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1 Einleitung

Die antibiotische Therapie bakteriell bedingter Infektionen stellt einen festen Be-
standteil der kommerziellen Gefliigelhaltung dar. Zu den am hdufigsten eingesetz-
ten Antibiotika im Bereich der Mastputenhaltung zdhlen dabei die Penicilline, vor
allem die fiir Puten zugelassenen Stoffe Penicillin G und Amoxicillin. Aufserdem
werden im Rahmen der Umwidmung von Medikamenten im Therapienotstand
noch Penicillin V und Ampicillin eingesetzt, welche fiir Hiithner zugelassen sind
(LANUV NRW, 2014; VETIDATA, 2016). Trotz ihres hdufigen Einsatzes sind nur
wenige Daten zum pharmakologischen Verhalten der Penicilline bei der Pute
verftigbar. Drei Untersuchungen beschéftigten sich mit Amoxicillin, darunter eine
neuere Studie aus dem Jahr 2011 (JERZSELE et al., 2011; LASHEV, 1986a,b). Fiir
Penicillin G ist lediglich eine dltere Studie verfiigbar, in der die Blutplasmaspiegel
nach intramuskuldrer Injektion sowie die Eliminationshalbwertszeit bestimmt
wurden (HIRSH et al., 1978). Die Pharmakokinetik von Penicillin V wurde bei
der Pute bisher noch nicht untersucht. Entsprechende Daten fiir das Haushuhn
konnen einem Gutachten der European Medicines Agency entnommen werden,
welches Angaben zum pharmakokinetischen Verhalten nach intravendser und
oraler Eingabe bei Hithnern umfasst (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2005).
Weitere beim Haushuhn durchgefiihrte pharmakokinetische Studien beschéftigen
sich vor allem mit Amoxicillin (ABO EL-SOOUD et al., 2004; ANADON et al., 1996;
KRASUCKA und KOWALSKI, 2010; JERZSELE et al., 2009).

Die Kenntnis der pharmakodynamischen und pharmakokinetischen Eigenschaften
antibiotischer Wirkstoffe stellt eine essentielle Voraussetzung fiir die Optimierung
des Dosierungsschemas dar. Ziel ist hierbei nicht allein ein bestmoglicher Therapie-
erfolg, sondern ebenso eine Minimierung der Resistenzbildung (MOUTON et al.,
2011). Dieser Aspekt der antibiotischen Therapie ist in den letzten Jahrzehnten
sowohl in der Human- als auch der Tiermedizin verstiarkt in den Fokus getreten.
Mafinahmen, welche das Risiko einer Resistenzentwicklung senken sollen finden
sich unter anderem in den von der Bundestierdrztekammer herausgegebenen
,Leitlinien fiir den sorgfiltigen Umgang mit antibakteriell wirksamen Tierarzneimitteln”
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(BUNDESTIERARZTEKAMMER, 2015). Hierzu gehoren zum Beispiel eine Vermeidung
prophylaktischer Antibiotikagaben, ein Einsatz nach fachgerechter Diagnosestel-
lung sowie die Auswahl des geeigneten Antibiotikums anhand von definierten
Auswahlkriterien. AufSerdem sollte die antibiotische Therapie in ausreichender
Dosierung und iiber einen ausreichend langen Zeitraum erfolgen. Die Entschei-
dung fiir ein geeignetes Dosierungsschema erfordert dabei die genaue Kenntnis
der Dosis-Wirkungs-Beziehungen des verwendeten Antibiotikums in der Zieltier-
art. Die zum Erreichen der therapeutischen Wirksamkeit und zur Verhinderung
der Resistenzselektion und -expansion bendtigten Dosierungen sind dabei nicht
allgemeingiiltig, sondern konnen deutliche tierartliche Unterschiede aufweisen
(TOUTAIN et al., 2010).

Ziel der vorliegenden Arbeit war zunéchst die Etablierung eines ELISA-Verfahrens,
welches einen sensitiven Nachweis und eine sichere Quantifizierung der beim
Gefliigel eingesetzten Penicilline im Blutplasma von Puten erlaubt. Die Validierung
des Systems erfolgte fiir die drei bei der Pute hdufig eingesetzten Wirkstoffe
Penicillin G, Penicillin V und Amoxicillin. Im Anschluss daran wurden pharmako-
kinetische Studien an Puten durchgefiihrt. In diesen wurden die pharmakokineti-
schen Basisparameter der drei Penicilline nach intravendser und oraler Applikation
erarbeitet. Hierdurch soll eine bessere Einschatzung und Bewertung der aktuell

genutzten Dosierungsschemata ermoglicht werden.



2 Schrifttum

2.1 Penicilline

2.1.1 Geschichte

Schon seit dem Altertum ist die Nutzung von Schimmelpilzen zur Behandlung
und Prophylaxe von Wundinfektionen bekannt. Berichte hierzu finden sich in
verschiedensten Kulturkreisen, von den alten Agyptern {iber griechische, asiatische
und indische Zivilisationen, bei afrikanischen und australischen Urvolkern und im
jiidischen Talmud. Uber die Jahrhunderte fanden sie auch immer wieder Erwah-
nung in der europdischen und nordamerikanischen Volksmedizin (WAINWRIGHT,
1989a,b).

Nachdem sich, vor allem in der zweiten Halfte des 19ten Jahrhunderts, die Hinwei-
se gemehrt hatten, dass verschiedene Penicillium-Stamme an der antimikrobiellen
Wirkung des Schimmels beteiligt sein konnten, gelang Alexander Fleming im
Jahre 1929 die erste Beschreibung der aktiven antibakteriellen Substanz Penicillin
(FLEMING, 1929). Obwohl es Fleming gelang, den Penicillin-produzierenden Penicil-
lium-Stamm zu isolieren und tiber Jahre hinweg weiter zu kultivieren, verhinderten
Schwierigkeiten in der Gewinnung und Aufreinigung der Reinsubstanz und
ihrer Stabilisierung in wiéssriger Losung zundchst die weitere Entwicklung fiir
den klinischen Einsatz. Erst im Jahre 1940 begann mit den Veroffentlichungen
einer Oxforder Forschungsgruppe um E. Chain und H.W. Florey die klinische
Erforschung und breitere therapeutische Anwendung des Penicillins. Sie entwi-
ckelten ein Protokoll fiir die Herstellung grofierer Mengen des Penicillins aus den
Fleming’schen Penicillium-Kulturen und eine Stabilisierung tiber eine ausreichend
lange Zeit (ABRAHAM et al., 1941). Weiterhin bestétigten die Untersuchungen der
Gruppe die geringe Toxizitdt der gefundenen Substanz sowie ihre in-vitro und in-

vivo Wirkung gegen verschiedene Infektionserreger wie Clostridien, Streptokokken
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und Staphylokokken (CHAIN et al., 1940). In den folgenden Jahren fiihrte intensive
Forschung, gestiitzt vor allem durch verschiedene pharmazeutische Unternehmen,
zur Entwicklung von Methoden zur industriellen Produktion der Penicilline, die
eine breite medizinische Anwendung ermoglichten (ELANDER, 2003).

2.1.2 Grundstruktur

Die Penicilline gehoren zu den p-Laktam-Antibiotika, welche als gemeinsames
Merkmal einen (3-Laktam-Ring in ihrem Molekiil enthalten (Abb. 2.1a). Dieser
ist verantwortlich fiir ihre antibakterielle Aktivitat (DONOWITZ und MANDELL,
1988).

Neben den Penicillinen, welche in ihrer Grundform aus Kulturen von Penicillium
chrysogenum gewonnen werden, sind in der Tiermedizin aus der Gruppe der 3-
Laktame vor allem die halbsynthetischen Cephalosporine von Bedeutung, deren
Ursprungssubstanz, das Cephalosporin C, von dem Pilz Cephalosporium acremonium
produziert wird. Auch einige 3-Laktame ohne antibiotische Eigenwirkung, wie die
Clavulansdure oder Sulbactam, werden als , 3-Laktamase-Inhibitoren” in Kombi-
nation mit den Penicillinen genutzt, um deren Wirkungsspektrum zu verbreitern
(STAHLMANN und LODE, 2013).

Gemeinsames Grundgeriist aller Penicilline ist die 6-Amino-Penicillansdure (6-APA;
Abb. 2.1b). Ihr Kern besteht aus dem obligatorischen 3-Laktamring, welcher mit
einem Thiazolidinring fusioniert ist. Durch Modifizierungen der 6-APS-Seitenkette
entstanden im Laufe der Zeit verschiedene halbsynthetische und synthetische
Penicilline, welche im Vergleich zu den natiirlichen Penicillinen verdnderte Ei-
genschaften aufweisen (NATHWANI und WOOD, 1993). Diese Verdnderungen
fithren zum Beispiel zu einem erweiterten Wirkspektrum, einer Stabilitdt gegentiber
B-Laktamasen, oder zu einer erhohten Saurefestigkeit und damit besseren Eignung
fiir eine orale Medikation (PRESCOTT, 2013; SAMANIDOU et al., 2006a). Durch
Veresterung des Benzylpenicillins mit Procain oder Benzathin ldsst sich auflerdem
eine Depotwirkung erreichen (POTSCHKA et al., 2014).



KAPITEL 2. SCHRIFTTUM

Abbildung 2.1: Grundgeriist der Penicilline
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2.1.3 Wirkmechanismus

Penicilline besitzen, bei ausreichend hoher Konzentration, eine bakterizide Wir-
kung, welche durch eine Storung der Zellwandsynthese der Bakterien vermittelt
wird (DRAWZ und BONOMO, 2010). Hierbei binden die Penicilline an die sogenann-
ten penicillin-binding proteins (PBPs). Dies sind bakterielle Enzyme, welche fiir die
Verkniipfung von Peptidoglykan-Bestandteilen der Zellwand verantwortlich sind.
Diese Transpeptidasen sind an der Auflenseite der Cytoplasmamembran verankert
und katalysieren die Quervernetzung des bakteriellen Peptidoglykans (WILKE
et al., 2005), das aus alternierenden Einheiten von N-Acetylmuraminsdure (NAM)
und N-Acetylglucosamin (NAG) aufgebaut ist (DRAWZ und BONOMO, 2010). In
Gegenwart der Penicilline kommt es zu einer Blockade der Transpeptidierung
und so zu einer Schwachung des Peptidoglykan-Geriistes der Zellwand. Die
resultierende Instabilitit fithrt zu einer erhohten Permeabilitat der Zellwand, einem
erhohtem Wassereinstrom und schliefdlich zur Lyse des Bakteriums (WAXMAN und
STROMINGER, 1983).

Die bakterizide Wirkung kann dabei nur auf Bakterienzellen ausgeiibt werden,
welche sich im Wachstum, also in der aktiven Phase der Zellwandbildung befinden
(PRESCOTT, 2013).
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2.1.4 Wirkspektrum

Das antibakterielle Wirkspektrum der natiirlichen Penicilline umfasst vor allem
grampositive Bakterien, wiahrend viele gramnegative Bakterien eine natiirliche
Resistenz aufweisen. Grund sind vor allem Unterschiede im Zellwandaufbau der
Bakterien, da die Penicilline die Zellwand und den periplasmatischen Raum passie-
ren miissen, um zu ihren Zielstrukturen, den an der dufieren Cytoplasmamembran
gebundenen PBPs zu gelangen (POTSCHKA et al., 2014). Die grampositiven Bakteri-
en besitzen neben ihrer inneren Membran zusétzlich eine dicke Zellwand, welche
zu einem grofien Teil aus Peptidoglykan und Teichonsduren sowie weiteren Polysac-
chariden aufgebaut ist (SHOCKMAN und BARRETT, 1983). Die Zellwand der gramne-
gativen Bakterien enthélt dagegen nur eine diinne Peptidoglykanschicht. Sie besitzt
jedoch zusétzlich noch eine duflere Lipopolysaccharid-Membran. Aufierdem befin-
det sich in ihrem periplasmatischen Raum eine gelférmige Matrix, das Periplasma
(BEVERIDGE, 1999). Die Durchldssigkeit der dufseren Membran fiir viele Antibiotika
sowie fiir andere Molekiile beruht im Wesentlichen auf dem Vorhandensein von
Porinen (PAGES et al., 2008). Wahrend die nattirlichen Penicilline die Zellwand
der grampositiven Bakterien ohne Schwierigkeiten durchdringen kénnen, werden
sie von der dufseren Membran der gramnegativen Bakterien zurtickgehalten und
konnen deshalb keine antibakterielle Wirkung entfalten. Penicilline mit erweitertem
Wirkspektrum wie die Aminopenicilline (Ampicillin, Amoxicillin) kénnen dagegen
aufgrund ihrer hydrophilen Gruppen die dufiere Membran mithilfe der Porine
durchdringen. Thre Wirkung gegeniiber grampositiven Bakterien ist allerdings
im Vergleich zu den natiirlichen Penicillinen reduziert (STAHLMANN und LODE,
2013).

Gute Wirksamkeit besteht bei den natiirlichen Penicillinen vor allem gegeniiber den
meisten grampositiven Erregern sowie gramnegativen Kokken. Zu den in der Tier-
medizin bedeutenden Erregern zdhlen 3-hdmolysierende Streptokokken, Staphylo-
kokken (mit Ausnahme von 3-Laktamase-Bildnern), Actinomyces spp., Bacillus spp.,
Clostridien, Corynebacterien, Listerien und Erysipelothrix rhusiopathiae. Auch ei-
nige gramnegative Spezies wie Bacteroides spp., Fusobakterien, Haemophilus spp.
und viele Pasteurella spp. sind grundséatzlich empfanglich (PRESCOTT, 2013). Das

Wirkspektrum der Aminopenicilline ist auf zahlreiche gramnegative Erreger wie
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E.coli, Proteus mirabilis, Campylobacter spp. und Salmonella spp. erweitert. Eine int-
rinsische Resistenz weisen dagegen einige Enterobacteriaceae wie Klebsiella spp.,
Enterobacter spp. und Citrobacter spp. sowie Pseudomonas spp. auf, da diese Erreger
B-Laktamasen bilden (NATHWANI und WOOD, 1993). Besonders in der Gruppe der
Enterobacteriaceae sind auferdem erworbene Resistenzen weit verbreitet, die zur
Abnahme der Effektivitit der Antibiotika auch bei vormals sensitiven Erregern
geftihrt haben (PRESCOTT, 2013).

Aufgrund ihres Wirkmechanismus sind alle Penicilline grundsétzlich wirkungslos
gegeniiber zellwandlosen Bakterien (z.B. Mykoplasmen), intrazelluldar wachsenden
Erregern (z.B. Chlamydien) und langsam wachsenden Bakterien wie Mykobakteri-
en (STAHLMANN und LODE, 2013).

2.1.5 Resistenzmechanismen

Die erworbene Resistenz von Bakterien gegeniiber -Laktam-Antibiotika beruht
im Wesentlichen auf drei Mechanismen: a) der Inaktivierung der 3-Laktame durch
Enzyme, b) strukturelle Veranderungen der PBPs, sodass die Penicilline nicht mehr
an ihre Zielstrukturen binden kénnen und c) Verringerung der Durchlédssigkeit der
Zellmembranen oder aktive Ausschleusung der Penicilline durch Effluxtransporter,
sodass diese ihren Wirkort nicht erreichen konnen (WILKE et al., 2005).

Wichtigster Resistenzmechanismus ist, vor allem bei gramnegativen Bakterien, die
Produktion von -Laktamasen. Diese spalten den 3-Laktam-Ring der Penicilline
auf und fithren so zu ihrer Inaktivierung (VAN KRIMPEN et al., 1987). Erste
Berichte iiber die Fahigkeit der Bakterien zur Produktion Penicillin-spaltender
Enzyme existieren schon seit Beginn der therapeutischen Nutzung der Penicilline
(ABRAHAM und CHAIN, 1940). Zu Beginn zeigte nur ein geringer Anteil der
Bakterienpopulation eine Resistenz gegeniiber Benzylpenicillin, dieser stieg in
der Folge aufgrund des weitverbreiteten Einsatzes der Penicilline und des so
entstehenden Selektionsdrucks rapide an (LIVERMORE, 1998). Mittlerweile sind

mehrere hundert 38-Laktamasen bekannt, die in 4 Gruppen klassifiziert werden
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(DRAWZ und BONOMO, 2010). Besonders im Fokus stehen zurzeit die extended-
spectrum B-lactamases (ESBLs), welche eine erweiterte Resistenz gegentiiber allen
Penicillinen und Cephalosporinen sowie oft auch gegeniiber weiteren Wirkstoff-
klassen (Aminoglykoside und Fluorchinolone) aufweisen (RODRIGUEZ-BANO und
PASCUAL, 2008). Eine Weitergabe der Gene, welche zur -Laktamase-Bildung
befdhigen, erfolgt dabei vor allem iiber mobile genetische Elemente wie Plasmide
und Transposons, wodurch eine schnelle Ausbreitung von Resistenzen in der
Bakterienpopulation, sowohl innerhalb einer Spezies als auch speziesiibergreifend,
erfolgen kann. Uber diese Mechanismen kénnen auch Mehrfachresistenzen gegen
eine Vielzahl verschiedener Antibiotika weitergegeben werden (FISHER et al., 2005).
Die gebildeten -Laktamasen befinden sich bei den gramnegativen Bakterien
im periplasmatischen Raum, im Fall der grampositiven Bakterien werden sie
nach aufsen abgegeben. Zum Teil bleiben sie aufierdem an die cytoplasmatische
Membran gebunden (WILKE et al., 2005).

Die Inaktivierung der Penicilline durch 3-Laktamasen kann durch eine Kombina-
tion mit 3-Laktamase-Inhibitoren wie Clavulansdure oder Sulbactam gehemmt
werden. Diese gehoren ebenfalls zu den -Laktamen, weisen aber keine eigene
antibakterielle Aktivitdt auf. Sie bewirken eine kompetitive Hemmung der 3-
Laktamasen. Aufgrund ihrer hohen Affinitit zu den Enzymen in Verbindung
mit ihrer hohen Stabilitdt, d.h. einem langsamen Abbau, besetzen sie langfristig
ihre Bindungsstellen. Gleichzeitig verabreichte Penicilline konnen so nicht mehr
angegriffen und inaktiviert werden (BABIC et al., 2006). Typische in der Praxis
verwendete Kombinationen sind zum Beispiel Amoxicillin + Clavulansdure oder
Ampicillin + Sulbactam (DRAWZ und BONOMO, 2010).

Auflerdem wurde versucht, die Stabilitdt der 3-Laktame gegeniiber der Enzy-
maktivitdt durch strukturelle Anderungen am p-Laktam-Ring zu erhéhen. Dies
tithrte zum Beispiel zur Entwicklung von Methicillin und Oxacillin, welche sich
unempfindlich gegeniiber der von Staphylokokken produzierten Penicillinase
zeigen. Eine Resistenz gegen 3-Laktamasen gramnegativen Ursprungs zeigen vor
allem die Cephalosporine. Durch den fortwadhrenden Selektionsdruck auf die
Bakterien und die Weiterentwicklung der von ihnen gebildeten 3-Laktamasen kann
diese erhohte Stabilitdt allerdings auf Dauer nur schwer aufrechterhalten werden
(LIVERMORE, 1998).
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2.1.6 Penicillin G, Penicillin V und Amoxicillin

Das Benzylpenicillin, oder Penicillin G (Abb. 2.2a) entspricht dem urspriinglich
von Fleming entdeckten Penicillin und war das erste therapeutisch eingesetzte
B-Laktam (SAMANIDOU et al., 2006a). Es ist ein natiirliches Penicillin, welches ohne
zusitzliche Verdnderung seiner Struktur im Labor aus Penicillium chrysogenum-
Kulturen gewonnen werden kann. Wie alle natiirlichen Penicilline weist es ein
enges Wirkspektrum auf, das vor allem grampositive Bakterien und gramnegative
Kokken umfasst (PRESCOTT, 2013). AufSerdem ist es gekennzeichnet durch eine
geringe Saurefestigkeit (MCDERMOTT et al., 1946), sodass fiir viele Spezies eine

geringe orale Bioverfiigbarkeit besteht.

Phenoxymethylpenicillin, auch als Penicillin V bezeichnet (Abb. 2.2b), gehort
zu den sogenannten Oralpenicillinen. Wie das Benzylpenicillin zdhlt es zu den
nattirlichen Penicillinen, das heifit es kann in Penicillium-Kulturen produziert
werden, ohne weitere biotechnologische Verdanderungen im Labor zu erfordern. Um
die Schimmelpilzkulturen zur Produktion anzuregen, werden dem Kulturmedium
Vorstufen der Seitenkette (Phenoxyessigsdure) zugegeben (SAMANIDOU et al.,
2006a). Wahrend sein Wirkungsspektrum dem von Penicillin G entspricht, zeichnet
es sich durch eine erhohte Sdurefestigkeit aus und ist somit im Besonderen fiir eine
orale Medikation geeignet (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2000).

Die Aminopenicilline weisen gegeniiber den nattirlichen Penicillinen ein erweiter-
tes Wirkspektrum auf, das sowohl grampositive als auch gramnegative Erreger um-
fasst. Sie waren die ersten Penicilline, die eine therapeutische Effektivitat gegeniiber
Enterobacteriaceae wie E.coli, Proteus mirabillis, Shigella spp. und Salmonella spp.
zeigten (NATHWANI und WOOD, 1993). Im Vergleich zu den natiirlichen Penicil-
linen ist allerdings die Wirkung auf grampositive Organismen in vielen Fillen
vermindert, sodass bei diesen Erregern hohere Blutspiegel nétig sind, um einen
bakteriziden Effekt auszulosen (POTSCHKA et al., 2014). Bei den Aminopenicillinen
handelt es sich um halbsynthetische Verbindungen, bei denen der Grundstruktur
der Penicilline eine Aminogruppe angefiigt ist (Abb. 2.2c). Erstes genutztes Ami-

nopenicillin war das Ampicillin (1961), im Jahre 1970 wurde dann Amoxicillin
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entwickelt, welches sich gegeniiber Ampicillin durch eine gesteigerte Bioverfiig-

barkeit und damit eine bessere Eignung fiir den oralen Einsatz auszeichnet (KAUR
et al., 2011).

Alle genannten Penicilline sind grundsatzlich empfindlich gegeniiber 3-Laktamasen.

Abbildung 2.2: Strukturformeln der drei untersuchten Penicilline
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2.1.7 Anwendung von Penicillinen bei der Pute

Verschiedene Penicillinpréparate sind in Deutschland zur Anwendung beim Nutz-
gefliigel zugelassen (Tab. 2.1). Die Verabreichung erfolgt dabei in der Regel oral
uber das Trinkwasser (VETIDATA, 2016).

Bei der Pute werden Penicilline vor allem zur Bekdmpfung von enteralen Infektio-
nen mit Clostridien, insbesondere der Nekrotisierenden Enteritis (NE, Clostridium
perfringens) und der Ulzerativen Enteritis (UE, Clostridium colinum) eingesetzt. Eine
weitere Indikation ist die Behandlung von Infektionen mit Erysipelothrix rhusio-
pathiae (Rotlauf). Hier werden die Penicilline in Kombination mit Streptomycin
verwendet (PRESCOTT, 2013) . Fiir Amoxicillin bestehen weitere Anwendungsge-
biete bei systemischen Infektionen, zum Beispiel Atemwegsinfektionen wie der
ORT (Infektion mit Ornithobacterium rhinotracheale)(HAFEZ und HINZ, 2012).

11
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Praparat Wirkstoff Gefliigelspezies Indikation
Amatib 800 mg/g Amoxicillin- Hiihner Infektionen Atemwege/ Verdauungstrakt
Trihydrat
Amoxy Active 697 Amoxicillin- Hiihner Infektionen Respirations-/ Gastrointestinal-
mg/g Trihydrat trakt
Biocillin 500 mg/g Amoxicillin- Hiihner, Puten, Enten | Infektionen mit Amoxicillin-empfindlichen
Trihydrat Keimen
Octacillin 800 mg/g Amoxicillin- Hiihner Respiratorische und gastrointestinale Er-
Trihydrat krankungen, Behandlung und Metaphylaxe
bei klinischen Symptomen
Solamocta 697 mg/g Amoxicillin- Hiihner, Enten, Puten | Infektionen mit Amoxicillin-empfindlichen
Trihydrat Erregern
Suramox 1000 mg/g Amoxicillin- Hiihner, Enten, Puten | Infektionen mit Amoxicillin-empfindlichen
Trihydrat Erregern
Ampicillin C20 GKS Ampicillin- Hithner Infektiose Blutvergiftungen, Infektionen
200mg/g Trihydrat (Masthdhnchen) Atemtrakt/ Rachenraum/ Magen-Darm-
Trakt/ Gelenke, Rotlauf
Ampicillin P 1000 Ampicillin- Hiihner Infektiose Blutvergiftungen, Rotlauf, In-
mg/g Trihydrat (Masthdhnchen) fektionen Atmungstrakt/ Rachenraum/

Ohr/ Magen-Darm-Trakt/ Harn- und Ge-
schlechtsorgane/ Gelenke/ Nabel/ Haut,
Wunden, Abszesse, Sekundirinfektionen

bei Viruserkrankungen

WNLIATIHOS ¢ TALIdV
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Ampicillin-Trihydrat | Ampicillin- Hiihner (Broiler) Infektionen Magen-Darm-Trakt/ Atemwe-
100, 1000 mg/g Trihydrat ge/ Harn- und Geschlechtsapparat
Ampiciph 1000 mg/g | Ampicillin- Hiihner (Broiler) Infektionen Magen-Darm-Trakt/ Atemwe-
Trihydrat ge/ Harn- und Geschlechtsapparat
Apicin 10 g/100 g Ampicillin- Huhner Infektionen Magen-Darm-Trakt/ Atemwe-
Trihydrat (Masthdhnchen) ge/ Harn- und Geschlechtsapparat
Aviapen 250 mg/g Benzylpenicillin- | Hithner (Junghennen, | Ulzerative und Nekrotisierende Enteritis
Kalium Broiler), Puten
Baycubis 325 mg/g Phenoxymethyl- | Hithner Pravention der Mortalitdt auf Gruppenebe-
penicillin ne infolge einer nekrotischen Enteritis bei
Hiuihnern (Clostridium perfringens)
Phenoxypen WSP, 325 | Phenoxymethyl- | Hithner Pravention der Mortalitdt auf Gruppenebe-
mg/g penicillin ne infolge einer nekrotischen Enteritis bei
Hiihnern (Clostridium perfringens)

Tabelle 2.1: In Deutschland fiirs Gefliigel zugelassene Penicillin-haltige Arzneimittel (excl. Brieftauben). Die Auflistung erfolgte
in alphabetischer Reihenfolge des Wirkstoffes. Fiir die Pute zugelassene Praparate sind in Fettschrift hervorgehoben.
Quelle: vetidata.de, Stand 27.07.2016
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2.2 Pharmakokinetik

Der klinische Einsatz antimikrobieller Chemotherapeutika erfordert neben der
Kenntnis ihrer mikrobiologischen und pharmakodynamischen Wirkvoraussetzun-
gen auch die Berticksichtigung ihrer pharmakokinetischen Eigenschaften. Diese
beeinflussen die Aufnahme des Arzneimittels in den Korper (Resorption), seine
Verteilung an den angestrebten Wirkort sowie die Geschwindigkeit seiner Metabo-
lisierung und Ausscheidung (Elimination). Von diesen Faktoren ist das Erreichen
eines therapeutischen Wirkstoffspiegels abhingig. Fiir die Entwicklung neuer
Medikamente sind auflerdem noch die toxikologischen Eigenschaften der Substan-
zen von besonderer Bedeutung, die ihre Vertraglichkeit bestimmen (HODGSON,
2001). Die pharmakokinetischen Eigenschaften eines antimikrobiellen Wirkstoffes
beschreiben also den zeitlichen Zusammenhang zwischen verabreichter Dosis und
den erzielbaren Wirkstoffkonzentrationen in Blutplasma und den verschiedenen
Geweben (ABDEL-RAHMAN und KAUFFMAN, 2004).

Aufler im Rahmen der Arzneimittelentwicklung sind Kenntnisse der pharma-
kokinetischen Eigenschaften einer Substanz insbesondere von Bedeutung, wenn
in der Praxis Dosisanpassungen vorgenommen werden miissen. Dies ist zum
Beispiel bei Vorerkrankungen der Patienten (Leber-/Niereninsuffizienz), anderen
pathophysiologischen Zustdnden (Schock, Dehydratation, Resorptionsstdrungen)
oder im Fall einer Umwidmung der Spezies notwendig . Da fiir die meisten avidren
Spezies sowohl im Wirtschaftsgefliigel als auch im Ziervogelbereich nur wenige
pharmakokinetische Daten vorliegen, beruhen die verwendeten Dosierungen oft
auf empirischen Annahmen sowie auf einer Extrapolation von bei verwandten
Vogelspezies oder Sdugetieren genutzten Protokollen (DORRESTEIN, 1991; VERMEU-
LEN et al., 2002). Die Extrapolation zwischen verschiedenen Sdugetierspezies, zum
Beispiel zur Abschidtzung von moglichen humanen Dosierungen nach Arzneimit-
telentwicklung im Laborsduger, kann auf der Basis einer allometrischen Skalierung
durchgefiihrt werden. Diese basiert auf der Annahme, dass Unterschiede im
pharmakokinetischen Verhalten von Arzneistoffen bei verschiedenen Spezies mit
Unterschieden in der Korpermasse/-grofie des Organismus korrelieren und somit
mithilfe von mathematischen Berechnungen vorhergesagt werden konnen (MAH-
MOOD, 2007). Wahrend Vogel bezogen auf die Korpergrofie grundsétzlich eine mit

den Sdugetieren vergleichbare metabolische Rate aufweisen (mit Ausnahme der
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Passeriformes), existieren oft Unterschiede zum Beispiel in der Bioverfiigbarkeit von
Substanzen, ihrer Gewebeverteilung sowie der dominanten Metabolisierungs- und
Exkretionswege (DORRESTEIN, 1991). Aus diesem Grund fiihrt eine Extrapolation
von Dosierungen allein auf der Basis von allometrischen Berechnungen zwischen
Sauger und Vogel oft nicht zu zuverldssigen Ergebnissen (HUNTER et al., 2008;
MAHMOOD, 2007). Auch zwischen den verschiedenen Vogelspezies bestehen
Unterschiede in der Metabolisierung und Exkretion von Substanzen (CORTRIGHT
und CRAIGMILL, 2006; HUNTER et al., 2008). Zur Erstellung rationaler Dosierungs-
schemata miissen deshalb speziesspezifische pharmakokinetische Daten erhoben
werden (TOUTAIN et al., 2010).

2.2.1 Resorption

Die Resorption von Stoffen aus dem Magen-Darm-Trakt wird von den physiko-
chemischen Eigenschaften der Substanzen wie ihrem pK,-Wert, Lipidloslichkeit
und Molekiilgrofie bestimmt. Auch tragen die Bedingungen am Resorptionsort,
vor allem die zur Verfiigung stehende Resorptionsoberflache und der pH-Wert bei
(GRAMATTE, 2002b). Grundsatzlich gilt, dass eine Substanz schneller resorbiert
wird, je hoher ihre Lipidloslichkeit und je grofler ihr ungeladen vorliegender
Anteil ist. Ionisiert vorliegende Stoffe konnen die Zellmembranen dagegen nicht
tiberwinden (FREY, 2002). Dies gilt vor allem fiir die passive Diffusion, welche fiir
die meisten Arzneistoffe den hauptsachlichen Resorptionsmechanismus darstellt.
Im Darm konnen Stoffe aufSerdem iiber einen aktiven Transport, also mit Hilfe
von Carrier-Systemen, resorbiert werden (GRAMATTE, 2002b). In diesem Fall
konnen auch hydrophile oder ionisierte Stoffe aufgenommen werden. Allerdings
ist diese Form des Membrantransportes sittigbar (SUGANO et al., 2010), sodass
keine unbegrenzt lineare Resorptionskinetik angenommen werden kann. In den
meisten Féllen tritt die Sattigungsphase allerdings erst in sehr hohen Dosierungen
auf, sodass die Resorption sich trotzdem tiiber weite Bereiche proportional zur
Stoffkonzentration darstellt (BYERS und SARVER, 2009). Aufserdem kann es zu
einer Inhibition der Medikamentenaufnahme durch andere im Darm vorliegende
Substrate des Transporters kommen (SUGANO et al., 2010).
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Hauptresorptionsort der Penicilline ist der Diinndarm (MCDERMOTT et al., 1946).
Hier spielen sowohl passive Diffusion als auch aktive Transportprozesse eine Rolle.
Der aktive Transport findet vor allem {iber den Oligopeptid-Transporter PEPT1
statt. Hauptsubstrat des PEPT1-Transporters sind alle Di- und Tripeptide aus der
Nahrung. Einzelne Aminosduren oder grofiere Proteine konnen dagegen nicht
transportiert werden (DANIEL, 2004). Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit
(BRETSCHNEIDER et al., 1999; WALTER et al., 1996) konnen zusétzlich, allerdings
oft mit geringerer Affinitét, verschiedene Medikamente wie zum Beispiel einige 3-
Laktam-Antibiotika, ACE-Hemmer und antivirale Substanzen transportiert werden
(BRANDSCH et al., 2008; BRETSCHNEIDER et al., 1999, SALA-RABANAL et al.,
2006). Dies ist vor allem fiir die Aminopenicilline und Aminocephalosporine
nachgewiesen worden. Auch fiir Penicillin G und V wird ein aktiver Transport tiber
dasselbe Carrier-System angenommen. Dabei zeigen die verschiedenen [-Laktam-
Antibiotika eine variierende Affinitdt zum Transporter (BRETSCHNEIDER et al., 1999;
TsUJI et al., 1987). Die geringe Affinitdt von Penicillin G zum Transportsystem
tragt dabei vermutlich, neben der geringen Sdurestabilitidt, zu seiner niedrigen
Bioverfiigbarkeit bei (POSCHET et al., 1999).

Ausmafs und Geschwindigkeit der Resorption oral verabreichter Substanzen wer-
den durch die pharmakokinetischen Parameter der Bioverfiigbarkeit und der
Resorptionshalbwertszeit beschrieben. Die Bioverfiigbarkeit beschreibt den Anteil
einer verabreichten Dosis, welcher den systemischen Blutkreislauf erreicht (SCHA-
FER, 2002). Fiir das sdurelabile Penicillin G wird dabei im Allgemeinen eine geringe
Bioverfiigbarkeit angenommen, da ein grofier Teil der verabreichten Dosis im
niedrigen pH des Magens hydrolysiert und somit inaktiviert wird (VAN KRIMPEN
et al., 1987). McDermott et al. (1946) untersuchten bereits friih die Stabilitdt von
Benzylpenicillin in Magensaft (37 °C) bei verschiedenen pH-Werten. Bei einem
pH von 2 wurde das Penicillin rasch zerstort, innerhalb einer Stunde war kein
Penicillin mehr nachweisbar. Bei einem pH zwischen 3 — 4 wurde eine betrdchtliche
Menge des Penicillins innerhalb von 15 min inaktiviert, danach lief die restliche
Zerstorung iiber 4 h deutlich langsamer ab. Ein pH > 4 fiihrte zu einer deutlich
langsameren Inaktivierung. Ab einem pH von 7,2 fand iiber die untersuchten
4 h keine Inaktivierung mehr statt. Die Bioverfiigbarkeit von oral verabreichtem

Penicillin G hangt also sowohl von dem im Magen vorherrschenden pH-Wert, als
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auch von der Aufenthaltsdauer im sauren Milieu, also der Passagegeschwindigkeit
ab.

Beim Menschen wird die orale Bioverfiigbarkeit von Penicillin G mit 20 % an-
gegeben (FICHTL, 2001b). Untersuchungen an Pferden zeigten eine noch gerin-
gere Verfiigbarkeit von 0.12 - 0.34 % (HORSPOOL und MCKELLAR, 1995). Bei 7
Tage alten Kédlbern wurde die Bioverfiigbarkeit mit 10,2 % bestimmt (MUSSER
und ANDERSON, 2001). Bei dlteren Rindern werden die Penicilline aufgrund der
mikrobiellen Aktivitdt im Vormagensystem umfangreich degradiert, bevor sie
den Driisenmagen erreichen. Fiir Vogel liegen bislang keine Daten zur oralen
Bioverfiigbarkeit von Penicillin G vor. Bei einem durchschnittlichen pH von 3 — 4
im Muskelmagen (SVIHUS, 2011) kann auch beim Gefliigel von einem schnellen
Abbau des Penicillin G ausgegangen werden. Je nach Passagezeit miisste jedoch
ein gewisser Anteil erhalten bleiben, welcher im Diinndarm fiir die Resorption zur
Verfiigung steht. Die Retentionszeit von Futter im Magen betrug in verschiedenen
Studien beim Gefliigel ca. 30 — 60 min (SVIHUS, 2014). In Losung eingegebene
Medikamente passieren den Magen dagegen schnell und koénnen den Diinndarm

schon einige Minuten nach Eingabe erreichen (TOUTAIN et al., 2010).

