Masse des Biofilms) einer Probe nach 24h Bebrutung mit bzw. ohne Antibiokalésung getestet.

Ergebnisse

Stabilitit: Tabelle 2. Hemmung der Biofilmbildung. Aufgefuihrt sind die in vier Versuchsreihen

. - A . o gemessenen Absorptionen von Kristallviolett bei 570nm, sowie die daraus berechnete
Die Losung aus ACC 20 mg/ml; Ciprofloxacin 0,2 mg/ml und Colistin prozentuale Inhibition der Biofilmbildung. Die Antibiotikalésung wurde hierzu 1:10 und

1 mg/ml und bei pH 6 und Lagerung bei Raumtemperatur erwies sich 1:100 verdinnt.
Uber 4 Wochen als ausreichend stabil (vgl. Abb. 1) und wurde in vitro

gegen S. aureus Biofilme getestet. . . Effekt der Antibiotika-Lésung auf die Hemmung der Biofilmbildung
Stabiltitét der Lésung ACC 20 mg/mI + Ciprofloxacin 0,2 Verd. 1:10 ‘ Kontrolle ‘ Hemmung [%] | Verd 1:100 ‘ Kontrolle ‘ Hemmung [%]
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Abb. 1. Stabiltédt der Antibotika-Lésung anhand des pH-Wertes; Bei der Lésung im a0 Biofilmbildung.

Kuhischrank hatte sich nach etwa 2 Wochen ein Niederschlag gebildet, daher wurde
nicht weiter gemessen

Antibiotische Wirkung:

Dargestellt sind jeweils die
Mittelwerte aus vier individuellen
Versuchsreihen inklusive Standard-

Biofilmbildung in %

Die 1:10-Verdunnung ergab eine Abtétung der Biofilmbakterien um 28% 0 ;?Z!ﬁﬂ‘;';ii";,hne 'f\'ﬁtibioﬁﬁz,bé":jfg
gegenliber unbehandelten Biofilmen. Die 1:100-Verdunnung wies 30 wurde als 100% gesetzt.

keinen antibiotischen Effekt auf. In den bisher getesteten 20

Konzentrationen ist die abtétende Wirkung somit nur gering. 10

Auf die Biofilmbildung zeigten beide Verdunnungen eine starke 0 - —
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Korrelation zur in vivo Wirksamkeit stehen noch aus. DAntibioﬁkamung 1:100 verdannt

Tabelle 1: Effekt auf 24h alte Biofilme. Aufgefiihrt sind die in vier Versuchsreihen

fluorimetrisch bestimmten Quotienten lebende/tote Bakterien, sowie die daraus Fazit

berechnete prozentuale Abtétung. Die Antibiotikalésung wurde hierzu 1:10 und 1:100 -

verdiinnt zugegeben und weiter 24h inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte, 48h Die Nasenspray-Antibiotikalésung stellt einen vielversprechenden

alte Biofilme. Ansatz vor allem zur Prophylaxe von Atemwegsinfektionen bei
Effekt der Antibiotika-L6sung auf 24 h alte Biofilme Mukoviszidose-Patienten dar.
| Verd. 1:10 | Kontrolle | Abtétung [%] | Verd 1:100 | Kontrolle | Abtétung [%] | Die lokale Applikation ist durch die potentiell hohe verfigbare
1 19,657 | 25,607 23,24 27,92 26,35 0 Wirkstoffmenge  besonders  gegen  Biofime  mit  niedriger
2 13,132 19,33 32,06 17,57 17,26 0 Antibiotikasensitivitat wirksam.
3 21,177 31,641 33,07 31,626 28,585 0 Die Wirksamkeit auf Biofilme anderer Problemkeime (z.B.
4 24,94 33,219 24,92 28,74 29,388 0 Pseudomonas aeruginosa) sollte weitergehend untersucht werden.



