Bedeutung der antibakteriellen Eigen-
aktivitat von Sulbactam und Tazobactam
fur die Empfindlichkeitsprifung von
Inhibitor-geschitzten Penicillinen
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Es wurde die intrinsische antibakterielle Aktivitidt von Sulbactam und Tazo-
bactam gegen Enterobacteriaceae untersucht und deren Bedeutung fiir die
Konzeption einer sinnvollen In-vitro-Testung von Inhibitor-geschiitzten Beta-
Lactam-Antibiotika dargestellt.

Dabei wurden deutliche Unterschiede von Sulbactam und Tazobactam festge-
stellt. Der MHK-Modalwert fiir Sulbactam betrug 32 mg/I, fiir Tazobactam 128
mg/Il. Dieser Befund muss in Zusammenhang mit den derzeitigen in DIN 58940
gegebenen Empfehlungen zur In-vitro-Testung von Inhibitor-geschiitzten Peni-
cillinen gesehen werden (fixe Konzentration von 8 mg/l Sulbactam bzw. 4 mg/I
Tazobactam). Zwischen MHK-Modalwert und empfohlener fixer Inhibitor-Kon-
zentration liegen bei Tazobactam fiinf, bei Sulbactam nur zwei Verdiinnungstu-
fen. Bei der In-vitro-Testung von Piperacillin-Sulbactam ist durch den geringen
Abstand eine Interaktion (Addition oder Synergismus) der beiden Beta-Lactame
zu erwarten. Dadurch wird die Aussagekraft des Testergebnisses einschrankt.
Unsere Untersuchungsergebnisse stiitzen die Empfehlung, Sulbactam-haltige
Kombinationen in vitro mit einer fixen Konzentration von 4 anstelle von 8 mg/I
Sulbactam zu testen. Dadurch wiirde das Testergebnis in erster Linie die Inhi-
bition der Beta-Lactamase erfassen, deren klinische Relevanz gesichert ist und
einen moglichen In-vitro-Synergismus von Piperacillin plus Sulbactam, dessen
klinische Bedeutung nicht gesichert ist, weitgehend ausschlieen.
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Die bisher fiir die Therapie verfiigba-
ren Beta-Lactamase-Hemmer Clavulan-
sdure, Sulbactam und Tazobactam sind
selbst Beta-Lactam-Antibiotika, die mit
unterschiedlichen Beta-Lactam-Anti-
biotika fix- oder frei-kombiniert gegen
Beta-Lactamase-bildende Infektions-
erreger eingesetzt werden. Sie wirken
jedoch keineswegs nur als Beta-Lacta-
mase-Hemmer, sondern zeigen alle eine
mehr oder weniger ausgeprigte intrin-
sische antibakterielle Aktivitit. Diese
kann fiir bestimmte Bakterienspezies,
wie Acinetobacter spp., Neisseria go-
norrhoeae, Helicobacter pylori, Capno-
cytophaga spp. [4, 11, 12, 13, 22, 28,
29) moglicherweise eine klinische Rele-
vanz besitzen. Fiir andere Spezies, ins-
besondere fiir Enterobacteriaceae, lie-
gen die MHK-Werte der drei genannten
Beta-Lactamase-Hemmer in sehr unter-
schiedlichem Ausmaf oberhalb der mit
tiblicher Dosierung erreichbaren Serum-
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spiegel [8, 17, 19, 21, 25, 30]. Bei In-vi-
tro-Untersuchungen wie der Resistenz-
priifung konnen dabei jedoch Interakti-
onen auftreten, die iiber die Beta-Lac-
tamase-Hemmung hinausgehen und als
wzusdtzlicher Synergismus interpretiert
werden miissten [19]. Die klinische Re-
levanz derartiger In-vitro-Phédnomene
ist bisher unbekannt. Als Beispiel sei
der In-vitro-Antagonismus einer Dop-
pel-Beta-Lactam-Kombination, Cefoxi-
tin plus Azlocillin angefiihrt [9], obwohl
sich diese Kombination klinisch bewéhrt
hat [26]. Labormethoden zur Testung
von Antibiotika-Kombinationen zur Er-
kennung von Synergismus oder Antago-
nismus (z. B. Checkerboard-Titration)
sind schlecht reproduzierbar und bisher
nicht standardisiert.

Ziel unserer Untersuchung ist es, die fiir
die Testung nach DIN 58940 [6, 7] mit
fixen Inhibitor-Konzentrationen bislang
empfohlenen Konzentrationen von Sul-

bactam und Tazobactam kritisch zu ana-
lysieren. Grundlage der Uberlegungen
sind Daten zur intrinsischen antibakte-
riellen Aktivitidt von Sulbactam und Ta-
zobactam, die im Rahmen einer voran-
gegangenen Untersuchung [10] von uns
erhoben wurden.