Penicillin V zeichnet sich gegentiber Penicillin G durch eine erhohte Saurefestigkeit
aus. Die Bioverfiigbarkeit betrdgt nach oraler Verabreichung von 50 mg/kg an
Schweine 17 — 19 % (NIELSEN und GYRD-HANSEN, 1994), fiir Menschen sind
Werte von 48 — 60 % (NATHWANI und WOOD, 1993; OVERBOSCH et al., 1985)
ermittelt worden. Bei erwachsenen Pferden lag die Bioverfiigbarkeit wiederum
mit nur 1,65 % sehr niedrig (BAGGOT et al., 1990). Fiir Hithner wurde nach einer
oralen Dosis von 15 mg/kg eine Bioverfiigbarkeit von beachtlichen 69 % berechnet
(EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2005).

Auch die Aminopenicilline weisen eine erhohte Sdurefestigkeit auf, wobei die
Bioverfiigbarkeit von Amoxicillin im Vergleich zu Ampicillin deutlich erhoht
ist (LODE et al., 1974; PRESCOTT, 2013). Sie liegt bei Hunden fiir Amoxicillin
bei 60 —70 % (PRESCOTT, 2013), bei Schweinen bei 42 —47 % (LASHEV, 1986a;
MARTINEZ-LARRANAGA et al., 2004). Auch bei Hiihnern wurde in mehreren
Untersuchungen eine Bioverfiigbarkeit von 61 — 64 % (ABO EL-SOOUD et al., 2004;
ANADON et al., 1996; JERZSELE et al., 2009) bestimmt. In einer weiteren Studie lag
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sie allerdings nur bei 40 % (KANDEEL, 2015). Bei Puten lag die Bioverfiigbarkeit
ebenfalls bei 60 % (JERZSELE et al., 2011). Bei Tauben wurde hingegen nur eine
Bioverfiigbarkeit von 34 % gemessen (DORRESTEIN et al., 1984).

Die Resorptionshalbwertszeit wurde fiir Amoxicillin nach oraler Eingabe von
jeweils 10 mg/kg an Hithner und Puten mit 9 bzw. 7,8 min bestimmt (JERZSELE
et al., 2009, 2011). Vergleichbare Werte (9,6 min) lieferte eine weitere bei Hithnern
durchgefiihrte Studie (ABO EL-SOOUD et al., 2004). Fiir Penicillin V lag die Re-
sorptionshalbwertszeit beim Menschen nach einer Eingabe von 500 mg/Patient
bei 43 min (OVERBOSCH et al., 1985). Bei Hithnern wurde sie nach einer Dosis von
15 mg/kg mit 36 min bestimmt (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2005).

2.2.2 Verteilung

Die Verteilung einer Substanz im Korper ist von verschiedenen Faktoren abhidngig
wie der Durchblutung der Gewebe und ihrer Masse, dem vorherrschenden pH-
Wert, der Durchldssigkeit der Membranen, der Bindung der Stoffe an Gewebe- und
Plasmaproteine sowie ihrer Lipidloslichkeit und Molekiilgrofie (MUTSCHLER et al.,
2013). Eine Verteilung und Anreicherung von Medikamenten in den Kérpergewe-
ben geht mit einem Abfall ihrer Blutplasmakonzentration einher. Dadurch kann sie
die Elimination der Stoffe verzogern und so zu einer Verlingerung der Wirkdauer
beitragen (CALDWELL et al., 1995; FICHTL, 2001a).

Generell findet die Verteilung der Penicilline hauptsédchlich in den extrazelluldren
Raum statt. Als schwache organische Sduren mit einem pK, der Carboxylgruppe
von 2,6 (Amoxicillin) bis 2,7 (Penicillin G und V) liegen sie im Blut zu einem
grofien Teil in ionisierter Form vor und konnen so biologische Membranen nur
eingeschrankt passiv durchdringen (ALBARELLOS und LANDONI, 2009; TsuJI et al.,
1978). Eine intrazellulare Wirksamkeit ist daher nicht gegeben. Auch die intakte
Blut-Liquor-Schranke wird nicht durchdrungen (STAHLMANN und LODE, 2013).
Der extrazelluldre Korperwasserraum betrdgt beim Gefliigel etwa 26,2 % des Kor-
pergewichts (DORRESTEIN et al., 1984), dhnlich den bei Sdugetieren vorliegenden
Werten von ca. 20 % (DERENDORF, 2002b).
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Eine Einschitzung iiber das Ausmafs der Verteilung einer Substanz in die Kor-
pergewebe wird durch die Berechnung des scheinbaren Verteilungsvolumens
(Vd) ermoglicht. Dieses entspricht dem theoretischen Fliissigkeitsvolumen, in
welchem sich ein Stoff verteilen miisste, damit seine Konzentration tiberall der
Plasmakonzentration entspricht (LEVISON und LEVISON, 2009). Anders ausge-
driickt errechnet es sich aus dem Verhiltnis der Dosis des Stoffes (bei einer
Bioverfiigbarkeit von 100 %) zur Plasmakonzentration unter Beriicksichtigung
der Eliminationsrate (SUMMIT RESEARCH SERVICES, 2005). Dieses Volumen ist eine
theoretische Grofie, dem kein realer Raum im Korper entspricht, sodass es bei einer
hohen Anreicherung und Bindung von Stoffen an Plasma- und Gewebeproteine
das Korpervolumen tibersteigen kann (EICHELBAUM und SCHWAB, 2013b).

Bei Sdugetieren zeigen die Penicilline im Allgemeinen ein geringes scheinbares
Verteilungsvolumen, welches im Wesentlichen ihrer Verteilung innerhalb des extra-
zelluldren Raumes entspricht. Das scheinbare Verteilungsvolumen von Penicillin
G betrdgt beim Menschen 0,3 L/kg, das von Amoxicillin 0,2 L/kg und das von
Penicillin V 0,7 L/kg (FICHTL, 2001b). Ahnliche Angaben finden sich bei verschie-
denen Haus- und Nutztieren fiir Penicillin G mit 0,35 - 0,54 L/kg fiir Equiden
(HORsPOOL und MCKELLAR, 1995) und 0,4 L/kg fiir Kithe (NOUWS und Z1v,
1978). Fiir Penicillin V wurde das scheinbare Verteilungsvolumen bei Schweinen
mit 0,44 L/kg bestimmt (NIELSEN und GYRD-HANSEN, 1994). Das von Amoxicillin
betrdgt bei Hunden 0,31 L/kg (KUNG und WANNER, 1994). Bei einigen Vogelarten
wurden dagegen deutlich hohere scheinbare Verteilungsvolumina gemessen. Nach
intravenoser Injektion von 10 mg/kg Amoxicillin wurde bei Puten ein Vd von
1,45 L/kg und bei Broilern von 1,44 L/kg erhoben (JERZSELE et al., 2009, 2011). In
zwei weiteren Studien lag das scheinbare Verteilungsvolumen bei Hiihnern bei
einer vergleichbaren Dosis bei 1,12 L/kg (ABO EL-SOOUD et al., 2004), nach dop-
pelter Dosis (20 mg/kg) bei 1,61 L/kg (Puten) und 1,75 L/kg (Hiithner) (CARCELES
et al., 1995). Bei Tauben wurde fiir Amoxicillin nach 100 mg/kg iv. ein scheinbares
Verteilungsvolumen von 1,51 L/kg gemessen (DORRESTEIN et al., 1987). In einer
weiteren Studie wurde nach 25 mg/kg ein Vd von 1,77 L/kg bestimmt (ESCUDERO
et al., 1998). Das scheinbare Verteilungsvolumen von Penicillin G bei Straufen und
Emus lag dagegen im Bereich der fiir Sdugetiere bestimmten Werte (CLARKE et al.,
2001).
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Die Verteilung der Penicilline im Korper findet innerhalb kurzer Zeit statt. Dies
duflert sich durch eine kurze Verteilungshalbwertszeit. Sie lag in Studien an Puten
und Hiithnern fir Amoxicillin bei 6,6 — 13,8 min (ANADON et al., 1996; JERZSELE
et al., 2011). Fiir Hiithner existieren unterschiedliche Angaben. Sie reichen von
2,8 min (ABO EL-SOOUD et al., 2004) bis 18,6 min (KANDEEL, 2015). Bei Tauben
wurde ebenfalls eine sehr schnelle Verteilung mit einer Halbwertszeit von 3,6 min
gemessen (ESCUDERO et al., 1998).

Fiir Penicillin V wurde die Umverteilung in die Kérpergewebe nach einer oralen
Verabreichung von 20 mg/kg iiber 5 Tage an Hiithner untersucht. 24 h nach der
letzten Eingabe konnten in der Leber 346 pg/kg, in der Niere 428 pg/kg in der
Haut 122 pg/kg, in der Muskulatur 69 pg/kg und im abdominalen Fett 68 ng/kg
bestimmt werden (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2005). Fiir die Riickstandsbe-
stimmung von Amoxicillin wurden an 4 aufeinander folgenden Tagen 19 mg/kg
oral an Hiithner verabreicht. 48 und 96 h nach der ersten Behandlung wurden
jeweils 3 Tiere entnommen und die Verteilung von Amoxicillin in Leber, Niere
und Muskelgewebe untersucht. Nach 48 h konnten ca. 200 -300 png/kg in der
Leber und ca. 70 — 100 pg/kg in der Niere identifiziert werden. Nach 96 h war die
Wirkstoffkonzentration in der Leber auf ca. 50 — 100 ng/kg abgefallen, dagegen in
der Niere auf 200 — 300 pg/kg gestiegen. Die Konzentration in den Muskelgeweben
lag dauerhaft in einem niedrigen Bereich. 4 Tage nach dem Ende der Behandlung
war bei zwei weiteren Tieren kein Amoxicillin mehr nachweisbar (HERMO et al.,
2014).

2.2.3 Plasmaproteinbindung

Neben der Verteilung und Bindung an Gewebeproteine liegen die meisten Medika-
mente zu unterschiedlichen Anteilen auch im Blut reversibel an Plasmaproteine
gebunden vor (EICHELBAUM und SCHWAB, 2013b). Wie grofs der plasmagebun-
dene Anteil eines Stoffes ist, kann dabei von Pharmakon zu Pharmakon auch
innerhalb einer Stoffgruppe stark variieren. Fiir die Penicilline ist das Ausmafs
der Plasmaproteinbindung vor allem vom Charakter ihrer Seitenkette abhidngig
(BERGOGNE-BEREZIN, 2002).

20



KAPITEL 2. SCHRIFTTUM

Generell gilt, dass nur der ungebundene, ,freie” Anteil eines Medikamentes eine
pharmakologische Wirkung erzielen kann. Dies ist insbesondere fiir die antibakte-
rielle Aktivitat von 3-Laktamen (in-vitro) mehrfach gezeigt worden (KUNIN, 1966;
KUNIN et al., 1973). In diesen Studien korrelierten die Unterschiede in der antimi-
krobiellen Wirkung verschiedener Penicilline bei der Inkubation in humanem Se-
rum und in serumfreiem Medium mit dem Grad ihrer Plasmaproteinbindung. Aus
diesem Grund muss der Grad der Plasmaproteinbindung bei der Bewertung der
therapeutischen Wirksamkeit einer bestimmten Plasmakonzentration zusatzlich
beachtet werden.

Auch das pharmakokinetische Verhalten von Pharmaka wird durch die Plasmapro-
teinbindung beeinflusst. So werden Stoffe bei einer hohen Plasmaproteinbindung
tendenziell im intravasalen Raum gehalten, was ihre Verteilung in die Kérpergewe-
be verringert (FREY, 2002). Wenn aber eine hohe Affinitdt sowohl zu Plasma- als
auch zu Gewebeproteinen besteht, kann die Verteilung und Plasmaproteinbindung
im Vergleich zu wenig gebundenen Stoffen gleichermafien hoch sein (BENET, 1978;
DERENDORF, 2002c¢). Da die Plasmaproteinbindung reversibel ist und eine Disso-
ziation der Stoffe vom Protein innerhalb kiirzester Zeit (Millisekunden) eintritt,
wird das Gleichgewicht zwischen ungebundener intravasaler und extravasaler
Konzentration bei einer langer andauernden Perfusion der Organe immer wieder
neu eingestellt (LINDUP und ORME, 1981; WISE, 1983). Eine pauschale Aussage,
bzw. eine Vorhersage iiber das Verhalten verschiedener Substanzen einer Stoffgrup-
pe ist aufgrund der vielen die Verteilung beeinflussenden Faktoren nicht moglich
(BERGOGNE-BEREZIN, 2002). Auch der Einfluss der Plasmaproteinbindung auf
die Eliminationsrate einer Substanz muss differenziert betrachtet werden. Fiir
Substanzen, die vor allem iiber eine glomerulére Filtration ausgeschieden werden,
ist die Elimination bei hoher Plasmaproteinbindung verringert, da nur der freie
Anteil filtriert werden kann. Bei aktiver renaler Exkretion spielt die Plasmapro-
teinbindung in den meisten Fillen dagegen keine Rolle. Bei einem verringerten
Verteilungsvolumen der Substanzen und damit einem erhohten intravasalen Anteil
kann die Elimination sogar beschleunigt sein (LINDUP und ORME, 1981). Im
Fall der 3-Laktam-Antibiotika scheinen die teilweise deutlichen Unterschiede in
der Plasmaproteinbindung der verschiedenen Penicilline keinen Effekt auf die
Elimination zu haben (WISE, 1983).
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Insgesamt ist das Ausmafs der Plasmaproteinbindung nicht geeignet, Unterschiede
der Pharmakokinetik zwischen verschiedenen Substanzen zu erkldren. Sie ist
jedoch bei der Extrapolation von Dosierungen zwischen den verschiedenen Spezies
(BENET und HOENER, 2002) und bei Vorliegen von Krankheitsprozessen, die
mit einem verminderten Proteinanteil im Blut einhergehen (Leber-/ Nierener-
krankungen) (DERENDORF, 2002c) zu beriicksichtigen. Derartige Variationen der
Plasmaproteinbindung spielen vor allem bei stark gebundenen Stoffen eine Rolle
(> 80 - 85 % PPB), da hier schon eine geringe Anderung der Plasmaproteinbindung
zu starken Verdnderungen der frei vorliegenden Stoffkonzentrationen fithrt (SCHEI-
FE, 1989). Die klinische Relevanz von Variationen in der Plasmaproteinbindung ist
allerdings umstritten (BENET und HOENER, 2002).

Penicilline sind im Blut hauptsdchlich an Albumin gebunden (CHOW und MCKEE,
1945; TOMPSETT et al., 1947). Bei Menschen wird die Plasmaproteinbindung mit
45 - 60 % fir Penicillin G, 65 - 80 % fiir Penicillin V und 20 % fiir Amoxicillin
angegeben (BRITISH SOCIETY FOR ANTIMICROBIAL CHEMOTHERAPY, 1991; EHR-
NEBO et al., 1971, STAHLMANN und LODE, 2013; WARREN, 1965). Keen (1965)
untersuchte die Plasmaproteinbindung bei verschiedenen Nutztieren (Schwein,
Ziege, Schaf, Rind, Pferd) und fand Werte von 36,6 (Schwein) — 62,1 % (Pferd) fiir
Penicillin G und Werte von 55,8 (Schwein) — 68,2 % (Pferd) fiir Penicillin V. Fiir
Amoxicillin wurde beim Pferd eine Plasmaproteinbindung von 38 % (MONTESISSA
et al., 1988) und beim Kaninchen von 9,5 — 10 % gemessen (WOODNUTT et al., 1995).
Eine weitere Studie fand beim Hund eine Plasmaproteinbindung von 34 % und
bei Ratten und Méausen von 18 bzw. 15 % (SAKAMOTO et al., 1985). Allerdings
lag der in dieser Studie fiir den Menschen bestimmte Wert von 38 % weit iiber
den tiblicherweise angegebenen Werten. Auch die Plasmaproteinbindung beim
Kaninchen (20 %) war erhoht. Bei Hithnern wurden von Abo El-Sooud et al. (2004)
fiir Amoxicillin eine Plasmaproteinbindung von 1,63 — 15,5 % ermittelt.

2.2.4 Metabolisierung

Arzneistoffe werden im Korper in unterschiedlichem Ausmaf$ metabolisiert, das

heifst in ihrer Struktur so verdndert, dass sie in eine ausscheidungsfahige Form
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tiberfiihrt werden konnen. Diese chemische Verdnderung ist vor allem bei stark li-
pophilen und unpolaren Substanzen nétig, da diese ansonsten nach ihrer Exkretion
tiber die Niere oder Galle reabsorbiert werden konnen. (GRAMATTE, 2002a). Beim
Vogel sind an der Metabolisierung wie auch beim Saugetier verschiedene Phase I
und Phase II Reaktionen beteiligt. Allerdings konnen sich die bevorzugten Metabo-
lisierungswege je nach Enzymausstattung deutlich von denjenigen anderer Spezies
unterscheiden. So erfolgt zum Beispiel die Konjugation von vielen Stoffen beim
Vogel vor allem an Ornithin, wahrend bei Sdugern Glucuronidierungsreaktionen
dominieren (VERMEULEN et al., 2002).

Penicilline werden im Allgemeinen nur wenig metabolisiert, der grofite An-
teil wird unverandert tiber die Niere ausgeschieden (STAHLMANN und LODE,
2013). Beim metabolischen Abbau, der zum grofsten Teil in der Leber stattfindet,
wird der 3-Laktam-Ring hydrolytisch gespalten. Es entstehen inaktive Metaboli-
ten, vor allem verschiedene Penicilloinsduren. Aufierdem konnen die Penicilline
durch Entfernung ihrer Seitenketten modifiziert werden. Hierbei entsteht die
6-Aminopenicillansdure (6-APA) (COLE et al., 1973).

2.2.5 Ausscheidung

Die Elimination von Substanzen aus dem Korper erfolgt sowohl tiber den oben
besprochenen Abbau der aktiven Komponenten auf dem Wege der Metabolisie-
rung als auch iiber die endgiiltige Exkretion von aktiven und inaktiven Formen.
Hauptwege der Ausscheidung von Arzneistoffen oder ihrer Metaboliten aus dem
Korper sind vor allem die Exkretion iiber die Nieren oder die bilidre Ausscheidung
tiber den Darm. AufSerdem konnen Substanzen auch direkt iiber die Darmschleim-
haut abgegeben werden. In seltenen Fillen spielt auch pulmonale Abgabe oder
eine Exkretion in anderen Korperfliissigkeiten eine Rolle (DERENDORF, 2002a).
Die renale Elimination kann tiber glomerulére Filtration oder tubuldre Sekretion
stattfinden, wobei letztgenannter Prozess auf aktiven Carriersystemen beruht und
somit eine begrenzte Kapazitit besitzt (FAN und DE LANNOY, 2014). Die tubulére
Sekretion ist also ein séttigbarer Prozess und kann in hohen Dosierungen oder

bei Kompetition mit anderen gleichzeitig vorliegenden Substraten reduziert sein
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(MORRISSEY et al., 2013). AufSerdem kann es in den distalen Nierentubuli zu einer
passiven Reabsorption von Substanzen kommen (FAN und DE LANNOY, 2014).

Beim Vogel ist die glomerulare Filtrationsrate im Vergleich zum Sauger um etwa die
Halfte reduziert (Sauger: 4,8 ml/kg/min; Vogel 2,98 ml/kg/min) (DORRESTEIN,
1991). Eine tubulére Riickresorption von filtrierten Medikamenten scheint kaum
oder gar nicht stattzufinden (VERMEULEN et al., 2002). Ein weiterer wichtiger
Unterschied zwischen avidren und Sdugetiernieren ist aufSerdem das Vorliegen
eines renalen Pfortadersystems beim Vogel. Blut aus den Venen der kaudalen
Korperhalfte wird in die Niere umgeleitet und bildet dort ein zweites Kapillar-
gebiet. Hierdurch wird eine erhohte Riickresorption von Wasser und anderen
Substanzen ermdoglicht. Die Kapillaren des Nierenpfortadersystems umschlingen
dabei lediglich die Nierentubuli, auf die glomeruldre Filtration haben sie keinen
Einfluss. Das in die Niere geleitete Blutvolumen kann dabei stark variieren. Eine
Regulation erfolgt unter anderem tiiber eine Venenklappe, die Valva portalis renalis
(BLACKBURN und PRASHAD, 1990; WAIBL und SINOWATZ, 2004). Bei gedffneter
Klappe wird das Blut direkt in die Vena cava geleitet, wahrend es bei geschlossener
Klappe in die Niere gepresst wird. Die Valva portalis renalis ist vegetativ innerviert
(BURROWS et al., 1983). Unter Einfluss von Acetylcholin kommt es zu einem Schluss
der Klappe und einem Anstieg des Blutdrucks in der renalen Portalvene. Unter
Adrenalineinfluss ist die Klappe dagegen gedffnet (BLACKBURN und PRASHAD,
1990). Es wird angenommen, dass es bei einer Injektion von tubulédr sezernierten
Arzneimitteln in die kaudale Korperhilfte, insbesondere die Hinterextremitéten,
zu einer vorzeitigen Elimination im Sinne eines First-Pass-Effektes kommen konnte
(VERMEULEN et al., 2002). Das Ausmaf dieses Effektes und sein moglicher Einfluss
bei der Bestimmung pharmakokinetischer Parameter nach i.v. bzw. i.m. Injektion
eines Stoffes in die Hinterextremitdt wurden bisher noch nicht abschlieffend unter-
sucht.

Die meisten Penicilline werden beim Sdugetier zum grofien Teil unverdndert tiber
eine aktive tubuldre Sekretion renal eliminiert. Von den drei in dieser Studie
untersuchten Penicillinen zeigt das Amoxicillin beim Menschen die geringste Meta-
bolisierungsrate mit einer renalen Elimination von ca. 70 — 80 %. Auch fiir Penicillin
G liegt die renale Elimination des unverdanderten Wirkstoffes in einem Bereich von

50 — 90 %. Penicillin V wird dagegen in einem stiarkeren Ausmaf$ metabolisiert.
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Entsprechend der Literatur werden nur etwa 20 — 43 % einer Dosis in unverdnderter
Form renal ausgeschieden (NATHWANI und WOOD, 1993; STAHLMANN und LODE,
2001).

Auch beim Vogel findet die Elimination der Penicilline iiber die Niere vor allem
iber eine aktive tubuldre Sekretion statt. Wie beim Sauger kann die Ausscheidung
von Penicillinen durch die gleichzeitige Gabe von Probenicid, eines selektiven
Hemmstoffes des OAT1 (organischer Anionen-Transporter Typ 1), verzogert wer-
den (Z1v et al., 1979). Allerdings gibt es Hinweise, dass bei Vogeln, im Gegensatz
zum Sduger, auch die bilidre Exkretion unverdnderter Penicilline eine Rolle spielen
konnte. So wurde 2 h nach einer intramuskulédren und oralen Verabreichung von
30 mg/kg KM Penicillin G an Hiithner eine deutliche Anreicherung in der Galle
gesehen. Nach intramuskuldrer Applikation wurde das 80-fache der zur gleichen
Zeit bestimmten Serumkonzentration gemessen, nach oraler Eingabe sogar der
160-fache Wert (Tab. 2.2). Hierbei ist zu beachten, dass die Serumkonzentration nach
oraler Eingabe in einem niedrigeren Bereich liegt (YONEZAWA, 1973). Bei Menschen
kommt es dagegen in der Galle nur zu einer 2 bis 4-fachen Anreicherung gegentiber
den Plasmaspiegeln (NATHWANI und WOOD, 1993). Eine weitere Studie fand
auflerdem nach intramuskuldrer Injektion von 100 mg/kg Ampicillin bei Hithnern
eine hohe Konzentration des Penicillins im Dickdarm- und Diinndarminhalt sowie
in der intestinalen Wand. Wihrend eine Stunde nach der Applikation im Plasma
nur Konzentrationen von 2,4 pg/ml gefunden wurden, lagen diese im Dickdarm
bei 154 pg/g, im Diinndarm bei 39,6 ng/g und in der intestinalen Wand bei 9,2
bzw. 3,4 ng/g (EzHOV, 1978).

Die Eliminationshalbwertszeit der Penicilline ist im Allgemeinen kurz, sie liegt
beim Menschen zwischen 30 — 40 (Penicillin G) bzw. 30 — 45 (Penicillin V) und 60
(Amoxicillin) min (NATHWANI und WOOD, 1993; STAHLMANN und LODE, 2013).
Fiir die meisten Haus- und Nutztiere werden dhnliche Werte mitgeteilt (PRESCOTT,
2013). Allerdings schwanken die in verschiedenen Studien gemessen Werte zum
Teil erheblich. Bei Puten wurde fiir Penicillin G nach intravendser Applikation
von 50 mg/kg eine Halbwertszeit von 30 min gemessen (HIRSH et al., 1978). Eine
altere Studie fand bei Hithnern nach intramuskuldrer Injektion von 12 mg/kg

eine terminale Halbwertszeit von 33 min (SMITH, 1954). Beim Strauf$ wurde eine
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Organ Intramuskuldr Oral
Tinax 2h Tmax 2h
Serum (ng/ml) | 11,0 2,1 60 0,11
Niere 2,12 1,09 0,06 0,72
Leber 0,28 0,24 004 0,0
Galle 225 79,79 4,1 160,0
Lunge 0,81 0,44 003 15
Muskel 0,26 0,15 0,04 2,17
Gehirn 0,02 0,03 004 0,0

Tabelle 2.2: Gewebeverteilung von Penicillin G zum Zeitpunkt der maximalen
Plasmakonzentration (Tmax = 0,5 h) und zwei Stunden nach Verabreichung einer Dosis
von 30 mg/kg an Hiihner. Die dargestellten Organwerte beschreiben das Verhiltnis von
Organkonzentrationen (ug/g) zur Serumkonzentration (pg/ml).

Daten entnommen aus Yonezawa (1973) und Dorrestein et al. (1984).

schnellere Elimination mit einer terminalen Halbwertszeit von 23 min gemessen.
Beim Emu lag diese bei 44 min (CLARKE et al., 2001).

Fiir Penicillin V gibt es beim Vogel nur sehr wenige pharmakokinetische Daten.
Nach einem Gutachten der EMA wurde bei Hithnern nach intravendser Applikati-
on von 15 mg/kg eine Eliminationshalbwertszeit von 35 min ermittelt (EUROPEAN
MEDICINES AGENCY, 2005).

Zur Pharmakokinetik von Amoxicillin beim Wirtschaftsgefliigel und bei Tauben
gibt es verschiedene Untersuchungen, deren Ergebnisse sich in Bezug auf die
Eliminationshalbwertszeit zum Teil deutlich unterscheiden. Nach intravenoser
Injektion von 10 mg/kg Amoxicillin in Kombination mit 2,5 mg/kg Clavulansdure
wurde die Eliminationshalbwertszeit sowohl bei Puten als auch bei Broilern mit
77 min bestimmt (JERZSELE et al., 2009, 2011). Eine etwas kiirzere Eliminations-
halbwertszeit von 64 min wurde bei Hithnern nach Eingabe der gleichen Dosis
gemessen (ABO EL-SOOUD et al., 2004). Nach Eingabe von 20 mg/kg wurde die
Eliminationshalbwertszeit bei Puten mit 67, bei Hithnern mit 62 min bestimmt
(CARCELES et al., 1995). Lashev (1986b; 1992) berichtet fiir Amoxicillin bei Puten
uber eine Halbwertszeit von 53 min, bei Hithnern von 35 min und bei Tauben von

32 min. Bei Anadoén et al. (1996) wurde nach intravendser Injektion von ebenfalls
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10 mg/kg an Hithner dagegen eine Halbwertszeit von 8,17 h ermittelt. Bei Tauben
betrug die Eliminationshalbwertszeit nach i.v.-Injektion von 25 mg/kg 73 min
(ESCUDERO et al., 1998). In einer weiteren Studie lag sie nach i.v. Injektion von
100 mg/kg bei 46 min, nach i.m. Injektion bei 33 min (DORRESTEIN et al., 1987).

Ein weiterer pharmakokinetischer Parameter, der die Ausscheidungsgeschwindig-
keit einer Substanz aus dem Korper beschreibt ist die Clearance (CL) (DERENDOREF,
2002b). Wie auch bei der Eliminationshalbwertszeit kann hier nicht zwischen
einer Elimination der Stoffe durch eine endgiiltige Exkretion oder einem Abbau
durch Metabolisierung unterschieden werden (FAN und DE LANNOY, 2014). Die
Clearance beschreibt die generelle Ausscheidungsrate eines Stoffes aus dem Or-
ganismus. Im Gegensatz zur Eliminationshalbwertszeit ist sie unabhdngig vom
Ausmafs der Verteilung eines Stoffes im Korper. So weist zum Beispiel ein stark
im Korper verteilter Arzneistoff bei gleichbleibender Clearance eine verldngerte
Halbwertszeit auf (FICHTL, 2001a).

Fiir Penicilline wurde bei den bisher untersuchten Sdugetieren in den meisten
Fillen eine Clearance von 200 — 600 ml/h/kg gemessen, zum Beispiel bei Pferd (ER-
RECALDE et al., 2001; HORSPOOL und MCKELLAR, 1995), Kuh (BENGTSSON et al.,
1997), Schwein (MARTINEZ-LARRANAGA et al., 2004) und Hund (TEN VOORDE
et al., 1990). Sie scheint beim Gefliigel etwas hoher zu liegen. Bei Hithnern und Pu-
ten wurde fiir Amoxicillin in zwei Studien eine Clearance von 780 — 800 ml/h/kg
bestimmt (ABO EL-SOOUD et al., 2004; JERZSELE et al., 2009, 2011). In einer fritheren
Publikation wurde fiir Puten sogar eine Clearance von 1.000 ml/h/kg und fiir
Hiihner von 1.190 ml/h/kg ermittelt (CARCELES et al., 1995). Bei Anadén et al.
(1996) lag die Clearance fiir Amoxicillin lediglich bei 4 ml/h/kg. Dieser extrem
niedrige Wert konnte jedoch auch experimentelle Ursachen besitzen, da gleichzeitig
eine Eliminationshalbwertszeit von iiber 8 h und ein scheinbares Verteilungsvolu-
men von nur 0,049 L/kg bestimmt wurde. Fiir die Taube wird die Clearance von
Amoxicillin mit 1.010 ml/h/kg mitgeteilt (ESCUDERO et al., 1998).

Fiir Penicillin V lag die Clearance bei Hiithnern bei 7.100 ml/h/kg (EUROPEAN ME-
DICINES AGENCY, 2005). Da in derselben Studie eine Eliminationshalbwertszeit von
35 min ermittelt wurde, liegt hier vermutlich eine starke Verteilung des Penicillins

vor (das Verteilungsvolumen wurde im Bericht nicht angegeben). Fiir Penicillin G

27



KAPITEL 2. SCHRIFTTUM

liegen bisher Daten fiir Straufle und Emus vor, hier wurde eine Clearance von
1.437 ml/h/kg bzw. 985 ml/h/kg bestimmt (CLARKE et al., 2001).

2.3 Pharmakologische Voraussetzungen fiur die
therapeutische Wirksamkeit von Antibiotika

Die Dosis-Wirkungs-Beziehung eines antibiotischen Wirkstoffes im Koérper wird so-
wohl von seinen pharmakokinetischen (PK) als auch seinen pharmakodynamischen
(PD) Eigenschaften bestimmt. Die Pharmakokinetik beschreibt den Zusammenhang
zwischen der verabreichten Dosis und dem zeitlichen Verlauf der Wirkstoffkonzen-
trationen am Wirkort (CAWELLO und ANTONUCCI, 1997). Fiir die antibiotischen
Arzneimittel sind hierbei insbesondere die Konzentrationen in der interstitiellen
Gewebsfliissigkeit am Infektionsort relevant. Da diese nur schwer experimentell
bestimmt werden konnen, wird eine Abschédtzung iiber die erreichten Blutplas-
makonzentrationen anhand der pharmakokinetischen Parameter der Wirkstoffe
vorgenommen. Die Bestimmung der Wirkstoffkonzentrationen in Gewebehomoge-
naten ist dagegen oft weniger aussagekriftig, da es hier zu einer Vermischung der
interstitiellen, intrazelluldren und intravaskuldren Kompartimente kommt (CRAIG,
1998). Die Pharmakodynamik beschreibt den antimikrobiellen Effekt, welcher
durch die vorliegende Wirkstoffkonzentration hervorgerufen wird (CRAIG, 2003).
Er wird nicht nur von der antimikrobiellen Potenz des Antibiotikums und der
Gesamtexposition des Erregers, sondern auch von der Form und dem zeitlichen
Verlauf der Konzentrations-Zeit-Kurve beeinflusst (MOUTON et al., 2011).

Die antimikrobielle Aktivitdt von verschiedenen Wirkstoffen kann durch die Be-
stimmung der minimalen Hemmstoffkonzentration (MIC) abgeschitzt werden.
Hierbei wird jeweils die Effektivitit eines bestimmten Antibiotikums gegeniiber
einer individuellen Bakterienspezies, bzw. gegeniiber einem einzelnen Isolat oder
Bakterienstamm bestimmt (TURNIDGE und PATERSON, 2007). Die MIC wird in-vitro
bestimmt und ist definiert als die kleinste Konzentration eines antimikrobiellen
Wirkstoffes, welche das sichtbare Bakterienwachstum noch hemmt. Die Inkubation
der verschiedenen Wirkstoffverdiinnungen mit den Bakterien erfolgt dabei in
der Regel tiber Nacht (ANDREWS, 2001). Hierfiir werden verschiedene Methoden,
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insbesondere der Agar-Gel-Diffusionstest oder das Bouillon-Dilutions-Verfahren
genutzt (WIEGAND et al., 2008). Wahrend die MIC lediglich die Inhibition des
Bakterienwachstums bei einer bestimmten Arzneimittelkonzentration anzeigt,
kann der bakterizide Effekt von Stoffen zusatzlich noch durch die minimale
bakterizide Konzentration (MBC) beschrieben werden. Hier werden die Bakterien-
populationen im Anschluss an eine Inkubation mit verschiedenen Verdiinnungen
des Antibiotikums in Abwesenheit des Wirkstoffes weiter kultiviert. Die MBC ist
die kleinste Konzentration, welche ein erneutes Bakterienwachstum verhindert,
die Erreger also abgetttet hat (ANDREWS, 2001). Die in-vitro bestimmten MIC und
MBC-Werte konnen spéater mit den in-vivo im Blut oder in speziellen Geweben
erreichten Wirkstoffspiegeln verglichen und so die therapeutische Effektivitat der
verabreichten Dosis abgeschidtzt werden (TURNIDGE, 1998).

Eine erste Einteilung der antimikrobiellen Wirkstoffe erfolgt durch die Charakteri-
sierung ihrer Wirkung auf Bakterien. Sie ist entweder bakteriostatisch oder bak-
terizid. Die bakteriostatischen Substanzen hemmen das Wachstum der Bakterien.
Ihre endgiiltige Elimination muss aber durch kopereigene Abwehrmechanismen
erfolgen. Bakterizide Antibiotika, zu denen auch die Penicilline gehoren, bewirken
dagegen in ausreichend hohen Konzentrationen eine Abtétung der Erreger (LE-
VISON und LEVISON, 2009). Fiir diese Wirkstoffe liegt die MBC iiblicherweise in
einem dhnlichen Konzentrationsbereich bzw. innerhalb einer 1:2 Verdiinnungsstufe
zur MIC (TURNIDGE, 1998). Die Effektivitat der bakteriziden Antibiotika kann
dabei entweder von der Dauer der Wirkstoffexposition (zeitabhéngig bakterizide
Wirkstoffe), der erreichten Spitzenkonzentration des Wirkstoffes (konzentrations-
abhédngig bakterizide Wirkstoffe) oder von beiden Parametern abhdngen (Abb.
2.3).

