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Next Generation Sequencing
- eine zukunftsweisende
Alternative in der mikrobiolo-
gischen Diagnostik

Ralf-Peter Vonberg, Hannover und
Christian Brandt, Jena

Verfahren der mikrobiologischen
Diagnostik

Die Methode der Wahl in einem mikro-
biologischen Labor ist auch heute noch
hédufig die Kultur eines Erregers mit
anschlielender Identifizierung (z.B.
mittels Massenspektrometrie) und
Empfindlichkeitspriifung (z.B. mittels
Mikrodilution). Grundlage fiir diesen
konventionellen Erregernachweis ist
damit ein mit bloBem Auge erkennba-
res Wachstum als Kolonie. Dies kann
in Abhéngigkeit von der jeweiligen Ge-
nerationszeit Tage bis Wochen dauern.
Zudem gibt es einige Erreger, bei denen
die Anzucht ausgesprochen aufwendig
ist oder im Routinelabor gar nicht ge-
lingt. Kulturunabhingig (und damit
oftmals erheblich schneller, wenn auch
héufig teurer) bzw. auch noch nach
Beginn einer antiinfektiven Therapie
konnen Erreger mit hoher Sensitivitét
und Spezifitat auch mittels konventio-
nellen  Nukleinsdure-Amplifikations-
verfahren nachgewiesen werden. Ein
Beispiel ist die ,universelle konventi-
onelle PCR der bakteriellen 16S-rDNA
mit anschliefender Sequenzierung
der variablen Spacer-Region. Begrenzt
wird dieses Verfahren jedoch durch die
Bedingung, dass eine Monoinfektion
in einem primaér sterilen Material (z.B.
Liquor, Gelenkpunktat oder Aszites)
vorliegt, da bei Mischinfektion, Konta-
minanten oder physiologischer Flora,
deren Sequenzen dann die Sequenz des
eigentlichen Analyten iiberlagern.

Eine zukunftsweisende Alternative der
mikrobiologischen Diagnostik stellt
nun das Next Generation Sequencing
(NGS) dar. Es bezeichnet Hochdurch-
satzverfahren, bei denen Sequenzie-
rungen erheblich schneller und/oder
parallel an mehreren Stellen gleich-
zeitig erfolgen. Die Sequenzierung des
ersten vollstdndigen humanen Genoms
mit der konventionellen Methode nach
Sanger dauerte 13 Jahre und kostete
$ 2.700.000.000; mit NGS ist dies in-
zwischen in einigen Tagen fiir weniger
als $ 1.000 moglich.2

Metagenome Sequencing (mNGS)

NGS kann in Form von Metagenome
Sequencing (mNGS) zur ungezielten
Diagnostik von Infektionserregern
eingesetzt werden. Dabei werden alle
DNA- und RNA-Bestandteile in einer
Probe zunéchst aufgereinigt und an-
schliefend sequenziert. Dann wird die
infektiologisch irrelevante Wirts-DNA
aus der weiteren Analyse ausgeschlos-
sen und die verbleibenden, fremden
Sequenzen werden mit Datenbanken
abgeglichen. So kann schliellich phy-
siologische Flora von echten Pathoge-
nen abgegrenzt werden. Ein solches
Verfahren kann insbesondere dann
hilfreich sein, wenn fiir eine Infek-
tion eine Vielzahl von Erregern infra-
ge kommt, wie zum Beispiel bei einer
Pneumonie. Ein derart grol3es poten-
zielles Erregerspektrum zieht andern-
falls unweigerlich eine aufwendige
Routinediagnostik der Bakteriologie
und Virologie nach sich.

In einem Vergleich zwischen mNGS
und konventioneller Pneumonie-Diag-
nostik zeigte sich die Sensitivitidt von
mNGS deutlich iberlegen (97 % vs.
14 %) und ergab einen entsprechend
hohen negativen pradiktiven Wert von
92 %. Die Spezifitdt von mNGS hinge-
gen war erheblich niedriger (63 % vs.
95 %), so dass der positive pradiktive
Wert dieses Verfahrens nur 83 % er-
reichte.® In einer anderen Studie zur
Anwendung von mNGS zur Pneumo-
nie-Diagnostik wurden neben broncho-
alveoldren Lavagen (BAL) auch trans-
broncheale Lungenbiopsien untersucht.
Die dabei am héufigsten nachgewiese-
nen Erreger waren Pseudomonas aeru-
ginosa, Klebsiella pneumoniae und Aci-
netobacter baumannii. Die Sensitivitét
von mNGS aus Bioptaten war dabei ho-
her als aus BALs (89 % vs. 61 %) bei
gleicher Spezifitdt (jeweils 80 %) und
vergleichbar hohen positiven prédikti-
ven Werten (94 % bzw. 92 %).*

Bei immunsupprimierten Patienten er-
weitert sich das Spektrum moglicher
Pneumonie-Erreger. In einer Untersu-
chung von 41 Proben von 34 immunsup-
primierten Kindern konnte in 24 Proben
konventionell kein Erregernachweis ge-
fihrt werden, wohingegen durch An-
wendung von mNGS in der Halfte dieser
Proben schlief8lich doch noch ein Erre-
ger gefunden werden konnte. Jedoch
war die Zuordnung der klinischen Rele-
vanz nicht in allen Fallen sicher méglich
(eingeschriankte Spezifitat).®
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Die Diagnostik einer potenziellen Tu-
berkulose nimmt in diesem Zusam-
menhang eine besondere Rolle ein.
Aufgrund der langsamen Generations-
zeit von Mykobakterien sind moleku-
larbiologische Verfahren hier schon seit
Jahren fester Bestandteil des diagnosti-
schen Panels. In einem Vergleich zwi-
schen mNGS, PCR und konventioneller
Diagnostik bei 123 Verdachtsfallen, die
sich bei 105 Personen bestétigten, war
die Spezifitit von mNGS mit 98 % er-
wartungsgema hoch. Hinsichtlich der
Sensitivitdt war sie der automatisierten
PCR jedoch nicht tiberlegen (44 % vs.
42 %), wohl aber den {ibrigen diagnos-
tischen Verfahren (29 %).°

Bislang hat mNGS in Empfehlungen
zur mikrobiologischen Untersuchung
noch keinen festen Platz gefunden —
dies unter anderem sicherlich auch aus
okonomischen Erwigungen heraus. Es
handelt sich dabei jedoch durchaus um
eine schnelle und zukunftsweisende
Technik mit hohem diagnostischen Po-
tenzial. Dabei wird sich mNGS insbe-
sondere an der Leistungsfahigkeit von
Multiplex-PCR-Ansdtzen messen las-
sen miissen, die bereits fiir Infektionen
des Magen-Darm-Trakts, des zentralen
Nervensystems sowie zur Diagnostik
von Blutstrominfektionen verfiigbar
sind und zunehmend Einzug in die mi-
krobiologischen Laboratorien halten.”?

Whole Genome Sequencing (WGS)

NGS kann auch in der Form des so ge-
nannten Whole Genome Sequencing
(WGS) wichtige Erkenntnisse fiir Mi-
krobiologen und Epidemiologen lie-
fern. Wie es der Name bereits vermu-
ten ldsst, wird dabei das Gesamtgenom
eines bereits erfolgreich kultivierten
Erregers sequenziert.!® So kann bei-
spielsweise das Vorliegen von Pathoge-
nitatsfaktoren gepriift werden. Es kon-
nen zudem multiresistente und damit
krankenhaushygienisch relevante Iso-
late sowie induzierbare Resistenzme-
chanismen, die sich einer rein phéno-
typischen Testung in der Mikrodilution
entziehen wiirden, identifiziert wer-
den. Dariiber hinaus eignet sich WGS
zur Nachverfolgung von Infektionsket-
ten und der iiberregionalen Verbrei-
tung von Erregern.