Material und Methoden

Untersucht wurden 215 konsekutive Iso-
late unterschiedlicher Spezies der Fami-
lie Enterobacteriaceae, die im Agardif-
fusionstest als ,,nicht-sensibel” gegen
Piperacillin diagnostiziert wurden. Das
Stammkollektiv umfasste 149 Escheri-
chia-coli- und 66 sonstige Enterobacte-
riaceae-Stimme (25 Klebsiella spp., 19
Enterobacter spp., 16 Salmonella spp., 3
Serratia spp., 2 Citrobacter spp., 1 Mor-
ganella morganii). Die isolierten Spezi-
es waren keine ,,copy strains* und auch
sonst nicht epidemiologisch in Zusam-
menhang zu bringen. Die Isolate wurden
im Institut Prof. Blessing in Singen zwi-
schen den Jahren 2000 und 2001 gesam-
melt und bis zur weiteren Untersuchung
bei —20 °C im Microbank™-System
(Mast Diagnostica) gehalten. Nach Sub-
kultur auf Columbia-Blutagar erfolgten
MHK-Bestimmungen im Agardilutions-
test auf Mueller-Hinton Medium (Oxoid
CM 337) nach DIN 58940 [6] fiir Pipe-
racillin, Sulbactam, Tazobactam sowie
den Kombinationen von Piperacillin mit
Tazobactam (4 mg/1 fixe Konzentration)
und Piperacillin mit Sulbactam (4 sowie
8 mg/l fixe Konzentrationen).
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Tab. 1. In derzeitiger DIN 58940 empfohlene fixe Beta-Lactamase-Inhibitorkonzentrationen bei der Testung von Inhibitor-geschiitz-
ten Penicillinen (grau unterlegt) im Verhaltnis zur intrinsischen Aktivitat des jeweiligen Inhibitors allein (Modalwert in Fettdruck)

Antibiotikum Spezies

Sulbactam allein Escherichia coli

Tazobactam allein Escherichia coli

Sulbactam allein Sonstige Enterobacteriaceae

Tazobactam allein Sonstige Enterobacteriaceae

Sulbactam allein Alle Enterobacteriaceae

Tazobactam allein Alle Enterobacteriaceae

Ergebnisse und Diskussion

a ) Intrinsische In-vitro-Akti-
vitat von Sulbactam und Tazo-
bactam

Deutliche Unterschiede wurden bei der
intrinsischen antibakteriellen Wirkung
von Sulbactam und Tazobactam gegen
Enterobacteriaceae festgestellt (Tab.
1). Der MHK-Modalwert fiir Sulbac-
tam betrug 32 mg/l, fiir Tazobactam da-
gegen 128 mg/l. Dieser Befund steht im
Einklang mit der Literatur [8, 17, 19,
25, 30].

Die klinisch nicht relevante intrinsi-
sche Aktivitit muss in Zusammenhang
mit den derzeitigen in DIN 58940 [7]
gegebenen Empfehlungen zur In-vitro-
Testung von Inhibitor-geschiitzten Peni-
cillinen gesehen werden, die festlegen,
dass fixe Konzentrationen von 8§ mg/
1 Sulbactam bzw. 4 mg/l Tazobactam
in jeder getesteten Penicillin-Verdiin-
nungsstufe eingesetzt werden. Damit
betrigt fiir Tazobactam-haltige Kom-
binationen der Abstand zwischen fixer
Test-Konzentration und dem MHK-Mo-
dalwert der intrinsischen Aktivitit des
Tazobactam fiinf Verdiinnungsstufen.
Fiir Sulbactam-haltige Kombinationen
betrigt dieser Abstand jedoch nur zwei
Verdiinnungsstufen (Tab. 1). Da Sul-
bactam und Piperacillin Beta-Lactam-
Antibiotika sind, sind bei kombinierter
In-vitro-Testung neben der gewiinsch-
ten Beta-Lactamase-Hemmung auch
Interaktionen (Addition oder Synergis-
mus) zu erwarten, deren therapeutische
Bedeutung jedoch unklar ist. Derartige
Interaktionen sind im Falle von Sulbac-
tam sehr wahrscheinlich, weil es bei En-
terobacteriaceae an PBP1a und 3 bindet
und weil bereits durch Konzentrationen
von 0,25 x MHK Filamentbildungen an
Enterobacteriaceae zu beobachten sind
[16]. Das Testergebnis fiir Piperacillin-
Sulbactam kann dadurch zum Schaden
des Patienten verfilscht werden. Wegen
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n Anzahl der Isolate mit einer MHK [mg/I] von
4 8 16 32 64 128 256 >512