Die Penicilline zdhlen zu den zeitabhdngigen Antibiotika. Um eine antibakterielle
Wirkung zu erzielen, muss am Infektionsort eine ausreichend hohe Wirkstoff-
konzentration iiber eine bestimmte Zeitspanne zwischen zwei Applikationsinter-
vallen aufrechterhalten werden. Der maximale bakterizide Effekt wird bei einer
Konzentration der 3 — 4fachen MIC erreicht. Eine weitere Erh6hung der Wirkstoff-
konzentration fiihrt zu keiner weiteren Zunahme der antibakteriellen Aktivitat
(TURNIDGE, 1998). Ein postantibiotischer Effekt (PAE), bei dem das Wachstum

der Erreger auch nach dem Unterschreiten der MIC weiter gehemmt bleibt, ist
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Coa/ MIC, konzentrationsabhingige Antibiotika
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t > MIC, zeitabhingige Antibiotika
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Abbildung 2.3: Beispielhafte Darstellung der Konzentrations-Zeit-Kurve eines
antimikrobiellen Wirkstoffes im Blutplasma. Die Wirkung von zeitabhiangigen
Antibiotika wird vor allem durch den Zeitraum des Kurvenverlaufs oberhalb der
minimalen Hemmstoffkonzentration (t > MIC) bestimmt. Die Wirkung
konzentrationsabhdngiger Antibiotika ist abhdngig von der maximal erreichten
Plasmakonzentration (Cpmax).Beim Mischtyp ist die Flache unter der Kurve (AUC) oberhalb
der MIC ausschlaggebend.

tiir Penicilline in-vivo nur fiir Staphylokokken beschrieben. Bei gramnegativen
Erregern wird kein PAE beobachtet (CRAIG, 1998; ZHANEL et al., 1991). Um eine
effektive Bekdmpfung der Erreger zu ermoglichen, sollten die Wirkstoffkonzen-
trationen am Infektionsort nicht kontinuierlich sondern nur tiber einen Zeitraum
von 40 — 50 % eines Dosierungsintervalls iiber der MIC liegen (FRIMODT-MOLLER,
2002; LEVISON und LEVISON, 2009). Hierdurch wird gewéhrleistet, dass nach dem
Unterschreiten der MIC die Keime wieder zu proliferieren beginnen, damit sie
aufgrund der Wirkvoraussetzungen der Penicilline bei der ndchsten Dosis erfasst
werden konnen. In der Regel kommt es hierdurch in-vivo zu einem ausreichend
starken bakteriostatischen Effekt, um eine klinische und bakteriologische Heilung
herbeizufithren (CRAIG, 1998). Nur bei Vorlage einer profunden Neutropenie
werden Blutplasmakonzentrationen oberhalb der MIC fiir einen Zeitraum von
90 — 100 % des Dosierungsintervalls benétigt. Fiir Staphylokokken ist die bendtigte
t > MIC aufgrund des PAE verringert (TURNIDGE, 1998).
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Zu den konzentrationsabhidngigen Antibiotika zdhlen unter anderem die Amino-
glykoside. Je hoher die erreichte Spitzenkonzentration, desto starker ausgepragt
ist ihr bakterizider Effekt. Eine Voraussage iiber die therapeutische Effektivitait
verschiedener Dosierungsschemata erlaubt hier die Bestimmung der C,,,x im Ver-
haltnis zur MIC (MCKINNON und DAVIS, 2004). Fluorchinolone schliefslich bilden
eine Mischgruppe. Fiir die Beurteilung ihrer therapeutischen Wirksamkeit wird das
Verhiltnis der AUC (area under the curve) zur MIC herangezogen. Fluorchinolone
wirken umso besser, je grofier die Gesamtmenge des Wirkstoffes oberhalb der MIC
uber einen bestimmten Zeitraum ist (AHMAD et al., 2016).

2.4 Nachweisverfahren

2.4.1 Mikrobiologische Verfahren

Mikrobiologische Verfahren zum Nachweis von Antibiotika beruhen im Wesentli-
chen auf der Hemmung des Wachstums eines Indikatorbakteriums in Anwesenheit
antibiotischer Wirkstoffe. Diese Testverfahren wurden in der Mitte des letzten
Jahrhunderts parallel zur Entwicklung kommerziell hergestellter Antibiotika ein-
gefiihrt (HEWITT und VINCENT, 1989). Eine hdufig genutzte Methode ist der
Agar-Gel-Diffusionstest, bei dem zunéchst das Indikatorbakterium flachig auf
eine Agarplatte aufgebracht wird. In der Folge wird dann ein Antibiotikum bzw.
das Probenmaterial, zum Beispiel Blutplasma oder Milch, an einzelnen Stellen
der Platte aufgetragen. Dies kann entweder durch Auflegen von Plédttchen (disk
diffusion) (ZIESING et al., 2012) oder durch Auftragen antibiotikahaltiger Losun-
gen in ausgestanzte Vertiefungen im Agar (well diffusion) geschehen (MAGALDI
et al., 2004). Soll fliissiges Probenmaterial zielgenau aufgetragen werden, konnen
auch metallische Zylinder genutzt werden, welche auf den Agar gesetzt und
dann befiillt werden. Wahrend der folgenden Inkubationsphase diffundieren die
aufgebrachten Substanzen im Agar und fiihren bei antibiotischer Wirkung zu
einer Hemmung des mikrobiellen Wachstums (FINN, 1959). Der Durchmesser
des ausgebildeten Hemmbhofes ist proportional zu der in der Probe enthaltenen
Wirkstoffmenge. Soll diese genauer quantifiziert werden, miissen gleichzeitig
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Standardverdiinnungen mit bekannter Antibiotikakonzentration untersucht wer-
den. In einer frithen pharmakokinetischen Untersuchung wurde der Agar-Gel-
Diffusionstest zur Quantifizierung von Penicillin G in Putenserum herangezogen
(HIRSH et al., 1978). Als Indikatorbakterien dienten Bacillus subtilis und Sarcina lutea.
Aus einer Standardverdiinnungsreihe von Penicillin G wurde durch Auftragen
der enthaltenen Penicillinkonzentration gegen den Durchmesser des gebildeten
Hemmbhofes eine Standardkurve erstellt und anhand dieser die in den Proben
enthaltenen Penicillinkonzentrationen abgelesen. Auch eine 1987 bei Tauben durch-
gefiihrte Studie nutzte einen auf Bacillus subtilis basierenden mikrobiologischen
Assay (DORRESTEIN et al., 1987).

Fiir die Arzneimittelzulassung wurden die mikrobiologischen Testverfahren weit-
gehend durch chromatographische (HPLC; LC-MS/MS) und immunologische
Verfahren (ELISA) ersetzt. Mikrobiologische Verfahren sind weiterhin als Teil
von Screening-Untersuchungen zum Nachweis von Arzneimittelriickstinden in
Lebensmitteln (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2008; POPELKA et al., 2005) sowie
bei der Bestimmung der antibakteriellen Aktivitdt von Antibiotika (BALOUIRI
et al., 2016) und der Sensitivitatspriifung von Erregern gegeniiber verschiedenen
antibiotischen Wirkstoffen relevant (TURNIDGE und PATERSON, 2007).

2.4.2 Flussigkeitschromatograpie

Fiir den Nachweis von Penicillinen in Korperfliissigkeiten, Geweben oder in
wassriger Losung werden vor allem fliissigkeitschromatographische Verfahren
(LC, liquid chromatography; HPLC, high performance liquid chromatography) verwendet.
In der modernen Analytik wird dabei in der Regel durch die Kopplung einer
HPLC mit zwei Massenspektrometrie-Einheiten zu LC-MS/MS-Systemen eine
hohe Sensitivitat und Spezifitit in Verbindung mit kurzen Analysezeiten erreicht.
Fliissigkeitschromatographische Verfahren werden fiir unterschiedliche Zwecke
eingesetzt, zum Beispiel zum Nachweis von Arzneimittelriickstinden in Lebens-
mitteln tierischen Ursprungs, in der Qualitatspriifung fiir Arzneimittel und in
der klinischen Diagnostik (CARVALHO, 2012; MASIA et al., 2016; SAMANIDOU
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et al., 2006b). Auch im Rahmen der Arzneimittelzulassung gelten chemische Nach-
weismethoden wie die HPLC als bevorzugte Analyseverfahren zur Durchfiihrung
pharmakokinetischer Untersuchungen (EMEA, 2000).

Wie alle chromatographischen Verfahren basiert die HPLC auf der Auftrennung
von Stoffgemischen in ihre einzelnen Komponenten, welche anschlieffend von
einem Detektionssystem individuell erfasst werden (HUPE, 1985). Die Auftrennung
der verschiedenen Stoffe erfolgt dabei zwischen einer mobilen und einer stationdren
Phase. Die mobile Phase bewegt sich in einer konstanten Geschwindigkeit durch
die stationdre Phase, die Interaktion der verschiedenen Stoffe mit den beiden
Phasen bestimmt ihre Retentionszeit auf der Sdule und damit den Zeitpunkt ihrer
Detektion. Der qualitative Nachweis der Substanzen basiert auf ihren charakteristi-
schen Retentionszeiten (Abb. 2.4). Eine Quantifizierung kann aufgrund der Flache
unter der Kurve des Chromatogrammes erfolgen (FORNSTEDT et al., 2015).

Signal
\ %3

Sy

/ -
Zeit

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung eines Chromatogramms. Die Totzeit ty
entspricht der Zeitdauer, welche eine nicht retardierte Substanz zum Durchwandern der
stationdren Phase benotigt. Sie ist fiir alle Substanzen gleich. P1 ist der Peak des nicht
retardierten Losungsmittels. P2 und P3 sind die Peaks zweier Analyten. Sie weisen jeweils
typische Retentionszeiten auf (tr;/tr2), welche ihre qualitative Differenzierung
ermdglichen. Eine Quantifizierung kann anhand der Flache unter Kurve (AUC) erfolgen.
Grafik modifiziert nach Hupe (1985)
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Fiir die Detektion der Stoffe stehen verschiedene Systeme zur Verfiigung, zum
Beispiel UV-Detektoren, Fluoreszenz- oder Radioaktivitdtsdetektoren oder eine
Kopplung der HPLC mit Massen (MS)-, Infrarot (IR)- oder Kernspinresonanz-
spektrometrie (NMR). Die Auswahl des verwendeten Systems beruht auf den
spezifischen Charakteristika der zu untersuchenden Substanz, der erforderlichen
Sensitivitdt (gewiinschte Nachweisgrenze), der Kompatibilitdt mit dem verwende-
ten HPLC-System sowie der Verfiigbarkeit im jeweiligen Labor (SWARTZ, 2010).

In der Literatur ist eine Vielzahl von HPLC-Methoden zum Nachweis von Penicilli-
nen u.a. in Blutplasma, Urin, Kérpergeweben, Fermentationsbouillon, pharmazeu-
tischen Formulierungen und Wasser beschrieben. Die genutzten Verfahren, Metho-
den der Probenvorbereitung, Nachweislimits und verwendete Detektionssysteme
wurden in einem Ubersichtsartikel verglichen (SAMANIDOU et al., 2006a). Hiernach
werden bei 90 % der beschriebenen Methoden C;s-Sdulen mit einer auf Silicagel
basierenden stationdren Phase genutzt. Als mobile Phase werden Mischungen von
Methanol oder Acetonitril in verschiedenen biologischen Puffern verwendet. Die
Vorbereitung der Proben erfolgt vor allem tiber Fliissig-Fliissig-Extraktion (42 %),
Festphasenextraktion (38 %), Proteinprazipitation (10 %) und Ultrafiltration (5 %).
Als Detektionssystem wurde in 76 % der Fille ein UV-Detektor genutzt, die verwen-
dete Wellenlédnge liegt tiblicherweise in einem Bereich von 200 — 280 nm. Weitere
Nachweismethoden umfassen die Massenspektrometrie, sowie elektrochemische,
radiologische und fluoreszenzbasierte Detektionsmethoden. Bei der Nutzung von
Fluoreszenz-Detektoren ist zu beachten, dass diese in vielen Fillen nicht zwischen
den Penicillinen und ihren Metaboliten, den verschiedenen Penicilloinsduren,
diskriminieren, sodass hier hohere scheinbare Konzentrationen nachgewiesen
werden konnen (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2008).

Fiir das Wirtschaftsgefliigel wurden HPLC-Verfahren bisher sowohl zum Nachweis
von Penicillinen in verschiedenen Korpergeweben, hier vor allem im Hinblick
auf Antibiotikariickstdnde in essbaren Geweben, als auch zur Quantifizierung
von Blutplasma- und Serumkonzentrationen im Zuge von pharmakokinetischen

Untersuchungen genutzt.
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Nachweis von Penicillinen in Kérpergeweben

Von Interesse sind insbesondere die geméfs EU-Verordnung Nr. 37/2010 in Bezug
auf zuldssige Riickstandshochstmengen regulierten Penicilline (EU, 2010). Hierzu
zdhlen Amoxicillin/ Ampicillin und Penicillin G mit Héchstmengen von 50 ng/kg
in Muskel, Leber, Niere und Fett (gilt fiir alle lebensmittelliefernden Tierarten).
Fiir Penicillin V wurden fiir Gefliigel und Schwein die Riickstandshdchstmengen
auf jeweils 25 png/kg fiir die o.g. Geweben festgesetzt. Weiterhin existieren Riick-
standshochstmengen fiir die fiir das Wirtschaftgefliigel irrelevanten Wirkstoffe
Cloxacillin/Dicloxacillin, Oxacillin und Nafcillin.

Verschiedene HPLC-Methoden, sowohl zum Nachweis einzelner Penicilline als
auch zur simultanen Messung mehrerer Wirkstoffe in einer Probe sind fiirs Ge-
fliigel beschrieben. Macarov et al. (2012) entwickelten ein LC-MS/MS-Verfahren
zur simultanen Bestimmung aller EU-regulierten Penicilline in Muskelgeweben
von Schwein, Rind und Huhn. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen lagen
fiirs Huhn bei < 0,1 und 0,3 pg/kg fiir Penicillin G und Penicillin V, sowie bei
<1 und 3 png/kg fiir Amoxicillin. Eine LC-MS/MS-Methode zum Nachweis von
Penicillin V in essbaren Geweben (Muskel, Leber, Niere, Haut mit anheftendem
Fett) zeigte eine Bestimmungsgrenze von 11,6 ng/kg beim Huhn und 11,2 ng/kg
bei der Pute. Die Nachweisgrenze lag beim Huhn bei 0,6 ng/kg im Muskel,
0,7 ng/kg in der Niere, 1 ng/kg in der Leber und 0,9 ng/kg in der Haut (EU-
ROPEAN MEDICINES AGENCY, 2005). Weitere Methoden zum Nachweis von Peni-
cillinen in Kérpergeweben des Gefliigels sind u.a. von Berendsen et al. (2013),
Hatano (2003) und Hermo et al. (2014) beschrieben. Auch diese basieren auf
LC-MS-Verfahren.

Nachweis von Penicillinen im Blut

Mehrere Studien zum pharmakokinetischen Verhalten verschiedener Penicilline
beim Gefliigel nutzten HPLC-Verfahren zum Nachweis der Wirkstoffe im Blut-
plasma. Jerzsele et al. (2011) verwendeten eine Umkehrphasen-HPLC mit einer
Cys-Sdule und einem UV-Detektorsystem (220 nm) zum Nachweis von Amoxicillin

im Plasma von Puten. Die Plasmaproben wurden vor dem Auftragen mit Methanol
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deproteinisiert. Die Nachweisgrenze lag dabei bei 0,04 ng/ml, die Bestimmungs-
grenze bei 0,12 png/ml. Fiir Plasma von Hithnern wurde von denselben Autoren
eine Bestimmungsgrenze von 0,16 ng/ml bestimmt (JERZSELE et al., 2009). Weitere
Studien, die ebenfalls ein HPLC-System mit einem UV-Detektorsystem nutzten,
zeigten in Hiithnerplasma dhnliche Bestimmungsgrenzen von 0,09 - 0,15 ng/ml
(ABO EL-SO0UD et al., 2004; KANDEEL, 2015). Ermittelte Nachweisgrenzen lagen
je nach Studie im Bereich von 0,08 - 0,1 ng/ml (ANADON et al., 1996; CARCELES
et al., 1995; KANDEEL, 2015).

2.4.3 Immunologische Verfahren

Der Nachweis von Substanzen durch Immunoassays beruht auf spezifischen
Antikorper-Antigen-Reaktionen. Der zu messende Analyt kann dabei als Antigen
fungieren Es konnen umgekehrt aber auch Antikoérper mit spezifischen Antigenen
nachgewiesen werden. Nach Mischung der beiden Komponenten kommt es zur
Bildung von Antikorper-Antigen-Komplexen. Der nicht gebundene Anteil der
Probe wird durch einen Waschschritt entfernt und anschliefiend die gebundene
Menge des Analyten bestimmt (DARWISH, 2006). Die Messung des gebundenen
Analyten erfolgte bei den ersten entwickelten Immunoassays durch eine Kopplung
des Detektionsantikorpers an radioaktive Substanzen (RIA, Radioimmunoassay).
Spater wurden dann Verfahren entwickelt, welche auf einer Enzym-vermittelten
Farbreaktion beruhen (EIA/ELISA, enzyme immunoassay / enzyme-linked immuno-
sorbent assay) (LEQUIN, 2005). Weitere Nachweisverfahren beruhen auf Kopplung
von fluoreszierenden (FIA, Fluoroimmunoassay) und chemielumineszierenden
(CLIA, Chemielumineszenz Immunoassay) Substanzen oder von in Liposomen
verpackten Markern (LIA, Liposom Immunoassay) (DARWISH, 2006).

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Grundlage Enzym-basierter Inmunoassays bildet eine feste Phase, zum Bei-
spiel eine Mikrotiterplatte, an welche sich der Analyt entweder direkt bindet oder
welche zuvor mit einem gegen den Analyten gerichteten Antikdrper beschichtet

wurde. Der Analyt befindet sich in einer fliissigen Phase. Je nach Probe kénnen dies
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z.B. Pufferlosungen, Blutplasma, Urin, Milch oder anderes fliissiges Probenmaterial
sein. Nach dem Auftragen auf die Platte kommt es zur Bindungsreaktion und der
immobilisierte Analyt kann durch einen Enzym-gekoppelten Detektionsantikorper
nachgewiesen werden (direkter ELISA). Beim indirekten ELISA wird der Analyt
nach Bindung auf der Platte zunédchst an einen spezifischen primédren Antikorper
gebunden, welcher seinerseits mit einem sekundéren, Enzym-gekoppelten Antikor-
per reagiert. In diesem Fall kann der Detektionsantikorper fiir verschiedene ELISAs
genutzt werden, da er keine Antigen-Spezifitit besitzen muss (SHAH und MAGH-
SOUDLOU, 2016). Von einem Sandwich-ELISA spricht man, wenn das Antigen (der
Analyt) zwischen zwei Antikorpern gebunden wird. Hier ist die Mikrotiterplatte
mit einem spezifischen, gegen den Analyten gerichteten Antikdrper beschichtet.
Die Detektion mit einem zweiten Antikdrper kann wiederum direkt oder indi-
rekt erfolgen (CROWTHER, 2001). Voraussetzung ist das Vorhandensein von zwei
Antikdrperbindungsstellen auf dem Antigen. Niedermolekulare Substanzen, wie
die Penicilline, konnen daher nicht mit dieser Versuchsanordnung nachgewiesen
werden (LITz, 1995). Fiir ihre Bestimmung wird daher meist ein kompetitiver
ELISA verwendet, bei dem der Analyt mit einem Enzym-gekoppelten Antigen um
Bindungsstellen am Antikorper konkurriert. Je hoher die Konzentration des Analy-
ten in der Probe, desto weniger Enzym-gekoppeltes Antigen wird vom Antikdrper
gebunden und desto geringer ist die nach Zugabe des Enzymsubstrates entstehende
Farbreaktion. Im Gegensatz zum Sandwich-ELISA ist die Farbintensitit indirekt
proportional zur Konzentration des Analyten (COX et al., May 2012 (Updated Dec
2014).

Nachweis von Penicillinen

Immunoassays zum Nachweis von Penicillinen werden in der Tiermedizin bisher
vor allem im Rahmen der Riickstandsuntersuchung von Lebensmitteln tierischen
Ursprungs auf Antibiotika genutzt. Neben dem klassischen ELISA kommen hier un-
ter anderem auch lateral flow immunoassays (LFA) zum Einsatz, welche eine schnelle
und einfache Methode zum Screening von Proben darstellen (CHAFER-PERICAS
et al., 2010; CHEN et al., 2016). Verschiedene neuere Publikationen beschiftigen
sich vor allem mit dem Nachweis von Penicillinen in Milch (CHEN et al., 2016;
GRUBELNIK et al., 2001; JTAO et al., 2013; STRASSER et al., 2003). Auch kommerzielle
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ELISA-Kits zum Nachweis von Penicillinen in essbaren Geweben, Milch, Eiern und
Shrimps sind verfiigbar.

Zur Messung von Penicillin-Konzentrationen in Blutplasma oder -serum wurden
bisher nur selten ELISA-Systeme verwendet. In zwei Untersuchungen wurde ein
semiquantitativer ELISA genutzt, um Penicillin G, Ampicillin und Amoxicillin im
Plasma von Schweinen und Rindern nachzuweisen. Die gemessenen Werte (posi-
tiv/negativ) sollten am lebenden Tier einen Riickschluss auf mogliche Riickstande
in den anderen Korpergeweben ermdoglichen (LEE et al., 2000, 2001). Hierfiir wurde
ein kommerzieller ELISA zum Nachweis von Penicillinen in Milch fiir die Nutzung
mit Plasma adaptiert. Ein quantitativer ELISA zum Nachweis von Amoxicillin
wurde aufierdem im Rahmen einer pharmakokinetischen Studie im Taubenmodel
zur Bestimmung der Penicillinkonzentrationen im Blutplasma und in der Pectoral-
und Femoralmuskulatur (iiber Mikrodialyse) genutzt. Der selbstentwickelte ELISA
wurde mit Rinderserum, -urin und -milch validiert. Im Serum wurde dabei eine
Nachweisgrenze von 4,8 ng/ml und eine Wiederfindungsrate von 93 — 98 % be-
stimmt. Die Inter-Assay-Variabilitdt in PBS-Puffer lag bei 0,6 — 8,9 % (YEH et al.,
2008).
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Angaben zu den genutzten Antikorpern und Enzymen, den Penicillinen, sowie zur

Herstellung der Pufferlosungen sind den jeweiligen Methodenkapiteln angeglie-

dert (3.2.3 - 3.2.6, 3.6.4). Die Beschreibung der verwendeten Softwareprogramme

und weiterer Verbrauchsmaterialen findet sich jeweils an relevanter Stelle im

Text.

3.1.1 Chemikalien

Aceton (C3HgO)
Casein

Citronensaure-Monohydrat
(CeH3O7 - H2O)

Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat
(NazHPO4 -2 HZO)

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat
(KH,POy)

Kaliumhydroxid (KOH)
Methanol (CH40O)

Natriumcarbonat (Na,COs3)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Chemie, Deisenhofen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat-
Dihydrat
(NaH2PO4 -2 HzO)

Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO:s)

Salzsaure rauchend 37 % (HCI)
3,3°,5,5" — Tetramethylbenzidin

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
(C6H5Na3O7 -2 HzO)

Tris-HCl1 (C4H11N03 . HCI)
Tween® 20

Tween® 80

Wasserstoffperoxid 30 % (H,O,)

3.1.2 Gerate

Eismaschine AF 100

ELISA-Reader Tecan Spectra

Rainbow

Gefrierschrank -80 °C GFL

Gefrierschrank -20 °C Liebherr
Kleinschiittler KM 2

Kiihlschrank Liebherr

40

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GbmH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Scotsman ICE Systems Frimont S.P.A., Mailand,

Italien

Tecan Group Ltd., Mdnnedorf, Schweiz

GFL (Gesellschaft fiir Labortechnik mbH),
Burgwedel

Liebherr Hausgerdate GmbH, Ochsenhausen
Edmund Biihler GmbH, Hechingen

Liebherr Hausgerdte GmbH, Ochsenhausen
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Magnetriihrer Ikamag®Ret-GS

Mehrkanalpipette VWR
Signature™ Ergonomic High

Performance 8-Channel Pipettor

20-200 pl

Milli-Q® Reagent Water System

pH-Meter WTW ph522

Pipetten Eppendorf Research®
0,5-5000 pl

Spectrophotometer Hitachi
U-3200

Vortex Heidolph Reax 1

Waage Mettler Toledo
Feinwaage H54AR/9

Waage Sartorius excellence
E200D
Zentrifuge Hettich Mikro 120

Zentrifuge Hettich Rotofix 32

Zentrifuge Minifuge RF

Zentrifuge VWR MegaStar 600 R

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen i. Br.

VWR International GmbH, Darmstadt

Millipore S.A., Molsheim, Frankreich

Wissenschaftlich-technische Werkstitten,
Weilheim

Eppendorf AG, Hamburg

Scientific Instruments, Schwib. Gmiind

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Mettler-Toledo GmbH, Giefsen

Sartorius GmbH, Gottingen

Hettich Lab Technology, Andreas Hettich GmbH
& Co. KG, Tuttlingen

Hettich Lab Technology, Andreas Hettich GmbH
& Co. KG, Tuttlingen

Heraeus Sepatech GmbH, Hanau

VWR International BVBA; Leuven, Belgien
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3.2 ELISA

Zur Bestimmung der Konzentration von drei verschiedenen Penicillinen — Penicillin
G, Penicillin V und Amoxicillin — im Blutplasma von Puten wurde ein Enzym-

gekoppelter Inmunbindungsassay (ELISA) genutzt.

Basis jeden ELISAs ist eine Antigen-Antikdrper-Reaktion. In diesem Fall wurden
zwei monoklonale Antikorper verwendet, die urspriinglich gegen Ampicillin ent-
wickelt wurden. Die Antikorper zeigen jedoch auch eine mehr oder weniger stark
ausgepragte Kreuzreaktion gegeniiber weiteren Penicillinen und kénnen somit fiir
deren Nachweis verwendet werden (DIETRICH et al., 1998). Fiir den Nachweis von
Penicillin G und Penicillin V wurde der monoklonale Antikorper mAk 1F1, fiir den
Nachweis von Amoxicillin der monoklonale Antikorper mab 3B5 verwendet. Die
Antikorper wurden in einem kompetitiven ELISA verwendet. Hierbei konkurriert
ein an eine Meerrettichperoxidase (HRP) gebundenes Ampicillin mit den in den
Plasmaproben enthaltenen Penicillinen um die Bindungsstellen an den monoklona-
len Antikérpern. Die Meerrettichperoxidase ist ein Enzym, welches nach Zugabe
eines spezifischen Substrates eine Farbreaktion katalysiert. Nach fotometrischer
Bestimmung der Farbintensitdt konnen so die Penicillinkonzentrationen der Proben
bestimmt werden. Eine hohe Penicillinkonzentration in der Probe fiihrt in diesem
Nachweissystem durch Verdrangung des Antigen-Peroxidase-Konjugats von den
Antikorperbindungsstellen zu einer geringeren Farbreaktion. Bei einer niedrigeren

Konzentration kann eine stdrkere Farbreaktion gemessen werden.

3.2.1 Durchfiihrung

Zunéchst wurden Mikrotiterplatten (Nunc Immuno™-Plates, MaxiSorp™, 96-well)
mit einem selbst hergestellten Kaninchen-anti-Maus-IgG Antikorper beschichtet.
Der Antikorper wurde auf 10 pg/ml in Bicarbonatpuffer (pH 9,6) verdiinnt und pro
Well 100 ul der Losung aufgetragen. Die Platten wurden fiir 2 Tage im Kiithlraum

inkubiert und anschlieffend bis zur Nutzung im Kiihlschrank gelagert.
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Zur Durchfiihrung des ELISAs wurden die Platten dann zundchst mit 3 % Casein
in PBS geblockt, um die freien Bindungsstellen abzusittigen. Nach einer Inkubation
von 45 min wurde das Casein durch dreimaliges Waschen der Platte entfernt und
der monoklonale Antikorper aufgetragen.

Verwendete Konzentrationen: mAk1F1 — 80ng/mlin PBS

mab 3B5 — 400 ng/ml in PBS

Es wurden jeweils 100 ul/Well aufgetragen und die Platte fiir 60 min bei Raumtem-

peratur inkubiert.

Nach einem erneuten Waschschritt (4-mal) wurden Standardverdiinnungen der
Penicilline zur Erstellung einer Standardkurve sowie die zu untersuchenden
Plasmaproben jeweils in Dreifachbestimmung aufgetragen (50 pl/Well). Direkt im
Anschluss wurde die Ampicillin-gekoppelte Meerrettichperoxidase (Ampi-C-HRP)
in 1 % Casein verdiinnt und ebenfalls in die Vertiefungen pipettiert (je 50 nl).

Verwendete Konzentrationen: Pen G/V — 1:10.000 —1 :30.000

Amoxicillin — 1:10.000 — 1 : 15.000

Die Platte wurde wiederum fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert, danach

folgte ein erneuter Waschschritt (5-mal) und das Aufbringen der Substratlosung
(100 ul/Well).

Substratlosung: 550 pl TMB in 11 ml H,O,-Puffer

Es kommt zu einer durch die Peroxidase katalysierten Farbreaktion, welche nach
ca. 20 min, bei Erreichen einer ausreichend hohen Farbintensitét, durch Zugabe
von 1 M Salzsdure gestoppt wurde. Anschlieffend wurde die Intensitit der Farbung
im Photometer (ELISA-Reader Tecan Spectra Rainbow mit Software TECAN easyWIN
kinetics V6.0a) quantifiziert. Die Messungen erfolgten bei einer Wellenldnge von

450 nm, mit einem Interferenzfilter von 620 nm.

Die fiir den ELISA verwendeten Puffer und Losungen, Inkubationszeiten und

aufgetragene Volumina orientierten sich an einem am Lehrstuhl fiir Hygiene und
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Technologie der Milch der Tierdrztlichen Fakultdt der Universitdt Miinchen ent-
wickelten ELISA-Protokoll (L1TZ, 1995), welches dort vor allem fiir den Nachweis

von Penicillinriickstinden in Milchproben verwendet wird.

Die benotigten Konzentrationen von Antikdrpern und Meerrettichperoxidase
(HRP) wurden mittels Schachbretttitration ermittelt.

3.2.2 Erstellung der Standardkurve

Aus den im Photometer gemessenen Extinktionen wurden mithilfe einer Standard-
kurve die in den Proben enthaltenen Penicillinkonzentrationen berechnet. Fiir die
Standardkurve wurde aus einer Stammldsung des jeweils untersuchten Penicillins
eine 1:3 Verdiinnungsreihe in PBS in einem Konzentrationsbereich von 0,823 —
200 ng/ml erstellt und auf jede Platte gleichzeitig mit den untersuchten Proben
aufgetragen. Nach Auslesung der ELISA-Platten wurden die Extinktionswerte E
durch Vergleich mit der Extinktion des Leerwerts E, (PBS-Puffer, entspricht 100 %
Extinktion) in relative Extinktionen umgewandelt. Die Standardkurve ergibt sich
dann durch Auftragung der dotierten Penicillinkonzentrationen gegen die gemes-
sene relative Extinktion (Abb. 3.1). Nun kénnen nach Berechnung der relativen
Extinktionen der Plasmaproben die zugehorigen Konzentrationen anhand der
Kurve interpoliert werden. Die Erstellung und Anpassung der Standardkurve tiber
eine nichtlineare Regression, sowie die Interpolation der Penicillinkonzentrationen
in den gleichzeitig untersuchten Plasmaproben wurde mit dem Softwareprogramm
GraphPad Prism 5.04 durchgefiihrt.

Ein Vergleich der Affinitdt der monoklonalen Antikorper gegeniiber verschiedenen
Penicillinen ist tiber die Bestimmung der ICs, oder 50 %-Werte moglich. Die ICs
beschreibt hierbei den Testmittelpunkt, also diejenige Konzentration, bei der 50 %
der Antikorperbindungsstellen mit Penicillinen besetzt sind (LAMAR, 2007). Bei
Betrachtung der Standardkurve entspricht dieser der interpolierten Konzentration
bei einer relativen Extinktion von 50 %. Die anhand der in Abb. 3.1 dargestellten
Standardkurven bestimmten 50 %-Werte waren fiir mAk 1F1 und Penicillin G ein
ICsp von 13 ng/ml, fiir mAk 1F1 und Penicillin V ein ICs) von 29 ng/ml und fiir
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Abbildung 3.1: Darstellung von zwei typischen Standardkurven fiir Penicillin G/
Penicillin V und Amoxicillin. X-Achse: Konzentration in ng/ml. Y-Achse: Extinktion als
Quotient aus E/E,.

mab 3B5 und Amoxicillin ein ICsy von 24,5 ng/ml. Penicillin G weist also die
hochste Affinitdt zu seinem monoklonalen Antikorper auf.

Anhand der Standardkurve kann auferdem bereits der Arbeitsbereich des ELISAs
grob abgeschitzt werden.Fiir alle drei Penicilline ist mit dem verwendeten ELISA

prinzipiell eine Analyse von Proben in einem Arbeitsbereich von ca. 1 — 200 ng/ml
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moglich. In hoheren Konzentrationen sind die Antikdrperbindungsstellen zuneh-
mend mit Penicillin abgesittigt, so dass die Extinktion nicht weiter proportional zur
Konzentrationszunahme absinken kann. Im niedrigen Konzentrationsbereich wird
schliefdlich die Extinktion des Leerwerts erreicht. Ab diesem Punkt verlduft die
Kurve horizontal (durch die abgebildeten Standardkurven nicht mehr dargestellt).
Der genaue Arbeitsbereich, sowie der Einfluss der untersuchten Probenmatrix
(Blutplasma) werden im Rahmen der Besprechung der Validierung des Testsystems

definiert.

3.2.3 Verwendete Antikorper und Enzyme

Das zur Beschichtung der ELISA-Platten genutzte polyklonale anti-Maus-IgG
wurde im Kaninchen hergestellt. Die monoklonalen Antikérper mAk 1F1 und
mab 3B5 sowie die Ampicillin-gekoppelte Meerrettichperoxidase, Ampi-C-HRP,
3,84 mg/ml, wurden am Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der Milch der
Tierarztlichen Fakultat der Universitat Miinchen entwickelt (DIETRICH et al., 1998)
und von diesem zur Verfiigung gestellt.

3.2.4 Herstellung des Kaninchen-anti-Maus-lgG Antikorpers

Immunisierung

Der fiir die Beschichtung der ELISA-Platten verwendete anti-Maus-IgG Antikorper
wurde im Auftrag im Kaninchen hergestellt. Hierfiir wurden 2 Kaninchen der Rasse
ZIKA (Dr. Zimmermann GbR, Schweizerhof, 73453 Abtsgmiind-Untergroningen)
mit je 200 pg gereinigtem Maus-IgG (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
emulgiert in 1 ml Freund’s Inkomplettem Adjuvant (Imject® Freund’s Incomplete
Adjuvans, Thermo Scientific, Richmond, U.S.A.) grundimmunisiert. Anschlieffend
wurden die Tiere 6-mal im Abstand von je 3 Wochen mit je 150 pg Maus-IgG gelost
in physiologischer Kochsalzlosung geboostet. Regelmafsige Blutentnahmen (20 ml,

zentrale Ohrarterie) fanden jeweils 10 Tage nach der 3., 4. und 5. Injektion statt.
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Nach dem 6. Boost wurden die Tiere durch Herzpunktion unter Narkose entblu-
tet. Die Herstellung des Antikoérpers wurde bei der Regierung von Oberbayern
angezeigt (AZ: 55.2-1-54-2351.6-6-11).

Serumgewinnung

Das Blut wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur bis zur vollstandigen Gerin-
nung inkubiert, mithilfe eines Rachenspatels von der Wand geldst und tiber Nacht
bei 4 °C gelagert. Die Rohrchen wurden anschliefiend bei 8.000 x g fiir 20 min
zentrifugiert (Zentrifuge Hettich Rotofix 32), das Serum abgenommen, aliquotiert
und bei -30 °C gelagert.