Plasmid-kodierte Carbapenemasen in
Klebsiella pneumoniae und anderen
Enterobakterien stellen im Falle einer
Infektion besonders grofRe Herausfor-
derungen an das Therapieregime.!"®
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In einem Bericht aus China konnte im
Rahmen einer Ausbruchsuntersuchung
in einer Klebsiella pneumoniae mit-
tels WGS in sieben klinischen Isolaten
und einem Umweltisolat neben meh-
reren ESBL-Resistenzgenen auch eine
Klebsiella-pneumoniae-Carbapenema-
se 2 (KPC-2) nachgewiesen werden.
In einem tunesischen Isolat wurden in
der gleichen Spezies mittels WGS ins-
gesamt 18 iibertragbare chromosomale
Resistenzgene sowie vier weitere Resis-
tenzplasmide, darunter eine Neu-Del-
hi-Metallo-Betalaktamase (NDM) und
ESBL, gefunden.”® Ein dritter Bericht
zeigte mittels WGS sogar das Vorlie-
gen gleich mehrerer Carbapenemasen,
einer NDM sowie einer KPC in einem
Klebsiella-pneumoniae-Stamm. Zudem
wurden weitere 42 Resistenzgene und
eine Vielzahl sonstiger Virulenzfakto-
ren gefunden.’® Auch in anderen En-
terobacterales konnten so iibertragbare
Carbapenemasen nachgewiesen wer-
den, wie z.B. in einem Citrobacter freun-
dii mit 25 erworbenen chromosomalen
Resistenzgenen sowie vier Resistenz-
plasmiden (darunter eine NDM) und
vier Prophagen'” oder in einem Escheri-
chia coli, der sowohl Tréger einer NDM
als auch einer OXA-1-Carbapenema-
se war und dariiber hinaus noch iiber
weitere zwei ESBL-Betalaktamasen
(CTX-M und CMY-2) verfiigte.!®
Basierend auf dem Nachweis von Re-
sistenzgenen kann WGS im Umkehr-
schluss auch dazu verwendet werden,
Therapieentscheidungen zu beeinflus-
sen, was insbesondere bei langsam
wachsenden Erregern wie Mykobakte-
rien von grof3er Bedeutung ist, da an-
dernfalls viel Zeit bis zu deren kon-
ventioneller Empfindlichkeitspriifung
vergehen wiirde. So gibt es beispiels-
weise eine WGS-basierte Bibliothek, in
der chromosomale Mutationen und er-
worbene Resistenzgene bei Mycobacte-
rium tuberculosis hinterlegt sind.” Ein
weiteres Beispiel flir Empfindlichkeits-
priifungen via WGS ist eine Arbeit, in
der eine multiresistente Salmonelle
(Salmonella Dublin) untersucht wurde,
die sowohl in einer Lebensmittelpro-
be (Rindfleisch) als auch in 14 huma-
nen klinischen Isolaten gefunden wur-
de. Durch WGS konnte dabei eine hohe
Korrelation zwischen genetischen Re-
sistenzmarkern und der entsprechen-
den phénotypischen Ausprdgung der
jeweiligen Resistenz aufgezeigt wer-
den.?°
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Auch  epidemiologische  Fragestel-
lungen wurden bereits mit WGS ad-
ressiert, z.B. zur Surveillance der
Verbreitung problematischer Bakteri-
enstdmme. Bei dem sogenannten Ben-
gal Bay Klon handelt es sich um einen
Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus (MRSA), der anfénglich in In-
dien und Bangladesch endemisch war.
Durch die Untersuchung einer welt-
weiten Sammlung von 340 MRSA-
Stdmmen aus 14 Lindern konnte mit-
tels WGS der Verbreitungsweg dieses
Stammes und seine Aufnahme meh-
rerer Resistenzgene nachgezeichnet
werden.? Eine Verkniipfung von Resis-
tenzpriifungen und epidemiologischer
Betrachtung durch WGS erfolgt bei den
US-amerikanischen Centers for Disea-
se Control and Prevention (CDC). Dort
werden jdhrlich in 35 lokalen und vier
regionalen Laboratorien sowie einem
nationalen Referenzlabor mehrere tau-
send Isolate von Neisseria gonorrhoeae
mittels WGS untersucht und auf diese
Weise eine Surveillance Antibiotika-
resistenter Gonokokken durchgefiihrt —
ein wichtiges Hilfsmittel zur schnellen
Entscheidungsfindung fiir das dortige
offentliche Gesundheitswesen.??

Abschlieend soll hier noch auf den
vielfaltigen Einsatz von WGS zum
Nachweis von Pathogenitétsfaktoren in
verschiedenen Erregern hingewiesen
werden, darunter hitzelabile Enterotox-
ine von enterotoxischen Escherichia coli
(ETEC),?® dem Shiga-Toxin von ente-
rohdmorrhagischen Escherichia coli
(EHEC)?*, dem Diphtherietoxin in Co-

rynebacterium diphtheriae?, dem Pan-
ton-Valentin-Leukozidin bei Staphylo-
coccus aureus®® und dem bindren Toxin
in Clostridioides difficile.?’

Plasmidiiberwachung in
Krankenhdusern

Die weltweite Verbreitung und Diversi-
fizierung multiresistenter gramnegati-
ver Bakterien mit plasmid-lokalisierten
Antibiotikaresistenzen wie Beta-Lakta-
masen stellt das Gesundheitswesen vor
sehr grofe Herausforderungen. Diese
zirkuldren Plasmide koénnen sich bak-
terienspeziesunabhédngig  verbreiten,
wodurch die zugrunde liegende Anti-
biotikaresistenz im Krankenhaus iiber-
dauern und in anderen Bakterienspezies
wiederkehren kann. Die Klassifizierung,
Typisierung oder sogar Gruppierung
von Plasmiden iiber verschiedene Typen
hinweg ist wegen des Mosaik-dhnlichen
Aufbaus nicht zuverldssig. Plasmide
koénnen Gene und ganze Genabschnitte
aus anderen Plasmidtypen in sich verei-
nen.?® Daher kénnen Plasmide in Bakte-
rien nur zuverldssig bestimmt und ver-
glichen werden, wenn diese komplett
geschlossen nach der Sequenzierung re-
konstruiert wurden.

Anhand der kompletten Plasmidse-
quenz lésst sich weiterhin ableiten, wie
persistent ein Plasmid ist. Oftmals las-
sen sich Gene identifizieren, welche die
Stabilitdt im Bakterium sicherstellen
und die an eigene Tochterzellen oder
andere Bakterien transferiert bzw. kon-
jugiert werden koénnen. Bei nicht voll-
standig geschlossenen Plasmiden ist es

lllumina

Visualisierung der bakteriellen Genomassemblierung

.

g___g'z- .

O Nanopore

Abbildung: Visuelle Reprasentation eines bakteriellen Genoms nach der Sequenzierung.
Farbig dargestellte Bereiche sind rekonstruierte DNA-Abschnitte und schwarze Linien zei-
gen die VerknlUpfungen dieser Fragmente an. Das linke Assembly, generiert aus lllumina
Daten, weist noch Hunderte an DNA-Fragmenten auf, mit verschiedenen Kombinationen
dieser zueinander (schwarze Linien). Das Assembly rechts, sequenziert mit Nanopore, ge-
nerierte ein geschlossenes zirkulares Bakteriengenom und ein zirkuldres Plasmid (orange).

© mhp Verlag GmbH www.mhp-medien.de



\ THERAP

Aktuelle Epidemiologie und Diagnostik in der Mikrobiologie (42)

Laborinfektionen durch Brucellen: Eine unterschatzte Gefahr

Berufsbedingte Infektionen von Mitarbeiterinnen und
Mitarbeitern in mikrobiologischen Laboratorien sind
gliicklicherweise seltene Ereignisse. Dazu tragen eine
Vielzahl an Arbeitsschutzmafnahmen bei: zum Bei-
spiel das Tragen personlicher Schutzkleidung wie Kittel,
Handschuhen und Schutzbrille sowie optimierte techni-
sche Gegebenheiten im Labor wie die Verwendung einer
Sicherheitswerkbank, eine hohe Luftwechselrate sowie
ggfs. der Verzicht auf scharfe und spitze Utensilien zu-
gunsten weniger geféhrlicher Alternativen. Doch auch
bei sorgfiltiger Beachtung aller gesetzlichen Vorgaben
und Empfehlungen des Arbeitsschutzes verbleibt stets
ein gewisses Restrisiko, da menschliches und/oder tech-
nisches Versagen nie vollstdndig ausgeschlossen werden
koénnen.!

Am haufigsten treten in diesem Zusammenhang weltweit
die folgenden Erreger in Erscheinung: Brucella spp., Co-
xiella burnetii, Hepatitisviren, Salmonella Typhi, Franci-
sella tularensis, Mycobacterium tuberculosis und Erreger
von Dermatomykosen.>* Ermittelt man nun das relative
Risiko einer Infektion bei Laborpersonal im Vergleich
zum Risiko einer solchen Infektion in der Allgemeinbe-
volkerung, so ist dies im mikrobiologischen Labor ins-
besondere fiir Infektionen mit einem enteroh&morrha-
gischen Escherichia coli O157:H7 (9-fach), Neisseria
meningitidis (> 40-fach) und Brucella spp. (> 8.000-fach)
erheblich erhoht.®># Aufgrund dieser offensichtlich beson-
deren Bedeutung von Brucellen im Rahmen von Labor-
infektionen, die sich im Mittel bei 641 von 100.000 Mi-
krobiologen im Vergleich zu 0,08 pro 100.000 Einwohner
ereignen,® sollen im Folgenden die Hintergriinde einiger
Ereignisse dieser Art sowie deren Praventionsmalnah-
men naher vorgestellt werden.

Ein besonders hohes Risiko einer Laborinfektion mit Bru-
cellen ergibt sich insbesondere bei vermeintlicher Sicher-
heit aufgrund einer fehlerhaften Identifikation des Er-
regers,®® wenn bei der Arbeit mit Brucellen nicht (wie
empfohlen) unter einer Sicherheitswerkbank gearbeitet
wird’ oder keine Schutzhandschuhe getragen werden.!®
Eine Vielzahl vereinzelter Infektionen und auch grofere
Ausbriiche durch Brucellen in mikrobiologischen Labora-
torien sind bereits beschrieben worden,'?* letztmalig in
einem Artikel von 2020, der zwischen 2015 und 2017 von
zehn ,,Brucella events“ in sieben Laboratorien in New York
City berichtet.?

