
Originalia 

J. E.  P e n n i n g t o n ,  G.  B. Pier  

Pseudomonas aeruginosa-Immunglobulin bei experimenteller Pneumonie 

Zusammenfassung: An einem Meerschweinchenmo- 
dell der experimentellen Pseudomonas aeruginosa- 
Pneumonie wurden die Faktoren untersucht, die die 
Wirksamkeit einer passiven Immunisierung mit Pso- 
maglobin®N *, einem i.v. Pseudomonas-Immunglobu- 
lin, beeinflussen. Tiere, die 2 Stunden nach Infektion 
mit einer einmaligen intraven6sen Infusion von Pso- 
maglobin®N in einer Dosis von 500 mg/kg behandelt 
wurden, wiesen eine l~lberlebensrate von 33% auf. Ge- 
ringere Dosen waren weniger wirksam. Keines der mit 
Albumin behandelten Kontrolltiere tiberlebte. Die 
Therapie mit Psomaglobin®N war wirksam, wenn sie 2 
Stunden oder 8 Stunden nach der Infektion einsetzte. 
Begann sie erst 24 Stunden nach der Infektion, so zeig- 
te sie dagegen keine Wirkung mehr. Neutropenische 
Tiere (vorangegangene Cyclophosphamid-Behand- 
lung) iiberlebten nach alleiniger Behandlung mit Pso- 
maglobin®N nicht. Bei kombinierter Therapie mit Pso- 
maglobin®N und Tobramycin stieg die Oberlebensrate 
im Vergleich zu einer alleinigen Tobramycin-Behand- 
lung jedoch signifikant auf 86% gegentiber 43% (p < 
0,05). Diese Befunde erlauben den SchluB, dab die 
Gabe yon Psomaglobin®N eine wirksame Therapie der 
P. aeruginosa-Pneumonie sein k6nnte. 

Summary: Pseudomonas aeruginosa Immunoglobulin 
in Experimental Pneumonia. A guinea pig model of ex- 
perimental Pseudomonas aeruginosa pneumonia was 
used to evaluate factors affecting the efficacy of pas- 
sive immune therapy with Psomaglobin®N, a hyperim- 
mune P. aeruginosa globulin. Animals treated 2 h after 
infection with a single intravenous infusion of Psoma- 
globin®N, 500 mg/kg, demonstrated 33% survival. 
Lower dosages were less effective and no survivors oc- 
curred among albumin-treated controls. Treatment 
with Psomaglobin®N was effective if given 2 h or 8 h 
after infection but not if delayed until 24 h after infec- 
tion. Animals rendered neutropenic with cyclophos- 
phamide did not survive if treated with Psomaglo- 
bin®N alone. However, when Psomaglobin®N was 
added to tobramycin treatment, a significant increase 
in survival occurred (86%) as compared to that observ- 
ed with tobramycin alone (43%) (p < 0.05). We con- 
clude that Psomaglobin®N may offer a useful thera- 
peutic option in management of P. aeruginosa pneu- 
monia. 