149 0 0 1 104 39 5 0 0
149 0 0 0 0 1 94 49 5
66 0 0 0 13 39 14 0 0
66 0 0 0 0 0 22 21 23
215 0 0 1 117 78 19 0 0
215 0 0 0 0 1 116 70 28

Tab. 2. In-vitro-Aktivitat von Piperacillin plus Beta-Lactamase-Inhibitor bei Piperacillin-
resistenten Escherichia coli (n = 76) in Abhdngigkeit von der intrinsischen Aktivitat des

jeweiligen Beta-Lactamase-Inhibitors

Antibiotikum Eigenschaft der Erreger

Piperacillin und Tazobactam MHK 64-128 mg/|
Tazobactam MHK >256 mg/I
Sulbactam MHK 16-32 mg/|
Sulbactam MHK >64 mg/|
Sulbactam MHK 16-32 mg/I
Sulbactam MHK >64 mg/I

Tazobactam 4 mg/I
Piperacillin und
Sulbactam 8 mg/I
Piperacillin und
Sulbactam 4 mg/I

des deutlich groferen Abstands zwi-
schen der fixen Test-Konzentration (4
mg/1) und dem MHK-Modalwert der in-
trinsischen Tazobactam-Aktivitit (128
mg/l) sind Interaktionen, die das In-vi-
tro-Testergebnis verfialschen konnen, in
Falle von Piperacillin-Tazobactam un-
wahrscheinlich.
Die differenzierte Auswertung unserer
Piperacillin-Tazobactam- und Piperacil-
lin-Sulbactam-Daten [10] auf der Basis
der jeweiligen Tazobactam- bzw. Sul-
bactam- MHK-Werte unterstiitzen die-
se Hypothese.
Hierzu wurden die Piperacillin-resisten-
ten E. coli in vier Kollektive aufgeteilt:
e Sulbactam-MHK niedrig

(16-32 mg/1)
e Sulbactam-MHK hoch (> 64 mg/1)
e Tazobactam-MHK niedrig

(64-128 mg/l)
e Tazobactam-MHK hoch

(= 256 mg/l)
Es konnte gezeigt werden, dass durch
Piperacillin-Sulbactam (8 mg/1 fix) Iso-
late mit niedriger Sulbactam-MHK zu
22,9 % und solche mit hoher Sulbac-
tam-MHK zu 0,0 % in den sensiblen
Bereich gelangen. Wird im Testansatz
die fixe Sulbactam-Konzentration auf
4 mg/l gesenkt, d.h. der Abstand zwi-
schen fixer Test-Konzentration und dem
MHK-Modalwert der intrinsischen Sul-
bactam-Aktivitét auf drei Verdiinnungs-
stufen erhoht, dann gelangen auch im

n Isolate [%]
Sensibel Intermediar Resistent

48 89,6 6,2 4,2
28 85,7 71 7,2
35 22,9 62,8 14,3
41 0,0 9,8 90,2
35 0,0 51,4 48,6
41 0,0 4,9 95,1

Sub-Kollektiv mit Sulbactam-MHK-
Werten von 16-32 mg/1 keine Isolate in
den sensiblen, sondern 51,4 % in den in-
termedidren Bereich. Eine additive oder
synergistische In-vitro-Interaktion ist al-
so sehr wahrscheinlich.

Bei Tazobactam MHK-Werten von 64-
128 mg/l bzw. von > 256 mg/l kommen
mit Piperacillin/Tazobactam (4 mg/1 fix)
89,6 % bzw. 85,7 % der Piperacillin-re-
sistenten E.coli in den sensiblen Be-
reich. Eine von der Beta-Lactamase-In-
hibition abweichende, das Testergebnis
verfalschende Interaktion ist nicht er-
kennbar (Tab. 2).