Auch in Deutschland gibt es einen Bericht tiber eine La-
borinfektion mit Brucellen. Dabei wurde bei einer 64-jéh-
rigen Patientin bei dem Verdacht auf eine Lockerung ih-
rer bikondyldren Kniegelenkendoprothese das betroffene
Knie praoperativ punktiert, um eine subakut verlaufende
bakterielle Infektion auszuschliefen. Die Kultur dieses
Punktates, sowie intraoperativ entnommene Wundabstri-
che, zeigten zunéchst kein Wachstum. Nur durch einen
Zufall wurde das Gelenkpunktat ausnahmsweise ldnger

als iiblich kultiviert; etwa 14 Tage nach dem Eingriff wa-
ren dann Bakterienkolonien erkennbar, die anschlieend
als Brucella melitensis biovar 2 identifiziert werden konn-
ten. Die daraufhin bei der Patientin entnommene Sero-
logie bestdtigte deren chronische Brucellose. Ursache
dieser Infektion war vermutlich der Konsum nicht pas-
teurisierter Ziegenmilch bei einem Aufenthalt in der Tiir-
kei. Zwei Monate spiter zeigte dann ein in die Diagnostik
involvierter Mikrobiologe plotzlich Nachtschweif3, erhoh-
te Temperaturen, Myalgien und Midigkeit. Initial blieb
die bei ihm entnommene Brucellen-Serologie zwar nega-
tiv, nach weiteren vier Wochen traten jedoch zusitzlich
Hiiftschmerzen und Gewichtsverlust auf. Die daraufhin
erneut entnommene Brucellen-Serologie zeigte nun ein
positives Ergebnis; in Blutkulturen und Urin des Mikro-
biologen konnte kurz danach auch Brucella melitensis bio-
var 2 angeziichtet werden und eine antiinfektive Thera-
pie wurde eingeleitet.?®

Die gezielte Arbeit mit Brucellen erfordert in Deutsch-
land in mikrobiologischen Laboratorien Sicherheitsvor-
kehrungen nach Risikogruppe 3 gemaf3 BioStoffV, TRBA
100 bzw. Richtlinie 2000/54/EG. Besteht also seitens
des Einsenders der Verdacht auf eine Brucellose, so soll-
te dieses dem mikrobiologischen Labor unbedingt vor-
ab mitgeteilt werden. Einerseits ist es in einem solchen
Fall erforderlich, die Bebriitungsdauer von Blutkulturen
von den sonst {iblichen sieben Tagen auf 21 Tage zu ver-
langern?28, zum anderen minimiert eine solche Vorwar-
nung sowie die Bearbeitung der Probe unter besonderen
Sicherheitsvorkehrungen das Risiko fiir eine Laborinfek-
tion. Regelméflige Schulungen des Laborpersonals zum
Umgang mit potenziell Brucellen-haltigem Material®
sowie eine schnelle und verléssliche Identifikation von
Brucellen®® sind ebenfalls wichtige Malinahmen, um das
Infektionsrisiko fiir Mitarbeiter im mikrobiologischen La-
bor zu senken. Bei Hinweis auf eine akute Infektion ist
dann der erfolgreiche direkte oder indirekte Nachweis
von Brucella spp. in Deutschland gema( §7 Abs. 1 IfSG
namentlich meldepflichtig. Jahrlich werden etwa 30 bis
40 Nachweise von Brucellen in Deutschland an die Ge-
sundheitsdmter gemeldet.**2 Kommt es bei der Bearbei-
tung von Patientenmaterial zu einem moglichen Kontakt
mit Brucellen, so kann den betroffenen Mitarbeitern eine
Antibiotikaprophylaxe angeboten werden und eine sero-
logische Verlaufskontrolle erfolgen.®33>
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schwer vorherzusagen, wo sich Gene be-
finden, wie viele Plasmide vorliegen und
welche Eigenschaften diese haben.
Klassische NGS Methoden wie Illumina
sind nicht in der Lage, alle Plasmidse-
quenzen klar vom bakteriellen Kernge-
nom zu unterscheiden. Da Sequenzierer
der dritten Generation (wie etwa die
Nanopore-Technologie) sehr lange Se-
quenzen am Stiick sequenzieren, iiber-
spannen diese eine Reihe von Genen,
weshalb die Genanordnung im Plas-
mid leichter zu rekonstruieren ist und
es selbst moglich ist, den Ursprung von
mobilen Elementen sicher zu bestimmen
(Abbildung). Mit diesen Informationen
konnen gezielter Gegenmafnahmen im
Krankenhaus getroffen und persistieren-
de Plasmide sicher identifiziert werden.

Live Sequenzierung fiir schnellere
Ergebnisse

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Na-
nopore Sequenzierplattform ist das sog.
Real-time sequenzieren. Dies ermog-
licht es, wiahrend der Sequenzierung
bereits generierte Daten auszuwerten
und z.B. Kliniker zu informieren.?* Be-
reits nach einer Stunde kénnen sowohl
die Spezies als auch Antibiotikaresis-
tenzen sicher bestimmt werden. Mit so-
genannten Rapid-Kits lasst sich selbst
die Probenvorbereitung nach der Isola-
tion auf weniger als eine Stunde redu-
zieren. Damit bewegt sich die komplet-
te Genomsequenzierung von Bakterien
mittlerweile in der gleichen Zeitspanne
wie eine herkémmliche PCR.

ZUSAMMENFASSUNG: Wahrend mNGS
am ehesten in der Diagnostik akuter
Infektionen Anwendung finden diirfte,
stellt WGS vorrangig ein epidemiologi-
sches Werkzeug dar. Fiir beide Verfah-
ren sind jedoch nach wie vor die hohen
Kosten ein entscheidender limitieren-
der Faktor fiir ihren Einsatz im Routi-
nelabor. Zudem stellt das Handling der
bei NGS anfallenden enormen Daten-
mengen eine Herausforderung dar. Es
bleibt daher abzuwarten, ob und wann
diese neuen Technologien flachende-
ckend Einzug in mikrobiologische La-
boratorien halten werden.

Die zitierte Literatur
finden Sie unter
https://www.infektio.de/ 3
Ubersichtsartikel-mit-

: [=
literaturangaben/
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m Nirmatrelvir - ein Proteaseinhibi-
tor zur COVID-19-Therapie

Proteaseinhibitoren werden bei Virus-
infektionen seit langem und mit gro-
Bem Erfolg angewandt. Bei der HIV-
Infektion sind sie seit mehr als zwei
Jahrzehnten ein wichtiger Bestandteil
von Kombinationstherapien, &hnliches
gilt fiir die Behandlung der Hepatitis C.
Da sich die Proteasen der verschiede-
nen Erreger unterscheiden, miissen fiir
jedes Virus neue Inhibitoren entwickelt
werden. Das hat zum Beispiel der Ein-
satz von Lopinavir — einem Klassiker in
der antiretroviralen Therapie — bei In-
fektionen mit SARS-CoV-2 gezeigt. Der
erwartete Therapieerfolg blieb aus, der
Wirkstoff ist fiir diese Indikation nicht
geeignet. Mit Nirmatrelvir steht erst-
mals ein Proteaseinhibitor zur Verfii-
gung, der gezielt fiir die Behandlung
von Infektionen mit Coronaviren syn-
thetisiert wurde. Die Vorarbeiten dieser
Entwicklung reichen 20 Jahre zurtick.
Als Reaktion auf den SARS-Ausbruch
2002 wurde der Proteaseinhibitor PF-
00835231 identifiziert, der nicht nur
die Replikation von SARS-CoV-1, son-
dern auch die von SARS-CoV-2 hemmt.
Durch gezielte Abwandlungen konn-
te die antivirale Aktivitdt etwa um das
Dreifache erhoht werden. Zusatzlich be-
sitzt Nirmatrelvir (PF-07321332) eine
deutlich hohere Bioverfiigbarkeit.!:?

F
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Strukturformel Nirmatrelvir (PF-07321332,
MM 499,5). Die Nitrilgruppe reagiert mit
dem Cysteinrest im aktiven Zentrum der
Protease Mpro. Die Bioverfligbarkeit wird
unter anderem durch die Trifluoracetylgrup-
pe verbessert.

Da die Substanz rasch durch Cyto-
chrom-abhéngige Monooxygenasen ab-
gebaut wird, wird sie zusammen mit
Ritonavir angewandt. Diese Kombina-
tion ist unter dem Namen PAXLOVID
seit Dezember 2021 in den USA und in
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Grof3britannien zugelassen, eine Zulas-
sung in der europdischen Union erfolg-
te am 28. Januar 2022.