Einleitung 

Unter den gramnegativen bakteriellen Pneumonien wei- 
sen Pneumonien durch Pseudomonas aeruginosa eine be- 
sonders hohe Letalitfit auf. Dies gilt sowohl ftir Infektio- 
nen intubierter Patienten auf Intensivstationen (1-3) als 
auch fflr immunsupprimierte Patienten (4, 5). Obwohl 
zahlreiche hochwirksame Antibiotika ftir die Behandlung 
yon P. aeruginosa-Pneumonien entwickelt wurden, gibt 
es keinen tiberzeugenden Beweis dafiir, dab diese Medi- 
kamente die Mortalitfit damit behandelter Patienten we- 
sentlich beeinflussen (6). Neue und wirksamere Behand- 
lungsmethoden ftir die Therapie solcher respiratorischer 
Infektionen sind daher erforderlich. 
Bisherige Berichte legen die Vermutung nahe, dab eine 
passive Immunisierung in der Therapie der nicht-respira- 
torischen P. aeruginosa-Sepsis m6glicherweise von Nut- 
zen ist (7-9). Intramuskulfire Injektionen von Immunglo- 
bulin bei neutropenischen Hunden mit experimenteller 
P. aeruginosa-Pneumonie zeigten jedoch nur eine geringe 
Wirksamkeit (10). Die ktirzliche Entwicklung von Psoma- 
globin®N, einer ftir die intraven6se Infusion geeigneten, 
hochtitrigen Zubereitung von P. aeruginosa-Immunglo- 
bulin G (11), bietet die M6glichkeit einer sicheren und 
schnellen l:lbertragung groBer Mengen typspezifischer 
Antik6rper zur Behandlung von P. aeruginosa-Pneumo- 
nien. Wie Pennington et al. zeigen konnten, ist Psomaglo- 
bin®N wirksam in der Therapie der experimentellen P. 
aeruginosa-Pneumonie bei nicht-neutropenischen 
Meerschweinchen (12, 13). Die vorliegende Untersu- 
chung erweitert diese Studien. Der Verlauf einer P. aeru- 
ginosa-Pneumonie bei passiv immunisierten Tieren korre- 
lierte danach mit folgenden Faktoren: 
1. Konzentration der typspezifischen Antik6rper im Se- 
rum, 
2. Zeitintervall zwischen Infektion und Behandlungsbe- 
ginn, 
3. Anzahl der zirkulierenden Neutrophilen. 

Material und Methoden 

Tiere: Hartley-Meerschweinchen (400 g) stammten vom Charles 
River Breeding Laboratories, Inc., Wilmington, Massachusetts. 
Die Tiere wurden in Standard-Kfifigen gehalten und erhielten 
Pelletfutter for Meerschweinchen (Ralston-Purina, St. Louis, 
Missouri). 
Bakterien: Zur Ausl6sung der experimentellen Pneumonie 
diente P. aeruginosa 220. Dieses klinische Isolat entspricht dem 
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Fisher-Immuntyp I (IT-l) nach der Fisher-Devlin-Gnabasik-Ty- 
pisierung (14), die der gesamten Studie zugrunde liegt. Eine de- 
taillierte Darstellung der Eigenschaften des Stammes 220 findet 
sich an anderer Stelle (15). Kultur und Hersteltung der Erreger- 
st/~mme fi~r experimentelle Infektionen sind ebenfalls anderwei- 
tig beschrieben (15, 16). 

Antik6rperpriiparate: Psomaglobin®N (Charge PR3011), ange- 
reichert mit Antik6rpern gegen LPS der Immuntypen 1, 2, 4 
und 6 und Polyglobin®N (Charge PR 2948) polyvalentes Im- 
munglobulin (in den USA als Gamimune®N im Handel) stamm- 
ten von Cutter Laboratories, Berkeley, Kalifornien. Diese zur 
intraven6sen Infusion geeigneten Zubereitungen enthalten 5% 
Protein in 10%iger Maltosel6sung, eingestellt auf einen pH- 
Wert yon 4,25. Einzelheiten zur Auswahl der Plasmaspender 
und zu den immunologischen Eigenschaften dieser Prfiparate 
sind anderweitig dargestellt (11). 

Serologische Bestimmung: Die Antik6rperkonzentrationen ge- 
gen das Antigen von P. aeruginosa IT-1 wurden durch einen Ra- 
dioimmun-Antigenbindungstest bestimmt, der an anderer Stelle 
ausffhrlich beschrieben ist (17). Die Ergebnisse wurden als ~g 
Antik6rper pro ml Serum ausgedriickt. 