Den gleichen Schluss lassen In-vitro-
Studien zu, die die Korrelation zwischen
Beta-Lactamase-Bildung und Effektivi-
tit der Inhibitor-geschiitzten Penicilli-
ne oder Cephalosporine bei Beta-Lac-
tamase-negativen Enterobacteriaceae
untersuchten. Obwohl keine entspre-
chenden Daten zu Piperacillin-Sulbac-
tam verfiigbar sind, wurde schon 1978
berichtet, dass Sulbactam plus Ampi-
cillin auch bei einigen Beta-Lactama-
se-negativen Enterobacteriaceae syner-
gistische Interaktionen zeigt [3]. Auch
bei Beta-Lactamase-negativen Bacte-
roides spp. fiihrt Sulbactam zur Poten-
zierung der Cefoperazon-Wirkung [5].
Mit der Checkerboard-Technik wurde
bei 10 bis 55 % der Beta-Lactamase-
negativen Enterobacteriaceae mit Sul-
bactam-Beta-Lactam-Kombinationen
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ein Synergismus beobachtet [17]. Mit
einer Ceftriaxon-Tazobactam-Kombi-
nation konnten nur bei Beta-Lactama-
se-positiven, nicht jedoch bei Beta-Lac-
tamase-negativen Bacteroides spp. syn-
ergistische Interaktionen nachgewiesen
werden [2]. In einem pharmakodyna-
mischen In-vitro-Modell ergaben Pi-
peracillin und Piperacillin/Tazobactam
mit einem Piperacillin-sensiblen E. coli
identische Abtotungskurven. Mit einem
isogenen TEM-3-enthaltenden Trans-
konjuganten dieses Stamms fiihrte Pipe-
racillin allein nach 12 h zum Regrowth
und Piperacillin/Tazobactam zur Bakte-
rizidie [27].

b) Derzeitiger Stand der Me-
thodik zu Testung Inhibitor-
geschiitzter Beta-Lactam-Anti-
biotika und Empfehlungen zur
Korrektur der DIN 58940 zur
Testung von Beta-Lactam-Beta-
Lactamase-Hemmer-Kombina-
tionen

Wegen fehlender klinischer Erfahrungen
existieren bisher fiir die In-vitro-Testung
von Antibiotika-Kombinationen keine
allgemein anerkannten Interpretations-
Standards. Eine Ausnahme bildet die
fixe Kombination von Sulfamethoxazol
und Trimethoprim (Co-trimoxazol), wo-
bei beide Substanzen eine klinisch rele-
vante antibakterielle Wirkung besitzen.
Bei den klinisch angewandten Kombi-
nationen von Beta-Lactam-Antibioti-
kum und Beta-Lactamase-Inhibitor soll-
te man besser von Inhibitor-geschiitzten
Beta-Lactam-Antibiotika sprechen,
denn die klinische Wirkung ist einzig
auf das eingesetzte Beta-Lactam-An-
tibiotikum (z. B. Aminopenicillin oder
Ureidopenicillin) zuriickzufiihren. Die
NCCLS- [20] und DIN-Standards [7]
tragen dem auch Rechnung, indem sie
fiir derartige ,,Kombinationen* die glei-
chen Interpretationskriterien der MHK
angeben wie fiir die zugrundeliegenden
Beta-Lactam-Antibiotika.

Allerdings besteht iiber die Methodik
zur In-vitro-Testung von Inhibitor-ge-
schiitzten Penicillinen weltweit keine
Einigkeit.

Nach den amerikanischen NCCLS-
Standards [20] und einigen europii-
schen Standards werden fiir Amoxicillin
plus Clavulansiure sowie fiir Ampicillin
plus Sulbactam fixe Relationen von 2 :
1 vorgegeben, fiir Piperacillin plus Ta-
zobactam jedoch eine fixe Tazobactam-
Konzentration von 4 mg/l. In der deut-
schen DIN 58940 [7] wird generell fiir
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alle derartigen Kombinationen eine fixe
Konzentration des Beta-Lactamase-In-
hibitors empfohlen: fiir Clavulansidure
2, fiir Tazobactam 4 und fiir Sulbactam
8 mg/l. Die Ergebnisse von Testungen
nach NCCLS und DIN sind aus diesem
Grunde nicht vergleichbar. Seit etwa 10
Jahren wird nun auch von amerikani-
schen Autoren eine fixe Inhibitor-Kon-
zentration fiir die Testung von Inhibitor-
geschiitzten Penicillinen diskutiert und
favorisiert [23, 24]. Dabei werden fiir
Sulbactam sowie fiir Tazobactam glei-
chermaflen fixe Konzentrationen von 4
mg/l empfohlen [14, 15].