Antivirale Aktivitat

Das SARS-CoV-2-Genom kodiert fiir
zwei Polyproteine (ppla und pplab)
und vier Strukturproteine. Nirmatrel-
vir ist ein peptidomimetischer Hemm-
stoff der SARS-CoV-2-Protease (Mpro),
die auch als 3-Chymotrypsin-like pro-
tease (3CLpro,) oder nsp5 (non-struc-
tural protein 5) bezeichnet wird. Die
Substanz reagiert mit dem Cysteinrest
im aktiven Zentrum des Enzyms. Die
Polyproteine werden durch Mpro an elf
verschiedenen Stellen gespalten, da-
durch entstehen kiirzere, nicht-struk-
turelle Proteine, die fiir die Virusrepli-
kation essenziell sind; die Vermehrung
der Viren wird bei einer Hemmung der
Protease geblockt. Da das katalytische
Zentrum der Proteasen im menschli-
chen Organismus anders aufgebaut ist
als das des viralen Enzyms, ist die Inhi-
bition selektiv fiir die Viren.!

In Experimenten mit differenzierten
Bronchialepithelzellen vom Menschen
hemmt Nirmatrelvir SARS-CoV-2 (USA-
WA1,/2020) bei Konzentrationen von 62
bzw. 181 nM (EC, - bzw. EC, -Werte).?
Die Exposition der infizierten Zellen
erfolgte drei Tage lang. Eine &hnliche
Aktivitdt wurde fiir mehrere Virusva-
rianten festgestellt, die Beta-Varian-
te (B.1.351) war etwa dreimal weni-
ger empfindlich. Die Omicron-Variante
wird offenbar effektiv gehemmt.* Bio-
chemisch konnte gezeigt werden, dass
die P132H-Substitution (Prolin / Histi-
din) in der Protease Mpro die Aktivitat
von Nirmatrelvir im Vergleich zu dem
USA-WA1/2020-Enzym nicht redu-
ziert.?

Ritonavir ist ein Inhibitor der HIV-
1-Protease, der Mitte der 1990er Jahre
zur Behandlung der HIV-Infektion ent-
wickelt wurde, jedoch bereits nach ei-
nigen Jahren fiir diese Indikation nicht
mehr verwendet wurde. Stattdessen
wird seine ausgeprdgte Hemmung des
Cytochroms CP3A4 bereits in niedriger,
antiviral nicht wirksamer Dosierung be-
nutzt, um den Abbau anderer antiviral
wirksamer Stoffe zu verlangsamen und
damit die Wirkdauer zu verlédngern. Aus
diesem Grund wird Ritonavir auch mit
Nirmatrelvir kombiniert.

Ob es bei haufiger Anwendung von Nir-
matrelvir zu einer klinisch relevanten
Resistenzentwicklung kommt, kann
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derzeit nicht beantwortet werden. Eine
biochemische Untersuchung natiirlich
vorkommender SARS-CoV-2-Mpro-Po-
lymorphismen zeigte eine deutliche
Abnahme der inhibitorischen Aktivi-
tét bei einigen Aminoséure-Substitutio-
nen, wie S144A oder H172Y in einem
rekombinanten Enzym. Ob diese Beob-
achtungen Auswirkungen auf die anti-
virale Aktivitat in Zellkulturen haben,
ist nicht bekannt.?

Pharmakokinetische Eigenschaften
Etwa drei Stunden nach der Einnah-
me von zwei Tabletten mit je 150 mg
Nirmatrelvir plus einer Tablette mit
100 mg Ritonavir wird bei gesunden Er-
wachsenen eine Spitzenkonzentration
von 2,2 mg Nirmatrelvir pro Liter Plas-
ma erreicht. Der AUC-Wert wurde mit
23 mg/1 x h berechnet. Beide Wirkstof-
fe werden mit einer Halbwertzeit von
etwa sechs Stunden eliminiert. Etwa
50 % einer Nirmatrelvir-Dosis und sei-
ner Abbauprodukte werden mit den
Faeces eliminiert, etwa 35 % lassen
sich im Urin nachweisen. Beim Rito-
navir ist der Anteil der extrarenalen
Ausscheidung hoher (86 %).3

Das pharmakokinetische Verhalten von
Nirmatrelvir bei Einnahme zusammen
mit Ritonavir wurde bei Patienten mit
unterschiedlich stark eingeschrénkter
Nierenfunktion untersucht. In dieser
Studie betrug die Eliminationshalb-
wertzeit des Virustatikums 7,7 = 1,8
Stunden bei normaler Nierenfunkti-
on. Bei Probanden mit einer geschitz-
ten GFR von = 30 bis < 60 ml/min
lag sie bei 9,95 = 3,4 und bei Teilneh-
mern mit einer GFR von < 30 ml/min
bei 13,4 + 3,3 Stunden. Patienten mit
einer geschétzten GFR von = 30 bis <
60 ml/min sollen nur eine Tablette mit
150 mg Nirmatrelvir einnehmen - also
die Halfte der Normaldosis. Bei noch
deutlicherer Niereninsuffizienz (eGFR
< 30 ml/min) wird eine Behandlung
derzeit nicht empfohlen, solange fiir
diese Personengruppe keine weiteren
Daten zur Verfiigung stehen. Dies gilt
auch fiir Erkrankte mit schwerer Ein-
schrankung der Leberfunktion (Child-
Pugh Class C), Patienten mit geringe-
rer Einschrdnkung konnen die normale
Dosis erhalten.

Interaktionen mit anderen
Arzneistoffen

Nirmatrelvir ist ein MDR-1- und CYP3A4-
Substrat, bei gleichzeitiger Gabe des
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CYP3A4-Inhibitors Ritonavir ist der Ab-
bau iiber diesen Weg jedoch blockiert.
Aufgrund der ausgepragten Hemmung
der CYP3A-abhidngigen Monooxygena-
sen durch Ritonavir miissen mogliche
Interaktionen mit zahlreichen anderen
Arzneistoffen beachtet werden. Auch
CYP2D6 wird durch Ritonavir inhibiert,
wenn auch in geringerem Ausmal3. Die
gleichzeitige Gabe von PAXLOVID zu-
sammen mit den folgenden Arzneistof-
fen ist kontraindiziert, weil schwerwie-
gende unerwiinschte Wirkungen durch
erhohte Konzentrationen auftreten
konnten: Pethidin, Piroxicam, Amio-
daron, Colchicin, Clozapin, Ergotamin,
Simvastatin, Triazolam und Midazolam,
wenn es oral verabreicht wird. Bei ei-
ner Behandlung mit oralen Antikoagu-
lantien, wie zum Beispiel Rivaroxaban
oder Apixaban, ist mit einem Anstieg
der Plasmakonzentration und mogli-
chen Blutungskomplikationen zu rech-
nen. Eine gleichzeitige Gabe mit PAX-
LOVID soll daher vermieden werden.
Falls Warfarin oder verwandte Antikoa-
gulantien verwendet werden, ist eine
Kontrolle der INR notwendig. Potente
Induktoren von CYP3A, wie Carbama-
zepin, Rifampicin oder Johanniskraut-
haltige Arzneimittel, konnen zu einer
Abnahme der Plasmakonzentrationen
von Nirmatrelvir und Ritonavir fithren.
PAXLOVID kann daher nicht unmittel-
bar nach Absetzen dieser Induktoren ge-
geben werden.

Klinische Studien

Die Zulassung des Arzneimittels er-
folgte hauptsichlich auf der Basis der
EPIC-HR-Studie (EPIC-HR, Evaluation
of Protease Inhibition for COVID-19 in
High-Risk Patients). Alle Studienteil-
nehmer wiesen einen Risikofaktor fiir
einen schweren Verlauf der Infektion
auf. Dazu zihlen ein hoheres Lebens-
alter von 60 Jahren oder mehr, Uberge-
wicht (BMI > 25), oder eine chronische
Erkrankung, wie Diabetes, Bluthoch-
druck und andere. Geimpfte Personen
oder Patienten, die bereits zuvor an
COVID-19 erkrankt waren, nahmen an
dieser Studie nicht teil. Die Patienten
wurden entweder mit Nirmatrelvir in
einer Dosierung von 2 x tgl. zwei Tab-
letten mit 150 mg in Kombination mit
2 x tgl. 100 mg Ritonavir (n = 1039)
oder mit einem Placebo-Prdparat (n =
1046) behandelt. Die Einnahme der Ta-
bletten begann innerhalb von maximal
ftinf Tagen nach Symptombeginn. Zum
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Zeitpunkt der Randomisierung lag das
mittlere Lebensalter der Teilnehmer
bei 46 Jahren, zwei Drittel hatten ma-
ximal seit drei Tagen typische Krank-
heitssymptome. Das Risiko fiir einen
schweren Verlauf, definiert durch eine
notwendige  Krankenhausaufnahme
oder einen todlichen Verlauf, lag in der
Placebogruppe bei 6,3 %. Dieser Anteil
wurde durch Nirmatrelvir auf 0,8 % ge-
senkt, was einer Reduktion von mehr
als 85 % entspricht. Auch bei Patien-
ten, die nicht zu den Risikogruppen
gehoren, ergab sich in einer Zwischen-
auswertung der &dhnlich konzipier-
ten EPIC-SR-Studie eine vergleichbare
Wirksamkeit. In beiden Studien konnte
eine 10-fache Reduktion der Viruslast
ermittelt werden.?