Affinitatsreinigung

Zur Isolierung des Antikdpers aus dem gewonnenen Kaninchenserum wurde
eine sdulen-chromatografische Affinitdtsreinigung durchgefiihrt. Als Affinitats-
matrix diente an Cyanbromid-aktivierte Sepharose (CNBr-activated Sepharose™
4B, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) gekoppeltes Maus IgG (1 mg/ml).
Als Wasch- und Ladepuffer wurde 20 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) verwendet.
Das Kaninchenserum wurde zundchst im Verhiltnis 1:2 mit dem Phosphatpuffer
verdiinnt und mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/min auf die Sdule aufgetragen.
Nach einem Waschschritt wurde der Antikérper mit 100 mM Citratpuffer (pH 2,5)
eluiert. Das Eluat wurde aufgefangen, sofort mit 1 M Tris-HCl (pH 9,4) neutra-
lisiert und die Konzentration im Photometer (Hitachi U-3200 Spectrophotometer)
bei einer Wellenldnge von 280 nm bestimmt. Bei einer Schichtdicke des Messge-
fafles von 1 cm entspricht der Antikorpergehalt in mg/ml dabei der gemessenen
Extinktion / 1,35.
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3.2.5 Puffer und Losungen

Bicarbonatpuffer, pH 9,4 - 9,8

Casein 3 % in PBS

Citratpuffer, pH 2,5

H,0O,-Puffer, pH 3,9 - 4

5xPBS,pH7,3-7,5

Phosphatpuffer, pH 7,41

48

1 ,59 g Na2C03
2,93 g NaHCO;
ad 1.000 ml H,O

3 g Casein
100 ml PBS
1 Stunde bei 100 °C riihren

Zweimalige Filterung

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (0,1 M)
mit Citronensdure-Monohydrat (0,1 M)
eingestellt auf pH 2,5

8,81 g Citronensdure-H,O
40 ml 1 m KOH

160 ml aqua-dest

pH einstellen mit KOH
65 nl H,O;

40 g NaCl

1 g KCl

7,2 g Na,HPO,-2 H,0O
1 g KH,PO,4

ad 1.000 ml H,O

2 ml Na,HPO, (0,4 M, pH 8,9)
500 ul NaH,PO; (0,4 M, pH 4,25)
ad 100 ml H,O
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Salzsadure

Substratlosung

TMB-Losung

Tris-HC11 M, pH 9,4

Waschldsung

1 mol/L

20 Teile H,O, - Puffer
1 Teil TMB-L6sung

50,4 mg 3,3,5,5" - Tetramethylbenzidin
1 ml Aceton

9 ml Methanol

60,5 g Tris-HCl
ad 500 ml H,O

8,55 ¢ NaCl
0,25 ml Tween® 20
ad 1.000 ml H,O

Alle Puffer und Losungen wurden mit Reinstwasser (Millipore) hergestellt.

3.2.6 Penicilline

Die Antibiotika-Stammldsungen zur Herstellung der Standardkurve wurden tag-

lich neu hergestellt. Hierzu wurde jeweils ca. 1 mg der Penicilline abgewogen und

nach Korrektur fiir den enthaltenen Salzanteil in einer entsprechenden Menge

PBS gelost, um eine Zielkonzentration von 1 mg/ml zu erhalten. Hieraus wurden

dann durch weitere Verdiinnung in PBS die jeweils benétigten Konzentrationen

hergestellt.
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Verwendete Penicilline:

* Penicillin G potassium salt
CAS: 113-98-4
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

* Penicillin V potassium salt
CAS: 132-98-9
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

* Amoxicillin
CAS: 26787-78-0
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

3.2.7 Schachbretttitration

Die Intensitédt der Farbreaktion im ELISA ergibt sich aus den verwendeten Kon-
zentrationen des monoklonalen Antikdrpers und der Peroxidase. Um das optimale
Verhiltnis der beiden Komponenten zu bestimmen, wurde eine Schachbretttitration
durchgefiihrt. Hierbei wird eine Verdiinnungsreihe des monoklonalen Antikorpers
in PBS gegen eine Verdiinnungsreihe der HRP, ebenfalls in PBS, aufgetragen.
In jeder Vertiefung der ELISA-Platte liegen die Reagenzien also in einem unter-
schiedlichen Verhiltnis zueinander vor. Nach dem Entwickeln des ELISAs konnen
so diejenigen Kombinationen bestimmt werden, bei denen eine Extinktion im

optimalen Bereich vorliegt (CROWTHER, 2001).

Zielvorgabe fiir den in dieser Arbeit genutzten ELISA war eine Extinktion von 1,0 —
1,3.

Durchfiihrung:

Zunéchst wurde eine 96-well Mikrotiterplatte nach dem Standardprotokoll mit
Kaninchen-anti-Maus-I1gG beschichtet und anschlieffend mit 3 % Casein geblockt. Im
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Monoklonaler Antikérper —
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Anfarbung einer ELISA-Platte nach
Schachbretttitration

ndchsten Schritt wurden in jeden Well 100 pl PBS vorgelegt. Die beiden verwen-
deten monoklonalen Antikérper wurden in PBS auf jeweils 2,56 pg/ml verdiinnt
und 100 pl der Verdiinnungen mit einer Mehrkanalpipette in jede Vertiefung der
Spalte 1 pipettiert. Nach dem Vermischen der beiden Losungen durch 5-maliges
auf und ab pipettieren wurden je 100 ul der Mischung entnommen und zu dem
vorgelegten PBS in die Vertiefungen der Spalte 2 gegeben. Dies wurde bis zu
Spalte 12 fortgesetzt, sodass am Ende eine 1:2 Verdiinnungsreihe des Antikorpers
vorlag.

Nach Inkubation bei Raumtemperatur fiir eine Stunde wurde die ELISA-Platte
gewaschen und das HRP-Konjugat aufgetragen. Zuvor wurden 50 pl PBS in jede
Vertiefung vorgelegt. Dies entspricht dem Volumen der Plasmaproben, welche
spater laut Protokoll zeitgleich mit dem Enzymkonjugat aufgetragen werden. Das
HRP-Konjugat wurde in 1 % Casein zunédchst auf 1:3.750 verdiinnt und dann eine
1:2 Verdiinnungsreihe angefertigt. Die Verdiinnungen wurden von Zeile A zu Zeile
G in abnehmender Konzentration aufgetragen. In Zeile H wurde keine Peroxidase
aufgetragen. Diese dient als Kontrolle und zeigt die Hintergrundfarbung der
Platte an. Die Platte wurde wiederum fiir eine Stunde inkubiert und dann nach
Standardprotokoll angefarbt und ausgelesen.
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3.3 Validierung des ELISA-Systems

Ziel von Validierungsverfahren ist es festzustellen, ob ein gewihltes Testsystem
geeignet ist, den gewiinschten Analyten in der jeweiligen Matrix (z.B. PBS, Blut-
plasma, Milch, Gewebe) mit ausreichender Genauigkeit nachzuweisen und zu
quantifizieren. In dieser Arbeit wurde der verwendete ELISA fiir den Nachweis
von Penicillinen im Blutplasma von Puten validiert. Die durchgefiihrten Validie-
rungsschritte orientieren sich dabei an den Anforderungen nach den Guidelines for
the Conduct of Pharmacokinetic Studies in Target Animal Species, welche von der EMA
(European Medicines Agency) herausgegeben wurden (EMEA, 2000). Genauere
Definitionen und Anforderungen an die durchgefiihrten Validierungsmethoden
finden sich in einer Leitlinie der ICH (International Conference on Harmonisation
of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use),
der ICH Harmonised Tripartite Guideline - Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology (ICH, 1994/96).

3.3.1 Spezifitat

Die Spezifitdt beschreibt die Fahigkeit eines Testsystems, die gesuchte Substanz
eindeutig zu bestimmen und gegeniiber anderen moglicherweise in der der Probe
enthaltenen Stoffen zu diskriminieren (ICH, 1994/96).

Fiir die Durchfiihrung von pharmakokinetischen Untersuchungen ist es insbeson-
dere wichtig, die Kreuzreaktivitit des verwendeten Antikdrpers mit den im Korper
entstehenden Hauptmetaboliten der untersuchten Arzneistoffe zu bestimmen, da
nur die Konzentration der aktiven Substanz im Blut erfasst werden soll. Aus diesem
Grund wurde fiir den monoklonalen Antikorper mAk 1F1 die Kreuzreaktivitat zu
Benzylpenicilloinsdure und Phenoxymethylpenicilloinsdure, fiir den monoklonalen
Antikorper mab 3B5 die Kreuzreaktivitat zu Amoxicilloinsdure und Amoxicillin
Diketopiperazin bestimmt. Zusatzlich wurde die Kreuzreaktivitiat von mAk 1F1 mit

Amoxicillin und von mab3B5 mit Penicillin G und Penicillin V bestimmt.
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Um die Kreuzreaktivitiat zu bestimmen, wurden verschiedene Standardkurven,
sowohl fiir die Zielsubstanz des jeweiligen Antikorpers als Referenz (fiir mAk 1F1
Penicillin G, fiir mab 3B5 Amoxicillin), als auch fiir jeden der gewahlten Metaboliten
erstellt und im ELISA bestimmt. Die Standardkurven wurden fiir einen Bereich von
0,823 — 200 ng/ml angelegt, die Verdiinnung erfolgte in PBS-Puffer. AnschlieSend
wurde die relative Kreuzreaktivitidt der Testsubstanzen durch den Vergleich der
Standardkurven ermittelt.

3.3.2 Linearitat

Um eine Analyse der Plasmaproben im Arbeitsbereich des ELISAs zu ermoglichen,
werden diese abhédngig von ihrer Ausgangskonzentration in unterschiedlichem
Mafie mit PBS-Puffer verdiinnt. Die gemessenen Konzentrationen einer jeden Probe
sollten dabei analog zum Grad ihrer Verdiinnung abfallen, sodass sich unabhingig
von der Verdiinnungsstufe die gleichen Endkonzentrationen berechnen lassen. In
diesem Fall liegt eine Linearitdt von 100 % vor.

Zur Bestimmung der Linearitdt wurden Plasmaproben aus den pharmakokine-
tischen Untersuchungen genutzt, die eine hohe Konzentration der Penicilline
aufwiesen. Von diesen wurden jeweils 1:2 Verdiinnungsreihen in PBS erstellt. Dabei
wurden diejenigen Proben ausgewihlt, welche eine Messung der Linearitdt im
angestrebten Arbeitsbereich des ELISAs (jeweilige Nachweisgrenze bis 200 ng/ml)
im Rahmen von 4 — 6 Verdiinnungsstufen ermoglichten. Aufierdem sollten in
diesem Bereich alle bei der Auswertung der Proben genutzten Verdiinnungsgrade
getestet werden. Dies war fiir Penicillin G ein Verdiinnnungsbereich von 1:10
bis 1:320, fiir Penicillin V und Amoxicillin Verdiinnungsbereiche von 1:10 bis
1:640. Die Verdiinnungsreihen wurden gemeinsam mit einer Standardverdiinnung
des Penicillins in PBS (zur Erstellung der Standardkurve) auf die ELISA-Platte
aufgetragen und nach Standardprotokoll ausgewertet. Die Linearitét jeder Ver-
diinnungsstufe ergibt sich aus dem Verhéltnis der berechneten zur erwarteten
Konzentration. Diese entspricht 50 % der in der vorherigen Verdiinnungsstufe

gemessenen Konzentration.
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Berechnung;:
Linearitat (%) = (gemessene Konzentration / (gemessene Konzentration der vor-

herigen Verdiinnungsstufe / Verdiinnungsfaktor)) * 100

Als Zielvorgabe fiir den ELISA wurde eine Linearitdt von 90 — 110 % angestrebt.

3.3.3 Genauigkeit

Die Genauigkeit beschreibt die Ubereinstimmung eines mit Hilfe des Testsystems
gemessenen Konzentrationswertes mit der tatsdchlich in der Probe enthaltenen
Konzentration. Sie setzt sich zusammen aus der Richtigkeit oder Wiederfindung
und der Prézision des Testsystems. Wahrend die Wiederfindungsrate die Abwei-
chung der gemessenen von der tatsdchlich in der Probe enthaltenen Konzentration
des Analyten aufgrund von systematischen Fehlern misst, beschreibt die Prazision
die Streuung der Messwerte aufgrund von zufélligen Fehlern (ISO 5725/1, 1994;
WELLMITZ und GLUSCHKE, 2005).

Richtigkeit/Wiederfindung

In diesem Validierungsschritt wird bestimmt, welcher Anteil einer sich tatsdachlich
in einer Probe befindlichen Konzentration des Analyten vom Testsystem erfasst
wird. Liegt die Richtigkeit oder Wiederfindung unter 100 %, kann dies zum Beispiel
ein Hinweis darauf sein, dass Anteile des Analyten wahrend der Durchfiihrung
des Tests degradiert oder inaktiviert werden. Liegt sie tiber 100 %, kann dies an
einem erhohten Hintergrund liegen, wenn Matrixbestandteile unspezifisch mit
dem Testsystem reagieren. Sie ist damit auch ein Maf fiir den Matrixeffekt, zeigt
also an, inwieweit das Testsystem von dem untersuchten Material (Blutplasma,

Milch, wéssrige Losungen etc.) beeinflusst wird.

Die Richtigkeit eines Testverfahrens sollte, wenn moglich, durch die Verwendung
eines zertifizierten Referenzmaterials bestimmt werden, welches eine festgesetzte

Konzentration des zu untersuchenden Analyten enthilt. Dieses Referenzmaterial

54



KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

wird mit dem Testverfahren wiederholt analysiert und der Grad der Ubereinstim-
mung der gemessenen Konzentrationen mit den wahren Werten bestimmt. Steht,
wie im Fall der Penicilline, kein zertifiziertes Referenzmaterial zur Verfiigung,
kann stattdessen die Wiederfindungsrate mit dotierter Matrix bestimmt werden
(2002/657/EG, 2002). Hierbei werden die Unterschiede zwischen einer Messung
der Penicilline im Verdiinnungsmedium der Kalibrierkurve (PBS-Puffer) und der

Probenmatrix (Blutplasma) erfasst.

Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde fiir jedes Penicillin zunédchst
eine 1:2 Verdiinnungsreihe in PBS-Puffer erstellt. Im ndchsten Schritt wurden je 7
Aliquots PBS-Puffer und Blutplasma unbehandelter Puten (1:10 verdiinnt in PBS)
mit den Verdiinnungen dotiert. Insgesamt wurden so 7 Verdiinnungen in einem
Messbereich von 3,125 — 200 ng/ml hergestellt. Beide Verdiinnungsreihen wurden
gemeinsam auf eine ELISA-Platte aufgetragen und die jeweiligen Konzentrationen
nach dem Standardprotokoll gemessen und mithilfe der Standardkurve berechnet.
Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate der Penicilline im Blutplasma wurde
dann das Verhiltnis der im Blutplasma gefundenen Konzentration zu der im PBS

bestimmten Konzentration herangezogen.

Berechnung:

Wiederfindung (%) = (gemessene Konzentration im Plasma / gemessene Konzen-
tration in PBS) * 100

Fiir den ELISA wurde eine Wiederfindungsrate von 80 — 120 % angestrebt.

Prazision (Intra- und Inter-Assay-Variabilitat)

Die Prazision beschreibt die zufillige Variabilitdt der Testergebnisse, welche bei
mehrmaliger Analyse derselben Probe auftritt. Man unterscheidet hierbei die Streu-
ung der Testergebnisse bei mehrfacher Analyse derselben Probe innerhalb eines
Testdurchlaufs bzw. innerhalb einer ELISA-Platte (Intra-Assay-Variabilitdt) von der
Streuung der Ergebnisse bei mehrmaliger Analyse der Probe wihrend verschie-
dener Testdurchldufe (Inter-Assay-Variabilitdt). Die Inter-Assay-Variabilitdt kann

dabei durch verschiedene Variablen in den Versuchsbedingungen (Versuchsperson,
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Umgebungstemperatur, Gerdte, Chemikalien, Streuung der Pipettiervolumina)
bedingt sein. Bei der Validierung wurden diese verschiedenen Einflussfaktoren
nicht individuell beurteilt, sondern durch die mehrfache Analyse derselben Probe
an finf verschiedenen Versuchstagen in Ihrer Gesamtheit erfasst.

Intra-Assay-Variabilitdit Zur Bestimmung der Intra-Assay-Variabilitit wurden
Plasmaproben von unbehandelten Kontrolltieren mit verschiedenen Konzentratio-
nen der drei Penicilline dotiert. Hierdurch sollte die Variabilitdt iiber den gesamten

angestrebten Arbeitsbereich des Testsystems erfasst werden.

Das verwendete Plasma wurde zunédchst 1:10 mit PBS verdiinnt und anschliefsend
mit dem entsprechenden Volumen der jeweiligen Penicillinstammldsung versetzt,
um jeweils eine Probe mit hoher, mittlerer und niedriger Penicillinkonzentration
zu erhalten (Tab. 3.1). Die Proben wurden auf 3 (Penicillin G und V) bzw. 4
(Amoxicillin) verschiedenen Bereichen der ELISA-Platte aufgetragen, nach Stan-
dardprotokoll analysiert und mit Hilfe der Standardkurve die Konzentrationen in
ng/ml berechnet. Zum Vergleich der drei Messungen pro Probe wurden jeweils der
Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (SD) der Penicillinkonzentration
bestimmt und die Variabilitdt in Form des Variationskoeffizienten (CV) berechnet.
Es gilt dabei: CV = Standardabweichung / Mittelwert.

oberer Messbereich | mittlerer Messbereich | unterer Messbereich

gemessene Konzentration

Pen G 67 / 107 ng/ml 28 / 30 ng/ml 6,5/ 8,5ng/ml
PenV 85 ng/ml 37 ng/ml 6,8 ng/ml
Amoxicillin 100 ng/ml 45 ng/ml 15 ng/ml

Tabelle 3.1: Messbereiche fiir die Bestimmung der Intra-Assay-Variabilitdt. Dargestellt
sind jeweils die im Durchschnitt gemessenen Konzentrationen der dotierten Proben. Da
die Messung fiir Penicillin G mit zwei Platten durchgefiihrt wurde sind hier jeweils zwei
Konzentrationen angegeben.

Inter-Assay-Variabilitat Auch fiir die Bestimmung der Inter-Assay-Variabilitit
wurde 1:10 in PBS verdiinntes Blutplasma unbehandelter Puten mit den drei
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Penicillinen in entsprechender Menge dotiert, um Proben mit Wirkstoftkonzentra-
tionen im oberen, mittleren und unteren Arbeitsbereich des ELISAs zu erhalten
(Tab. 3.2). Die Proben wurden jeweils in fiinf Aliquots geteilt und bei -80 °C
eingefroren. An fiinf verschiedenen Versuchstagen wurde je ein Aliquot jeder
Konzentration aufgetaut und im ELISA analysiert. Die Konzentration in ng/ml
wurde jeweils mit Hilfe der Standardkurve bestimmt und der Mittelwert sowie
die Standardabweichung berechnet. Die Inter-Assay-Variabilitdt des Testsystems
in den verschiedenen Konzentrationsbereichen entspricht dann wiederum dem

errechneten Variationskoeffizienten.

Als Grenzwert wurde eine maximale Variabilitdt von CV = 15 % angestrebt.

oberer Messbereich | mittlerer Messbereich | unterer Messbereich

gemessene Konzentration

Pen G 69 ng/ml 29 ng/ml 7 ng/ml
PenV 93 ng/ml 40 ng/ml 9ng/ml
Amoxicillin 109 ng/ml 47 ng/ml 11 ng/ml

Tabelle 3.2: Messbereiche fiir die Bestimmung der Inter-Assay-Variabilitit. Dargestellt
sind jeweils die im Durchschnitt gemessenen Konzentrationen der dotierten Proben.

3.3.4 Leerwertgrenze (LoB)

Die Leerwertgrenze (Limit of Blank, LoB) ist die hochste scheinbare Konzentration
des Analyten, welche bei der Messung einer Leerwertprobe gefunden werden
kann (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2004). Um sie zu
bestimmen, wurden jeweils 10 Wiederholungen (n =10) einer Leerwertprobe
im ELISA analysiert. Nach der Berechnung des Mittelwertes (MWw) und der
Standardabweichung (SDw) ergibt sich der Extinktionswert des LoB aus:

LoB = MWy - 1,645 * SDw (ARMBRUSTER und PRY, 2008)

Der erhaltene Extinktionswert wurde in die relative Extinktion (E/Ey) umgerechnet

und mit Hilfe der Standardkurve die korrelierende Konzentration bestimmt. Die so
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errechnete Leerwertgrenze umfasst, bei einer angenommenen Normalverteilung
der Messwerte, 95 % der beobachteten Werte. In 5 % der Fille kann es zu falsch
positiven Messergebnissen kommen, bei denen Leerwertproben eine scheinbare
Konzentration oberhalb des LoB erzeugen (ARMBRUSTER und PRY, 2008). Diese
entsprechen dem in der Grafik dargestellten a-Fehler (Abb. 3.3).

Fiir jedes Penicillin wurde die Bestimmung der Leerwertgrenze in PBS sowie in
100 % und 1:10 in PBS verdiinntem Blutplasma unbehandelter Puten durchge-
fihrt.

3.3.5 Nachweisgrenze (LoD)

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LoD) ist die niedrigste Konzentration eines
Analyten in einer Probe, welche qualitativ noch nachgewiesen und somit sicher
von den Messwerten einer Leerwertprobe unterschieden werden kann (ARMBRUS-
TER und PRY, 2008). Dies bedeutet allerdings nicht automatisch, dass ab dieser
Konzentration bereits eine sichere Quantifizierung moglich ist. Zur Bestimmung
der Nachweisgrenze konnen, je nach Analyseverfahren, verschiedene Methoden
verwendet werden. Fine Standardmethode ist die Abschédtzung aufgrund der bei
einer Analyse von Leerwertproben gemessenen Standardabweichung, welche ein
Maf fiir den auftretenden Hintergrund ist (ICH, 1994/96). Die Nachweisgrenze
entspricht dabei dem Mittelwert des Leerwerts minus 3,3 Standardabweichun-
gen.

Die Bestimmung der Nachweisgrenze erfolgte parallel zur Bestimmung der Leer-
wertgrenze, es wurden also die Messwerte derselben Leerwertproben verwendet.
Der Extinktionswert der Nachweisgrenze wurde jeweils aus gemessenem Mittel-
wert und der Standardabweichung der Leerwertproben nach der folgenden Formel
berechnet:

LoD = MWy - 3,3 * SDiw (CASE und EINERSON, 2004)
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Mit Hilfe der Standardkurve wurde die Nachweisgrenze in einen Konzentrations-

wert (ng/ml) umgerechnet.

Bei der Analyse von Proben im Konzentrationsbereich der Nachweisgrenze kann
es, analog zum o-Fehler der Leerwertgrenze, zu einem geringen Anteil von falsch
negativen Ergebnissen kommen, welche unterhalb der Leerwertgrenze liegen, also
scheinbar keinen Analyten enthalten. Diese sind in der Grafik (Abb. 3.3) als 3-Fehler
dargestellt.

Mittelwert Leerwert Mittelwert = LoD

Leerwertgrenze,

Verteilung der
LoB

Messwerte bei
Analyse von
Leerwertproben

N

Verteilung der
+~ Messwerte bei Analyse
einer Probe im
Konzentrationsbereich
des LoD

relative Haufigkeit

N

-3¢' -26' -6 0 ¢ 206 36 46" 56 66

Abbildung 3.3: Verhiltnis zwischen LoB und LoD. Die x-Achse beschreibt dabei die
auftretenden Standardabweichungen (c“), welche im konkreten Fall sowohl in absoluten
Extinktionswerten als auch in Konzentrationswerten (ng/ml) dargestellt werden konnen.
Die y-Achse beschreibt die relative Haufigkeit der auftretenden Messwerte. Ausgehend
vom gemessenen Mittelwert bei der Analyse von Leerwertproben liegt das LoB bei 1,645
Standardabweichungen, das LoD bei 3,3 Standardabweichungen.

Grafik aus: Idaho National Engineering and Environmental Laboratory Site Environmental
Report Calendar Year 2003, Appendix B (CASE und EINERSON, 2004), modifiziert.

3.3.6 Bestimmungsgrenze (LoQ)

Die Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification, LoQ) ist die kleinste Konzentration
eines Analyten in einer Probe, welche quantitativ mit einer ausreichend hohen
Prazision und Richtigkeit gemessen werden kann (EURACHEM GUIDE, 1998).
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Um sie zu bestimmen, wurden vor Beginn der Validierungstests Zielvorgaben
an die Linearitdt, Wiederfindungsrate und Inter-Assay-Variabilitit festgelegt. Die
Bestimmungsgrenze entspricht dann der kleinsten untersuchten Konzentration,
bei der alle Zielvorgaben eingehalten werden. Das LoQ kann dabei, abhdngig von
den spezifischen Eigenschaften des genutzten Testsystems, im Bereich des LoD
oder deutlich dartiber liegen (ARMBRUSTER und PRY, 2008).

3.3.7 Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich eines ELISAs ist derjenige Konzentrationsbereich, in welchem
das Testsystem eine ausreichend hohe Prézision, Richtigkeit und Linearitdt aufweist
(ICH, 1994/96). Fiir eine sichere Quantifizierung miissen spater alle untersuchten
Proben soweit verdiinnt werden, dass die enthaltene Penicillinkonzentration inner-
halb dieses Bereichs zu liegen kommt. Die untere Grenze des Arbeitsbereichs ent-
spricht dabei der Bestimmungsgrenze. Die obere Grenze kann nach dem Abschluss
der iibrigen Validierungsschritte analog zur Erfassung der Bestimmungsgrenze

abgeschatzt werden.

3.4 Lagerungsstabilitat

Es sollte die Stabilitdt der in PBS oder in Blutplasma geldsten Penicilline im Falle
einer langeren Lagerung bei -80 °C getestet werden. Hierzu wurden verschiedene
Proben {iiber einen Zeitraum von mehreren Monaten wiederholt analysiert und
die Ergebnisse verglichen. Fiir die Versuche mit Verdiinnungen der Penicilline in
PBS wurde der interne Standard genutzt, welcher auf jeder verwendeten ELISA-
Platte als Kontrolle eingesetzt wurde. Zur Bewertung der Stabilitdt standen so
Messdaten iiber 8 Monate in einem Zeitraum von September 2015 bis Mai 2016 zu
Verfligung. Die Lagerungsstabilitdt in Blutplasma wurde teilweise mit dotiertem
Plasma unbehandelter Puten, sowie mit Proben aus den Versuchen durchgefiihrt,
welche tiber einen Zeitraum von 4 Monaten wiederholt analysiert wurden.
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3.5 Plasmaproteinbindung

Die Plasmaproteinbindung der drei untersuchten Penicilline wurde mittels Ul-
trafiltration bestimmt. Dabei wird eine definierte Menge der Penicilline mit Blut-
plasma vermischt und nach ausreichend langer Inkubation durch eine Membran
filtriert, welche die Plasmaproteine und mit ihnen die gebundenen Penicilline
zurlickhélt. Durch einen Vergleich der Penicillinkonzentration im Filtrat mit der
vor der Filtration im Plasma vorliegenden Gesamtkonzentration kann der Anteil
der Plasmaproteinbindung berechnet werden (DERENDORF, 2002c).

Die Ultrafiltration wurde mit Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units durchgefiihrt
(Merck Millipore Ltd., Darmstadt). Sie enthalten eine Membran aus Regenerat-
cellulose mit einem molecular weight cut off (MWCO) von 30.000. Plasmaproteine,
insbesondere Albumin (Molekulargewicht 66.000 Da) werden so effektiv zurtickge-
halten. Die Plasmaproteinbindung wurde fiir eine Blutplasmakonzentration der

Penicilline von 6 ng/ml ermittelt.

3.5.1 Bestimmung der unspezifischen Bindungen

Zundchst wurde die unspezifische Bindung (USB) der Penicilline an die Filterein-
heit bestimmt. Hierfiir wurden jeweils Stammldsungen von Penicillin G, Penicillin
V und Amoxicillin mit einer Konzentration von 1 mg/ml in PBS frisch hergestellt.
Die Stammlosungen wurden dann in PBS weiter verdiinnt, im Fall von Amoxicillin
auf 6 ng/ml, fiir Penicillin G und Penicillin V auf 2,4 pg/ml. Die Reduktion der
getesteten Konzentrationen von Penicillin G und Penicillin V im Vergleich zur
spater verwendeten Plasmakonzentration von 6 ng/ml sollte eine Angleichung
der durch die Membran filtrierten Stoffmenge unter Beriicksichtigung der voraus-
sichtlichen Plasmaproteinbindung bewirken. Hierfiir wurde die erwartete Plas-
maproteinbindung auf 60 % geschatzt. Da fiir Amoxicillin eine sehr viel geringere
Plasmaproteinbindung von 10 — 20 % erwartet wurde, fand hier keine Angleichung
statt. Die Filtereinheiten wurden jeweils mit 1,5 — 2 ml der Verdiinnung befiillt
und anschlieflend bei 20 °C fiir 10 min mit 3.000 x g zentrifugiert (Zentrifuge
VWR MegaStar 600 R). Direkt im Anschluss wurde die Penicillinkonzentration
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im gewonnenen Filtrat, sowie in der urspriinglichen Losung im ELISA bestimmt
und das Ausmaf3 der unspezifischen Bindung berechnet.

Berechnung:
USB (%) = (1 - (Konzentration Filtrat / Ursprungskonzentration)) * 100

Fiir Amoxicillin konnte keine unspezifische Bindung festgestellt werden. Penicilin
G und Penicillin V zeigten dagegen in zwei Messungen unspezifische Bindungen
in Hohe von 11 — 27 bzw. 47 — 49 %. Da es bei einer unspezifischen Bindung in
dieser Hohe zu einer Verfdlschung der Testergebnisse kommen kann, wurden die
Filtereinheiten fiir die folgenden Messungen von Penicillin G und Penicillin V in
einem zuséatzlichen Schritt vorbereitet. Nach Lee et al. (2003) kann eine Vorbehand-
lung der Membranen mit 5 % Tween® 80 die unspezifische Bindung signifikant
verringern. Hierfiir wurde jede Filtereinheit mit 1 ml 5 % Tween® 80 gefiillt und
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation mit
3.000 x g fiir 10 min. Die Filter wurden mit 2 x 3 ml PBS gespiilt und die Membran
bis zur Verwendung mit PBS bedeckt, um ein Austrocknen zu verhindern. Durch
diese Vorbehandlung konnte die unspezifische Bindung fiir Penicillin G an den
Filter auf 0 % und fiir Penicillin V auf 8,7 % verringert werden.

3.5.2 Bestimmung der Plasmaproteinbindung

Fiir die Bestimmung der Plasmaproteinbindung wurde Blutplasma von unbehan-
delten Puten genutzt, welches bis zur Nutzung bei -20 °C gelagert wurde. Das
Plasma wurde nach dem Auftauen zunichst zentrifugiert, um Kryoprazipitate zu
entfernen. Dann wurde es fiir 3 min auf 41 °C erwdrmt. Ausgehend von Penicillin-
Stammlosungen in PBS (1 mg/ml) wurde das Plasma jeweils mit Penicillin G,
Penicillin V und Amoxicillin versetzt, sodass eine Konzentration von 6 g Penicil-
lin/ml Plasma entstand. Die Mischung wurde bei 41 °C fiir 15 min im Wasserbad
inkubiert, anschlieflend jeweils ein Volumen von 1,5 — 2 ml auf die Filtereinheit
gegeben und fiir 10 min bei 20 °C mit 3.000 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurden
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die Penicillinkonzentrationen im Filtrat und in der urspriinglichen Plasmaverdiin-
nung bestimmt und unter Berticksichtigung der unspezifischen Bindung an die

Filtrationseinheit die Plasmaproteinbindung berechnet.

Berechnung:
Plasmaproteinbindung (%) = (1 - (Konzentration Filtrat / Ursprungskonzentrati-

on) * (1 + USB)) * 100

3.6 Pharmakokinetik

Pharmakokinetische Untersuchungen beruhen im Allgemeinen auf der ein- oder
mehrmaligen Verabreichung des zu untersuchenden Wirkstoffes und nachfolgen-
der Entnahme von Korperfliissigkeiten oder Gewebe nach einem festgelegten
Zeitprotokoll. Aus dem so bestimmten zeitlichen Verlauf der Wirkstoftkonzentra-
tionen im Korper kdnnen dann die verschiedenen pharmakokinetischen Parameter
abgeleitet werden. Einige zu beachtende Grundprinzipien sind in den Guidelines for
the Conduct of Pharmacokinetic Studies in Target Animal Species definiert (EMEA, 2000).
So sollten unabhédngig von der untersuchten Applikationsroute (oral, subkutan, i.m.
etc.) parallel dazu Daten nach i.v. Applikation einer dquivalenten Dosis erhoben
werden, um so die Bioverfligbarkeit der Substanz abschdtzen zu konnen. Die
Konzentrations-Zeit-Verldufe sollten wenn moglich an jedem einzelnen Tier der
Versuchsreihe gesondert erfasst und die pharmakokinetischen Parameter individu-
ell berechnet werden. Erst danach erfolgt eine Zusammenfassung der gewonnenen
Parameter auf Gruppenebene. Die verwendete Menge des Wirkstoffes sollte der
hochsten vorgesehenen therapeutischen Dosierung entsprechen. Die Konzentration
der Wirkstoffe im Korper wird in der Regel im Blutplasma erfasst.

Versuchsziel:
Bestimmung der pharmakokinetischen Parameter fiir Benzylpenicillin (Penicillin
G), Phenoxymethylpenicillin (Penicillin V) und Amoxicillin im Blutplasma nach

einmaliger oraler bzw. intravenoser Verabreichung an Puten.
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Die Unterbringung der Versuchstiere sowie simtliche Tierversuche fanden an der
Klinik fiir Vogel, Reptilien, Amphibien und Zierfische der Tierdrztlichen Fakultat
der Universitdt Miinchen statt. Die Validierung des Testsystems, Analyse und
Auswertung der Proben wurde am Institut fiir Pharmakologie, Toxikologie und
Pharmazie der Tierdrztlichen Fakultdt durchgefiihrt. Das Tierversuchsvorhaben
wurde von der Regierung von Oberbayern unter dem Zeichen 55.2-1-54-2532-57-
2013 genehmigt.

3.6.1 Versuchsplan

Die Wirkstoffe wurden den Tieren einmalig in therapeutischer Dosierung oral per
Kropfsonde oder i.v. in die V. metatarsalis eingegeben. Die Dosierungsempfehlungen
wurden den Zulassungsbestimmungen der einzelnen Praparate entnommen. Sie
entsprachen fiir Penicillin G 16.000 IE/kg KM (= 9 mg/kg Benzylpenicillin), fiir
Penicillin V 20 mg/kg KM und fiir Amoxicillin 17,4 mg/kg KM. Fiir die orale
und i.v. Eingabe wurden jeweils dieselben Dosierungen, bezogen auf den reinen
Wirkstoffgehalt, verwendet. Vor der Wirkstoffapplikation und zu den Zeitpunkten
0,25;0,5; 1; 2; 4; 8 und 12 h nach der Applikation wurde den Tieren jeweils 2 ml
Blut aus der V. ulnaris entnommen und im Labor die Blutplasmakonzentration
der Penicilline bestimmt. Fiir die Studie wurde ein Cross-over-Design verwendet,
bei dem dieselben Tiere sowohl fiir die Bestimmung der pharmakokinetischen
Parameter nach oraler als auch nach i.v. Applikation verwendet wurden. Zwischen

den beiden Versuchsreihen lag eine Auswaschperiode von 2 Wochen.

Fiir jeden Zeitpunkt wurden 6 Tiere und 1 Reservetier verwendet. Um im Falle des
Ausscheidens eines Tiers gleiche Versuchsbedingungen zu erhalten, wurden die

Reservetiere von Beginn an im Versuch mitgefiihrt.

3.6.2 Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden insgesamt 21 mdnnliche Mastputen der Linie B.U.T. 6
verwendet. Die Tiere wurden von 2 kommerziellen Putenmastern im Alter von 21
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Tagen (7 Tiere) und 44 Tagen (14 Tiere) erworben. Nach Ablauf einer Eingewoh-
nungsphase von mindestens einer Woche fanden die Versuche im Alter von 6 — 11
Wochen statt (Tab. 3.3). In diesem Alter sind die Tiere besonders empfanglich fiir
durch Clostridien verursachte Darminfektionen wie die Nekrotisierende Enteritis
(DROUAL et al., 1994; HINZ, 2012).