Experimentelle Pneumonie und Untersuchungsaufbau: Die Me- 
thode zur Ausl6sung einer experimentellen P. aeruginosa-Pneu- 
monie bei Meerschweinchen ist anderweitig beschrieben (15, 
16). Die Tiere wurden mit Pentobarbital intraperitoneal an/is- 
thesiert und die Trachea durch einen kurzen medianen Hals- 
schnitt dargestellt. Anschliegendwurden0,5 mleinerSuspension 
von P. aeruginosa in isotonischer Kochsalzl6sung fiber eine Ka- 
nfile in den Tracheobronchialbaum instilliert. Der Halsschnitt 
wurde gen/~ht und die Tiere innerhalb von 2 Stunden bis 3 Stunden 
geweckt. Das kleinste Inokulum, welches bei nicht neutropeni- 
schen Meerschweinchen regelm/igig zu einer t6dlichen Pneu- 
monie ffhrte, betrug nach vorangegangenen Untersuchungen 
5 x 106 koloniebitdende Einheiten (KBE) des Stammes 220. 
In gesonderten Untersuchungen wurden Meerschweinchen 
durch eine einw6chige Gabe von Cyclophosphamid (Cytoxan ®, 
Mead Johnson Laboratories, Evansville, Indiana) neutrope- 
nisch gemacht, wie anderweitig bescbrieben (18). Die durch- 
schnittlichen Granulozytenzahlen betrugen bei normaten Tieren 
2,16 _ 0,23 x 103/mm 3, bei Cyclophosphamid-behandelten Tie- 
ren 0,27 + 0,06 x 103/ram 3 (p < 0,01). Das minimale letale In- 
okulum yon P. aeruginosa bei neutropenischen Tieren lag bei 
5 x 104 KBE. 
Ftir die Untersuchung wurden die Tiere mit minimalen letalen 
Inokula infiziert und anschlieBend zu verschiedenen Zeiten 
nach der Infektion durch intraven6se Infusion yon Psomaglo- 
bin®N oder 5%igem Albumin (Kontrollgruppe) in die Vena 
jugularis externa behandelt. Die Infusionsvolumina betrugen 
unabhfingig yon der Dosis konstant 5 ml. Dariiber hinaus erhiel- 
ten ausgew~ihlte Tiere in getrennten Untersuchungen zusfitzlich 
Tobramycinsulfat (Nebcin ®, Eli Lilly und Co., Indianapolis, In- 
diana). Die Dosis von Tobramycin wurde so gew/ihlt, dab Se- 
rumkonzentrationen oberhalb der MHK von P. aeruginosa 220 
gew/ihrleistet waren (19). Die Tiere wurden nach der Infektion 
vier Tage lang beobachtet. 12Iberlebten sie in dieser Zeit, so wur- 
den sie als ,,tiberlebend" eingestuft (12). 

Statistische Auswertung: Unterschiede der Uberlebensraten 
wurden mit dem Chi-Quadrat-Test mit Korrektur nach Yates 
analysiert. Alle Zfihlgr613en wurden mit Hilfe des t-Tests nach 
Student untersucht. 

Ergebnisse 
Zwischen  den  nach der  Behand lung  gemessenen  Serum- 
konzen t ra t ionen  der  An t ik6 rpe r  gegen IT-1 LPS-Ant igen  
und dem G r a d  der  Schutzwirkung gegen eine Pneumonie  
du tch  P. aeruginosa IT-1 bes tand eine klare Beziehung 
(Tabelle 1). Ein Einf lug auf  den Ausgang  der  Pneumonie  
war  auch ftir die zwischen der  Infekt ion  und  dem Behand-  

Tabelle 1 : EinfluB der Serumkonzentration von AntikSrpern 
gegen IT-1 LPS-Antigen auf den Verlauf der Pneumonie 
d u rc h Pseudomonas aeruginosa. 

Psomaglobin®N = i. v. Pseudomonas-Immunglobulin; Polyglobin®N 
= polyvalentes Immunglobulin (Troponwerke Vertrieb Cutter, K61n; 
Charge PR 2948; in den USA als Gamimune®N im Handel); 
Serumkonzentrationen in ~g/ml, 1 h bzw. 24 h nach intraven6ser Infu- 
sion. Angegeben sind die Mittelwerte fiir jeweils 3 Meerschweinchen 
pro Gruppe; 
Gr6Ber als in den mit Albumin bzw. Psomaglobin®N (100 und 
200 mg/kg) behandelten Gruppen (p < 0,01). 

Tabetle 2:Einflul3 der zwischen Infektion und Behandlungs- 
beginn verstrichenen Zeit auf den Verlauf der Pneumonie 
durch Pseudomonas aeruginosa. 

1 Anzahl tiberlebender Tiere/Anzahl infizierter Tiere. 

Tabelle 3:Einf lu8 einer Neutropenie bzw. der Gabe von 
Tobramycin auf den Verlauf der Pneumonie durch Pseudo- 
monas aeruginosa mit oder ohne Therapie mit Psomaglo- 
bin®N. 