Vertraglichkeit

Die Behandlung mit der Kombination
aus Nirmatrelvir und Ritonavir erwies
sich in der EPIC-HR-Studie als gut ver-
tréglich. Eine Geschmacksverédnderung
trat hiufiger auf als bei den Patienten
in der Placebogruppe (6 % vs. < 1 %).
Weitere unerwiinschte Wirkungen wa-
ren Diarrho (3 % vs. 2 %), Hypertonie
(1 % vs. < 1 %) und Myalgien (1 % vs.
< 1 %). In der Placebogruppe brachen
4 % der Teilnehmer die Therapie ab, in
der PAXLOVID-Gruppe waren es 2 %.
Uber selten auftretende unerwiinsch-
te Wirkungen kann angesichts der bis-
herigen, limitierten Erfahrungen keine
Aussage gemacht werden.

ZUSAMMENFASSUNG: Nirmatrel-
vir ist ein Inhibitor der Protease von
SARS-CoV-2. Bereits im nanomolaren
Bereich wird die Vermehrung des Vi-
rus gehemmt. Da ein rascher Abbau
der Substanz iiber CYP3A4-abhingi-
ge Monooxygenasen erfolgt, wird es
zur Behandlung der COVID-19-Erkran-
kung zusammen mit Ritonavir, einem
Hemmstoff des Cytochromenzyms, ge-
geben. Eine Packung des Arzneimit-
tels PAXLOVID enthilt sowohl Nir-
matrelvir- als auch Ritonavir-haltige
Tabletten, die zusammen eingenom-
men werden miissen. Die Dosierung
betrdgt zweimal tdglich 300 mg Nir-
matrelvir (zwei Tabletten mit 150 mg)
plus 100 mg Ritonavir fiir fiinf Tage.
Bei fortgeschrittener Niereninsuffizi-
enz muss die Dosierung von Nirmatrel-
vir reduziert werden. In einer umfang-
reichen Placebo-kontrollierten Studie
konnte gezeigt werden, dass das Risi-



ko fiir einen schwerwiegenden COVID-
19-Verauf um mehr als 85 % reduziert
wird, wenn die Behandlung der Patien-
ten mit mindestens einem Risikofaktor
innerhalb von fiinf Tagen nach Auftre-
ten der Krankheitssymptome beginnt.
Die Vertrédglichkeit war gut. Weil Ri-
tonavir ein potenter Hemmstoff des
CYP3A4 und anderer Enzyme ist, miis-
sen Wechselwirkungen mit anderen
Arzneistoffen beachtet werden. PAX-
LOVID stellt eine wichtige Erweiterung
der therapeutischen Moglichkeiten der
COVID-19-Erkrankung dar.

Die zitierte Literatur finden Sie
unter www.infektio.
de/antiinfektiva/neu-
einfihrungen-kurzbe-
schreibungen

m HLA-Genotyp assoziiert mit
Fieber und Schiittelfrost nach
Comirnaty-impfung

Impfreaktionen wie Fieber, Erschop-

fung und Unwohlsein sind nicht unge-

wohnlich. So auch im Fall der neuen
mRNA-Impfstoffe gegen SARS-CoV-2.

Manche Personen scheinen jedoch an-

falliger fiir Nebenwirkungen zu sein.

So zeigen jlingere Menschen haufiger

Impfreaktionen. Die systematische Imp-

fung von vielen Millionen Menschen

bietet nun die Chance zu untersuchen,
welche genetischen Faktoren eine Rolle
spielen. Amerikanische Wissenschaftler
haben eine Umfrage zu Impfnebenwir-
kungen unter Personen durchgefiihrt,
deren Genom bereits sequenziert wor-
den war. Sie erhielten Antworten von

17.440 Personen zwischen 18 und 89

Jahren. Mehr als 90 % waren geimpft.

Die meisten (46,1 %) hatten den BioN-

Tech/Pfizer-Impfstoff COMIRNATY er-

halten, gefolgt vom Moderna-Impfstoff

SPIKEVAX (40,6 %). Andere Teilnehmer

hatten entweder den Vektorimpfstoff

von Johnson & Johnson (4,5 %) erhal-
ten oder waren nicht sicher womit sie
geimpft worden waren (1,3 %).

Uber 60 % der Geimpften berichte-

ten von keinen oder milden Nebenwir-

kungen der Immunisierung, wahrend

20 % moderate Nebenwirkungen spiir-

ten. Schwere bzw. extreme Nebenwir-

kungen beklagten 9,6 % bzw. 8 % der

Teilnehmer. Schwere Nebenwirkungen

waren hier als solche definiert, die die
tégliche Routine behinderten. Die Be-
richte {iber Nebenwirkungen decken
sich mit den Beobachtungen aus klini-
schen Studien mit den drei Impfstof-
fen. Die Wissenschaftler fithrten eine
genomweite Assoziationsstudie durch
und verglichen die Genome von Teil-
nehmern mit schweren bzw. extremen
Nebenwirkungen mit denen von Perso-
nen, die keine oder leichte Symptome
dokumentierten. Dabei stiellen sie auf
eine signifikante Assoziation zwischen
schweren Nebenwirkungen und einem
bestimmten HLA (Humanes Leukozy-
tenantigensystem)-Genotyp.

Menschen europdischen Ursprungs,
die Trager des Allels HLA-A*03:01 wa-
ren, zeigten ein deutlich erhohtes Risi-
ko fiir schwere Nebenwirkungen; aller-
dings nur, wenn sie mit der BioNTech/
Pfizer-Vakzine immunisiert worden wa-
ren. Besonders hoch war ihr Risiko fiir
Fieber, Schiittelfrost, Unwohlsein und
Erschopfung. Schwécher, aber statis-
tisch signifikant, war die Assoziation
mit Gelenkschmerzen, Kopfschmerzen,
geschwollenen Lymphknoten und Ubel-
keit. Der Effekt war konsistent fiir alle
Altersgruppen und Geschlechter. Da
rund 85 % der Studienteilnehmer eu-
ropaische Wurzeln hatten, ist die Teil-
nehmerzahl von Menschen anderer
Herkunft zu gering, um eine Aussage
iiber ihr Risiko treffen zu konnen. Auch
iber das Risiko von Empféngern der
Johnson & Johnson-Impfung lésst sich
noch kein Schluss ziehen. HLA-A*03:01
ist das dritthiufigste HLA-A-Allel. Mit
einem erhohten Risiko fiir eine Anste-
ckung mit COVID-19 oder einem schwe-
ren Verlauf der Infektion ist es nicht as-
soziiert.

FOLGERUNG DER AUTOREN: Nach der
Impfung mit dem COVID-19-Impfstoff
COMIRNATY haben Tréager des Allels
HLA-A*03:01 ein erhohtes Risiko unter
relevanten Nebenwirkungen zu leiden.

Bolze A etal.

HGG Adv. 2022 Jan 1:100084. Online ahead of
print.

doi: 10.1016/j.xhgg.2021.100084

m Remdesivir: frithzeitiger Einsatz
verhindert schwere COVID-
Verldufe

Remdesivir (VEKLURY) war 2020 das

erste zur Therapie der COVID-19-Er-

krankung zugelassene Arzneimittel. In
einigen klinischen Studien konnte ein
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signifikanter therapeutischer Effekt
nachgewiesen werden, andere zeig-
ten jedoch weniger iiberzeugende Er-
gebnisse. Im Fokus standen dabei die
Fragen, ob der Krankenhausaufenthalt
verkiirzt werden kann oder tdédliche
Verldufe verhindert werden kénnen.
Der therapeutische Erfolg ist abhédngig
vom Schweregrad der Erkrankung und
vom Zeitpunkt der Anwendung im Ver-
lauf der Infektion. Da das Virustatikum
nicht oral, sondern nur intravends ver-
abreicht werden kann, kam es in den
ersten Studien nur bei stationdr behan-
delten Patienten mit relativ weit fortge-
schrittener Erkrankung zum Einsatz. In
einer aktuellen Placebo-kontrollierten
Studie wurde untersucht, ob bei friih-
zeitigem Einsatz ein schwerwiegen-
der Krankheitsverlauf bei ungeimpften
Personen verhindert werden kann. Bei
allen Teilnehmern bestanden Risiko-
faktoren wie Diabetes mellitus, Adipo-
sitas, Hypertonie oder ein hoheres Le-
bensalter von mindestens 60 Jahren.
Sie erhielten Remdesivir innerhalb von
drei bis sechs Tagen nach Symptombe-
ginn zunéchst in einer Dosierung von
200 mg, an den beiden folgenden Ta-
gen wurde die halbe Dosis infundiert.
Im Vergleich zu fritheren Studien war
die Therapiedauer damit von fiinf auf
drei Tage verkiirzt. Unter diesen Be-
dingungen konnte ein deutlicher The-
rapieerfolg nachgewiesen werden. Nur
zwei Patienten (0,7 %), die Remdesivir
erhalten hatten, mussten wegen einer
COVID-19-Pneumonie zur stationdren
Therapie aufgenommen werden, in der
Placebogruppe waren es 15 Studien-
teilnehmer (5,3 %), davon hatten acht
(2,8 %) eine virale Pneumonie. Unter
den insgesamt 562 Teilnehmern der
Studie gab es innerhalb von vier Wo-
chen nach der Randomisierung keinen
todlichen Verlauf. Die Vertraglichkeit
des antiviralen Arzneimittels war gut.
Im Vordergrund standen gastrointesti-
nale Storungen, die jedoch auch in der
Placebogruppe in dhnlicher Haufigkeit
auftraten. Zu einer Diarrho kam es zum
Beispiel bei jeweils elf Patienten (3,9 %)
in beiden Gruppen.