Die Tiere wurden getrennt nach Versuchsgruppen aufgestallt, jede Gruppe wurde
spdter mit einem der drei Penicilline behandelt. Sie zeigten in der Eingangsunter-
suchung bei Ankunft in der Versuchstierhaltung (Allgemeinuntersuchung) sowie
tiber die Dauer der Versuche keine klinischen Krankheitssymptome.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Wirkstoff Amoxicillin Penicillin G Penicillin V
Dosierung 17,4 mg/kg KM 9 mg/kg KM 20 mg/kg KM
Alter oral 6 8 9
Wochen |y, 8 10 11
Versuchszeitraum
(inkl. 1 Woche | 16.03. - 10.04.2015 | 27.04. - 23.05.2015 | 04.05. - 30.05.2015
Eingew6hnung)

Tabelle 3.3: Ubersicht iiber die 3 Versuchsgruppen. Jede Gruppe besteht aus 7
maéannlichen Mastputen der Standardlinie B.U.T. 6 (je 6 Versuchstiere + 1 Ersatztier).

3.6.3 Haltung der Tiere

Die Unterbringung der Puten erfolgte im Einklang mit der Richtlinie 2010/63/EU
des Europiischen Parlaments und des Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der
fiir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere (2010/63/EU, 2010) und erganzend
den Leitlinien fiir die Unterbringung und Pflege von Tieren, die zu Versuchszwecken
und anderen wissenschaftlichen Zwecken verwendet werden (2007 /526 /EG, 2007). Die
Stallrdume wurden mit Holzspdnen eingestreut und waren jeweils mit Sitzstan-
gen und Sandbddern ausgestattet. Die Versorgung mit Trinkwasser sowie mit
einem kommerziellen Putenaufzucht- und Mastfutter (Deuka Putenstarter P2, Deuka
Putenmastfutter P3) erfolgte ad libitum. Der Gesundheitszustand der Tiere wurde
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taglich adspektorisch iiberpriift und die Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit
dokumentiert. Zusétzlich zu einem Tageslichtfenster wurde durch kiinstliche
Beleuchtung eine ausreichende Lichtintensitét {iber eine Tageslichtlange von 14 h

bei einer Dunkelperiode von 8 h gewéhrleistet.

3.6.4 Versuchsdurchflihrung

In der ersten Versuchswoche fanden die Untersuchungen zur Bestimmung der
Pharmakokinetik nach oraler Eingabe statt. Die Versuche zur Bestimmung der

Pharmakokinetik nach intravendser Applikation folgten in Versuchswoche drei.

Es wurden jeden Tag 2 — 3 Tiere in den Versuch genommen. Alle Tiere wurden
am Vorabend des ersten Versuchstages gewogen und eine Reihenfolge erstellt.
Um moglichst gleichméflige Gewichte zu erhalten, wurden die Tiere im Laufe
der Woche dann nach absteigendem Gewicht behandelt. In Versuchswoche drei
wurde dieselbe Reihenfolge befolgt, sodass fiir jedes Tier eine Auswaschperiode
von 2 Wochen gegeben war. Am Morgen eines jeden Versuchstages wurden die zu
behandelnden Tiere erneut gewogen und die individuelle Medikamentendosis be-
rechnet. Zum gleichen Zeitpunkt wurde eine erste Blutentnahme aus der V. ulnaris
durchgefiihrt, die als Kontrolle fiir den Zeitpunkt 0 (unbehandelte Tiere) diente.
Zum Wiegen wurde eine Hingewaage genutzt, die eine Messung in 5 g Schritten bis
zu einem Maximalgewicht von 10 kg erlaubt (TEAM CORMORAN Mini-Fischwaage
kompakt, Daiwa-Cormoran Sportartikel-Vertrieb GmbH, Grobenzell).

Orale Eingabe

Zur oralen Eingabe wurden die pulverférmigen Penicillinpraparate in Trinkwasser
aufgelost. Hierfiir wurden ausreichende Tagesportionen fiir jedes Pulver zuvor
im Labor abgewogen, sodass die Gebrauchslésung am Versuchstag direkt vor der
Eingabe in der gewiinschten Konzentration hergestellt werden konnte. Hierdurch
wurde eine Degradation der Penicilline in wéssriger Losung vor der Eingabe

verhindert.
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Verwendete Praparate:

Penicillin G

Penicillin V

Amoxicillin

Aviapen 250mg/g, Pulver zum Eingeben fiir Schweine
(Saugferkel), Hithner (Junghennen, Broiler), Puten
Wirkstoff: Benzylpenicillin-Kalium

Serumwerk Bernburg AG

Phenoxypen WSP, 325 mg/g, Pulver zur Herstellung
einer Losung zum Eingeben fiir Hithner

Wirkstoff: Phenoxymethylpenicillin-Kalium
Dopharma Deutschland GmbH

Suramox 1000mg/g, Pulver zum Eingeben iiber das
Trinkwasser fiir Hithner, Enten und Puten
Wirkstoff: Amoxicillin-Trihydrat

Virbac Tierarzneimittel GmbH

Das individuell zu verabreichende Losungsvolumen wurde anhand der ermittelten

Korpergewichte errechnet und das Medikament mithilfe einer Knopfkaniile direkt

in den Kropf eingegeben. Danach wurde die Kantile mit 2 ml Trinkwasser nachge-

spiilt, um eine vollstindige Aufnahme der Arzneimittellosung zu gewéahrleisten.

Der Futterautomat wurde 2 h vor der Eingabe aus dem Gehege entfernt und die

Tiere bis 2 h nach Eingabe niichtern gehalten.

Intravendse Eingabe

Fiir Penicillin G und Amoxicillin standen kommerzielle Fertigarzneimittel zur

intravendsen Injektion zur Verfligung. Sie enthielten zwei Komponenten, ein
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Losungsmittel und Injektionsflaschen mit den pulverférmigem Penicillinen. Die
beiden Komponenten wurden direkt vor der intravendsen Verabreichung gemischt
und das benétigte Injektionsvolumen fiir jede Pute individuell errechnet.

Verwendete Prédparate:

Penicillin G Penicillin-G-Natrium 205 mg/ml Pulver und
Losungsmittel zur Herstellung einer Injektionslosung fiir
Rinder, Schweine, Hunde und Katzen
Wirkstoff: Benzylpenicillin-Natrium
bela-pharm GmbH & Co. KG

Amoxicillin Belamox, 200 mg/ml Pulver und Losungsmittel zur
Herstellung einer Injektionslosung fiir Rinder, Pferde, Schweine
Wirkstoff: Amoxicillin-Natrium

bela-pharm GmbH & Co. KG

Da fiir die intravendse Eingabe von Penicillin V keine Fertigpraparate auf dem
Markt verfiigbar waren, wurde eine Injektionslosung aus reinem Penicillin V-
Kalium (Penicillin V potassium, APOLLO Scientific Ltd., Manchester, UK) und
Kochsalzlosung hergestellt.

Die intravenose Injektion der Arzneimittel erfolgte in die V. metatarsalia. In der
ersten Versuchsgruppe (Amoxicillin) wurde die Losung direkt in die Vene injiziert.
Nach der Injektion wurde die Kaniile fiir 5 Sekunden in der Vene belassen, um
Wirkstoffverluste durch einen Riickfluss von Penicillin-haltigem Blut aus der
Injektionsstelle zu vermeiden. Fiir Penicillin G und Penicillin V wurde zur Eingabe
der Arzneimittellosung ein peripherer Venenverweilkatheter verwendet (BD Insyte-
W™ Becton Dickinson Infusion Therapy Systems, Utah, USA). Vor und nach der
Injektion der Penicilline wurde der Katheter mit je 2 ml NaCl-Losung gespiilt. Da

die Tiere eine geringe Toleranz fiir den Katheter aufwiesen, wurde dieser kurz nach
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der Injektion entfernt und konnte nicht fiir die folgenden Blutentnahmen genutzt

werden.

Blutentnahme

Den Tieren wurde zu den Zeitpunkten 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 und 12 h nach Eingabe

der Medikamente jeweils 2 ml Blut entnommen.

Die Blutentnahme erfolgte abwechselnd an den Vv. ulnares der beiden Fliigelun-
terseiten. Das Blut wurde in 2 heparinisierte Blutentnahmerohrchen (Probengefiifs
1,3ml LH, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht) tiberfithrt und sofort auf Eis gelagert.
Die Blutproben wurden unverziiglich in das Kliniklabor verbracht und weiter

verarbeitet.

Verarbeitung der Proben im Labor

Im Kliniklabor wurde das Blut zentrifugiert (Zentrifuge Hettich Mikro 120) und das
Blutplasma gewonnen. Das Plasma wurde in neue Rohrchen tiiberfiithrt und bei

-20 °C tiefgefroren.

Am Ende der Versuchswoche wurden die Plasmaproben auf Trockeneis zum
Institut fiir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie gebracht und bis zur

Quantifizierung der Penicilline bei -80 °C gelagert.

Versuchsprotokolle

Sowohl tiber die Durchfiihrung der praktischen Tierversuche als auch die Weiterver-
arbeitung der Blutproben im Labor wurde Protokoll gefiihrt. In den Aufzeichnungs-
blattern zum Tierversuch wurden insbesondere die Markierung des Versuchstieres,
das Gewicht, die errechnete Dosis des Wirkstoffes, das benotigte Eingabevolumen,
die Zeitpunkte der Wirkstoffverabreichung und der Blutentnahmen sowie das

Auftreten von Besonderheiten notiert. Hierzu gehdren zum Beispiel Abweichungen

69



KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

im Zeitplan oder bei den verwendeten Blutentnahmestellen, Probleme bei der Me-
dikamenteneingabe und alle weiteren Auffélligkeiten, die an den Tieren selber oder
in ihrem Verhalten auftreten konnen. Auflerdem lag zum Zeitpunkt der Versuche
ein Score-Sheet im Stallbereich aus, auf dem definierte Abbruchkriterien verzeichnet
sind. Im Laborprotokoll wurden insbesondere Zeitpunkt der Plasmagewinnung,
das gewonnene Plasmavolumen sowie das Auftreten von Besonderheiten, wie zum
Beispiel Himolyse oder Pfropfbildung, notiert. Blankovorlagen der Protokollblatter
und das genutzte Score-Sheet finden sich in Anhang I.

3.7 Probenauswertung

Zur Analyse der gewonnen Blutplasmaproben im ELISA wurden diese nach dem
Auftauen zundchst zentrifugiert (Zentrifuge Minifuge RF, Heraeus Sepatech), um Se-
dimente zu entfernen. Anschlieffen wurden die Proben je nach der zu erwartenden
Wirkstoffkonzentration soweit in PBS verdiinnt, dass sich eine Penicillinkonzen-
tration im Arbeitsbereich des ELISA ergab. Da nur wenig Daten zur Abschédtzung
der erwarteten Plasmakonzentrationen zur Verfiigung standen wurden zunéichst
von jeweils zwei Tieren pro Zeitpunkt entsprechende Verdiinnungsreihen tiiber
einen weiten Konzentrationsbereich erstellt. Fiir die nachfolgenden Tiere konnte
die erwartete Konzentration anhand der ersten Messergebnisse dann genauer
definiert werden. Fiir jeden Messpunkt wurden schlieflich 2 — 3 Verdiinnungsstufen
ausgewdhlt, die eine Messung im Bereich der IC5, der Standardkurve ermoglichten.
Die Plasmaproben wurden jeweils in Dreifachbestimmung auf die ELISA-Platte
aufgetragen. Nach dem Auslesen der ELISA-Platte im Photometer wurde der Mit-
telwert der Dreifachbestimmung errechnet und mit diesem die weiteren Berechnun-
gen zur Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt (siehe Kapitel , Erstellung der
Standardkurve”). Zusidtzlich wurde auf jeder ELISA-Platte ein interner Standard
mitgefiihrt. Dieser wurde zu Beginn der Probenauswertung fiir jedes Penicillin in
grofierer Menge durch Dotierung von PBS-Puffer auf eine Penicillinkonzentration
von 40 ng/ml hergestellt und in Aliquots bei -80 °C gelagert. Bei einer Abweichung
der berechneten Konzentrationen des internen Standards vom Mittelwert aller
Messungen um mehr als 15 % wurde der ELISA fiir ungiiltig erklart und die

Bestimmung wiederholt.
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3.8 Pharmakokinetische Analyse

Die pharmakokinetische Auswertung der Daten wurde mit dem Softwarepro-
gramm pK Solutions (PK Solutions 2.0™ Noncompartmental Pharmacokinetics Data
Analysis, Summit Research Services) durchgefiihrt, welches als Template auf der
Basis von Excel (Microsoft Excel 2010) funktioniert. Dieses Programm erlaubt die
Abschitzung von pharmakokinetischen Parametern nach oraler und i.v. Applikati-
on iiber eine Nicht-Kompartiment-Analyse. Hierbei basieren die durchgefiihrten
Berechnungen allein auf dem Verlauf der Konzentrations-Zeit-Kurve im Blut, ohne
dass weitere Annahmen tiber die beteiligten Kompartimente getroffen werden.
Wesentliche Techniken sind hierbei die Berechnung der area under the curve (AUC),
sowie das curve stripping, bei dem die Halbwertszeiten der Resorption, Verteilung
und Elimination eines Stoffes anhand der Kurvensteigung ermittelt werden (SUM-
MIT RESEARCH SERVICES, 2005). Eine Auflistung der von dem Programm genutzten
Formeln zur Berechnung der verschiedenen pharmakokinetischen Parameter findet
sich im Anhang II.

Die Versuche wurden fiir jedes Penicillin und jede Applikationsform jeweils mit 7
Tieren durchgefiihrt. Nach den Vorgaben der Guidelines for the Conduct of Pharmaco-
kinetic Studies in Target Animal Species (EMEA, 2000) wurden die pharmakokineti-
schen Parameter fiir jedes Tier zundchst gesondert berechnet. Erst im Anschluss
wurden dann die so gewonnenen Daten der jeweiligen Gruppe zusammengefasst

und der Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Validierung des ELISA

4.1.1 Spezifitat

Kreuzreaktivitat mit den Hauptmetaboliten

Um die Spezifitit des ELISAs zu bestimmen, wurde die Kreuzreaktivitdat von
mab 3B5 gegeniiber Amoxicilloinsdure und Amoxicillin Diketopiperazin und von
mAk 1F1 gegeniiber Benzylpenicilloinsdure und Phenoxymethylpenicilloinsdure

untersucht.

Zunichst wurden die Standardkurven der getesteten Substanzen verglichen. Wah-
rend sich fiir die Referenzsubstanzen, Amoxicillin und Penicillin G, ein typisch
sigmoidaler Verlauf zeigte, bewegte sich die gemessene Extinktion der Metaboliten
auf einem Plateau im Bereich der maximalen Extinktion (Abb. 4.1). Auch bei hohen
Konzentrationen des Kompetitors ist hier keine Verdrangung des Konjugats vom

Antikorper zu beobachten.

In Tab. 4.1 ist die relative Extinktion von Amoxicillin, Amoxicillin Diketopiperazin
und Amoxicilloinsdure fiir jede Verdiinnungsstufe dargestellt. Die relative Extinkti-
on berechnet sich aus dem Quotienten der absoluten Extinktion der jeweiligen Ver-
diinnung mit dem Mittelwert der Leerwertsextinktion. Die relative Extinktion der
letzten Verdiinnungsstufe fiir die Amoxicillin-Standardkurve (0,823 ng/ml) dient
dabei als Orientierung fiir die Leerwertgrenze (LoB) von Amoxicillin fitir mab 3B5,
welche bei Messungen in PBS-Puffer bei 1,1 ng/ml liegt. Relative Extinktionen,
welche tiber diesem Grenzwert, in diesem Fall 92,6 % liegen, entsprechen den
Werten, die bei Messung einer Leerwertprobe entstehen konnen. Es wird deutlich,

dass die Metaboliten keine Kreuzreaktivitit zeigen, also in keiner der getesteten
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Abbildung 4.1: a) Kreuzreaktivitit von mAk 1F1 mit Benzylpenicilloinsdure und
Phenoxymethylpenicilloinsidure. b) Kreuzreaktivitdt von mab 3B5 mit Amoxicillin
Diketopiperazin und Amoxicilloinsdure. Wahrend es bei den Referenzsubstanzen
Penicillin G und Amoxicillin mit zunehmender Konzentration zu einer Abnahme der
Extinktion, d.h. einer Verdrangung des Enzym-Konjugats vom Antikorper kommt, zeigt

sich fiir die Metaboliten unabhédngig von der Konzentration eine konstante Extinktion im
Bereich von 100 %

Konzentrationen mit dem Antikorper reagieren. Die gemessenen Schwankungen
der relativen Extinktion von 93 — 102 % entsprechen der natiirlichen Intra-Assay-
Variabilitdt, welche auch bei Messung einer Leerwertprobe auftritt.

Tab. 4.2 zeigt die relative Extinktion von Penicillin G, Benzylpenicilloinsdure und
Phenoxymethylpenicilloinsdure. Auch hier ist keine Kreuzreaktivitdt erkennbar.
Die gemessenen Extinktionen liegen unabhingig von der Verdiinnungsstufe weit-

gehend auf einem dhnlichen Niveau im Bereich von 102 — 110 %. Lediglich in der
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letzten Verdiinnungsstufe (200 ng/ml) kommt es zu einem leichten Abfall der
gemessenen relativen Extinktionen auf 99 bzw. 95 %. Auch diese Werte liegen
oberhalb des fiir mAk 1F1 mit Pen G ermittelten LoB, welches in diesem Fall einer
relativen Extinktion von 91,7 % entsprechen wiirde.

e e1qe Amoxicillin Amoxicilloin-
Amoxicillin ) . . v
Diketopiperazin Sdure
) relative Extinktion der Proben (%/100)
Konzentration
- EP / Eo
200 ng/ml 0,0651 0,9308 0,9308
66,7 ng/ml 0,2676 0,9448 0,9850
22,2 ng/ml 0,5574 0,9866 0,9680
7,4 ng/ml 0,7473 0,9962 0,9996
2,5ng/ml 0,7921 0,9436 0,9889
0,823 ng/ml 0,9262 1,0035 1,0228
absolute Extinktion (Ep) E,
0,935 -1,008 0,935-1,027 | 1,004

Tabelle 4.1: Relative Extinktionen von Amoxicillin und den Metaboliten Amoxicillin
Diketopiperazin und Amoxicilloinsdure. Die relative Extinktion entspricht dem
Quotienten aus der absoluten Extinktion der Proben (Ep) und der Leerwertsextinktion (Ep).
Unabhingig von der betrachteten Verdiinnung liegt die Extinktion der Metaboliten
oberhalb der Leerwertgrenze (LoB). Diese befindet sich fiir Amoxicillin bei 1,1 ng/ml,
entsprechend einer relativen Extinktion von 92,6 %.
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Penicillin G Benzylfiemcﬂlom- Phefquyr.net}lyl-
sdure penicilloinsdure
. relative Extinktion der Proben (%/100)
Konzentration
= EP / E()
200 ng/ml 0,0793 0,9970 0,9541
66,7 ng/ml 0,1873 1,0988 1,0648
22,2 ng/ml 0,4195 1,0527 1,0667
7,4ng/ml 0,6884 1,0493 1,0853
2,5ng/ml 0,8507 1,0240 1,0850
0,823 ng/ml 0,9609 1,0356 1,0737
absolute Extinktion (Ep) E,
1,378 - 1,519 1,319 - 1,500 1,382

Tabelle 4.2: Relative Extinktionen von Penicillin G und den Metaboliten
Benzylpenicilloinsiure und Phenoxymethylpenicilloinsdure. Die relative Extinktion
entspricht dem Quotienten aus der absoluten Extinktion der Proben (Ep) und der
Leerwertsextinktion (Ep). Unabhdngig von der betrachteten Verdiinnung liegt die
Extinktion der Metaboliten oberhalb der Leerwertgrenze (LoB). Diese befindet sich fiir
Penicillin G bei 2,1 ng/ml, entsprechend einer relativen Extinktion von 91,7 %.

Kreuzreaktivitat mit den verwendeten Penicillinen

Durch den Vergleich der Affinitdt der beiden verwendeten monoklonalen Antikor-
per zu den drei untersuchten Penicillinen (Penicillin G, Penicillin V, Amoxicillin)
kann bestimmt werden, inwieweit diese sich fiir den Nachweis der Wirkstoffe
eignen. Sollte einer der Antikorper eine hohe Kreuzreaktivitit zu allen verwenden
Penicillinen zeigen, konnte dieser zum Beispiel fiir den Nachweis aller drei Peni-
cilline genutzt werden. Die Sensitivitat von mAk 1F1 gegeniiber Penicillin G und
Penicillin V sowie von mab 3B5 gegeniiber Amoxicillin wurde bereits in Kapitel
3.2.2 bei Besprechung der Standardkurven beschrieben. Penicillin V weist dabei
im Vergleich zu Penicillin G eine geringere Affinitat zu mAk 1F1 auf. Berechnet
man die relative Kreuzreaktivitdt mit der unten beschriebenen Formel, so ergibt
sich ein Wert von 44 %. Aus diesem Grund wurden nachfolgend Penicillin G
und Amoxicillin als Referenzsubstanzen fiir die jeweiligen Antikorper eingesetzt
(Reaktivitat = 100 %).
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Bei grafischer Betrachtung der gemessenen Penicillinkonzentrationen zeigen sich
tiir Penicillin G bzw. Amoxicillin als Referenzsubstanzen wiederum idealtypische
Standardkurven mit einem Testmittelpunkt (ICs) in einem Bereich von 15 ng/ml
und 24 ng/ml. Betrachtet man dagegen die Kreuzreaktivitit von Amoxicillin mit
mAk 1F1(Abb. 4.2a), so bleibt die gemessene Extinktion tiber lange Zeit auf einem
Plateau im Bereich der maximalen Extinktion, erst in hoheren Konzentrationen
von Amoxicillin in der Probe (60 — 200 ng/ml) beginnt die Kurve langsam abzu-
fallen. Bei der Bestimmung der Kreuzreaktivitdt von Penicillin G und Penicillin V
gegeniiber mab 3B5 konnte eine deutliche Verdrangung beobachtet werden (Abb.
4.2b). Trotzdem liegt auch hier die gemessene Extinktion jeder Verdiinnungsstufe

deutlich tiber den Werten der Referenzsubstanz.

Um die Kreuzreaktivitdt der verschiedenen Penicilline zu quantifizieren, konnen
ihre ICs)-Werte mit denjenigen der jeweiligen Referenzsubstanz verglichen werden.

Die relative Kreuzreaktivitidt der Testsubstanzen ergibt sich dann aus:

Relative Kreuzreaktion (%) = (ICsy Referenzsubstanz / ICs, Testsubstanz) * 100

Bei den eingesetzten Konzentrationen im Bereich von 0,823 — 200 ng/ml wurde fiir
keine der Testsubstanzen eine relative Extinktion von 50 % oder weniger erreicht.
Um dennoch eine Quantifizierung der Kreuzreaktivitdt zu ermoglichen, wurde
die ICsy anhand der erstellten Kurven mathematisch geschitzt. Da die Kurven
der Testsubstanzen sich in allen Féllen noch im Anfangsbereich des Steigungs-
abfalles befanden, ist die Einschdtzung ihres weiteren Verlaufs allerdings mit
Unsicherheiten behaftet. Die errechnete relative Kreuzreaktion erlaubt jedoch
eine ungefdhre Einschitzung der Affinitdt des jeweiligen Antikorpers zu den
verschiedenen Penicillinen. Hieraus ergab sich fiir mAk 1F1 und Amoxicillin eine
relative Kreuzreaktivitat von 2,82 %, fiir mab 3B5 und Penicillin G eine relative
Kreuzreaktivitat von 3,22 % und fiir mab 3B5 und Penicillin V eine relative Kreuz-
reaktivitat von 6,15 %.

Prinzipiell kann, im Unterschied zu den Penicillinmetaboliten, jeder der beiden
verwendeten Antikorper alle drei der zu bestimmenden Penicilline erkennen.
Die Affinitdten sind jedoch nicht in jedem Fall ausreichend hoch, sodass fiir die

Untersuchungen beide Antikorper benotigt wurden.
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Abbildung 4.2: a) Kreuzreaktivitiat von mAk 1F1 mit Amoxicillin. Erst bei sehr hohen
Amoxicillinkonzentrationen kann eine geringe Verdrangung des Enzym-Konjugats vom
Antikorper beobachtet werden. b) Kreuzreaktivitit von mab 3B5 mit Penicillin G und
Penicillin V. Hier fiihrt eine Erhohung der Penicillinkonzentrationen zu einer Abnahme

der gemessenen Extinktion. Insgesamt bleibt die Extinktion aber auf einem hohen Niveau
oberhalb von 50 %, sodass keine typische sigmoidale Standardkurve ausgebildet wird.

4.1.2 Linearitat

Fiir jedes Penicillin wurde die Linearitdt anhand von 4 Plasmaproben bestimmt.
Die in den Proben enthaltenen Penicillinkonzentrationen sollten dabei die Bestim-
mung der Linearitdt tiber 4 — 6 Verdiinnungsstufen im Arbeitsbereich des ELISAs
ermoglichen. Aufierdem sollten alle bei der Auswertung der Proben genutzten
Verdiinnungsstufen getestet werden. Als Zielvorgabe wurde eine Linearitdt von
90 — 110 % angestrebt.
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Bei Messungen im hohen Konzentrationsbereich (> 150 — 200 ng/ml) kommt
es hdufig zu einer Unterschitzung der tatsdchlich in der Probe vorliegenden
Wirkstoffkonzentration. In diesem Bereich sind die Antikérperbindungsstellen
des ELISAs zunehmend abgesittigt, was auch am Abflachen der Standardkurve
sichtbar wird. In der Folge lag die Linearitédt bei 6 von 8 Messungen zum Teil
deutlich oberhalb des Grenzwertes von 110 % (Tab. 4.3).

Im mittleren Konzentrationsbereich von 4 — 132 ng/ml (Penicillin G), 10 - 163 ng/ml
(Penicillin V) und 19 — 112 ng/ml (Amoxicillin) zeigten alle Penicilline eine Lineari-
tat im Bereich der angestrebten Grenzwerte (Tab. 4.3). Die aufgetretenen Variationen
zeigten keinen erkennbaren Trend, wie zum Beispiel ein Ansteigen oder Abfallen
der Linearitit mit zunehmender Konzentration, sondern schwankten um 100 %.
Dies entspricht der bei jeder Messung auftretenden natiirlichen Variabilitat der
Messwerte innerhalb einer ELISA-Platte (Intra-Assay-Variabilitit). Ein Uber- oder
Unterschreiten der Zielvorgabe um maximal 3 Prozentpunkte trat nur in wenigen
Einzelféllen auf. Die hochsten Abweichungen (87 bzw. 113 % Linearitdt) traten bei
einer Kombination aus geringer Probenverdiinnung und niedriger Wirkstoffkon-
zentration in der Probe auf. Unter diesen Bedingungen wird die hochste Variabilitat
der Messwerte beobachtet, weshalb es bei einzelnen Messungen zu Abweichungen

kommen kann.

In den niedrigen Konzentrationsbereichen von < 4 (Penicillin G), 10 (Penicillin V)
und 19 ng/ml (Amoxicillin) wurden zunehmend Abweichungen beobachtet. Im
Gegensatz zu den Messergebnissen im hohen Konzentrationsbereich war allerdings
keine allgemeine Tendenz, wie eine generelle Erhohung und Erniedrigung der
berechneten Linearitdtswerte erkennbar. Vielmehr kommt es zu einer starkeren
Schwankung der Werte um 100 % (Tab. 4.3). Dies ist vor allem fiir Penicillin G und
Penicillin V erkennbar, bei denen die gemessene Linearitdt zwischen 83 — 147 %
bzw. 82 — 131 % schwankte. Eine grofiere Variabilitdt der Messungen ist auch bei
Amoxicillin sichtbar. Hier kam es zusitzlich in einigen Féllen zu einer einseitigen
Erhohung der Linearitét. Bei der Messung von Proben in niedrigen Konzentrati-
onsbereichen kommt es also tendenziell zu einer Uberschitzung der tatsidchlich
vorliegenden Penicillinkonzentrationen. Dies wird auch bei der Bestimmung der

Wiederfindungsrate von Amoxicillin deutlich (Kapitel 4.1.3).
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K trati Li itat
Penicillin  Probe o oanon Verdiinnungsgrad Heartia
(ng/ml) (%)
hoher Konzentrationsbereich
1 222 -132 1:10-1:20 118
Pen G
2 482 - 232 1:10 - 1:20 96
1 356 - 163 1:10 - 1:40 127 - 145 (136)
PenV
3 377 - 200 1:10 - 1:20 106
1 425 - 254 1:10 - 1:40 142 - 168 (155)
Amoxi
2 191 - 112 1:10-1:20 118
mittlerer Konzentrationsbereich
1 132-4 1:20 - 1:640 96 - 106 (100)
2 232 -8 1:20 - 1:640 98 - 108 (103)
Pen G 3 89 -6 1:10 - 1:160 94 - 111 (104)
4 17 -8 1:10-1:20 87
8-2 1:20 - 1:80 99 - 100 (100)
1 163 - 10 1:40 - 1:640 95 - 106 (100)
2 259 -9 1:10 - 1:320 93 -109 (103)
3 200-6 1:20 - 1:640 98 - 110
PenV 4 82-43 1:10 - 1:20 106
43 -25 1:20 - 1:40 113
25-13 1:40 - 1:80 104
13-7,1 1:80 - 1:160 112
1 254 - 19 1:40 - 1:640 97 - 111 (105)
2 112-4 1:20 - 1:640 96 - 111 (103)
Amoxi
3 96 -8 1:10 - 1:160 101 - 112 (108)
4 106 - 13 1:10 - 1:80 95 - 105 (100)

niedriger Konzentrationsbereich




KAPITEL 4. ERGEBNISSE

K trati Li itat
Penicillin  Probe —coanon Verdiinnungsgrad Heartta
(ng/ml) (%)
Pen G 1 4-0,35 1:640 - 1:5120 83-147 (95)
1 10-2 1:640 - 1:5120 82-131 (115)
Pen V
2 9-2 1:320 - 1:1280 86 - 124 (105)
1 19-5 1:640 - 1:5120 111 - 145 (124)
3 8-2 1:160 - 1:640 94 - 121 (107)
Amoxi
2-04 1:640 - 1:1280 32
4 13-2 1:80 - 1:640 86 - 113 (102)

Tabelle 4.3: Linearitiat von Penicillin G, Penicillin V und Amoxicillin im hohen,
mittleren und niedrigen Konzentrationsbereich. Die Linearitét ergibt sich fiir jede
Verdiinnungsstufe aus dem Verhiltnis der gemessenen zur erwarteten Konzentration. Die
erwartete Konzentration entspricht dabei 50 % der in der vorherigen Verdiinnungsstufe
gemessenen Konzentration. Es wurden fiir jedes Penicillin 4 Plasmaproben (1:2
Verdiinnungsreihe) analysiert. Die in den verschiedenen Konzentrationsbereichen fiir die
jeweilige Probe berechneten Linearitatswerte sind in der Tabelle zur besseren Ubersicht
zum Teil zusammengefasst. Angegeben ist dann jeweils die gesamte Spannbreite der
berechneten Linearitidtswerte, sowie in Klammern der Mittelwert aller Werte.

4.1.3 Genauigkeit

Richtigkeit/Wiederfindung

Die Wiederfindungsrate beschreibt den Anteil der in einer Probe enthaltenen
Penicillinkonzentration, welcher vom Testsystem wiedererkannt wird. Die tat-
sdchlich enthaltene Konzentration kann dabei durch den Einfluss der Probenmatrix
sowohl tiber- als auch unterschitzt werden. Besteht kein Unterschied zwischen
den Messergebnissen einer gegebenen Penicillinkonzentration in Blutplasma und

im Verdiinnungsmedium der Standardkurve, in diesem Fall PBS-Puffer, liegt
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eine Wiederfindungsrate von 100 % vor. Fiir den verwendeten ELISA wurde eine
Wiederfindungsrate zwischen 80 — 120 % angestrebt.

Es wurde zunéchst fiir jedes der untersuchten Penicilline je eine 1:2 Verdiin-
nungsreihe in PBS und in 10 % Blutplasma (3,125 — 200 ng/ml) analysiert und die
Wiederfindungsrate fiir jede Verdiinnungsstufe berechnet. Fiir Amoxicillin wurde
zusdtzlich eine zweite Messung mit identischem Aufbau durchgefiihrt, da es hier,
im Unterschied zu den anderen Penicillinen, bereits ab einer Konzentration von
25 ng/ml zu einem starken Anstieg der Wiederfindungsrate kam. Dieses Ergebnis
sollte durch eine zweite Messung verifiziert werden. Fiir Penicillin G wurde in 4
Konzentrationen eine zusatzliche Messung durchgefiihrt, da die Wiederfindungs-
rate bei der ersten Bestimmung zum Teil zwar innerhalb der Zielvorgaben, aber in
einem niedrigen Bereich von nur 85 — 89 % lag. Hierdurch sollte beurteilt werden,
ob dies Ausdruck eines generellen Trends hin zu einer leichten Unterschitzung der

tatsdchlich vorliegenden Wirkstoffkonzentrationen war.

Eine grafische Ubersicht iiber die berechneten Wiederfindungsraten fiir alle durch-
gefiihrten Messungen im Verhiltnis zu den vorgegebenen Grenzwerten von 80
bzw. 120 % ist in Abb. 4.3 dargestellt.

Die Wiederfindungsrate von Penicillin G lag fiir alle untersuchten Konzentrationen
im Bereich von 3,125 — 200 ng/ml innerhalb der Zielvorgaben. Bei der Messung
von sehr niedrigen Penicillinkonzentrationen zeigte sich ein leichter Anstieg der
Wiederfindungsrate. Wahrend sie bei einer Konzentration von 12,5 ng/ml noch bei
98 bzw. 101 % lag, wurde bei 6,25 ng/ml eine Wiederfindungsrate von 110 - 111 %
gemessen. Bei 3,125 war sie dann auf 117 % angestiegen. Eine Tendenz zu einer
Unterschdtzung der tatsdchlich vorhandenen Konzentration, welche sich im ersten
Messdurchgang insbesondere bei 100 und 25 ng/ml zeigte (89 bzw. 86 %), konnte
bei einer zweiten Messung in diesem Konzentrationsbereich nicht bestétigt werden
(Tab. 4.4).

Fiir Penicillin V lag die Wiederfindungsrate bei allen in einem Konzentrationsbe-
reich von 6,25 — 200 ng/ml durchgefiihrten Messungen bei 91 — 107 % und damit
deutlich innerhalb der definierten Grenzwerte. Erst bei einer Penicillinkonzentra-

tion von 3,125 ng/ml zeigte sich ein Anstieg der Wiederfindungsrate auf 132 %.
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Abbildung 4.3: Wiederfindungsrate von Penicillin G, Penicillin V und Amoxicillin in
7 Verdiinnungsstufen von 3,125 — 200 ng/ml. Der obere und untere Grenzwert von 80
bzw. 120 % sind als horizontale Linien dargestellt. Fiir Penicillin G und Amoxicillin
wurden zum Teil doppelte Messungen durchgefiihrt. In diesem Fall sind die Ergebnisse
beider Messungen als gleichfarbige Balken nebeneinander aufgetragen. Die fiir
Amoxicillin bei 6,25 und 3,125 ng/ml gemessenen Werte liegen oberhalb des dargestellten
Diagrammbereiches. Eine Wiederfindungsrate innerhalb der Zielvorgaben wurde fiir
Penicillin G zwischen 3,125 und 200 ng/ml, fiir Penicillin V zwischen 6,25 und 200 ng/ml
und fiir Amoxicillin zwischen 25 und 200 ng/ml erreicht.

Diese Konzentration liegt allerdings bereits unterhalb der Leerwertgrenze (LoB)
von 5,07 ng/ml. Unabhédngig von der tatsdchlichen Probenkonzentration (auch bei
Analyse von Leerwertproben) werden unterhalb dieser Grenze definitionsgemaf3
Werte bis zu 5,07 ng/ml gemessen.