Im Gegensatz zu DIN 58940 [7] sind
in keinem anderen nationalen Standard
Empfehlungen zur Testung und Inter-
pretation von freien Sulbactam-halti-
gen Kombinationen definiert worden.
Ursache dafiir diirfte das Fehlen von
publizierten mikrobiologischen, phar-
makologischen und klinischen Studien
sein. Einziges Ziel der Testung Inhi-
bitor-geschiitzter Beta-Lactam-Antibi-
otika ist es, nachzuweisen, dass Beta-
Lactam-resistente Erreger durch einen
Beta-Lactamase-Hemmer in den ent-
sprechenden intermedidren bzw. sen-
siblen Bereich verschoben werden kon-
nen, indem der spezielle Resistenzme-
chanismus umgangen wird. Die dabei
eingesetzte Inhibitor-Konzentration ist
einerseits so hoch zu wihlen, dass die
gewiinschte Beta-Lactamase-Hemmung
gewihrleistet ist, andererseits so niedrig,
dass eine eventuell vorhandene intrinsi-
sche antibakterielle Aktivitit des Inhi-
bitors nicht zum Tragen kommt. Jones
und Barry [15] fassen den Stand dieser
Problematik wie folgt zusammen: ,, The
non-beta-lactamase inhibitor actions of
these drugs require further investigation
so that we may better understand their
clinical meaning and to determine their
impact on routine clinical laboratory
testing. Until a unified philosophy of
testing is established by beta-lactamase
inhibitor combinations, comparisons
of test results (MICs, etc.) cannot be
made “.

Freie Sulbactam-haltige Kombinationen
sind aufler in DIN 58940 [7] in keiner
anderen nationalen Standardisierung
aufgefiihrt. In dieser deutschen Norm
wurde fiir die In-vitro-Empfindlichkeits-
priifung lediglich aufgrund von pharma-
kokinetischen Daten eine fixe Sulbac-
tam-Konzentration von 8 mg/l empfoh-
len. Unter Beriicksichtigung der hier
vorgestellten mikrobiologischen Daten
sollte fiir Empfindlichkeitspriifungen

mit Sulbactam-haltigen ,,Kombinatio-
nen” die fixe Sulbactam-Konzentration
jedoch nicht wie bisher 8 mg/l, sondern
4 mg/l betragen. Durch diese Anderung
wiirde das Testergebnis in erster Linie
die Beta-Lactamase-Inhibition erfassen,
deren klinische Bedeutung gesichert ist
[1, 18] und einen moglichen In-vitro-
Synergismus der beiden Beta-Lactame,
dessen klinische Bedeutung nicht gesi-
chert ist, weitgehend ausschlielen. Wei-
tere Daten dazu sollten diese Aussagen
stiitzen.

Schlussfolgerung

Das Ergebnis der Empfindlichkeitsprii-
fung von Piperacillin-Tazobactam darf
nicht auf Piperacillin-Sulbactam tiber-
tragen werden [10]. Die vorgestellten
Daten sprechen dafiir, dass fiir die sepa-
rat erforderliche Priifung von Piperacil-
lin plus Sulbactam die in DIN 58940 [7]
empfohlene fixe Sulbactam-Konzentra-
tion von 8 mg/l nicht sinnvoll, sondern
eine Konzentration von 4 mg/l zu emp-
fehlen ist. Dies wiirde ,,falsch-sensible*
Ergebnisse bei Empfindlichkeitspriifun-
gen gegen Piperacillin-Sulbactam mini-
mieren und damit der Therapiesicherheit
dienen.

Summary

The intrinsic antimicrobial activity of sulbactam
and tazobactam against members of the family
enterobacteriaceae is quite different. The
mode MIC of sulbactam is 32 mg/l and that of
tazobactam is 128 mg/Il. This fact is important for
the planning of methods for susceptibility testing
of beta-lactamaseinhibitor-protected beta-lactam-
antibiotics. Until now, the DIN 58940 methods
recommend fixed concentrations of 4 mg/l
tazobactam and 8 mg/l sulbactam, respectively.
The difference between these concentrations
and the mode MIC values of the inhibitors are
five dilution steps if testing sulbactam-, but
only two dilution steps if testing tazobactam-
combinations. Due to the minor difference in the
case of sulbactam in-vitro interactions other than
beta-lactamaseinhibition (addition or synergism)
are possible, but not in the case of tazobactam.
In that way the results of susceptibility testing
of piperacillin-sulbactam become dubious. On
the basis of our results we recommend to test the
beta-lactamase inhibiting effect of sulbactam by
the addition of 4 mg/l instead of previously 8 mg/l
sulbactam. In that way the test results show mainly
the clinical relevant beta-lactamaseinhibition and
exclude eventual in-vitro interactions other than
the beta-lactamaseinhibition whose clinical rele-
vance is not yet known.

Keywords:  Sulbactam, Tazobactam, beta-
lactamantibiotics, susceptibility testing, methods
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