Es ist bemerkenswert, dass urspriing-
lich mehr als 1200 Patienten an dieser
Studie teilnehmen sollten. Sie wurde
jedoch vorzeitig beendet, als weniger
als die Halfte der Teilnehmer randomi-
siert waren. Vor dem Hintergrund der
zunehmenden Impfquote von Risikopa-
tienten und der Verfiigbarkeit von gut
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wirksamen monoklonalen Antikérpern,
bestanden zunehmende ethische Be-
denken, Patienten der Placebogruppe
zuzuordnen. Trotz der reduzierten Teil-
nehmerzahl ist das Ergebnis der Studie
sehr eindeutig. Als Alternative zu der
Infusion von monoklonalen Antikor-
pern, kann eine dreitdgige Therapie mit
Remdesivir erwogen werden. Neutrali-
sierende Antikorper konnen ihre Wirk-
samkeit bei bestimmten Virusvarian-
ten verlieren. Da Remdesivir die virale
RNA-Polymerase hemmt, kann erwar-
tet werden, dass die Substanz in der Re-
gel auch bei mutierten Viren aktiv sein
wird.

FOLGERUNG DER AUTOREN: Bei friih-
zeitigem Einsatz innerhalb von sieben
Tagen nach Symptombeginn verhindert
eine dreitdgige intravendse Behand-
lung mit Remdesivir (VEKLURY) einen
schweren Verlauf der SARS-CoV-2-In-
fektion, die eine stationdre Therapie
erfordern wiirde. Bei allen Studienteil-
nehmern bestand mindestens ein Ri-
sikofaktor fiir einen schweren Verlauf.
Im Vergleich zu Placebo wurde das Ri-
siko durch Remdesivir um 87 % redu-
ziert (0,7 % vs 5,3 %). In beiden Grup-
pen gab es keinen todlichen Verlauf. Die
Vertréaglichkeit des antiviralen Arznei-
mittels war gut, relevante Unterschiede
zum Placebo wurden nicht beobachtet.

GottliebRL et al.
N Engl ] Med 2022;386:305-315
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H Immunantwort von Neugebore-
nen stéarker als die von Miittern
nach Impfung mit COMIRNATY in
der Schwangerschaft

Eine SARS-CoV-2-Infektion wéahrend

der Schwangerschaft geht mit einem

erhohten Risiko fiir Frithgeburten, Pra-
eklampsie und eine Geburt per Kai-
serschnitt einher. Zudem verlauft die

Krankheit oft schneller und ist mit einer

erhohten Rate an Behandlungen auf der

Intensivstation verbunden. Studien zei-

gen, dass nach iiberstandener Infektion

und Geburt nicht nur bei der Mutter,
sondern auch im Blut der Neugebore-
nen SARS-CoV-2-Antikorper nachweis-
bar sind. Eine Impfung wiahrend der

Schwangerschaft konnte also doppelt

wirksam sein.

Mediziner des Carmel Medical Center

in Haifa, Israel, haben eine prospekti-

ve Kohortenstudie veroffentlicht, in der
sie die Immunantwort von Miittern und

Neugeborenen untersuchten, die wih-

rend der Schwangerschaft zweimal mit

dem mRNA-Impfstoff COMIRNATY von

Biontech / Pfizer immunisiert worden

waren. Insgesamt werteten die Autoren

SARS-CoV-2-IgG-Titer von 129 Miit-

tern und 114 Neugeborenen aus. Dazu

wurde innerhalb von 30 Minuten nach
der Geburt Nabelschnurblut entnom-
men. Die werdenden Miitter hatten die

zweite Impfdosis im Schnitt in der 25.

Schwangerschaftswoche erhalten. Da-

nach vergingen im Mittel weitere 14

Wochen bis zur Geburt. Die Antikorper-
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+ optimiert fur!

+alle 14 Tage
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tests aller Miitter und Kinder waren po-
sitiv. Die Autoren stellten eine positive
Korrelation zwischen Antikérper-Titern
von Miittern und Kindern fest. Die Ti-
ter bei Neugeborenen fielen dabei etwa
2,6-mal hoher aus als die ihrer Miitter.
Je dlter die Teilnehmerinnen der Studie
waren, desto niedriger waren sowohl
ihre IgG-Spiegel, als auch die Spiegel
ihres Nachwuchses. Jedes zusitzliche
Lebensjahr fiihrte zu einer Reduktion
um etwa 4 %. Antikorperspiegel bei
der Geburt waren hoher, je spater die
zweite Impfdosis verabreicht wurde.
Jede zusitzliche Schwangerschaftswo-
che sorgte fiir einen rund 10 % hoheren
Spiegel bei Miittern und Neugebore-
nen. Eine Korrelation zwischen Anti-
korper-Titern und Nebenwirkungen des
Impfstoffes, Zeitpunkt der Geburt oder
Geburtsgewicht des Neugeborenen be-
obachteten die Wissenschaftler nicht.
Ein moglicher, die Ergebnisse verzer-
render Faktor, konnen abgelaufene CO-
VID-19-Erkrankungen sein. Zwar waren
Frauen mit einer zuvor diagnostizierten
COVID-19 von der Studie ausgeschlos-
sen. Asymptomatische oder milde,
nicht diagnostizierte, Infektionen kénn-
ten jedoch {ibersehen worden sein. Da
die meisten Teilnehmerinnen wéihrend
des zweiten Trimesters der Schwanger-
schaft ihre Impfung erhielten, lassen
sich aus den vorliegenden Ergebnissen
keine Aussagen iiber Vor- oder Nach-
teile einer Impfung wéhrend des ersten
oder dritten Trimesters ableiten.
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FOLGERUNG DER AUTOREN: Frauen,
die wiahrend des zweiten Trimesters ei-
ner Schwangerschaft mit dem mRNA-
Impfstoff COMIRNATY gegen SARS-
CoV-2 geimpft wurden, iibertrugen die
gebildeten Antikorper auf den Fotus.
Bei der Geburt waren die Antikorper-
titer der Neugeborenen um ein 2,6-fa-
ches hoher als die der Miitter. Die Auto-
ren kommen zu dem Schluss, dass eine
SARS-CoV-2-Impfung fiir schwangere
Frauen — wie in den meisten Lindern
bereits empfohlen — sinnvoll ist.

Kugelman N et al.
JAMA Pediatr. 2021 Dec 21 (online ahead of
print)

ATEMWEGSINFEK

m Amoxicillin nicht wirksamer als
Placebo bei Kindern mit unkom-
plizierten Atemwegsinfekten

Antibiotikaresistente Erreger bereiten

weltweit zunehmende Probleme. Selbst

manche Infektion durch einen an sich
unproblematischen Erreger lédsst sich
mit Antibiotika kaum noch behandeln.

Die oft leichtfertige Verschreibungspra-

xis trdgt zu dieser Situation bei. Medi-

ziner in Grof3britannien haben nun eine

Placebo-kontrollierte Doppelblindstudie

publiziert, in der sie die Hypothese un-

tersuchten, dass eine Amoxicillin-Gabe
die Dauer der Symptome bei Kindern
mit Infektionen der unteren Atemwege
verkiirzen kann. In Grobritannien wer-
den jéhrlich etwa zwei Millionen Anti-
biotikaverschreibungen fiir Kinder mit

Atemwegsinfektionen ausgestellt.

In die Studie wurden Kinder zwischen

sechs Monaten und 12 Jahren einge-

schlossen (n = 221 Amoxicillin, n =

211 Placebo), die zwischen Ende 2016

und Anfang 2020 mit einer Infektion

der unteren Atemwege in Behandlung
waren. Alle Erkrankungen wurden als
unkompliziert mit mittelstarken Symp-
tomen (vor allem Husten) eingestuft.