Eine Wiederfindungsrate innerhalb der Zielvorgaben konnte fiir Amoxicillin nur
einem Bereich von 25 — 200 ng/ml gemessen werden. Unterhalb dieses Konzen-
trationsbereiches kam es zu einem sprunghaften Anstieg der Wiederfindungsrate
auf 159 — 160 (12,5 ng/ml), 241 — 242 (6,25 ng/ml) und 243 — 341 % (3,125 ng/ml).
Auch bei einer Amoxicillinkonzentration von 25 ng/ml bewegte sich die Wieder-
findungsrate bereits im Bereich des oberen Grenzwertes. Bei der ersten Messung
wurde hier eine Wiederfindung von 126 % gemessen, bei der zweiten Messung lag

sie bei 118 %. Bei einer Messung von Proben in diesem Konzentrationsbereich muss
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also tendenziell von einer leichten Uberschitzung der tatséchlich vorliegenden
Konzentrationen ausgegangen werden. Dies trifft vor allem bei einer geringen
Verdiinnung der Proben zu, da die hier durchgefiihrten Messungen sich auf
10%iges Plasma beziehen. Bei hoherer Verdiinnung des Plasmas nehmen dagegen
der auftretende Hintergrund und die erhohte Wiederfindungsrate wieder ab. Bei
den nachfolgend durchgefiihrten pharmakokinetischen Untersuchungen lagen
die Blutplasmakonzentrationen fiir Amoxicillin bei den meisten Messzeitpunkten
deutlich oberhalb des Arbeitsbereichs des ELISAs. Ausgehend von der voraussicht-
lich enthaltenen Penicillinkonzentration konnten die Proben durch Verdiinnung
deshalb beliebig eingestellt werden, sodass in den meisten Fillen eine Messung
im oberen Arbeitsbereich des ELISAs moglich war. Messungen von Proben im
niedrigen Konzentrationsbereich mit einer geringen Verdiinnung von 1:10 waren
vor allem nach intravendser Eingabe zum Zeitpunkt 2 h (letzter Zeitpunkt mit
messbaren Konzentrationen) notig. Hier lagen die gemessenen Konzentrationen

bei 4 Tieren im Bereich von 23 — 35 ng/ml.

Betrachtet man die Wiederfindungsraten wird aufSerdem deutlich, dass das Test-
system die Gesamtmenge des in der Probe enthaltenen Penicillins erfasst. Es wird
also sowohl der freie als auch der an Plasmaproteine gebundene Anteil erkannt.
Bei einer Plasmaproteinbindung welche in der hier durchgefiihrten Studie fiir
Amoxicillin mit 15 % und fiir Penicillin G und V mit 84 bzw. 80 % bestimmt wurde
miisste die Wiederfindung der Stoffe in den dotierten Proben anderenfalls deutlich

reduziert sein.

83



78

dotierte Konzentrationen (ng/ml)

200 100 50 25 12,5 6,25 3,125
Plasma (ng/ml) 197,26 8457 50,38 21,98 11,76 7,21 3,61
PBS (ng/ml) 204,24 9536 51,03 25,61 12,05 6,56 3,09
Penicillin G Wiederfindung (%) 96,58 88,68 98,73 8583 97,63 109,97 117,03
Plasma (ng/ml) 101,69 27,39 13,86 7,10
PBS (ng/ml) 105,79 2520 13,79 6,41
Wiederfindung (%) 96,13 108,73 100,51 110,65
Plasma (ng/ml) 186,51 102,43 49,87 23,3 1091 5,18 3,47
Penicillin V PBS (ng/ml) 202,80 105,73 50,69 2522 10,20 5,71 2,63
Wiederfindung (%) 91,97 96,88 98,38 92,39 106,94 90,74 132,05
Plasma (ng/ml) 185,37 10557 54,60 2824 1759 11,37 9,77
PBS (ng/ml) 188,26 96,30 49,30 22,48 11,04 4,70 4,02
Amoxicillin Wiederfindung (%) 98,47 109,63 110,73 125,61 159,37 241,56 242,76
Plasma (ng/ml) 226,74 123,30 59,76 30,20 17,73 12,62 8,72
PBS (ng/ml) 227,34 12191 5931 25,55 11,07 5,24 2,56
Wiederfindung (%) 99,74 101,14 100,75 11821 160,21 240,92 340,81

Tabelle 4.4: Wiederfindungsrate von Penicillin G, Penicillin V und Amoxicillin in 7 Verdiinnungsstufen von 3,125 — 200 ng/ml.
Dargestellt sind fiir jede untersuchte Konzentration die in Plasma (10%) und PBS-Puffer gemessenen Konzentrationen. Die
Wiederfindungsrate ergibt sich jeweils aus dem Verhiltnis dieser beiden Messwerte nach der Formel: Wiederfindung (%) =
(gemessene Konzentration im Plasma/gemessene Konzentration in PBS) * 100.
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Prazision (Intra- und Inter-Assay-Variabilitét)

Intra-Assay-Variabilitdit Zur Bestimmung der Intra-Assay-Variabilitit wurde
Leerwertplasma mit 3 Konzentrationen der Penicilline im unteren, mittleren und
oberen Arbeitsbereich des ELISAs dotiert. Die Proben wurden jeweils an 3 — 4
unterschiedlichen Bereichen der ELISA-Platte aufgetragen und die Variabilitdt zwi-
schen den gemessenen Konzentrationen erfasst. Fiir Penicillin V und Amoxicillin
wurde die Untersuchung mit je einer ELISA-Platte durchgefiihrt. Fiir Penicillin G

wurden 2 ELISA-Platten mit jeweils 3 Konzentrationen untersucht.

Im oberen und mittleren Messbereich des ELISAs lagen die Variationskoeffizienten
der Messergebnisse fiir alle drei Penicilline unterhalb von 10 %. Fiir Penicillin G
wurden Werte von 2,6 — 8,6 %, fiir Penicillin V von 2,6 — 7,5 % und fiir Amoxicillin
von 4,9 — 6 % bestimmt. Im unteren Messbereich kam es zu einem Anstieg der
Variabilitat auf 10 — 15 %.

oberer Messbereich | mittlerer Messbereich | unterer Messbereich

Konzentration CV | Konzentration CV | Konzentration CV
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

66,7 2,9 297 8,6 6,5 11,4
Pen G

107,3 7,3 27,8 2,6 8,5 15,3
PenV 85,4 2,6 36,7 7,5 6,8 11,6
Amoxi 99,2 49 46 6 15,6 10

Tabelle 4.5: Intra-Assay-Variabilitdt von Penicillin G, Penicillin V und Amoxicillin.
Die Variabilitdt wurde jeweils im oberen, mittleren und unteren Arbeitsbereich des ELISAs
bestimmt. Sie ist als Variationskoeffizient (CV) dargestellt. CV (%) = (Standardabweichung
/ Mittelwert) * 100.

Inter-Assay-Variabilitat Die Inter-Assay-Variabilitdt wurde ebenfalls fiir jedes
Penicillin im oberen, mittleren und unteren Arbeitsbereich des ELISA bestimmt.
Hierfiir wurden zunédchst dotierte Plasmaproben genutzt, die an fiinf verschiedenen

Versuchstagen analysiert wurden.
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Im oberen und mittleren Konzentrationsbereich lag der Variationskoeffizient
fiir alle drei Penicilline innerhalb der definierten maximalen Abweichung von
15 %. Im unteren Konzentrationsbereich war die Variabilitat fiir Penicillin V und
Amoxicillin allerdings deutlich erhoht. Im Falle von Penicillin V auf 28,83 %, bei
Amoxicillin auf 28,14 %. Diese Stoffe konnen in niedrigen Konzentrationen in
der Probe (7 — 11 ng/ml) demnach nicht mehr sicher quantifiziert werden. Der
zuldssige Arbeitsbereich des ELISAs musste daher weiter eingegrenzt werden. Der
Variationskoeffizient fiir Penicillin G lag dagegen auch im unteren Konzentrations-
bereich mit 13,44 % noch innerhalb des Grenzwertes (Abb. 4.4). Aus diesem Grund
wurden die getesteten Konzentrationen des unteren Bereichs fiir Penicillin V und
Amoxicillin auf 13 ng/ml erh6ht und erneut Messungen an fiinf Versuchstagen
durchgefiihrt. Fiir Penicillin G wurde die getestete Konzentration dagegen auf
5,5 ng/ml erniedrigt, um eine Erweiterung des Arbeitsbereichs zu testen. Diese
erneuten Messungen wurden fiir Penicillin G und Penicillin V an Plasmaproben
behandelter Tiere durchgefiihrt, welche bei einer Verdiinnung von 10 % in PBS
eine entsprechende Penicillinkonzentration aufwiesen. Fiir die Untersuchungen fiir

Amoxicillin wurde erneut dotiertes Blutplasma unbehandelter Tiere verwendet.

Aus den Daten ergibt sich fiir Penicillin G eine untere Messgrenze von 5,5 ng/ml
und ein mittlerer Variationskoeffizient von 7,35 %. Fiir Penicillin V liegt die Grenze
bei 13,5 ng/ml mit einem mittlerer Variationskoeffizienten von 6,06 %. Fiir Amoxi-
cillin wurde eine Grenze von 19,5 ng/ml bei einem mittleren Variationskoeffizien-
ten von 12,18 % bestimmt (siehe Tab. 4.6).

4.1.4 Leerwertgrenze (LoB) und Nachweisgrenze (LoD)

Die Bestimmung der Leerwert- und Nachweisgrenze wurde fiir jedes der drei
Penicilline in PBS, 100 % Plasma und 10 % Plasma in PBS durchgefiihrt. Dabei
wurde fiir PBS und 100 % Plasma je eine Leerwertprobe in 10 Wiederholungen
untersucht. Fiir 10 % Plasma wurden 4 (Penicillin V, Amoxicillin) bzw. 7 (Penicillin
G) Leerwertproben untersucht, insgesamt also 40/70 Wiederholungen. Fiir jede
untersuchte Leerwertprobe wurde das LoB und LoD gesondert berechnet und
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Abbildung 4.4: Inter-Assay-Variabilitit im oberen, mittleren und unteren
Arbeitsbereich des ELISA. Die drei Konzentrationsbereiche sind durch Kreise
gekennzeichnet. Bei den ersten Messungen im unteren Konzentrationsbereich lag die
Variabilitdt von Penicillin V und Amoxicillin mit 29 bzw. 28 % CV deutlich oberhalb der
definierten Grenzwerte. Bei den Wiederholungsmessungen mit erhohter Testkonzentration
lagen alle untersuchten Proben innerhalb der vorab definierten Grenze von 15 %. Zu
beachten ist die fiir Amoxicillin generell erhohte Variabilitdt im Vergleich mit den anderen
getesteten Penicillinen, welche unabhéngig von der Testkonzentration bei 10 -— 13 % lag.

oberer Messbereich | mittlerer Messbereich | unterer Messbereich
Konzentration CV | Konzentration CV | Konzentration CV

(ng/ml) (%) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

68,8 5,64 29 1,96 7 13,44
Pen G
5,5 14,46
4 7 7 2
Pen V 93 6,8 39, 5,76 9 8,83
13,5 5,58
) 109 12,82 46,6 13,05 10,8 28,14
Amoxi
19,5 10,68

Tabelle 4.6: Gemessene Konzentrationen und Variabilititen im oberen, mittleren und
unteren Arbeitsbereich des ELISA. Die Konzentration ergibt sich jeweils als Mittelwert
aus den 5 durchgefiihrten Messungen einer jeden Probe. Unterschiede zwischen der
urspriinglich dotierten und der im Test gemessenen Konzentration im niedrigen
Konzentrationsbereich ergeben sich aus der Wiederfindungsrate, welche in niedrigen
Konzentrationen > 100 % liegt. Dies gilt vor allem fiir Amoxicillin. Hier wurde bei einer
Dotierung auf 13 ng/ml eine Konzentration von 19,5 ng/ml gemessen.
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bei Untersuchung mehrerer Proben (Plasma 10 %) anschliefsend die endgiiltige
Leerwert- und Nachweisgrenze als Mittelwert aus diesen Ergebnissen bestimmt.

Die errechneten Leerwert- und Nachweisgrenzen sind in Tab. 4.7 dargestellt. Fiir die
Validierung des Testsystems entscheidend sind dabei vor allem diejenigen Werte,
die bei der Messung von 10 % Plasma ermittelt wurden. Dies ist die minimale
Verdiinnungsstufe, die bei der praktischen Anwendung des ELISAs zur Analyse
der Blutproben verwendet wurde. Vergleicht man die Werte der drei Penicilline, so
zeigt Penicillin G mit einem LoD von 3,8 ng/ml die hochste Sensitivitit, gefolgt
von Penicillin V mit 7 ng/ml und Amoxicillin mit 8,7 ng/ml. Zu beachten sind
auflerdem die, insbesondere im Falle von Amoxicillin, auftretenden Variationen
der berechneten LoB- und LoD-Werte fiir die einzelnen untersuchten Proben. Diese
werden durch die Standardabweichung ausgedriickt. Betrachtet man jeweils nur
die maximale berechnete Nachweisgrenze, liegt diese fiir Penicillin G bei 5,6 ng/ml,
fiir Penicillin V bei 7,6 ng/ml und fiir Amoxicillin bei 11,4 ng/ml. Die maximal
berechnete Leerwertgrenze liegt fiir Penicillin G bei 4,2 ng/ml, fiir Penicillin V bei
5,6 ng/ml und bei Amoxicillin bei 8,6 ng/ml.

Bei einem Vergleich der drei untersuchten Matrizes zeigt sich erwartungsgemaf ein
Anstieg der Leerwert- und Nachweisgrenzen mit zunehmendem Plasmagehalt der
Probe. Dieser Matrixeffekt begriindet sich vor allem in einem erhohten Hintergrund
bei der Messung von Proben mit hohem Plasmagehalt, wahrend die Variabilitéten,
d. h. die ermittelten Standardabweichungen der einzelnen Wiederholungen, keine
Unterschiede aufweisen. Ein erhohter Hintergrund beruht dabei oft auf unspe-
zifischen Bindungen zwischen der Probenmatrix und Antikorpern, Reagenzien
oder der Oberfliache des Testsystems (RAUCH, 2005). Besonders ausgepragt ist
dieser Effekt bei Amoxicillin. Vergleicht man die ermittelten Nachweisgrenzen
bei der Verwendung von 10- und 100 %igem Plasma, so zeigt sich ein Anstieg
von 8,7 ng/ml auf 63,5 ng/ml. Unabhidngig von der Variabilitdt misst der ELISA
bei Analyse einer Leerwertprobe hier eine scheinbare mittlere Konzentration
von Amoxicillin von 34 ng/ml. Die Verwendung des ELISAs zum Nachweis von
Amoxicillin in nicht oder nur wenig verdiinnten Plasmaproben ist demnach nicht
moglich, da die Nachweisgrenze oberhalb des ICs liegt und bereits einen grofsen
Teil des Arbeitsbereichs ausschliefst (Arbeitsbereich: 25 — 100 ng/ml). Bei Penicillin
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G und Penicillin V kommt es durch Verwendung von unverdiinntem Plasma

jeweils zu einem Anstieg der Nachweisgrenze um ca. 3 ng/ml.

Penicillin G Penicillin V Amoxicillin
LoB LoD LoB LoD LoB LoD
PBS 2,14 3,47 1,75 2,74 1,08 1,82

Plasma 100% 5,36 6,55 9,02 10,70 45,79 63,51
2,98 3,79 5,07 7,02 6,69 8,74
+£091 +£109 +£038 £061 +212 +2,67

Plasma 10%

Tabelle 4.7: Berechnete Leerwert-(LoB) und Nachweisgrenzen (LoD ) der drei
Penicilline. Bestimmt wurden jeweils das LoB und LoD in PBS, 100 % Plasma und 10 %
Plasma. Die Berechnungen fiir PBS und 100 % Plasma beruhen jeweils auf der Analyse
einer einzelnen Probe in 10 Wiederholungen. Fiir 10 % Plasma ist der errechnete
Mittelwert aus der Messung von 7 (Penicillin G) bzw. 4 (Penicillin V, Amoxicillin) Proben
sowie die zugehorige Standardabweichung angegeben. Alle Angaben in ng/ml.

4.1.5 Bestimmungsgrenze (LoQ) und Arbeitsbereich

Zur Ermittlung der Bestimmungsgrenze wurden im Vorfeld der Validierungstests
folgende Zielvorgaben festgelegt: Linearitét, 90 — 110 %; Wiederfindungsrate, 80 —
120 %; Intra- und Inter-Assay-Variabilitdt, < 15 % CV.

Es ergab sich fiir Penicillin G ein LoQ von 5,5ng/ml, fiir Penicillin V von
13,5 ng/ml und fiir Amoxicillin von 25 ng/ml. Begrenzender Faktor war im Fall
der beiden erstgenannten Penicilline die Inter-Assay-Variabilitdt, wobei fiir Pe-
nicillin V die Variabilitiat in diesem Konzentrationsbereich mit 5,6 % noch sehr
niedrig liegt. Hier wurde aber keine geringere Konzentration getestet, da die
erreichte Bestimmungsgrenze als ausreichend niedrig angesehen wurde. Die Be-
stimmungsgrenze von Amoxicillin wird dagegen von der Wiederfindungsrate
begrenzt. Diese steigt bereits ab einer Konzentration von 25 ng/ml auf Werte
oberhalb des definierten Rahmens an. Ursache ist ein im Vergleich zu den anderen
Penicillinen stiarker ausgepragter Hintergrundeffekt, welcher mit abnehmender
Penicillinkonzentration in den Proben eine immer stdrkere Rolle spielt. Da diese
Uberschitzung der tatsdchlich vorhandenen Penicillinkonzentrationen bei jeder

Messung der Proben auftritt, lagen die Intra- und Inter-Assay-Variabilitdt von
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Amoxicillin auch unterhalb der Bestimmungsgrenze noch innerhalb eines CV von
15 %.

Die hier gefundenen Unterschiede beziiglich der Bestimmungsgrenzen der drei
Penicilline spiegeln sich auch in der Linearitdt des ELISA wieder. Eine Linearitat
zwischen 90 — 110 % wurde fiir Penicillin G bis zu einer Konzentration von 4 ng/ml
und fiir Penicillin V bis zu 10 ng/ml erreicht. Unterhalb dieser Konzentrationen
stieg die Variabilitdt der Messungen an, sodass die Linearitidtswerte in einem
grofieren Bereich von ca. 80 — 150 % schwankten. Fiir Amoxicillin kam es bereits
ab einer Konzentration von 19 ng/ml zu abweichenden Werten, welche sowohl
durch eine erhohte Variabilitdt als auch durch eine tendenzielle Uberschitzung der

Penicillinkonzentrationen gepréagt waren.

Ausgehend von der Bestimmungsgrenze wurden fiir den ELISA folgende Arbeits-
bereiche festgelegt:

Penicillin G 5,5-100 ng/ml
Penicillin V. = 13,5-100 ng/ml
Amoxicillin = 25-100ng/ml

Hinsichtlich der Linearitdt und Wiederfindungsrate wurden zum Teil noch ober-
halb von 100 ng/ml Werte innerhalb der Zielvorgaben erreicht. Da die Untersu-
chungen zur Intra- und Inter-Assay-Variabilitdt aber nur bis zu einer maximalen
Konzentration von 100 ng/ml durchgefiihrt wurden, wurde dies als Obergrenze

des Arbeitsbereichs definiert.

4.2 Lagerungsstabilitat

Zur Bestimmung der Lagerungsstabilitdt der Penicilline in PBS wurden die bei der
Analyse des internen Standards gewonnenen Daten genutzt. Uber einen Zeitraum
von 8 Monaten zeigten sich keine iiber die nattirliche Variabilitit des ELISA
hinausgehenden Verdnderungen der in den Verdiinnungen enthaltenen Penicillin-

konzentrationen. Dies ist in Tab. 4.8 am Beispiel von Penicillin G dargestellt.
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Auch bei der wiederholten Analyse von Blutplasmaproben iiber einen Zeitraum

von 3 — 4 Monaten zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen der enthal-

tenen Penicillinkonzentrationen (Tab. 4.9). Dies wurde durch eine wiederholte

Analyse von einzelnen Blutproben bestétigt, welche stichprobenartig zur Kontrolle

durchgefiihrt wurde.

Tag Konzentration (ng/ml) Tag Konzentration (ng/ml)

1 51,945 23 49,463
4 47,004 24 46,641
7 42,855 28 49,405
8 40,894 29 44,821
9 45,599 37 47,384
14 42,995 65 47,001
15 49,798 126 49,523
16 39,329 133 41,096
20 43,232 176 40,81
21 46,323 210 50,838

Tabelle 4.8:

Bestimmung der Konzentration des internen Standards von Penicillin G

iiber den Verlauf mehrerer Monate. Mittelwert: 45,85 ng/ml. Variabilitit: CV = 8,11 %

Amoxicillin Penicillin G Penicillin V
Tag Konzentration Tag Konzentration Tag Konzentration
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 26,877 1 44,621 1 33,602
68 26,35 27 46,771 26 34,555
107 25,084 64 44,634 55 37,598
112 28,725 125 48,074 120 42,15
Tabelle 4.9: Penicillinkonzentrationen bei wiederholter Analyse von

Blutplasmaproben iiber einen Zeitraum von 3 — 4 Monaten. Variabilitdt (CV):
Amoxicillin = 5,65 %, Pen G = 3,7 %, Pen V=104 %
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4.3 Plasmaproteinbindung

Die Plasmaproteinbindung der Penicilline wurde mittels Ultrafiltrationsverfahren
bestimmt. Fiir Amoxicillin wurde keine unspezifische Bindung an die Filtermem-
branen festgestellt. Das dotierte Plasma konnte so ohne weitere Vorbehandlung
aufgetragen werden. Die berechnete Plasmaproteinbindung betrug 14,91 % bei

einer Plasmakonzentration von 6 pg/ml.

Fiir Penicillin G und Penicillin V wurde in jeweils zwei Vorversuchen mit dotiertem
PBS-Puffer eine unspezifische Bindung in Hohe von 11 — 27 % bzw. 47 — 49 % an
die Filtermembran festgestellt. Fiir die Untersuchungen an Blutplasma wurden
die Membranen daher vorab mit Tween® 80 abgesittigt. Hierdurch wurde die
unspezifische Bindung auf 0 bzw. 8,67 % reduziert. Die im folgenden Versuch mit
Blutplasma ermittelte Plasmaproteinbindung betrug 83,85 % fiir Penicillin G und
79,63 % fir Penicillin V.

4.4 Pharmakokinetische Untersuchungen

Es wurde eine Reihe von pharmakokinetischen Parametern nach oraler sowie i.v.
Verabreichung von Penicillin G, Penicillin V und Amoxicillin an Puten bestimmt.
Pro Penicillin wurde der Versuch dabei jeweils an einer Gruppe von 6 Tieren + 1
Ersatztier durchgefiihrt. Verschiedene Faktoren konnten nachtraglich zu einem
Ausschluss einzelner Tiere aus der Datenauswertung fiihren. Hierzu zahlten
sowohl Ereignisse im praktischen Versuchsteil wie Probleme bei der Dosierung
oder Applikation der Medikamente (z. B. Regurgitieren, paravendse Injektion)
als auch Fille, bei denen die Messwerte einzelner Blutproben aus unbekannten
Ursachen stark abwichen. Im Fall von Penicillin G wurde ein Tier (Tier Nr. 5) fiir
den i.v. Versuchsteil ausgeschlossen, fiir Penicillin V zwei Tiere im i.v. Teil (Tiere
Nr. 6 + 7) und fiir Amoxicillin ein Einzeltier aus beiden Versuchsteilen (Tier Nr. 6).
Die fiir den oralen Versuchsteil gewonnenen Daten von aus dem i.v. Versuchsteil
ausgeschlossenen Tieren wurden zusétzlich zu den Daten des Ersatztieres in die

Auswertung miteinbezogen. Eine Beurteilung der Bioverfiigbarkeit ist fiir diese
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Tiere jedoch nicht moglich. Somit ergeben sich auswertbare Gruppengrofien von
6/7 Tiere fiir Penicillin G, 5/7 Tiere fiir Penicillin V und 6/6 Tiere fiir Amoxicillin.

Bei der Beurteilung der Daten ist weiterhin zu beachten, dass sich die pro kg KM
eingegebenen Wirkstoffmengen fiir jedes Penicillin entsprechend der Zulassungs-
bedingungen unterschieden. Penicillin G wurde in einer Dosierung von 16.000
IE/kg KM (= 9 mg/kg KM), Penicillin V von 20 mg/kg KM und Amoxicillin von
17,4 mg/kg KM eingesetzt.

4.4.1 Verlauf der Konzentrations-Zeit-Kurven nach
intravendser Eingabe

Jedes Tier wurde gesondert ausgewertet. Zur Erstellung der individuellen Blutplas-
makurven wurde der Zeitpunkt der Blutentnahme (Applikation des Medikamentes
= Zeitpunkt 0) gegen die Penicillinkonzentration aufgetragen, um so den zeitlichen
Verlauf der Wirkstoffkonzentration zu beschreiben. In Abb. 4.5 sind die erstellten
Blutplasmakurven der einzelnen Tiere fiir Penicillin G (a), Penicillin V (b) und Amo-
xicillin (c¢) zusammenfassend dargestellt. Zum letzten aufgetragenen Zeitpunkt
(4 h) lagen die gemessenen Konzentrationen fiir Penicillin V und Amoxicillin in
den meisten Féllen bereits unterhalb der Leerwertgrenze. Es konnten also keine
Penicilline mehr nachgewiesen werden. Die Plasmakonzentrationen von Penicillin
G waren schon zum Zeitpunkt 2 h unter den Bereich der Bestimmungsgrenze
(55 ng/ml) abgefallen. Der Zeitpunkt 4 h ist hier nicht mehr dargestellt. Alle
Kurven zeigen den nach i.v. Applikation von Medikamenten typischen Verlauf,
mit einem steileren Abfall der Kurve im vorderen Bereich, welcher der Vertei-
lungsphase des Stoffes entspricht und einem Abflachen der Kurve im hinteren
Bereich. In dieser Phase ist die Umverteilung des Stoffes abgeschlossen und die
Abnahme der Plasmakonzentration entspricht der Elimination aus dem Korper. Die
beobachteten Steigungsunterschiede bleiben auch nach dem Logarithmieren der
Kurven bestehen, sind also nicht allein Folge des exponentiellen Kurvenverlaufs,

sondern durch die pharmakokinetischen Prozesse bedingt.
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Alle Penicilline wurden nach i.v. Injektion schnell aus dem Organismus eliminiert.
So konnte fiir Penicillin G schon nach 2 h, fiir Penicillin V und Amoxicillin nach
4 h nur noch ein geringer oder gar kein Wirkstoffspiegel mehr im Blut gemessen
werden. Betrachtet man die Konzentrationen am ersten Messzeitpunkt (15 min)
ist bei allen Penicillinen eine deutliche Variabilitiat sichtbar, die iiber der zu er-
wartenden analysebedingten Schwankungsbreite liegt. Fiir Penicillin G lagen
die Konzentrationen zwischen 3,3 und 6,6 ng/ml, fiir Penicillin V zwischen 5,2
und 8,4 ng/ml und fiir Amoxicillin zwischen 15,5 und 22,7 pg/ml. Trotz direkter
Verabreichung der Wirkstoffe in die Vene mithilfe eines Venenverweilkatheters
zeigen sich hier deutliche individuelle Unterschiede, welche bereits in der priméaren
Verteilungsphase, also schon vor der ersten Messung der Plasmakonzentrationen
auftreten. Vergleicht man die erreichten Plasmakonzentrationen der Penicilline
unter Berticksichtigung der jeweils verabreichten Dosis, so wurden fiir Amoxicillin
die hochsten maximalen Wirkstoffkonzentrationen gemessen. Die maximalen
Plasmaspiegel der beiden anderen Penicilline lagen deutlich niedriger. Dies war
fiir Penicillin G, das in der geringsten Dosierung verabreicht wurde, zu erwarten
gewesen. Allerdings zeigt auch Penicillin V, das in einer Dosis von 20 mg/kg KM
verabreicht wurde, zum Zeitpunkt der maximalen Konzentration (15 min) einen
im Vergleich zu Amoxicillin um mehr als die Hilfte niedrigeren Plasmaspiegel.
Fiir Penicillin V miissen daher schon vor dem Zeitpunkt der ersten Blutentnahme

umfangreiche Verteilungs- oder Eliminationsvorgange stattfinden.

4.4.2 Verlauf der Konzentrations-Zeit-Kurven nach oraler
Eingabe

Zur Bestimmung der Blutplasmakonzentrationen nach oraler Applikation wurden
die Penicillinlosungen mit einer Knopfsonde direkt in den Kropf eingegeben.
Auflerdem wurden die Puten in den auf die Eingabe folgenden 15 min weiter
beobachtet, um ein eventuelles Regurgitieren der verabreichten Medikamente zu
registrieren. Schwankungen der von jedem Tier erhaltenen Dosis der Penicilline
wurden so verhindert. Trotzdem zeigten die erstellten Blutplasmakurven eine
starke individuelle Variabilitdt. Hierbei entsprachen die nach oraler Eingabe von

Amoxicillin gewonnen Kurven am ehesten einer typischen Bateman-Kurve fiir eine
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Abbildung 4.5: Verlauf der Blutplasmakonzentrationen nach intravendser Eingabe.
Zum Zeitpunkt 4 h lagen die Konzentrationen fiir Penicillin V und Amoxicillin unterhalb
der Nachweisgrenze. Fiir Penicillin G waren die Konzentrationen schon nach 2 h unter die
Bestimmungsgrenze abgefallen. Zum Zeitpunkt 4 h wurde deshalb keine Analyse mehr
durchgefiihrt. Die den Kurven zugrunde liegenden Messdaten finden sich in Anhang III.
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Invasions- und Eliminationskinetik 1. Ordnung. Einem Anstieg der Konzentratio-
nen direkt nach der Applikation, welcher der Resorption der Stoffe entspricht, folgt
eine Abnahme der Konzentrationen aufgrund von Verteilungs- und Eliminations-
vorgdngen (Abb. 4.6¢c). Die erreichten maximalen Plasmaspiegel zeigten trotz des
relativ homogenen Kurvenverlaufs starke Unterschiede. Die maximal bestimmten

Konzentrationen von Amoxicillin lagen zwischen 1,6 (Tier Nr. 2) und 6,7 (Tier Nr.
1) png/ml.

Betrachtet man die Kurven von Tier Nr. 1 und 3, welche die hochsten maximalen
Plasmakonzentrationen (Cpax) aufwiesen, zeigen diese im Vergleich zu den anderen
Tieren sowohl eine schnellere Zu- als auch Abnahme der Wirkstoffkonzentrationen
(tmax = 30 min). Bei den tibrigen Tieren wurde die maximale Konzentration erst zu
einem spédteren Zeitpunkt (tmax = 1 h) erreicht. Im weiteren Verlauf zeigten diese
Tiere allerdings auch ein langsameres Absinken der Wirkstoffkonzentrationen,

sodass ihre Blutspiegel nach 2 h hoher als bei den Tieren Nr. 1 und 3 waren.

Die fiir Penicillin G und Penicillin V erstellten Kurven zeigten einen individuell
stark variierenden Verlauf (Abb. 4.6a/b). Wahrend einige Kurven bereits zum
Zeitpunkt der ersten Blutentnahme (15 min) ihre maximale Plasmakonzentration
erreicht hatten und in der Folge fallende Konzentrationen aufwiesen (z.B. Penicillin
V, Tier Nr. 2/4), stiegen in anderen Fillen die Konzentrationen zunéchst an (z. B.
Penicillin G, Tier Nr. 2/6) oder schwankten iiber mehrere Messzeitpunkte (z. B.
Penicillin G, Tier Nr. 5/7). Bei diesen Penicillinen tritt im Vergleich zu Amoxicillin
eine verzogerte Resorption auf, die Resorptionsvorgiange finden also iiber einen
lingeren Zeitraum hinweg statt. In der Folge kommt es zu einer Uberlagerung der
stattfinden Resorptions- Verteilungs- und Eliminationsprozesse, die nicht mehr

getrennt betrachtet werden konnen.

Alle Penicilline zeigten nach oraler Eingabe im Vergleich zur i.v. Injektion auflerdem
eine verlingerte Gesamthalbwertszeit (Verteilung und Elimination nicht getrennt
betrachtet). Wahrend nach i.v. Eingabe bei Penicillin G und Penicillin V nach 2 bzw.
4 h nur noch minimale Mengen oder gar kein Penicillin mehr nachgewiesen werden
konnte, lagen nach oraler Eingabe die Konzentrationen noch in einem Bereich von
78 — 143 ng/ml bzw. 87 — 196 ng/ml. Nach 4 bzw. 8 h waren dann keine Penicilline

mehr nachweisbar. Auch im Fall von Amoxicillin waren die nach oraler Applikation
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gemessenen Werte zum Zeitpunkt 4 h im Vergleich zur i.v. Eingabe in drei Fillen
auf 172 — 179 ng/ml erhdht. Im Verhiltnis zu den zum Zeitpunkt 2 h gemessenen
Werten von 930 — 1.470 ng/ml fiel hier die Plasmakurve allerdings bereits deutlich
ab. Ein Abfall der Plasmakonzentrationen unter die Leerwertgrenze (max. LoB
Amoxicillin = 8,6 ng/ml) ist bei gleichbleibender Eliminationsgeschwindigkeit
innerhalb von ca. 45 min zu erwarten. Bei den drei {ibrigen Tieren lagen die Kon-
zentrationen zum Zeitpunkt 4 h bereits unterhalb der Nachweisgrenze. Darunter
waren zwei Tiere (Tier Nr. 1 und 3), welche die maximale Plasmakonzentration
bereits zu einem frithen Zeitpunkt (tm.x = 30 min) erreichten. Fiir diese beiden
Tiere war die errechnete Eliminationshalbwertszeit im Vergleich zur intraventsen

Applikation nicht erhoht.

Vergleicht man die Plasmakurven der drei Penicilline, muss aufserdem die unter-
schiedliche Skalierung der Ordinatenachse beachtet werden. Sie ist an das jeweilige
Konzentrationsniveau angepasst, in dem sich die gemessenen Blutspiegel bewegen.
So lagen die maximal gemessenen Konzentrationen fiir Amoxicillin wie oben
bereits beschrieben bei 1,6 — 6,7 pg/ml, fiir Penicillin V bei 0,6 — 2 pg/ml und fiir
Penicillin G bei 0,09 — 0,36 pg/ml. Eine abweichende Skalierung zeigt auch die
Abszisse der fiir Penicillin V aufgetragenen Plasmakurve. Hier wurde eine Analyse
der Plasmaproben bis zum Zeitpunkt 8 h durchgefiihrt.

4.4.3 Berechnung ausgewahlter pharmakokinetischer
Parameter nach intravendser Eingabe

Fiir jedes Tier wurden zunidchst die pharmakokinetischen Parameter anhand
der individuellen Blutplasmakurven berechnet. Die erhaltenen Daten wurden
dann fiir jede Gruppe zusammengefasst und jeweils der Mittelwert und die
Standardabweichung berechnet. Nachfolgend wird eine Auswahl der wichtigsten
pharmakokinetischen Daten vorgestellt. Eine vollstandige Ubersicht aller fiir die

Einzeltiere berechneten Parameter findet sich in Anhang V (i.v.) und VI (oral).
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Abbildung 4.6: Verlauf der Blutplasmakonzentrationen nach oraler Eingabe. Zum
Zeitpunkt 4 bzw. 8 h lagen die Konzentrationen fiir Penicillin G und V bereits unterhalb
des LoB. Fiir Amoxicillin wurden nach 4 h noch Konzentrationen bis zu 0,179 ng/ml
nachgewiesen. Da diese bereits unter der Bestimmungsgrenze liegen, wurde fiir den
Zeitpunkt 8 h keine Analyse mehr durchgefiihrt. Die den Kurven zugrunde liegenden
Messdaten finden sich in Anhang IV.
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Nach i.v. Eingabe wurden die Verteilungs- und Eliminationshalbwertszeit, die initia-
le Wirkstoffkonzentration, die AUC (area under the curve), das Verteilungsvolumen
und die Clearance berechnet.

Eine Ubersicht iiber die wichtigsten pharmakokinetischen Parameter findet sich
in Tab. 4.10. Alle Penicilline weisen eine schnelle Verteilung und Elimination, mit
einer Verteilungshalbwertszeit (D half-life) von 5,8 (Penicillin G), 6,1 (Amoxicillin)
und 7,1 min (Penicillin V) auf. Die Eliminationshalbwertszeit (E half-life) betrug
fiir Penicillin G 22,4 min, fiir Amoxicillin 23,1 min und fiir Penicillin V 25,3 min.
Dies fiihrte zu einem schnellen Abfall der im Blutplasma gemessenen Penicillin-
konzentrationen zwischen dem Zeitpunkt 15 min und der letzten nachweisbaren
Konzentration bei 2 h. Im Fall von Penicillin G fielen die Werte von im Durchschnitt
4,4 pg/ml auf 0,048 ng/ml, bei Amoxicillin von 18,7 png/ml auf 0,35 pg/ml und bei
Penicillin V von 6,9 pg/ml auf 0,142 pg/ml. Dabei zeigte ein Tier in der Penicillin
V-Gruppe aus unbekannter Ursache eine verldngerte Eliminationshalbwertszeit
und wurde von der Berechnung des Mittelwertes ausgeschlossen. Die fiir dieses
Tier gewonnenen Daten sind in Tab. 4.10 gesondert dargestellt. Wahrend die
verlangerte Eliminationshalbwertszeit schon rein mathematisch mit einer ebenso
starken Abweichung des Verteilungsvolumens einhergeht, stimmen die restlichen
Werte mit denen der tibrigen der Gruppe gut tiberein.