Albumin 0/16 0/14 
Psomaglobin®N 4/16 0/14 
Tobramycin 8/16 6/143 
Psomaglobin®N 13/16 ~ 12/144 
plus Tobramycin 

Dosis von Albumin und Psomaglobin®N jeweils 500 mg/kg 2 h nach 
Infektion. Dosis von Tobramycin 1,7 mg/kg i.m. alle 8 h tiber einen 
Zeitraum yon 72 h; erste Dosis 6 h nach Infektion; 

2 Gr6ger als bei alleiniger Gabe yon Tobramycin (p < 0,05) oder Pso- 
maglobin®N (p < 0,01); 

3 Gr6ger als bei alleiniger Gabe von Albumin oder Psomaglobin®N 
(p < 0,05); 

4 Gr6ger als bei alleiniger Gabe von Tobramycin (p < 0,05). 
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lungsbeginn verstrichene Zeit festzustellen (Tabelle 2). 
Bei normalen Meerschweinchen bot die alleinige Infusion 
von Psomaglobin®N eine gewisse Schutzwirkung gegen 
die P. aeruginosa-Pneumonie, bei den neutropenischen 
Versuchstieren erwies sie sich dagegen als wirkungslos 
(Tabelle 3). Die alleinige Gabe von Tobramycin erh6hte 
die l]berlebensquoten sowohl der normalen als auch der 
neutropenischen Tiere (Tabelle 3). Die kombinierte Be- 
handlung rnit Psomaglobin®N und Tobramycin ftihrte je- 
doch - trotz Wirkungslosigkeit der alleinigen Gabe von 
Psomaglobin®N - zu erheblich h6heren 15berlebensquo- 
ten der neutropenischen Tiere als bei ausschliel31icher To- 
bramycin-Therapie (Tabelle 3). Dieser additive Effekt 
von Psomaglobin®N und Antibiotikum war auch bei den 
nicht neutropenischen Tieren zu beobachten (Tabelle 3). 

Diskussion 

Die M6glichkeit, L6sungen von humanem Immunglobu- 
lin G zur schnellen, hochdosierten intraven6sen Infusion 
aufzubereiten, sowie mit spezifischen Antik6rpern gegen 
infekti6se Erreger angereicherte L6sungen von Immun- 
globulin herzustellen, bietet eine interessante therapeu- 
tische M6glichkeit der Infektionsbehandlung. Die Wahl 
von P. aeruginosa als einem wichtigen Erreger fiir eine 
solche Immuntherapie erscheint rational angesichts der 
mit hohen Mortalitfitsraten einhergehenden derzeitigen 

Antibiotika-Therapie von P. aeruginosa-Infektionen (6). 
Die hier vorgestellten Untersuchungen bestfitigen friihere 
Erfahrungen, wonach eine Behandlung mit Psomaglo- 
bin®N die (3berlebensrate bei experimentellen Pneumo- 
nien durch P. aeruginosa erh6ht (12). Die vorliegenden 
Befunde weisen iJberdies darauf hin, dab eine solche Be- 
handlung mit der h6chsten tolerierten Dosis durchgeffihrt 
werden sollte. Nach Auffassung der meisten Autoren lie- 
gen 500 bis 1000 mg/kg i.v. Immunglobulin im Bereich 
der maximalen sicheren Dosis beim Menschen (20). Die 
vorliegenden Ergebnisse deuten auch darauf hin, dab 
schnelle diagnostische Methoden, wie z. B. die Verwen- 
dung monoklonaler Antik6rper, bei Infektionen mit 
P. aeruginosa eingesetzt werden sollten, um sicherzustel- 
len, dab eine Therapie mit Psomaglobin®N so bald wie 
m6glich eingeleitet werden kann. 