Von 73 % der Patienten standen voll-

stindige Daten zur Auswertung zur

Verfiigung. Teilnehmer der Interven-

tionsgruppe bekamen fiir sieben Tage

50 mg/kg Amoxicillin pro Tag, verteilt

auf drei Dosen. Amoxicillin gilt als ers-

te Wahl bei Infektionen der unteren

Atemwege und sollte wirksam gegen

die meisten in Frage kommenden Erre-

ger sein. In einem téglich zu fithrenden

Tagebuch protokollierten die Eltern fiir

bis zu 28 Tage die Symptome. Die mitt-
lere Dauer der Symptome unterschied
sich kaum zwischen beiden Gruppen.
Waihrend die Beschwerden in der Amo-
xicillin-Gruppe im Durchschnitt nach
fiinf Tagen (4 - 11) abklangen, dauer-
ten sie in der Placebo-Gruppe sechs
Tage (4 - 15) an. Die Autoren werteten
die Daten aul’erdem nach finf klini-
schen Untergruppen aus (Patienten mit
thorakalen Schmerzen, Fieber, &rztli-
che Einschitzung des Befindens, Aus-
wurf oder thorakale Rasselgerdusche,
Kurzatmigkeit). Fiir keine dieser Un-
tergruppen ergab sich eine signifikant
verkiirzte Symptomdauer. Sowohl in
der Placebo- als auch in der Amoxicil-
lin-Gruppe mussten vier bzw. fiinf der
Patienten (2 %) im Krankenhaus be-
handelt werden. Mit neuen bzw. sich
verschlechternden Symptomen kehrten
38 % der Placebo-Gruppe und 30 % der
Amoxicillin-Gruppe zu einem spéiteren
Zeitpunkt zum behandelnden Arzt zu-
riick. Insgesamt klagten 34 % der Pla-
cebo-Gruppe und 38 % der Amoxicil-
lin-Gruppe iiber Nebenwirkungen der
Behandlung, wie Diarrho, Ubelkeit
oder Hautausschlag.

FOLGERUNG DER AUTOREN: In einer
Placebo-kontrollierten Doppelblindstu-
die zeigte sich, dass Symptome einer
unkomplizierten Infektion der unteren
Atemwege bei Kindern durch die Gabe
von Amoxicillin nicht wirksamer gelin-
dert werden als durch ein Placebo. Vor
dem Hintergrund der zunehmenden
Verbreitung antibiotikaresistenter Er-
reger empfehlen sie daher in den meis-
ten Féllen eines unkomplizierten In-
fekts der Atemwege auf die Gabe von
Antibiotika zu verzichten, falls kein
Verdacht auf eine Pneumonie besteht.

Little Petal.
Lancet. 2021;398:1417-1426

CEPHALOSPORIN

m Cefiderocol - neue Studien mit
dem Siderophor-Cephalosporin
Cefiderocol besitzt antibakterielle Akti-
vitdt gegen alle von der WHO als be-
sondere Problemkeime deklarierten
gramnegativen Erreger. Hierzu geho-
ren Carbapenem-resistente Enterobac-
terales und Carbapenem-resistente
Nonfermenter wie Pseudomonas aeru-
ginosa und Acinetobacter baumannii.
Es besteht auBerdem eine Wirksamkeit

© mhp Verlag GmbH www.mhp-medien.de

gegen die aufgrund vieler intrinsischer
Resistenzen ebenfalls schwer zu thera-
pierenden Spezies Stenotrophomonas
maltophilia und Achromobacter spp. (s.
www.infektio.de, Rubrik: Antiinfekti-
va, Neueinfiihrungen). Eine Untersu-
chung von gramnegativen Bakterien
aus deutschen Kliniken, die zwischen
2013 und 2018 isoliert worden waren,
bestétigte die hohe In-vitro-Aktivitét
im gramnegativen Bereich. Unter den
mehr als 2.200 Proben waren 211 Car-
bapenem-resistente Isolate. Die Aktivi-
tat von Cefiderocol gegen Enterobacte-
rales entsprach der von Ceftazidim plus
Avibactam und der von Colistin, wéh-
rend die Kombination aus Ceftolozan
plus Tazobactam eine etwas geringere
Aktivitat aufwies. Gegen Nonfermenter
waren Cefiderocol und Colistin aktiver
als die beiden Cephalosporin-Kombina-
tionen Ceftazidim plus Avibactam und
Ceftolozan plus Tazobactam.!

Zusdtzlicher neuer Wirkmechanismus:
bakterieller Eisentransport

Zwei Eigenschaften tragen zu der be-
merkenswerten antibakteriellen Ak-
tivitdt des Cefiderocol bei. Erstens be-
steht eine hohe Stabilitit gegen alle
klinisch relevanten Beta-Laktamasen,
einschliel}lich der Carbapenemasen.
Cefiderocol ist stabil gegeniiber der Se-
rin-Carbapenemase OXA-48, die bei-
spielsweise nicht durch die Carbape-
nemase-Inhibitoren Relebactam oder
Vaborbactam gehemmt wird. Es be-
steht auch eine Stabilitdt gegeniiber
Metallo-Carbapenemasen (MBL) wie
VIM, NDM und IMP, die durch keinen
der derzeit verfiigbaren Inhibitoren ge-
hemmt werden. Zweitens benutzt das
Siderophor-Cephalosporin  zusétzlich
einen besonderen Eintrittsmechanis-
mus iber Eisentransporter in die Bak-
terienzelle. Dadurch kénnen mehrere
Resistenzmechanismen {iberwunden
werden  (Effluxpumpen-Hochregula-
tion und Porinkanal-Verdnderungen),
was sich in einer hohen In-vitro-Aktivi-
tat bei multiresistenten gramnegativen
Erregern zeigt. Wie bei jedem Antibioti-
kum ist jedoch auch bei Cefiderocol mit
einer Resistenzentwicklung im Lau-
fe der Zeit zu rechnen. Die Expression
der Metallo-f3-Laktamase NDM ist mit
erhohten minimalen Hemmkonzentra-
tionen verbunden. Durch Mutationen
in den Beta-Laktamasen oder TonB-Re-
zeptoren kann die Aktivitdt reduziert
werden. TonB-Rezeptoren sind in der
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duleren Membran gramnegativer Bak-
terien vorhanden. Zusammen mit dem
TonB-ExbB-ExbD-Komplex in der Zy-
toplasmamembran sorgen sie fiir die
Aufnahme des Cefiderocols in die Bak-
terienzelle. Es konnte gezeigt werden,
dass bereits geringe Verdnderungen in
diesen Proteinen zu einer Abnahme der
Empfindlichkeit bei A. baumannii fiih-
ren konnen.?

Klinische Studien

Cefiderocol wurde im April 2020 von
der Europiischen Arzneimittel-Agen-
tur (EMA) bei Erwachsenen zur Be-
handlung von Infektionen durch aero-
be gramnegative Erreger zugelassen,
wenn nur begrenzte Behandlungsmog-
lichkeiten zur Verfiigung stehen. Die
Zulassung ist unabhéngig vom Fokus
der Infektion (z.B. Pneumonie, intra-
abdominelle Infektionen etc.) und ba-
siert im Wesentlichen auf klinischen
Studien, in denen Patienten mit einer
komplizierten Harnwegsinfektion im
Vergleich zu Imipenem (APEKS-cUTI)
oder mit einer nosokomialen Pneumo-
nie (HAP, VAP, HCAP) im Vergleich
zu Meropenem behandelt wurden
(APEKS-NP). Cefiderocol erwies sich in
beiden Studien als nicht unterlegen.?*
CREDIBLE-CR ist eine offene Studie bei
kritisch kranken Patienten mit schwe-
rer nosokomialer Pneumonie, cUTI
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oder Sepsis durch Carbapenem-resis-
tente (CR) gramnegative Erreger. Die
Patienten wurden in dieser Studie zur
gezielten Therapie der CR-Erreger ent-
weder mit Cefiderocol oder der bes-
ten verfiigbaren Therapie (BAT = Best
Available Therapy) behandelt. Die kli-
nische Heilung sieben Tage nach The-
rapieende (priméres Zielkriterium) lag
bei 53 % in der Cefiderocol-Gruppe und
bei 50 % in der BAT-Gruppe. Da in der
Vergleichsgruppe nur 49 Patienten be-
handelt wurden, sollten die Ergebnisse
kritisch bewertet werden. Insbesonde-
re, wenn es um Subgruppen geht, ist
eine detaillierte statistische Auswer-
tung problematisch.®

Allerdings fiel eine nicht-signifikante
Erhohung der Letalitét unter Cefidero-
col auf. 34 (34 %) von 101 Patienten,
die Cefiderocol erhielten, und neun
(18 %) von 49 Patienten, die die bes-
te verfiigbare Therapie erhielten, star-
ben bis zum Ende der Studie; bei einem
dieser Todesfédlle (in der BAT-Grup-
pe) wurde ein Zusammenhang mit der
Therapie gesehen. Diese Letalitédtserho-
hung ist bislang nicht ganz verstanden,
es wird ein Zusammenhang mit dem
hohen Anteil an Patienten mit einer
Infektion durch A. baumannii disku-
tiert. Allerdings wurden in der CREDI-
BLE CR-Studie bei der Randomisierung
Ungleichgewichte bei einigen demo-
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Cephalosporine |

grafischen Parametern und Patienten-
faktoren fiir Patienten mit A. bauman-
nii-Infektionen festgestellt

Der Einsatz von Cefiderocol im klini-
schen Alltag wurde mittlerweile viel-
fach dokumentiert. Im Rahmen einer
multizentrischen Beobachtungsstudie
bei 107 Intensivpatienten mit schweren
COVID-19-Infektionen, bei denen dari-
ber hinaus eine Carbapenem-resistente
Acinetobacter baumannii-Infektion (CR-
Ab) diagnostiziert wurde, erhielten 42
Patienten eine Cefiderocol-Monother-
apie im Vergleich zu Colistin als Teil
einer Kombinationstherapie (82 %).
Die 28-Tage-Gesamtmortalitit lag bei
57 %, ohne Unterschiede zwischen den
Gruppen (Cefiderocol 55 % gegeniiber
Colistin 58 %, P = 0,70). In der mul-
tivariablen Analyse war der SOFA-Sco-
re der unabhéngige Risikofaktor fiir die
Sterblichkeit (HR 1,24, 95 % CI 1,15 -
1,38, P < 0,001).°

Cefiderocol und Eisenstoffwechsel des
Patienten

Cefiderocol war in den Studien gut
vertrdglich. Da sich seine chemische
Struktur von anderen Cephalosporinen
durch eine eisenbindende Gruppe un-
terscheidet, stellt sich die Frage, ob der
Eisenhaushalt des Menschen durch die
Therapie beeinflusst werden konnte.
Die Teilnehmer an der APEKS-NP-Stu-

Jahresabonnement

Einzelpersonen 51,90 EUR; Studenten/Pensio-
ndre 38,32 EUR; Firmen/Institutionen 111,90
EUR. Das Abonnement verldngert sich jeweils
um ein Kalenderjahr, sofern nicht eine Abbe-
stellung bis zum 30.09. des laufenden Jahres
erfolgtist.