Die initiale Wirkstoffkonzentration (C initial), also die Plasmakonzentration zum
Zeitpunkt 0, wird anhand des Kurvenverlaufs extrapoliert. Hierbei zeigte Amoxi-
cillin den hochsten Wert mit 72,2 pg/ml. Fiir Penicillin G und Penicillin V lagen
die Werte in einem dhnlichen Bereich, in Hohe von 21,7 (Pen G) bzw. 22,9 (Pen V)
pg/ml. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass Penicillin V in einer mehr als doppelt so
hohen Dosis verabreicht wurde. Hier bestétigen sich die schon bei der Betrachtung
der Blutplasmakurven gemachten Beobachtungen einer starkeren Verteilung bzw.

Elimination von Penicillin V direkt nach der Applikation.

Ein dhnliches Bild ergibt sich auch bei der Flache unter der Konzentrations-Zeit-
Kurve (AUC). Sie entspricht der Gesamtmenge des ins Blut gelangten Wirkstoffes
(EICHELBAUM und SCHWAB, 2013a). Dieser Parameter wird zur Bestimmung der
Bioverfiigbarkeit eines Stoffes benétigt. Er ist auch fiir den Vergleich verschiedener

Substanzen, insbesondere nach oraler Eingabe, von Bedeutung, da hier der Verlauf
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der Blutplasmakurven sehr variabel sein kann. Bestimmt wird die AUCoo, welche
die Flache unter der Kurve vom Zeitpunkt 0 bis zur Unendlichkeit darstellt. Neben
der Flachenberechnung unter der tatsachlich gemessenen Kurve werden hier die
Daten fiir den Bereich 0 bis 0,25 h sowie vom Zeitpunkt 2 h bis zu vollstandigen
Elimination extrapoliert. Auch bei diesem Parameter werden die hochsten Werte
mit 18,5 ng/h/ml bei Amoxicillin erreicht. Fiir Penicillin V ergibt sich eine AUCoo
von 6,4 ng/h/ml, fiir Penicillin G von 4,58 pg/h/ml.

Deutliche Unterschiede zwischen den Penicillinen zeigen sich auch beim schein-
baren Verteilungsvolumen (Vd/kg), welches das Verhaltnis zwischen der sich im
Korper befindlichen Menge des Stoffes (Dosis x Bioverfiigbarkeit) und der im Blut
gemessenen Konzentration (AUCoo x Eliminationsrate) beschreibt FICHTL (2001a).
Den niedrigsten Wert zeigt hier Amoxicillin mit 534 ml/kg, was in etwa dem
gesamten Korperwasserraum entspricht. Da die Penicilline Zellmembranen nicht
penetrieren konnen, findet eine Verteilung allerdings nur in den extrazelluldren
Fliissigkeitsraum statt, welcher beim Gefliigel ein Volumen von ca. 0,260 ml/kg
aufweist (DORRESTEIN et al., 1984). Im Gegensatz zum Menschen (scheinbares Ver-
teilungsvolumen = 0,2 ml/kg; (FICHTL, 2001b)), findet bei der Pute fiir Amoxicillin
vermutlich zusétzlich zur extrazelluldren Verteilung im Kérperwasser eine Bindung
an Gewebeproteine statt. Diese ist allerdings ungleich geringer ausgeprégt als bei
Penicillin G und Penicillin V. Fiir diese liegt das scheinbare Verteilungsvolumen
mit 1.108 (Penicillin G) bzw. 1.967 ml/kg (Penicillin V) deutlich hoher. Besonders
ausgepragt ist dieser Effekt fiir Penicillin V. Hier ist das Verteilungsvolumen im
Vergleich zu Penicillin G fast doppelt so grofs. Aufierdem zeigten sich bei diesem
Parameter grofie individuelle Unterschiede zwischen den Tieren, die sich in einer
hohen Standardabweichung dufern.

Die Clearance (CL/kg) beschreibt die Effektivitat, mit der ein Stoff aus dem Korper
eliminiert wird. Je hoher die Clearance, desto schneller kann eine Substanz aus
dem Korper ausgeschieden oder metabolisiert werden. Von den untersuchten
Penicillinen weist Amoxicillin mit 966 ml/h/kg die niedrigste Clearance auf,
es folgen Penicillin G mit 2.064 ml/h/kg und Penicillin V mit 3.237 ml/h/kg.
Wie schon beim Verteilungsvolumen sind hier grofSe tierindividuelle Variationen
feststellbar. Trotz dieser unterschiedlichen Effizienz bei der Elimination lagen die
Eliminationshalbwertszeiten der verschiedenen Penicilline in einem dhnlichen
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Bereich von 22 — 25 min. Dies ist in ihren unterschiedlich grofien Verteilungsvo-
lumina begriindet, welche die Elimination der Stoffe in unterschiedlichem Mafse

verzogern.
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Penicillin G Amoxicillin Penicillin V PeniF illin v

Tier 3

E Half-life h 0,374 + 0,028 0,385 + 0,028 0,421 + 0,030 0,981

D Half-life h 0,097 £0,012 0,103 + 0,012 0,118 4+ 0,006 0,126

C initial (iv) ng/ml 21,661 + 6,957 72,167 + 17,215 22,943 + 4,495 23,764

AUCoo (area) pg/h/ml 4,583 + 1,173 18,535 + 3,480 6,402 + 1,295 6,902

Vd (area) / kg ml/kg 1.107,888 + 262,638 534,051 + 76,157 1.966,938 + 457,210  4.101,326

CL (area) / kg ml/h/kg 2.063,521 4+ 500,045 966,045 + 164,588 3.237,133 £751,731  2.897,503

Tabelle 4.10: Mittelwert und Standardabweichung von ausgesuchten pharmakokinetischen Parametern nach intravenoser
Eingabe. Verabreichte Dosis: Penicillin G 9 mg/kg KM, Amoxicillin 17,4 mg/kg KM, Penicillin V 20 mg/kg KM. Die Berechnung des
Mittelwertes wurde fiir Penicillin G und Amoxicillin aus den Daten von jeweils 6 Tieren vorgenommen. Fiir Penicillin V konnten nur
4 Tiere zur Berechnung des Mittelwerts verwendet werden. Tier Nr. 3 ist separat dargestellt. E Half-life und D Half-life sind die
Eliminations- und Verteilungshalbwertszeit, C initial (iv) ist die berechnete maximale Konzentration nach intravendser Injektion,
AUCoo (area) ist die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve von 0 bis unendlich, Vd (area)/kg ist das scheinbare
Verteilungsvolumen berechnet anhand der AUC bezogen auf das Korpergewicht, CL (area)/kg ist die systemische Clearance der
Substanz berechnet anhand der AUC bezogen auf das Kérpergewicht.
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KAPITEL 4. ERGEBNISSE

4.4.4 Berechnung ausgewahlter pharmakokinetischer
Parameter nach oraler Eingabe

Wichtige pharmakokinetische Parameter, die nach einer oralen Eingabe berechnet
werden konnen, sind die Bioverfiigbarkeit, die Resorptions- und Eliminations-
halbwertszeit, der Verzogerungseffekt bis zum ersten Auftreten der Substanzen
im Blut (lag time), die maximale Plasmakonzentration, der Zeitpunkt der ma-
ximalen Plasmakonzentration sowie die AUC (Tab. 4.11). Die Bestimmung der
Verteilungshalbwertszeit ist nach oraler Applikation dagegen nur moglich, wenn
die Geschwindigkeit der Resorption die der Verteilung deutlich tibersteigt.

Die Resorptionshalbwertszeit (A Half-life) konnte in diesem Fall nur fiir Amo-
xicillin bestimmt werden, da der Kurvenverlauf der iibrigen beiden Penicilline
keine Einteilung in Resorptions- und Verteilungs-/Eliminationsphase erlaubte.
Die errechnete Halbwertszeit der Resorption betrug dabei 15,2 min, wobei eine
hohe interindividuelle Variabilitdt vorlag. Wie schon bei der Betrachtung der
Plasmakurven deutlich wurde, zeigten die Tiere Nr. 1 und 3 eine sehr viel schnellere
Resorption. Bei einer Halbwertszeit von 6,8 und 8,1 min erreichten sie schon nach
30 min ihre maximale Plasmakonzentration (Ty,.), wahrend die restlichen Tiere
erst nach 1 Stunde maximale Blutspiegel aufwiesen. Bei allen Tieren lag eine
Verzogerung vom Zeitpunkt der Eingabe der Stoffe bis zu ihrem ersten Nachweis
im Blut vor, welche durch die lag time ausgedriickt wird. Sie betrug im Mittel 13,9
min. Hierbei handelt es sich um einen hybriden Parameter, welcher unter anderem
durch den notwendigen Transport eines Stoffes vom Eingabe- zum Resorptionsort
(Dtinndarm), die Freisetzung des Wirkstoffes aus der Arzneiform, die molekulare
Migration der Stoffe an die Resorptionsoberfliche sowie die Geschwindigkeit des
Transfers durch die Enterozyten bestimmt wird (NERELLA et al., 1993).

Die Eliminationshalbwertszeit lag fiir alle Penicilline nach oraler Verabreichung
deutlich iiber den Werten, die nach i.v. Eingabe ermittelt wurden. Dies ist durch
die verzogerte Aufnahme der Substanzen in den Korper bedingt, wodurch es
zu einer Uberlagerung der Eliminationsphase mit der gleichzeitig bestehenden
Resorption kommt. Dieser Effekt war fiir Penicillin G und Penicillin V besonders

stark ausgepragt. Der sehr variable Kurvenverlauf erschwerte hier zuséatzlich
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eine klare Phaseneinteilung. Im Fall von Penicillin G war bei einem Grofsteil
der Tiere zum Zeitpunkt der letzten nachweisbaren Plasmakonzentration (2 h)
noch kein klarer Abwaértstrend der Kurve erkennbar. In zwei Féllen stiegen die
Konzentrationen zwischen 1 und 2 h sogar noch einmal an. Aus diesem Grund
musste der Zeitpunkt 4 h, zu dem keine Penicilline mehr nachweisbar waren,
als Nullpunkt fiir die Berechnung angenommen werden. Dadurch kénnte eine
zusitzliche Uberschiatzung der Eliminationshalbwertszeit entstehen. Auch fiir
Penicillin V war der Abfall der Plasmakonzentrationen bei einigen Tieren bis zum
Zeitpunkt 4 h erst schwach ausgeprigt. Bei diesen wurde der Zeitpunkt 8 h als
Nullpunkt in die Analyse aufgenommen. Die ermittelten Halbwertszeiten betrugen
fur Penicillin G 52,5 min und fiir Penicillin V 70,4 min. Fiir Amoxicillin fiel die
Verldngerung der Eliminationshalbwertszeit geringer aus. Sie stieg von 23,1 min

nach i.v. Injektion auf 33,8 min.

Betrachtet man die AUCoo der drei Penicilline im Vergleich, bestitigen sich die
bei Betrachtung der oralen Blutplasmakurven gemachten Beobachtungen. Diese
zeigten unabhéngig vom Kurvenverlauf starke Unterschiede beim jeweils erreich-
ten Konzentrationsniveau. Die AUCoo fiir Penicillin G lag im Durchschnitt bei
0,452 pg/h/ml, diejenige fiir Penicillin V bei 2,853 ng/h/ml und diejenige fiir
Amoxicillin bei 5,512 pg/h/ml. Diese Unterschiede werden sowohl von den
Verteilungsvolumina der Substanzen als auch durch eine unterschiedlich effektive

Aufnahme der Stoffe in den Korper nach oraler Verabreichung bestimmt.

Der Anteil einer oral verabreichten Dosis, der insgesamt in den systemischen
Blutkreislauf aufgenommen wird, wird durch die Bioverfiigbarkeit (Fraction dose
absorbed, F) angegeben. Die nach intravendser Injektion erreichte Gesamtmenge
entspricht dabei einer Bioverfiigbarkeit von 100 %. Der nach oraler Eingabe
erreichte Anteil wird durch einen Vergleich der oralen und intravendsen AUCoo
errechnet (F = AUCoo oral/ AUCco i.v.). Fiir Penicillin V wurde mit einem Anteil
von 41,2 % die hochste Bioverfiigbarkeit bestimmt, gefolgt von Amoxicillin mit
30,1 % und Penicillin G mit 10 %. Besonders beim Penicillin V zeigten sich
individuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Tieren. Die maximal ermittelte
Bioverfligbarkeit betrug 56 % (Tier Nr. 4), die minimale 26 % (Tier Nr. 5). Diese
Unterschiede konnen sowohl durch Abweichungen der oral aufgenommenen

Menge als auch durch Variationen der AUC nach intravenoser Eingabe bedingt
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sein, da die Bioverfiigbarkeit fiir jedes Einzeltier anhand seiner individuellen i.v.

Daten errechnet wurde.

Die maximale Konzentration der Penicilline im Plasma (Cp.x) sowie der Zeitpunkt
der maximalen Plasmakonzentration (Tmax) sind Beobachtungswerte, die direkt
aus den gemessenen Konzentrationen bzw. den Konzentrations-Zeit-Kurven ent-
nommen werden konnen. Die maximale beobachtete Plasmakonzentration wird
dabei sowohl von der Bioverfiigbarkeit als auch der Resorptionsgeschwindigkeit
des Stoffes beeinflusst (SCHAFER, 2002). Sie betrug fiir Penicillin G 0,241 pg/ml,
tiir Penicillin V 1,486 ng/ml und fiir Amoxicillin 3,898 pg/ml. Ausgeprégte indi-
viduelle Unterschiede waren bei allen Penicillinen zu beobachten. Aufgrund des
variablen Kurvenverlaufs wurde die maximale Plasmakonzentration, vor allem
bei Penicillin G und V, zu verschiedenen Zeiten erreicht. Fiir Penicillin G waren
dies je nach Tier zwischen 15 und 60 min, bei einem Mittelwert von 37 min und
fur Penicillin V zwischen 15 und 120 min, bei einem Mittelwert von 51 min. Fiir
Amoxicillin lagen die Werte regelmafliger verteilt zwischen 30 (2 Tiere) und 60 (4

Tiere) min.

Penicillin G Penicillin V.~ Amoxicillin

Fraction dose absorbed (F) 0,100 +0,029 0,412 + 0,136 0,301 + 0,067
E Half-life h 0,875+0,143 1,173 +£0,317 0,563 +0,174
A Half-life h 0,245 + 0,114
Lag time h 0,232 + 0,031
Cax (Obs) pg/ml 0,241 + 0,096 1,468 +0,578 3,898 + 1,911
Tmax (0bs) h 0,607 + 0,283 0,857 + 0,610 0,833 + 0,258
AUCoo (area) npg/h/ml 0,452 +0,102 2,853 £0,830 5,512 £1,183

Tabelle 4.11: Mittelwert und Standardabweichung von ausgesuchten
pharmakokinetischen Parametern nach oraler Eingabe. Verabreichte Dosis: Penicillin G
9 mg/kg KM, Amoxicillin 17,4 mg/kg KM, Penicillin V 20 mg/kg KM. In die Auswertung
eingegangen: Penicillin G/V jeweils 7, Amoxicillin 6 Tiere. Berechnung der
Bioverfiigbarkeit (F) nur fiir Tiere mit ausreichenden intravendsen Daten moglich
(Penicillin G = 6, Penicillin V = 5 Tiere). E Half-life und A Half-life sind die Eliminations- und
Resorptionshalbwertszeit, lag time ist der Verzogerungseffekt bis zum ersten Erscheinen
der Penicilline im Blut, C,;,,, (0bs) ist die beobachtete maximale Plasmakonzentration, Ty
(obs) ist die Zeit bis zum Erreichen der maximalen Plasmakonzentration, AUCoo (area) ist
die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve von 0 bis unendlich.
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5 Diskussion

Trotz ihres weitverbreiteten Einsatzes bei der Behandlung von infektiosen Erkran-
kungen der Pute liegen fiir die Gruppe der Penicilline nur wenige Daten zu ihrem
pharmakokinetischen Verhalten im Tier vor. Die Kenntnis dieser Eigenschaften
stellt eine Grundvoraussetzung fiir die Auswahl eines geeigneten Wirkstoffes und
die Entwicklung rationaler Dosierungsschemata dar, um im Sinne der Antibiotika-
Leitlinien eine grofitmogliche therapeutische Effektivitit bei einem minimalen

Risiko fiir die Entwicklung antibakterieller Resistenzen zu erzielen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunédchst ein ELISA-Verfahren etabliert, welches
eine sensitive und sichere Quantifizierung von den drei bei der Pute haufig einge-
setzten Penicillinen - Penicillin G, Penicillin V und Amoxicillin - im Blutplasma
von Puten ermoglicht. Im zweiten Teil der Arbeit wurden dann die grundlegenden
pharmakokinetischen Daten fiir die drei Penicilline nach i.v. und oraler Applikation

bestimmt.

5.1 Etablierung eines ELISA-Verfahrens zum
Nachweis von Penicillinen im Blutplasma

Ausgangspunkt fiir das Nachweisverfahren bildete ein am Lehrstuhl fiir Hygiene
und Technologie der Milch der Tierdrztlichen Fakultit der Ludwig-Maximilians-
Universitit Miinchen entwickeltes ELISA-Protokoll (LiTz, 1995), das fiir den
routineméfligen Nachweis von Antibiotikariickstanden in Milchproben entwickelt
wurde. Basis des genutzten, kompetitiven ELISA-Systems sind zwei monoklo-
nale Antikorper, welche urspriinglich gegen Ampicillin gezogen wurden. Diese
erkennen und binden verschiedene Penicilline mit unterschiedlicher Affinitat
(DIETRICH et al., 1998; personliche Mitteilung). Das ELISA-Protokoll wurde in der
vorliegenden Arbeit fiir die Bestimmung von Penicillinen im Blutplasma adaptiert

und fiir die drei untersuchten Penicilline ausfiihrlich validiert. Hierfiir wurden

106



KAPITEL 5. DISKUSSION

insbesondere die Spezifitit, Linearitdt, Genauigkeit sowie die Leerwert-, Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen des Systems bestimmt.

Samtliche Validierungsschritte wurden mit 1:10 in PBS verdiinntem Putenplasma
durchgefiihrt. Fiir die Erhebung der Leerwert- und Nachweisgrenzen wurden
zusétzlich PBS-Puffer und unverdiinntes Blutplasma verwendet. Die Verdiinnung
des Plasmas fiihrte zu einer hoheren Genauigkeit des Nachweissystems, da sowohl
die Intra- und Inter-Assay-Variabilitdt als auch der unspezifische Hintergrund
verringert wurden. Gleichzeitig ergibt sich eine erhohte Nachweis- und Bestim-
mungsgrenze fiir die tatsdchlich in der Probe enthaltenen Penicillinkonzentrationen.
Bei einem LoQ von 5,5 ng/ml fiir Penicillin G in 10 % Plasma kann so in der
gewonnenen Blutprobe tatsdchlich nur eine Konzentration bis 55 ng/ml sicher
erkannt werden. Dies wurde fiir die hier durchgefiihrten Untersuchungen in Kauf
genommen, da die zu erwartenden Blutplasmaspiegel der Penicilline sich in den
meisten Fallen in einem deutlich hoheren Konzentrationsbereich bewegen. Die
Proben konnten daher sehr viel starker ausverdiinnt werden, um eine Messung
innerhalb des Arbeitsbereichs des ELISA-Systems zu erreichen. Eine niedrigere
Nachweisgrenze wiirde in einem spateren Bereich der Plasma-Konzentrations-
Zeitkurve aufgrund der schnellen Elimination der Penicilline keine zusatzlichen
Messzeitpunkte fiir eine genauere pharmakokinetische Auswertung generieren.
Auch lag die Nachweisgrenze unterhalb der MIC (minimum inhibitory concentration)
der in Frage kommenden Krankheitserreger, sodass eine Abschiatzung der thera-
peutischen Wirksamkeit bei der vorgenommenen Verdiinnung der Plasmaproben
moglich bleibt.

Der ELISA zeigte eine hohe Spezifitit fiir die untersuchten Penicilline. Eine Kreuz-
reaktivitdt der beiden Antikoérper mit den im Rahmen des Fremdstoffmetabo-
lismus entstehenden Hauptmetaboliten Benzylpenicilloinsdure, Phenoxymethyl-
penicilloinsdure, Amoxicillin Diketopiperazin und Amoxicilloinsdure konnte in
keinem Fall nachgewiesen werden. Dies ist insbesondere fiir die Bestimmung
von pharmakokinetischen Parametern von Bedeutung, da hier nur die Blutspiegel
der unveranderten, aktiven Wirkstoffe gemessen werden sollen. Dies ist fiir eine
korrekte Bestimmung der Eliminationsrate eines Stoffes ausschlaggebend. Im Fall
der Penicilline ist der intakte 3-Laktamring, welcher als wichtigster Schritt in

der hepatischen Elimination aufgespalten wird, zudem Grundvoraussetzung fiir
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die antibakterielle Wirksamkeit (DONOWITZ und MANDELL, 1988). Somit wurde
gewdhrleistet, dass die gemessenen Wirkstoffspiegel in der Tat den antimikrobiell

aktiven Substanzen entsprechen.

Fiir die Linearitdat und die Wiederfindung wurden Zielvorgaben von 90 — 110 %
bzw. 80 — 120 % definiert. Fiir die Intra- und Inter-Assay-Variabilitdt lag die
Akzeptanzgrenze bei einem CV von max. 15 %. Diese Vorgaben orientieren sich an
den internationalen Empfehlungen fiir die Validierung von Immunoassays und zur
Festlegung der Bestimmungsgrenze (LoQ) (FINDLAY et al., 2000; ARMBRUSTER und
PRY, 2008). Obwohl in diesen Empfehlungen z.B. eine Prézision von 20 — 25 % als
ausreichend ansehen wird, wurden in der vorliegenden Arbeit die Grenzwerte fiir
die Linearitdt und Prdzision nach ersten eigenen Beobachtungen noch etwas enger
gefasst. Damit wird gewdhrleistet, dass innerhalb des Arbeitsbereichs unabhéngig
von der jeweiligen Messkonzentration im Wesentlichen gleichartige Variabilitdten
zu erwarten sind. Unterhalb der Bestimmungsgrenze war dagegen meist ein
deutlicher Trend mit einem schnellen Anstieg der prozentualen Abweichungen
sichtbar.

Die genannten Zielvorgaben wurden fiir Penicillin G in einem Arbeitsbereich von
5,5 - 100 ng/ml, fiir Penicillin V in einem Bereich von 13,5 — 100 ng/ml und fiir
Amoxicillin in einem Bereich von 25 — 100 ng/ml erreicht. Die Unterschiede zwi-
schen Penicillin G und Penicillin V, welche mit demselben monoklonalen Antikor-
per (mAk 1F1) nachgewiesen wurden, liegen dabei in der geringeren Empfindlich-
keit des Antikdrpers gegeniiber Penicillin V begriindet. Dadurch kommt es zu einer
Rechtsverschiebung der Standardkurve (siehe Abb. 3.1a). Fiir Amoxicillin wurde
ein zweiter monoklonaler Antikdrper verwendet (mab 3B5). Der bei Verwendung
dieses Antikdrpers zu beobachtende starke Hintergrund fiihrte im Vergleich zu
den beiden anderen Penicillinen zu einer etwas hoheren Bestimmungsgrenze von
25 ng/ml. Insbesondere fiithrte der vorhandene Hintergrund zu einer Zunahme der
Wiederfindungsrate im niedrigen Konzentrationsbereich. Hier werden aufgrund
der zusitzlichen Erfassung unspezifischer Bindungen tendenziell hohere als die
tatsdchlich vorhandenen Penicillinkonzentrationen gemessen. Aufierdem zeigten
die Messwerte fiir Amoxicillin insgesamt eine stdrkere Variabilitdt als die der
beiden anderen Penicilline, welche aber mit 11 — 13 % (Inter-Assay-Variabilitat)

noch innerhalb der definierten Grenzwerte lag.
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Wichtige Parameter bei einem Vergleich der verschiedenen zum Nachweis von
Penicillinen verwendeten Testsysteme sind aufserdem die Nachweis- und Be-
stimmungsgrenze. Sie stellen ein Maf3 fiir die Sensitivitdt des Verfahrens dar.
Die Nachweisgrenze des hier validierten ELISA-Systems lag fiir Penicillin G bei
3,8 ng/ml, fiir Penicillin V bei 7 ng/ml und fiir Amoxicillin bei 8,7 ng/ml. Unter
Berticksichtigung der notwendigen 10-fachen Verdiinnung der Proben entspricht
dies einer tatsdchlichen Plasmakonzentration von 38, 70 und 87 ng/ml. Die Be-
stimmungsgrenze betrug fiir Penicillin G 5,5 (55) ng/ml, fiir Penicillin V 13,5 (135)
ng/ml und fiir Amoxicillin 25 (250) ng/ml.

Bei einem Grof$teil der bisher durchgefiihrten Untersuchungen zur Pharmakokine-
tik von Penicillinen beim Nutzgefliigel wurden zum Nachweis der Wirkstoffe im
Blutplasma HPLC-Systeme mit einem UV-Detektorsystem genutzt. Die Nachweis-
grenze dieser Methode liegt fiir Amoxicillin in einem Bereich von 40 ng/ml (JERZ-
SELE et al., 2011) bis etwa 100 ng/ml (ANADON et al., 1996, CARCELES et al., 1995;
KANDEEL, 2015). Die Bestimmungsgrenze lag in einem Bereich von 90 — 160 ng/ml
(ABO EL-SOOUD et al., 2004; JERZSELE et al., 2011; KANDEEL, 2015). Demnach ist die
Quantifizierung von Amoxicillin im Blutplasma mit der HPLC-Methode in einem
im Vergleich zum ELISA geringfiigig niedrigeren Konzentrationsbereich moglich.
Ursache hierfiir ist nicht eine zu geringe Sensitivitdt des verwendeten Antikorpers,
sondern die bei Verwendung von Blutplasma auftretenden Matrixeffekte, die
mit einer erhohten Wiederfindungsrate in niedrigen Konzentrationsbereichen
einhergehen. Bei der Messung von Amoxicillin in PBS-Puffer zeigt der verwendete
Antikorper zum Beispiel eine deutlich hohere Sensitivitat bei einer Nachweisgrenze

von 1,8 ng/ml.

Fiir den Nachweis von Penicillin G und Penicillin V im Blut vom Gefliigel existieren
keine Untersuchungen, die entsprechende Nachweisgrenzen fiir HPLC-Systeme bei
der Bestimmung pharmakokinetischer Daten mitteilen. In einer Ubersichtsarbeit
aus dem Jahr 2006 werden verschiedene Verfahren zum Nachweis von Penicillinen
im Blutplasma und -serum bei verschiedenen Sdugetieren und dem Menschen
verglichen (SAMANIDOU et al., 2006a). Fiir Penicillin G lagen die angegebenen
Nachweisgrenzen in den meisten Féllen in einem Bereich von 10 — 50 ng/ml, in
einigen Fallen jedoch auch deutlich hoher. Fiir Penicillin V wurden Werte zwischen
50 und 100 ng/ml angegeben. Fiir Amoxicillin lagen viele Werte, dhnlich den oben
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beschrieben Studien, in einem Bereich von 50 — 200 ng/ml. Die Bestimmungsgren-
zen der einzelnen Penicilline werden in dieser Arbeit nicht aufgefiihrt. Auch fiir
Penicillin G und V bewegen sich die in der Vergangenheit mit HPLC-Systemen
erzielten Nachweisgrenzen in etwa derselben Grofienordnung des hier verwen-
deten ELISA-Systems. Um die Empfindlichkeit des ELISA-Systems zu erreichen,
ist bei den HPLC-Methoden allerdings in der Regel eine aufwéndige Probenauf-
arbeitung notig (Festphasenextraktion, Prazipitation der Plasmaproteine). Beim
verwendeten ELISA-System kann dagegen das Plasma nach Verdiinnung in PBS
direkt aufgetragen werden. Dies kann vor allem bei der Arbeit mit Penicillinen
von Vorteil sein, da diese in wéassriger Losung nur tiber eine kurze Zeit stabil sind
(Hou und POOLE, 1971). Die Bearbeitungszeit im Labor sollte daher moglichst
kurz gehalten werden. Aufierdem wird durch die Verdiinnung der Plasmaproben
in PBS-Puffer (pH 7 — 7,5) eine mogliche Beeinflussung der Stabilitat durch weitere

Komponenten (z.B. Losungsmittel) ausgeschlossen.

Weitere Vorteile von ELISA-Verfahren im Vergleich zum Nachweis mittels chroma-
tographischer Methoden sind die relativ einfache Durchfiihrung und die geringen
Kosten. Aufierdem wird keine vergleichsweise aufwendige apparative Ausstattung
benotigt. Einen Nachteil stellen dagegen die im Vergleich zu HPLC-Methoden
héufig hohere Intra- und Inter-Assay-Variabilitdt sowie der begrenzte Arbeitsbe-
reich des ELISAs dar. Stehen keine geeigneten Immunreagenzien, insbesondere
spezifische Antikorper bereit, ist die Entwicklung eines ELISA-Systems zudem
zeitintensiver. Bei Verfiigbarkeit aller ndtigen Reagenzien ist mit einem ELISA
allerdings oft ein schnellerer Probendurchlauf erreichbar, da mehrere Plasmaproben
in einem Testdurchlauf analysiert werden konnen (FINDLAY et al., 2000). Bei der
Durchfiihrung von pharmakokinetischen Untersuchungen kénnen so zum Beispiel
die zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Applikation enthommenen Plasma-
proben eines Tieres gemeinsam analysiert werden. Durch den Ausschluss der
Inter-Assay-Variabilitdt konnen so fiir jedes Tier einheitliche Plasmakonzentrations-
Zeit-Kurven gewonnen werden. Das Potential des ELISA-Systems zur schnellen
Analyse einer grofien Probenanzahl konnte in der vorliegenden Arbeit allerdings
nicht vollstandig ausgenutzt werden. Aufgrund fehlender Vergleichsdaten war
es schwer, Voraussagen tiiber die erwarteten Wirkstoffkonzentrationen zu den
einzelnen Entnahmezeitpunkten zu treffen. Daher musste vor der eigentlichen

Quantifizierung fiir zwei Tiere eines jeden Messzeitpunktes (jeweils gesondert fiir
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Penicillin G, Penicillin V, Amoxicillin, orale, i.v. Verabreichung) die jeweils optimale
Vorverdiinnung mithilfe einer Serienverdiinnung bestimmt werden. Dabei konnten
nur jeweils 1 — 2 Proben pro ELISA-Platte in einer entsprechend hohen Anzahl
von Verdiinnungsstufen aufgetragen werden. Erst im Anschluss daran konnten die

iibrigen Proben in 2 — 3 addquaten Verdiinnungen gemessen werden.

Insgesamt erwies sich das hier verwendete ELISA-System als geeignet, die drei
untersuchten Penicilline — Penicillin G, Penicillin V und Amoxicillin — im Blut-
plasma der Pute nachzuweisen. Die verwendeten Antikdrper zeigten eine hohe
Spezifitat fiir die untersuchten Penicilline. Beziiglich der Linearitit, Richtigkeit und
Prézision konnten alle im Voraus definierten Zielvorgaben eingehalten werden.
Die Sensitivitdt des Testsystems, bezogen auf die messbaren Blutkonzentrationen,
liegt dabei im Bereich der bisher beschriebenen HPLC-Verfahren, wobei die Be-
stimmungsgrenze im Fall von Amoxicillin aufgrund von Matrixeffekten in einem
etwas hoheren Bereich liegt. Zu beachten ist jedoch, dass der verwendete ELISA bei
der Messung der Penicilline in PBS oder in 1:10 in PBS verdiinnten Plasmaproben
eine deutlich hohere Sensitivitét als die beschriebenen HPLC-Verfahren aufweist.
Auch bei der Bestimmung von Penicillin G und Penicillin V in 100 % Blutplasma
liegt die Nachweisgrenze in einem sehr niedrigen Bereich von 6,6 — 10,7 ng/ml.
In diesem Fall ist allerdings die Genauigkeit der Messung reduziert, weshalb in
den hier durchgefiihrten Untersuchungen grundsétzlich mit 10-fach verdiinntem
Plasma gearbeitet wurde. Weiterhin ist zu beachten, dass durch die stindige
Weiterentwicklung und Modernisierung der zur Verfiigung stehenden HPLC-
Verfahren, insbesondere durch Kopplung mit Massenspektrometrie-Detektoren
zu modernen LC-MS/MS-Einheiten, bei einer entsprechenden Aufarbeitung der
Proben grundsitzlich noch niedrigere Nachweisgrenzen erreichbar sein werden.
Zudem wiirden diese Methoden eine simultane Quantifizierung verschiedener
Penicilline ermoglichen, was insbesondere fiir ein Screening von Proben zum
Beispiel in der Riickstandsanalytik von Vorteil ist (CAZORLA-REYES et al., 2014).
Diese Verfahren wurden allerdings bisher noch nicht fiir pharmakokinetische

Bestimmungen genutzt.
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5.2 Pharmakokinetische Daten

Die Pharmakokinetik von Penicillin G, Penicillin V und Amoxicillin wurde nach
i.v. Verabreichung in die V. metatarsalis und nach oraler Eingabe per Kropfson-
de untersucht. Diese Applikationsformen entsprechen nicht der in der Praxis
vorherrschenden Verabreichung tiber das Trinkwasser (VERMEULEN et al., 2002),
sind jedoch fiir die Bestimmung der pharmakokinetischen Parameter erforderlich.
Anhand der so gewonnenen Basisdaten konnen weitergehende Untersuchungen
zur Ableitung geeigneter Dosierungsschemata geplant und die Eignung weiterer
Applikationsmethoden im Vergleich zur direkten Eingabe bewertet werden. Nach
den Guidelines for the conduct of pharmacokinetic studies in target animal species (EMEA,
2000) sollte unabhdngig von der primér untersuchten Applikationsform (z.B. oral,
i.m., subkutan) parallel immer auch die Pharmakokinetik der Substanzen nach i.v.
Eingabe in gleicher Dosierung ermittelt werden, da nur so eine Abschiatzung der
Bioverfiigbarkeit moglich ist. Aufierdem ermdglicht nur die i.v. Eingabe, insbeson-
dere bei Stoffen mit schneller Verteilung und Elimination, eine genaue Bestimmung
der Verteilungs- und Elminationshalbwertszeiten. Diese Prozesse wiirden sich
nach oraler Eingabe mit der Resorption der Stoffe iiberlagern und konnten davon
nur schwer abgegrenzt werden. Auch das Verteilungvolumen und die Clearance
konnen nur nach i.v. Applikation ermittelt werden (FAN und DE LANNOY, 2014).

Durch die orale Eingabe der Penicilline direkt in den Kropf wurde sichergestellt,
dass alle Tiere bezogen auf ihr Korpergewicht dieselbe Dosis des Wirkstoffes
aufnahmen. Die dargestellten Unterschiede bzgl. der Resorptions- und Elimina-
tionsgeschwindigkeit, der maximalen Plasmakonzentration sowie der insgesamt
aufgenommenen Wirkstoffmengen, welche durch die Variabilitdt der Blutplasma-
kurven verdeutlicht werden, beruhen ausschliefSlich auf dem unterschiedlichen
pharmakokinetischen Verhalten der Stoffe im Tier. Weitere Einflussfaktoren, welche
nach einer oralen Verabreichung iiber das Trinkwasser auftreten konnten, wie Va-
riationen im Trinkverhalten der Tiere oder eine scheinbar geringe Bioverfiigbarkeit
aufgrund einer Degradation des Medikamentes in der Losung (VERMEULEN et al.,

2002) werden so ausgeschlossen.