Im Hinblick auf die Resultate vorangegangener Untersu- 
chungen (10) fiberraschte es nicht, dab neutropenische 
Tiere auf eine passive Immunisierung mit Psomaglobin®N 
weniger ansprachen. Im Gegensatz zu friiheren Studien 
mit geringeren Dosen von i.m. injiziertem Immunglobu- 
lin (10) ergab sich jedoch in der vorliegenden Untersu- 
chung nach schneller Infusion von hochtitrigem Psorna- 
globin®N in Kombination mit einem Antibiotikum auch 
bei neutropenischen Tieren ein zusfitzlicher therapeu- 
tischer Effekt. 
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Diskussion 
Rietscheh Sie erwfihnten gerade, dab eine LPS-Vakzine ei- 
ne gute Wirkung zeigte. Welches Zeitschema gab es ftir die 
Impfung? Haben Sie eine serotypspezifische Schutzwir- 
kung nach Gabe der LPS-Vakzine beobachtet oder war es 
eine Kreuzimmunitfit, die vielleicht im Zusammenhang mit 
dem Phfinomen einer unspezifischen Resistenz stand? 
Pennington: Wir brauchten zwei Wochen, um eine gute 
Schutzwirkung bei der Aktivimmunisierung zum Schutz 
zu erzielen. Wir injizierten 3 ml w6chentlich ftir die Dau- 
er von zwei Wochen, und vor Ablauf dieser Zeitspanne 
hatten wir keine gute Antik6rperreaktion. Die Schutzwir- 
kung war im allgemeinen serotypspezifisch. Wir fanden 
eine leichte, aber statistisch nicht signifikante kreuzre- 
agierende Schutzwirkung. Dann zeigte sich fiir den homo- 
logen Stamm eine hochsignifikante Schutzwirkung. Es 
schien also so zu sein, daB die Immunreaktion iJberwie- 
gend O-Ketten-spezifisch ist. 
Brade: Sie zeigten, dab nach Immunglobulinbehandlung 
ca. 66% der Versuchstiere geschiitzt wurden. Ist das do- 
s!sabhfingig? K6nnen Sie durch Erh6hung der Dosis die 
Uberlebensrate erh6hen? 
Pennington: Ja, wir haben tatsfchlich nachgewiesen, dab 
die Immunschutzwirkung von der Dosis abh~ingt. Wenn 
wir die Immunglobulindosis auf weniger als 500 mg/kg re- 
duzieren, entsteht kein Schutz. Erh6ht man den Antik6r- 
per jedoch weiter, beobachtet man vermehrten Schutz. 
Ich muB Ihnen allerdings sagen, dab die jetzige Empfeh- 
lung lautet, am Menschen nicht h6here Dosen als 1000 
mg/kg Immunglobulin anzuwenden. Tatsfichlich wtirden 
die meisten Menschen mit geringeren Dosen auskom- 
men, um einen sicheren Schutz zu erhalten. Mit 500 mg/ 
kg sind wir daher schon auf einer sehr hohen Dosis und 
ich glaube nicht, dab es nutzbringend ware, viel h6her zu 
gehen; aber wenn man es k6nnte, ware die Schutzwir- 
kung gr613er. Das haben wir gezeigt. 
Belohradsky: Ich m6chte Ihnen zu diesen sehr gekonnten 
Experimenten gratulieren. Haben Sie versucht, Ihr Antise- 
rum an den Fisher-Typ lzu adsorbieren, umzu sehen, ob Sie 
die Schutzwirkungnoch spezifischerunterdriJckenk6nnen? 
Pennington: Ja, das haben wir getan. Wir haben dartiber 
eine Arbeit, ,,Polyclonal and Monoclonal Antibody 
Therapy for Experimental Pseudomonas aeruginosa 
Pneumonia" die im Oktober in ,,Infection and Immuni- 
ty" ver6ffentIicht werden soll, und wir adsorbierten die 
Antiseren an durch Hitze abget6tete Bakterien und ho- 
ben die Schutzwirkung auf. Obgleich wir wissen, dab An- 
titoxin A-Antik6rper in diesem Immunglobulin enthalten 
sind, hatten wir keine Schutzwirkung zu verzeichnen, 
nachdem wir die Antiseren an den homologen Stamm ad- 
sorbiert hatten, und experimentell eine Infektion erzeugt. 
Die Schutzwirkung wurde dadurch v611ig aufgehoben. 
Bauernfeind: Ich habe sehr gern geh6rt, dab LPS-Anti- 
k6rper ftir klinisch relevant befunden wurden, dab eine 
Serotypspezifitat besteht und dab Sie dartiber hinaus Fi- 
sher-Typ 1 auswfihlten, der nach unseren Ergebnissen 
dem hfiufigsten Serotyp bei Sepsis entspricht. Sie hatten 
eine Mortalitfitsrate von 10%, als Sie eine Kombination 