Weitere Informationen finden Sie unter
www.infektio.de und

www.mhp-medien.de.
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die wurden in dieser Hinsicht genauer
untersucht. Sie hatten entweder drei-
mal téglich 2 g Cefiderocol oder Me-
ropenem erhalten. In umfangreichen
Laboruntersuchungen wurde die Eisen-
homoostase iiberpriift. Die Konzentra-
tionen von Hepcidin und Eisen sowie
die Gesamtbindungskapazitat fiir Eisen
und Sattigung des Transferrins wur-
den bestimmt. Sie wurden zu Beginn
der Therapie und bei der abschlief3en-
den Beurteilung des Therapieerfolgs
gemessen. Niedrige Eisenspiegel lagen
bereits zu Beginn der Therapie bei den
meisten Studienteilnehmern in beiden
Gruppen vor (79,1 % und 83,3 %). Als
eine Ursache fiir diesen Befund kann
der infektionsbedingte Anstieg des
Hepcidins angenommen werden, das
eine entscheidende Rolle beim infek-
tionsbedingten Abfall der Eisenkon-
zentrationen spielt. Das in der Leber
gebildete Peptidhormon wird als Folge
erhohter Konzentrationen von inflam-
matorischen Substanzen, wie IL-6,
vermehrt bereitgestellt. Die Verdnde-
rungen der untersuchten Parameter
im Laufe der Studie waren in beiden
Gruppen dhnlich. Die Rate an Andmie-
bedingten unerwiinschten Ereignissen
lag in beiden Gruppen bei etwa 18 %.
Insgesamt erhielten 37 Patienten im
Cefiderocolarm und 27 im Meropene-
marm der Studie eine Bluttransfusion
und / oder Eisen.”

ZUSAMMENFASSUNG: Das Sidero-
phor-Cephalosporin  Cefiderocol be-
sitzt ein breites antibakterielles Spek-
trum gegen gramnegative Bakterien,
einschlief3lich ~ Carbapenem-resisten-
te Erreger. Das Beta-Laktamase-fes-
te Antibiotikum gelangt iiber bakte-
rielle Eisentransportproteine, wie z.B.
TonB, in den periplasmatischen Raum.
Durch Mutationen in Beta-Laktamasen
und in den Eisentransportproteinen
sind Resistenzentwicklungen moglich.
Die Vertréglichkeit von Cefiderocol in
den klinischen Studien war gut. Eine
gezielte Auswertung von Parametern
der Eisenhomdostase zeigte keine we-
sentlichen Verdnderungen durch die
Behandlung mit Cefiderocol oder Me-
ropenem in der APEK-NP Studie. Die
Ergebnisse aus klinischen Studien zei-
gen, dass Cefiderocol eine vielverspre-
chende Behandlungsoption fiir schwe-
re Infektionen durch multiresistente,
insbesondere Carbapenem-resistente,
gramnegative Bakterien ist, wenn nur
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begrenzte Behandlungsoptionen zur
Verfligung stehen.

Die zitierte Literatur
finden Sie unter
https://www.infektio.de/ 3
Ubersichtsartikel-mit-
literaturangaben/

TUBERKULOSE

m Rifampicin reduziert Moxifloxa-
cinspiegel bei Tuberkulose-
patienten

Jedes Jahr infizieren sich rund 10 Mil-

lionen Menschen weltweit mit Tuber-

kulose und etwa 1,4 Millionen verster-
ben. Aus verschiedenen Griinden wirkt
die in den Leitlinien empfohlene Kom-
binationstherapie aus Isoniazid, Rifam-
picin, Pyrazinamid und Ethambutol bei
etwa 15 % der Infizierten nicht im ge-
wiinschten Maf3e. Ein Faktor dabei ist
die Entwicklung von Resistenzen ge-
geniiber den Wirkstoffen. Weltweit am
héufigsten beobachtet wird eine Resis-
tenz von Tuberkulosebakterien gegen-
iiber Isoniazid. Die WHO empfiehlt da-
her als Alternative ein Fluorchinolon

(z.B. Levofloxacin oder Moxifloxacin).

Zumindest fiir Moxifloxacin (MFX) ist

aber bekannt, dass die gleichzeitige

Gabe von Rifampicin dessen Pharma-

kokinetik beeinflussen kann. Rifam-

picin induziert Phase-II-Enzyme wie

UDP-Glucuronosyltransferase und Sul-

fotransferase, die am Metabolismus

von Moxifloxacin beteiligt sind, sowie

PGP-Transporter, die fiir den Efflux von

Fremdstoffen verantwortlich sind.

Wissenschaftler der Universitit Gro-

ningen haben untersucht, ob bei gleich-

zeitiger Gabe von Rifampicin und Mo-
xifloxacin ausreichend hohe Spiegel des

Fluorchinolons erreicht werden kénnen.

In einer retrospektiven Studie unter-

suchten sie zwei Patientengruppen mit

Lungentuberkulose, fiir die aus ver-

schiedenen Griinden (Unvertraglich-

keit, Resistenz) eine Therapie mit Iso-
niazid bzw. Rifampicin nicht in Frage
kam. Die meisten Studienteilnehmer
waren vorher nicht medikament6s be-
handelt worden. Eine Gruppe (n = 31)
erhielt eine Kombination aus Moxi-
floxacin und Rifampicin (MFX + RIF),
die andere Gruppe erhielt nur Moxiflo-
xacin (MFX). Die mittlere Moxifloxa-
cin-Dosis beider Gruppen betrug etwa
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6,5 mg/kg. Die Moxifloxacin-Dosis gilt
als optimal, wenn der Quotient aus
dem AUC-Wert der nicht an Protein ge-
bundenen Substanz und der minimalen
Hemmkonzentration (MHK) - abge-
kiirzt fAUC ,,,/ MHK — grofer als 53
ist. Alternativ kann auch die AUC der
gesamten Substanzmenge eingesetzt
werden. AUC,,./ MHK sollte dann gro-
Rer als 100 sein. Das geometrische Mit-
tel der Moxifloxacin-AUC,,, fiel in der
MFX+RIF-Gruppe signifikant niedriger
aus als in der MFX-Gruppe. Gleichzei-
tig war auch die maximale Plasmakon-
zentration (C__ ) signifikant niedriger
als in der MFX-Gruppe. In der MFX+
RIF-Gruppe erreichten 65 % der Pati-
enten das angestrebte Verhiltnis von
AUC_,, zu MHK, in der MFX-Grup-
pe waren es 78 %. Diese Werte waren
nach {blichen statistischen Kriterien
nicht signifikant unterschiedlich. Die
Exposition gegeniiber Moxifloxacin war
bei gleichzeitiger Gabe von Rifampicin
jedoch um 39 % reduziert. Um diesen
signifikanten Unterschied zu kompen-
sieren, konnte eine erh6hte Moxifloxa-
cin-Dosis notwendig sein.

FOLGERUNG DER AUTOREN: Resis-
tenzen und Unvertrédglichkeiten bei
Patienten mit Lungentuberkulose kon-
nen eine Alternative zur Standardthe-
rapie notwendig machen. Eine Kombi-
nation aus Rifampicin, Moxifloxacin
und anderen Wirkstoffen kommt in
Frage. Dabei muss beachtet werden,
dass Rifampicin Phase-II-Enzyme und
Efflux-Transporter induziert und so
die Moxifloxacin-Konzentrationen re-
duziert. Dies konnte prinzipiell durch
Erhohung der Moxifloxacin-Dosis
kompensiert werden. Da fiir Moxiflo-
xacin jedoch nur die 400 mg Fixdo-
sis zugelassen ist und als wesentliche
Nebenwirkung eine QT-Verldngerung,
auftreten kann, sollte eine solche Do-
siserh6hung durch Spiegelmessungen
abgesichert werden.

Vogensen VB et al.
Antimicrob Agents Chemother
2021:AAC0182921
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