von Immunglobulin und Tobramycin einsetzten. Glauben 
Sie, daB eine zusatzliche Wirkung erreicht werden k6nnte 
durch Hinzufiigung von beispielsweise Ticarcillin oder ei- 
ner anderen m6glicherweise synergistisch wirkenden 
Kombination? 
Pennington: Wir haben das versucht, beobachteten aber 
keinen Anstieg. 
Brade: Ich m6chte auch zu der synergistischen Wirkung 
einer Kombinationsbehandlung mit Antibiotika und Im- 
munglobulin Stellung nehmen. Ich glaube, es ist eine 
neuere Auffassung, daB ein Bakterium, das yon Antik6r- 
pern angegriffen wird, besser auf Antibiotika anspricht. 
Meine Frage in diesem Zusammenhang lautet: Wenn 
man die Tobramycin-Dosis auf eine Menge reduziert, die 
normalerweise eine Infektion nicht beeinflul3t, wiirden 
Sie diese synergistische Wirkung immer noch sehen? 
Pennington: Ja, wir fragten, ob subinhibitorische Konzen- 
trationen yon Antibiotika die Oberflfiche oder Form der 
Bakterien verfindern, um die Phagozytose zu verbessern. 
Wir versuchten dies mit radioaktiv markierten Bakterien 
und fanden keinen Unterschied in der Phagozytoselei- 
stung, wenn unter der MHK liegende Mengen von Tobra- 
mycin und TicarciUin angewandt wurden. 
Rietscheh Sie sagten, Sie k6nnen die Schutzwirkung 
durch Bakterien adsorbieren. Wenn dem so ist, ware es 
dann nicht viel besser', diese adsorbierten Seren statt Al- 
bumin zur Kontrolle zu verwenden? 
Pennington: In den Adsorptionsversuchen verglichen wir 
nichtadsorbiertes Immunglobulin mit adsorbiertem Im- 
munglobulin als Kontrolle im Tiermodell, und wir fanden 
keine Uberlebenden nach Verwendung des adsorbierten 
Immunglobulins. 
Hinsichtlich der m6glichst genauen Identifizierung des- 
sen, was wir adsorbieren, erhebt sich die Frage: Adsor- 
bieren wir nur O-Seitenketten oder Lipoid A? 
Wir haben dies nicht im einzelnen analysiert, aber wir un- 
tersuchten einen O-Ketten-spezifischen monoklonalen 
Antik6rper, der sich als auBerordentlich protektiv erwies. 
Ich glaube also, daB die O-Seitenketten-Aktivitfit in die- 
sem Modell wichtig ist. 
D6ring: Sie zeigten, dab die Schutzwirkung der Immun- 
globulin-Prfiparation im Tiermodell nach Adsorption an 
den Pseudomonas-Stamm, der zur experimentellen Infek- 
tion benutzt wurde, verloren ging. Mit diesem Verfahren 
eliminieren Sie LPS, aber keine Exotoxin A-Antik6rper. 
Impliziert dies, dab Exotoxin A kein Virulenzfaktor in Ih- 
rem Modell ist? 
Zweitens: Wissen Sie, ob der zur experimentellen Infek- 
tion eingesetzte Stamm in hohem Mage ffihig ist, Exoto- 
xin A zu synthetisieren? 
Pennington: Ja, wir verwandten Stamm 220, der dafiJr be- 
kannt ist, in hohem MaBe sowohl Exotoxin A als auch 
Elastase zu synthetisieren. Ich glaube daher, dab er fi~r 
diese Analyse geeignet war; ich weil3 nicht, ob Exotoxin 
A ein Virulenzfaktor ist oder nicht, aber es scheint nicht 
der Hauptvirulenzfaktor in diesem Modell akuter Pneu- 
monie zu sein. 
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