Zusitzlich wurden die Tiere 2 h vor und nach der oralen Eingabe der Medikamente

niichtern gehalten, da eine gleichzeitige Nahrungsaufnahme die Resorption der
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Penicilline und damit die maximal erreichbaren Plasmaspiegel beeinflussen kann
(GUGGENBICHLER und KIENEL, 1979; SALA-RABANAL et al., 2006; WATSON et al.,
1986). Neben den bei Sdaugetieren beobachteten Effekten spielt bei Vogeln der
Kropf als Nahrungsspeicher eine zusatzliche Rolle. Je nach Fiillung von Driisen-
und Muskelmagen wird hier das Futter tiber unterschiedlich lange Zeitrdume
gespeichert (CHAPLIN et al., 1992; VOLLMERHAUS und SINOWATZ, 2004), was den
Transport der Penicilline an ihren Resorptionsort (Diinndarm) verzogern kann.
Im Kropf selber findet in der Regel keine Resorption von Medikamenten statt
(VERMEULEN et al., 2002).

Die Verabreichung der Penicilline erfolgte jeweils in der laut Packungsbeilage der
verwendeten Praparate empfohlenen Dosierung. Aus diesem Grund unterschied
sich die pro kg Korpergewicht eingegebene Menge der drei Wirkstoffe. Fiir Penicil-
lin G wurde eine Dosis von 16.000 IE/kg KM (= 9 mg/kg KM), fiir Penicillin V von
20 mg/kg KM und fiir Amoxicillin von 17,4 mg/kg KM eingesetzt. So sollte eine
Bewertung der aktuell in der Praxis eingesetzten Dosierungen ermoglicht werden.
Aufgrund ihres individuellen pharmakokinetischen Verhaltens kénnen dabei fiir
jeden Wirkstoff unterschiedliche Dosierungen zur Durchfiithrung einer effektiven
Therapie notig sein. So zeigte Penicillin V in den hier durchgefiihrten Versuchen
eine hohe Clearance, sowie ein hohes scheinbares Verteilungsvolumen. Es waren
deshalb nach i.v. Applikation hohere Dosierungen notig, um einen mit Penicillin G
vergleichbaren Plasmaspiegel zu erzielen. Als Oralpenicillin wies es im Vergleich
mit Penicillin G aber eine deutlich hohere Bioverfiigbarkeit auf, wodurch diese
Besonderheit nach oraler Verabreichung ausgeglichen wurde. Hier wurden fiir
Penicillin V sogar deutlich hohere Plasmaspiegel beobachtet. Auch die Krankheits-
erreger konnen unterschiedliche Anforderungen an die Wirkstoffspiegel der drei
Penicilline fiir eine vergleichbare Wirkung besitzen. Da Amoxicillin im Vergleich zu
den beiden anderen Penicilinen eine reduzierte Wirkung auf grampositive Erreger
aufweist, sind hohere Plasmakonzentrationen notig, um den therapeutischen Effekt
zu gewdhrleisten (POTSCHKA et al., 2014). Zur Bewertung der therapeutischen
Effektivitdt einer verwendeten Dosierung muss deshalb der Blutplasmaspiegel im
Verhiltnis zur minimalen Hemmstoffkonzentration (MIC) des Erregers betrachtet
werden. Voraussetzung hierfiir ist das Vorliegen einer ausreichend grofsen Da-
tenbasis von MIC-Werten der in Frage kommenden Krankheitserreger bei der

Zieltierspezies.
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Da die pharmakokinetischen Berechnungen in der vorliegenden Arbeit anhand
einer Nicht-Kompartiment-Analyse durchgefiihrt wurden, ist keine Extrapolation
der Wirkstoffspiegel auf hohere oder niedrigere Dosierungen moglich (FAN und
DE LANNOY, 2014). Es konnen daher keine sicheren Vorhersagen iiber das phar-
makokinetische Verhalten der Penicilline bei einer Anderung der Dosis gemacht

werden.

Fiir jedes der drei untersuchten Penicilline wurde eine Vielzahl von pharmakoki-
netischen Parametern erhoben. Nach i.v. Eingabe zeigten die Penicilline &hnliche
Verteilung- und Eliminationshalbwertszeiten, wahrend sich die Clearance und
das Verteilungsvolumen deutlich unterschieden. Wahrend fiir Amoxicillin ein
scheinbares Verteilungsvolumen von nur 534 ml/kg gemessen wurde, lag es fiir
Penicillin G bei 1.108 ml/kg und fiir Penicillin V bei 1.967 ml/kg. Im Vergleich
zu Mensch und anderen Sdugetieren, bei denen das Verteilungsvolumen im
Wesentlichen dem Volumen des Extrazelluldrraumes entspricht, wurde in der
vorliegenden Arbeit fiir Penicillin G und Penicillin V eine scheinbare Anreicherung
im Gewebe nachgewiesen. Interessanterweise zeigt Penicillin V auch bei Menschen
mit 700 ml/kg das hochste Verteilungsvolumen der drei Penicilline. Das scheinbare
Verteilungsvolumen von Amoxicillin (200 ml/kg) und Penicillin G (300 ml/kg)
ist auch beim Menschen nur halb so grofs wie das von Penicillin V. Auch die
beim Menschen im Vergleich zu Amoxicillin (ca. 20 %) und Penicillin G (ca. 10
— 50 %) erhohte Metabolisationsrate von Penicillin V von bis zu 60 % deutet auf
Unterschiede in der Gewebegingigkeit der drei Penicilline hin (FICHTL, 2001b;
NATHWANI und WOOD, 1993).

Das niedrige scheinbare Verteilungsvolumen von Amoxicillin korreliert auch mit
seiner geringen Plasmaproteinbindung von ca. 15 %. Fiir Penicillin G und Penicillin
V liegt diese dagegen bei 84 und 80 %. Wiirden dhnliche Verhiltnisse auch fiir die
Bindung an Gewebeproteine zutreffen, so konnte sich die starke Anreicherung
und das hohe scheinbare Verteilungsvolumen von Penicillin G und Penicillin V im

Gewebe der Pute erkliren.

Ein weiterer Faktor, der zu einer Erhohung des gemessenen Verteilungsvolumens
fithren konnte, ist die vorzeitige, schnelle Elimination einer Substanz aus dem

Kreislauf. Das scheinbare Verteilungsvolumen ist eine theoretische Grofie, die keine
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Aussage tiber die Art des Kompartiments erlaubt, in das sich der Arzneistoff im Kor-
per verteilt. Die mathematische Berechnung des scheinbaren Verteilungsvolumens
erfolgt bei der Nicht-Kompartiment-Analyse durch den Vergleich der verabreichten
Wirkstoffmenge mit der im Korper gemessenen Wirkstoffkonzentration unter
Berticksichtigung der Eliminationsrate (SUMMIT RESEARCH SERVICES, 2005). Tritt
bereits vor dem ersten Messzeitpunkt nach der Applikation ein starker Abfall
der Plasmakonzentrationen, zum Beispiel durch einen First-Pass-Effekt auf, so
kann dies ebenfalls ein hohes scheinbares Verteilungsvolumen suggerieren. Da
die Injektion in der vorliegenden Arbeit in die V. metatarsalia erfolgte, konnte
theoretisch durch den beim Vogel vorliegenden renalen Portalvenenkreislauf ein
renaler First-Pass-Mechanismus von Bedeutung sein. Ein méglicher Einfluss der
vendsen Nierendurchblutung auf die erreichten Plasmakonzentrationen von in die
Hintergliedmafle verabreichten Wirkstoffen wurde bisher noch nicht abschlieflend
diskutiert. Da Penicilline in der Niere vorwiegend tubuldr sezerniert werden, kann
eine vorzeitige renale Ausscheidung jedoch grundsétzlich in Betracht kommen.
Dagegen spielt bei vorwiegend glomerulir filtrierten Stoffen ein renaler First-
Pass-Effekt keine Rolle. Es ist allerdings fraglich, ob sich durch einen solchen
Mechanismus die gefundenen Unterschiede zwischen den Penicillinen erkldren
lassen. Dies wiirde grofse Unterschiede im Ausmaf$ des First-Pass-Effektes bei der
Elimination der Penicilline bedeuten. Dem widerspricht jedoch die Beobachtung,
dass Amoxicillin beim Menschen ausgesprochen stark tubuldr sezerniert wird,
bei der Pute jedoch das geringste scheinbare Verteilungsvolumen aufweist. Im
Vergleich mit Untersuchungen bei Huhn, Pute und Taube, bei denen die i.v.
Injektion in die V. brachialis/ulnaris erfolgte, war das Verteilungsvolumen von
Amoxicillin sogar deutlich niedriger. In diesen Studien wurde fiir Amoxicillin
bei der Pute ein scheinbares Verteilungsvolumen von 1.400 — 1.750 ml/kg ermittelt
(ABO EL-SOOUD et al., 2004; CARCELES et al., 1995; ESCUDERO et al., 1998; JERZSELE
et al., 2009, 2011). Dabei stimmte die ermittelte Clearance mit 780 — 1.200 ml/h/kg
weitgehend mit derjenigen iiberein, die in dieser Untersuchung beobachtet wurde
(966 ml/h/kg). Die Abweichung des scheinbaren Verteilungsvolumens ging in
diesen Studien daher mit einer deutlich verlangerten Eliminationshalbwertszeit
einher. Bei Penicillin G und Penicillin V war in dieser Studie die Clearance im
Vergleich zu Amoxicillin analog zum Verteilungsvolumen erhoht. Hier wurden
Werte von 2.064 bzw. 3.237 ml/h/kg bestimmt. Fiir diese beiden Penicilline liegen
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nur wenige Literaturstellen vor, die einen Vergleich der ermittelten Werte ermog-
lichen wiirden. Bei einer im Summary Report der EMA zitierten Studie wird fiir
Penicillin V bei Hithnern ebenfalls eine hohe Clearance von 7.100 ml/h/kg genannt
(EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2005). Angaben zum Verteilungsvolumen fehlen.
Die Verbindung der hohen Clearance mit einer Halbwertszeit von 35 min weist
hier aber ebenfalls auf eine starke Umverteilung des Stoffes in die Gewebe hin.

Aufgrund der gleichlaufenden Erhohung von Verteilungsvolumen und Clearance
zeigten die in dieser Studie untersuchten Penicilline trotz der starken Unterschiede
in der Verteilung eine anndhernd gleiche Eliminationshalbwertszeit von 22 —
25 min. Fiir Penicillin G und V entspricht dies in etwa der fiir den Menschen und
andere Sdugetiere bestimmten Groflenordnung. Fiir diese wird im Allgemeinen
eine Eliminationshalbwertszeit von ca. 30 — 40 min angegeben (STAHLMANN und
LODE, 2013). Ahnliche Werte wurden fiir Penicillin G bereits fiir Puten (30 min),
Hihner (33 min), und Straufse (23 min) berichtet (CLARKE et al., 2001; HIRSH
et al., 1978; SMITH, 1954). Fiir Penicillin V existieren beim Vogel bisher nur wenige
Daten. In einem Summary Report der EMA wird fiir Pen V bei Hithnern eine
Halbwertszeit von 35 min mitgeteilt (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2005). Die
in dieser Studie fiir Amoxicillin bestimmte Halbwertszeit liegt dagegen deutlich
unter derjenigen, die fiir den Menschen und das Nutzgefliigel mitgeteilt wird.
Sowohl bei Hiihnern als auch bei Puten wurden Halbwertszeiten im Bereich von
62 — 77 min ermittelt (ABO EL-SOOUD et al., 2004; CARCELES et al., 1995; JERZSELE
et al., 2011). Lediglich in den von Lashev (1986c) durchgefiihrten Untersuchungen
lagen die Halbwertszeiten in einem niedrigeren Bereich von 53 min bei Puten bis

zu 35 min bei Hithnern.

Da die Penicilline schnell aus dem Korper eliminiert wurden stand fiir die Er-
stellung der Blutplasmakurven, welche die Basis fiir eine Nicht-Kompartiment-
Analyse bilden, nur eine begrenzte Anzahl von Messzeitpunkten zur Verfiigung.
Alle Penicilline konnten nach i.v. Injektion nur an 4 Zeitpunkten im Blut sicher
nachgewiesen werden (0,25; 0,5; 1 und 2 h). Dabei lagen die Blutspiegel fiir Penicil-
lin G zu diesem Zeitpunkt nur noch knapp iiber der Nachweisgrenze. Fiir Penicillin
V und Amoxicillin lagen die Konzentrationen dagegen noch in Hohe von 130 —
260 ng/ml (Penicillin V), bzw. 250 — 566 ng/ml (Amoxicillin). Zum Zeitpunkt 4 h
waren dann fiir diese beiden Penicilline keine Wirkstoffkonzentrationen mehr in
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den Proben nachweisbar. Der Zeitpunkt, an dem die Nachweisgrenze unterschrit-
ten wurde, ist demnach unbekannt. Werden die Eliminationshalbwertszeiten dieser
beiden Penicilline unter Einbeziehung des vermeintlichen Nullpunktes bei 4 h
bestimmt, kommt es zu einer Uberschitzung der Eliminationshalbwertszeit und
damit des Verteilungsvolumens sowie zu einer Unterschiatzung der berechneten
initialen Konzentration. Unterschétzt wird, in geringerem Mafle, ebenso die AUCoo,
da hier der Verlauf der Kurve vor und nach dem letzten Messzeitpunkt geschéatzt
und zur berechneten Flache hinzuaddiert wird. Aus diesem Grund wurde die
Analyse fiir alle Penicilline einheitlich aus den Messwerten der Zeitpunkte 0,25 —
2 h durchgefiihrt. Unklar ist, ob die Kurve sich zu den fiir die Berechnung der Eli-
minationshalbwertszeit verwendeten Zeitpunkten von 1 — 2 h bereits ausschliefslich
in der Eliminationsphase befanden, oder ob zu Beginn noch Verteilungsvorgéange
stattfanden. In diesem Fall konnte es tendenziell zu gegenteiligen Effekten, also zu
einer Unterschdtzung der Eliminationshalbwertszeit und des Verteilungsvolumens
sowie zu einer Uberschitzung von initialer Konzentration und AUC kommen. Dies
ist eine Unsicherheit, die mit Bestimmung der pharmakokinetischen Daten aus
wenigen Messpunkten einhergeht, vor allem wenn zur Berechnung der Verteilungs-
und Eliminationshalbwertszeiten, wie in diesem Fall, je nur 2 Zeitpunkte genutzt
werden konnen. Fiir eine sichere Bestimmung der Kurvensteigung wére dagegen
eine Anzahl von mindestens 3 Messpunkten pro linearem Kurvenabschnitt optimal.
Ahnliche Unsicherheiten bestehen jedoch auch bei der Analyse der Plasmakon-
zentrationen iiber Kompartiment-Modelle, die in den oben genannten Studien
verwendet wurden. Da auch bei einer nichtlinearen Regressionsanalyse verschie-
dene Vorannahmen getroffen werden miissen, sind sie im Vergleich mit Nicht-
Kompartiment-Modellen starker von subjektiven Entscheidungen abhéngig (GIL-
LESPIE, 1991). Bei alleiniger Bestimmung der pharmakokinetischen Basisparameter,
wie zum Beispiel der Clearance, AUC, Eliminationshalbwertszeit, tmax und Cpax
werden deshalb bevorzugt Nicht-Kompartiment-Modelle genutzt (GABRIELSSON
und WEINER, 2012).

Die hier gefundenen Unterschiede beziiglich der Eliminationshalbwertszeiten
konnen allerdings alleine durch analysebedingte Faktoren nicht vollstandig erklart
werden. So zeigte sich auch bei der Betrachtung des Plasmakurvenverlaufs, also un-
abhéngig von der pharmakokinetischen Analyse der Daten, im Vergleich zu ande-

ren Studien eine schnellere Abnahme der Blutplasmakonzentrationen. Im Vergleich
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zu der von Jerzsele et al. (2011) durchgefiihrten Studie, in der eine niedrigere Dosie-
rung von 10 mg/kg KM verwendet wurde, waren die Blutplasmakonzentrationen
nach einer anfanglich hoher berechneten initialen Konzentration von 72 png/ml (im
Vergleich zu 49 pg/ml) bei einer vergleichbaren Verteilungshalbwertszeit nach 2 h
schon auf im Durchschnitt 350 ng/ml abgesunken. Nach 4 h war kein Amoxicillin
mehr nachweisbar, wahrend bei Jerzsele et al. (2011) noch Konzentrationen deutlich
oberhalb des LoQ von 120 ng/ml gefunden wurden. Auch bei Abo El-Sooud et
al. (2004) konnten noch bis 6 h nach der Eingabe von 10 mg/kg KM Amoxicillin
entsprechend hohe Wirkstoffspiegel nachgewiesen werden. Nach 4 h lag die gemes-
sene Plasmakonzentration noch in einem Bereich von ca. 400 ng/ml. Von Carceles
et al. (1995) wurde eine Dosierung von 20 mg/kg KM verabreicht - diese ist in
etwa der in dieser Studie verwendeten Dosis von 17,4 mg/kg vergleichbar. Hier
lag die Plasmakonzentration nach 2 h noch bei ca. 3,5 pg/ml, nach 4 h noch bei ca.
1 pg/ml.

Die grofiten Unterschiede zwischen den bisher durchgefiihrten Studien und den ei-
genen Daten waren auf die Eliminationshalbwertszeit und das Verteilungsvolumen
beschréankt, wobei zwischen diesen Parametern ein enger Zusammenhang besteht.
Die Clearance sowie die Verteilungshalbwertszeiten lagen dagegen in dem aus der
Literatur zu erwartenden Bereich. Fiir die AUC ist ein Vergleich der angegebenen
Daten nicht sicher moglich, da sie von der eingegebenen Dosis abhdngt und eine

Extrapolation hier nicht ohne weiteres vorgenommen werden kann.

Nach oraler Eingabe konnte nur fiir Amoxicillin eine klare Resorptionsphase
ausgemacht werden, wéahrend Penicillin G und V eine verzdgerte Resorption ohne
klar erkennbare Unterteilung der Kurven in eine Resorptions- Verteilungs- und Eli-
minationsphase zeigten. In der vorliegenden Studie glich die Blutplasmakurve fiir
Amoxicillin den in den oben zitierten Veroffentlichungen abgebildeten Kurven, die
ebenfalls eine deutlich abgegrenzte Resorptionsphase aufwiesen. Die berechnete
Resorptionshalbwertszeit lag im Durchschnitt bei 15,2 min und war damit etwas
hoher als die in den anderen Studien bestimmte Halbwertszeit von 8 — 10 min.
Allerdings lag hier eine hohe interindividuelle Variabilitiat vor. Bei zwei Tieren
wurde eine deutlich schnellere Resorption mit einer Halbwertszeit von 6,8 und
8,1 min gemessen. Im Gegensatz dazu zeigte eine weitere bei Hithnern durchge-

fithrte Untersuchung auch fiir Amoxicillin eine verzogerte Resorption (KRASUCKA

118



KAPITEL 5. DISKUSSION

und KOWALSKI, 2010). In dieser Studie wurde die maximale Plasmakonzentration
erst nach 2 h erreicht. Die gemessene C,,.x nach einer Dosis von 20 mg/kg KM
lag bei nur 1,38 ng/kg (vorliegende Studie: 3,9 pg/ml). Die AUC war aufgrund
einer fiir die verzogerte Resorption typischen, verlingerten Eliminationsphase im

Vergleich dazu allerdings nur wenig reduziert (4,5 ng/h/ml vs. 5,5 pg/h/ml).

Die fiir Amoxicillin errechnete Eliminationshalbwertszeit lag nach oraler Eingabe
bei 33,8 min, bestitigte also die nach i.v. Applikation festgestellte, schnelle Elimina-
tion. Fiir Penicillin G und Penicillin V konnten aufgrund des Kurvenverlaufs nach

oraler Eingabe keine sicheren Eliminationshalbwertszeiten berechnet werden.

Die AUCoo der drei Penicilline wies nach oraler Eingabe deutliche Unterschiede auf
und bestitigte so, insbesondere im Fall von Penicillin G, die bisherigen Annahmen
zur Bioverfiigbarkeit. Fiir Penicillin G lag sie im Durchschnitt bei 0,452 pg/h/ml.
Im Vergleich mit den nach i.v. Applikation erreichten Werten entsprach dies
einer Bioverfiigbarkeit von ca. 10 %. Wie auch beim Menschen und bei anderen
Saugetieren kommt es im Magen des Gefliigels zu einem sdurebedingten Abbau
des Penicillins. Die AUC fiir Penicillin V und Amoxicillin war dagegen hoher.
Sie betrug 2,85 bzw. 5,51 ng/h/ml. Im Vergleich mit den nach i.v. Applikation
erreichten Werten entspricht dies fiir Penicillin V einer hohen Bioverfiigbarkeit von
41,2 %. Dabei wurden jedoch grofle individuelle Unterschiede zwischen 26 % —56 %
beobachtet. Fiir Amoxicillin wurde eine Bioverfiigbarkeit von 30,1 % bestimmt.
Obwohl die orale AUC von Penicillin V im Vergleich zu Amoxicillin nur etwa
die Halfte betragt, entspricht dies einer hoheren Bioverfiigbarkeit, da aufgrund
seines hohen Verteilungsvolumens nach i.v. Eingabe eine wesentlich geringere
AUC ermittelt wurde (6,4 pg/h/ml vs. 18,54 pg/h/ml).

Die Bioverfiigbarkeit lag damit fiir Penicillin V deutlich unterhalb derjenigen,
die fiir Hithner bestimmt wurde (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2005). Bei
diesen wurde nach oraler Verabreichung von 15 mg/kg KM Penicillin V eine
Bioverfiigbarkeit von 69 % mitgeteilt. Da hier die gemessene AUC fiir die i.v.
und orale Fingabe nicht angegeben wurde, kann die Ursache fiir die Unterschiede
nicht eingehender diskutiert werden. Auch fiir Amoxicillin wurde beim Gefliigel
bisher hdufig eine hohere orale Bioverfiigbarkeit beobachtet. Sie lag in den meisten

Studien bei ca. 60 %. So wurde zum Beispiel nach Jerzsele et al. (2011) bei der Pute
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nach Verabreichung einer niedrigen Dosis von 10 mg/kg KM (in der vorliegenden
Studie: 17,4 mg/kg) eine vergleichbare maximale Plasmakonzentration erreicht
(3,2 vs. 3,9 pg/ml). Die AUC lag sogar in einem hoheren Bereich von 7,66 ng/h/kg.
In einer weiteren Studie wurde bei einer maximalen Plasmakonzentration im
gleichen Bereich von 3,5 ng/ml sogar eine AUC von 8,43 pg/h/kg bestimmt (ABO
EL-S00UD et al., 2004). Die Ursache fiir die niedrigere Resorptionskapazitit in
der hier durchgefiihrten Studie ist unbekannt. Da die schnellere Eliminations-
geschwindigkeit sowohl nach i.v. als auch nach oraler Eingabe gleichermafien
zum Tragen kommt, sollten diese Unterschiede keinen Einfluss auf die errechnete
Bioverftigbarkeit besitzen. Denkbar wire, dass es ab einem bestimmten Konzentra-
tionsbereich zu einer Siattigung des intestinalen PEPT1-Transporters kommt, die
enterale Resorption von Amoxicillin also nicht linear zur eingegebenen Dosis an-
steigt. Allerdings erscheint es unwahrscheinlich, dass diese Prozesse bereits bei den
hier verwendeten Dosierungen eine grofiere Rolle spielen und ausreichend sind, die
hier gefundenen Unterschiede der aufgenommenen Menge zu erkldren. Bei einer
im Jahr 2015 durchgefiihrten Studie an Hithnern wurde nach Verabreichung einer
Dosis von 10 mg/kg KM bei dhnlichen maximalen Plasmakonzentrationen von
3,26 png/ml ebenfalls eine etwas geringere Bioverfiigbarkeit von 40,2 % bestimmt
(KANDEEL, 2015). Auch bei Tauben lag die Bioverfiigbarkeit von Amoxicillin in
einem niedrigeren Bereich von nur 34 % (DORRESTEIN et al., 1984).

5.3 Klinische Relevanz der gemessenen
Blutplasmakonzentrationen

Will man die therapeutische Effektivitdt einer Substanz bewerten und ein geeignetes
Dosierungsschema bestimmen, sind die erreichten Blutplasmakonzentrationen
fiir sich allein genommen nur von begrenzter Aussagekraft. Entscheidend ist,
insbesondere bei einem Vergleich verschiedener antimikrobieller Wirksttoffe, die
Empfindlichkeit des Erregers gegeniiber dem Wirkstoff. Eine Abschitzung der
Empfindlichkeit wird dabei iiber die Bestimmung der MIC (minimal inhibitory
concentration) der einzelnen Erreger vorgenommen (TURNIDGE und PATERSON,
2007). Diese kann sich zwischen den verschiedenen Isolaten eines Erregerstammes
gravierend unterscheiden. Bei einem ausbleibendem Behandlungserfolg sollte
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deshalb die Sensitivitdt der beteilligten Keime gegeniiber den verschiedenen Anti-
biotika mit einem Antibiogramm bestimmt werden (BUNDESTIERARZTEKAMMER,
2015). Eine Klassifizierung der Erregerisolate in , sensitiv” oder ,resistent” kann
tiber den Vergleich ihrer MIC mit den sogenannten , Clinical Breakpoints” vorge-
nommen werden. Diese werden in Europa zum Beispiel vom European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) veroffentlicht. Sie definieren diejenige
MIC eines Erregers, bei der die Behandlung eines Patienten mit dem jeweiligen
Antibiotikum mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einem klinischen Behandlungser-
folg fiihrt. Isolate deren MIC oberhalb der definierten Grenzwerte liegen, gelten
dagegen als resistent (BYWATER et al., 2006; TURNIDGE und PATERSON, 2007).
Dieser Ansatz ist vor allem im klinischen Kontext, also zum Treffen individueller
Behandlungsentscheidungen, relevant. Sollen dagegen, wie in der vorliegenden
Studie, diejenigen Blutplasmakonzentrationen definiert werden, die fiir eine ef-
fektive Bekampfung der Krankheitserreger erforderlich sind, so ist vor allem die
Verteilung der MIC-Werte verschiedener Erregerisolate von Interesse. Hierdurch
kann die Empfindlichkeit der Gesamtpopulation der relevanten Erreger, zum
Beispiel innerhalb einer Spezies oder einer bestimmten Region, abgeschétzt werden.
Voraussetzung ist die Bestimmung der MIC-Werte einer ausreichend hohen Anzahl
von Isolaten aus der Zielpopulation. Haufig verwendete Bewertungsparameter
sind die MICs, und MICy. Sie sind definiert als die niedrigsten Wirkstoffkonzentra-
tionen, welche das Wachstum von 50 bzw. 90 % der untersuchten Staimme hemmen
(SCHWARZ et al., 2010).

Wichtigste Indikation fiir den Einsatz von Penicillin G und Penicillin V bei der
Pute ist die Bekdmpfung von enteralen Infektionen mit Clostridium perfringens,
dem Erreger der Nekrotisierenden Enteritis (NE). Die in dieser Studie gemessenen
Blutplasmaspiegel der Penicilline sollten deshalb nachfolgend anhand der MICy,
von aus Puten und Hiihnern isolierten Clostridium perfringens-Stimmen bewertet
werden. Zur Bestimmung dieser Grenzwerte standen allerdings nur begrenzte
Informationen zur Verteilung der MIC-Werte von Erregerisolaten zur Verfligung.
Die Sensitivitdt von insgesamt 100 Clostridium perfringens-Isolaten, welche aus
kommerziellen Putenhaltungen in Deutschland stammten, gegeniiber verschie-
denen antimikrobiellen Wirkstoffen wurde im Jahr 2011 untersucht (GAD et al.,
2011). Hierbei wurde unter anderem die MICy, fiir Penicillin G und Amoxicillin
bestimmt. Fiir Penicillin G lag die MICy bei 0,250 pg/ml. Allerdings zeigten 86 %
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der Isolate schon in einem Bereich von 0,125 ng/ml eine vollstindige Wachstums-
hemmung. Dazwischenliegende Antibiotikakonzentrationen wurden nicht getestet.
Bei Untersuchungen in Kanada wurde die MIC bei Isolaten aus Puten (50 Isolate)
und Hiithnern (100 Isolate) ermittelt (SLAVIC et al., 2011). Hier wurden bei einer
Wirkstoffkonzentration von 0,120 ng/ml 94 bzw. 97 % der Isolate im Wachstum
gehemmt. Fiir Amoxicillin wurde die MIC von Gad et al. (2011) nur bis zu einer
Konzentration von 2 pg/ml untersucht. In diesem Bereich waren noch 100 % der
Isolate empfindlich. Bei Untersuchungen an Broilern in Belgien (n = 44) wurde fiir
Amoxicillin eine bimodale Verteilung der MIC-Werte gesehen. Wahrend die Mehr-
heit der Isolate (63 %) auch bei einer Wirkstoffkonzentration von 0,06 pg/ml noch
eine vollstindige Hemmung zeigte, wurde fiir ein Viertel der Isolate eine MIC von
0,250 ng/ml bestimmt. Die MICq lag somit bei 0,250 pg/ml (MARTEL et al., 2004).
Amoxicillin wird aufSerdem noch bei einer Reihe anderer systemischen Infektionen
eingesetzt, wobei nicht fiir alle Erreger spezifische MIC-Werte bekannt sind. In einer
im Jahr 2004 durchgefiihrten Studie an Hithnern wurde eine Konzentration von
0,250 ng/ml als therapeutischer Grenzwert festgelegt, welcher fiir eine Mehrheit
aller relevanten Erreger gelten soll (ABO EL-SOOUD et al., 2004). Fiir Penicillin V
liegen fiir Erreger beim Gefliigel keine Informationen tiber MIC-Werte vor, sodass
kein Grenzwert festgelegt werden kann. In der Folge werden deshalb lediglich
die erreichten Blutplasmakonzentrationen im Vergleich mit den beiden anderen
untersuchten Penicillinen dargestellt. Eine Ableitung der therapeutischen Effektivi-
tat der erreichten Wirkstoffkonzentrationen ist daraus jedoch nicht moglich. Fiir
Amoxicillin wird in der Folge als Grenzwert die MICqy von 0,250 ug/ml verwendet.
Fiir Penicillin G wird eine Grenzkonzentration von 0,125 ng/ml festgelegt. Diese
entspricht der MICq, der von Slavi¢ et al. (2011) durchgefiihrten Untersuchungen.
Nach Gad et al. (2011) werden bei diesen Wirkstoffkonzentrationen etwa 86 % der
Erreger erfasst. Vergleichbare Werte fiir die MICyy wurden auch beim Menschen
anhand von 10 CI. perfringens-Isolaten ermittelt (GOLDSTEIN et al., 2003).

Neben der MIC eines Erregers sind auch die Anforderungen eines Wirkstoffes
an den zeitlichen Verlauf der Wirkstoffkonzentration von Bedeutung. Penicilline
zdhlen zu den zeitabhdngigen Antibiotika. Um eine effektive Hemmung des
Erregerwachstums zu erreichen, muss die Wirkstoftkonzentration oberhalb der
MIC fiir einen ausreichend langen Zeitraum zwischen zwei Applikationsinterval-

len aufrechterhalten werden. In-vivo sind hierfiir in der Regel Konzentrationen
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oberhalb der MIC iiber 40 — 50 % des Dosierungsintervalles notig (CRAIG, 1998;
FRIMODT-MOLLER, 2002; LEVISON und LEVISON, 2009). Betrachtet man das beim
Gefliigel tibliche Dosierungsintervall von 24 h, so entspricht das einem Zeitraum
von 9,6 — 12 h. Bei stark immungeschwéchten Patienten liegt die erforderliche
t > MIC zudem deutlich hoher bei 90 — 100 % (TURNIDGE, 1998).

Nach intravendser Eingabe wurde fiir Amoxicillin eine Plasmakonzentration ober-
halb der festgelegten MIC von 0,250 pg/ml fiir mindestens 2 h erreicht. Zu diesem
Zeitpunkt lagen die gemessenen Konzentrationen von Amoxicillin im Schnitt bei
0,350 pg/ml (0,230 - 0,566 pg/ml). Bei einer Eliminationshalbwertszeit von 23 min
wird die MIC von 0,250 ng/ml im Durchschnitt nach ca. 2,2 h erreicht. Aufgrund
der kurzen Eliminationshalbwertszeit fallen auch die Einzeltiere mit der zum
Zeitpunkt 2 h noch hoheren Plasmakonzentration voraussichtlich innerhalb von
25 min unter diesen Grenzwert. Die Plasmakonzentrationen von Penicillin G lagen
zum Zeitpunkt 2 h mit durchschnittlich 0,047 pg/ml schon deutlich unterhalb
der definierten MIC von 0,125 pg/ml. Da nach 1 h noch Konzentrationen von
durchschnittlich 0,303 ng/ml (0,244 — 0,366 png/ml) gemessen wurden, wird die
MIC etwa nach ca. 1,3 — 1,5 h unterschritten. Bei der Beurteilung des Konzentra-
tionsverlaufs ist jedoch zu berticksichtigen, dass Penicillin G mit 9 mg/kg KM
im Vergleich zu Penicillin V (20 mg/kg KM) und Amoxicillin (17,4 mg/kg KM)
in einer niedrigeren Konzentration eingesetzt wurde. Fiir Penicillin V lagen die
gemessenen Konzentrationen zum Zeitpunkt 1 h bei durchschnittlich 0,757 ng/ml
(0,455 - 0,909 pg/ml), nach 2 h bei 0,167 png/ml (0,083 - 0,268 g/ ml).

Die orale Eingabe fiihrte bei allen Penicillinen zu einer Verlangerung der Eliminati-
onshalbwertszeit und somit zu einer langsameren Abflutung der Wirkstoffspiegel
im Blut. Dieser Effekt war bei Penicillin V am starksten sichtbar. Die 4 h nach
der Behandlung gemessenen Konzentrationen lagen mit im Schnitt 0,169 pg/ml
(0,084 — 0,266 ng/ml) im Bereich der nach i.v. Injektion schon nach 2 h erreichten
Werte. Fiir Amoxicillin wurden 2 h nach der Behandlung noch Konzentrationen im
Bereich von 1,103 pg/ml gemessen, wobei hier starke individuelle Unterschiede
beobachtet wurden (0,515 — 1,471 pg/ml). Nach 4 h waren die Konzentrationen
aller Tiere dagegen unter die MIC gefallen. Die MICq, wird hier vermutlich in-
dividuell unterschiedlich im Schnitt nach ca. 3 h unterschritten. Bemerkenswert

ist, dass fiir Penicillin G trotz der geringen oralen Bioverfitigbarkeit von 10 %,
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der geringeren Dosierung und den im Vergleich zu Penicillin V und Amoxicillin
deutlich geringeren maximalen Plasmakonzentrationen fiir einen Zeitraum von ca.
2 h Konzentrationen im Bereich der MIC von 0,125 ng/ml erreicht wurden. Zum
Messzeitpunkt 2 h lag die durchschnittliche Konzentration bei 0,108 pg/ml (0,078
— 0,143 pg/ml). Die Plasmakurven zeigten allerdings einen stark schwankenden
Verlauf. Hierdurch wurde bei einigen Tieren zu unterschiedlichen Zeitpunkten
innerhalb dieser Zeitspanne die MIC unterschritten, bevor es wieder zu einem
Anstieg der Plasmakonzentrationen kam. Bei einem Einzeltier (Tier Nr. 7) wurde
die Zielkonzentration zu keinem Zeitpunkt erreicht, die maximale Plasmakonzen-

tration lag hier nach 30 min bei nur 0,09 ng/ml.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass fiir das Erreichen einer effek-
tiven Wirkstoffkonzentration im Blutplasma bei der Pute die orale Eingabe der
Penicilline der i.v. Injektion tiberlegen ist. Durch die verzogerte Resorption der
Wirkstoffe werden nach oraler Eingabe Blutspiegel oberhalb der MIC tiber einen
langeren Zeitraum aufrechterhalten. Nach i.v. Verabreichnung lag die t > MIC fiir
Amoxicillin bei ca. 2,2 h, fiir Penicillin G bei ca. 1,4 h. Die gefundenen Unterschiede
beruhen hier vor allem auf der unterschiedlichen Dosierung der Wirkstoffe sowie
dem hoheren scheinbaren Verteilungsvolumen von Penicillin G. Die Verteilungs-
und Eliminationshalbwertszeiten waren dagegen vergleichbar. Auch fiir Penicillin
V ist das hohe scheinbare Verteilungsvolumen von Bedeutung. Dieses fiithrt im
Vergleich zu Amoxicillin bei dhnlicher Dosierung nach 2 h zu deutlich niedrigeren
Wirkstoffspiegeln. Nach der oralen Verabreichung lag die t > MIC fiir Amoxicillin
bei durchschnittlich ca. 3 h, fiir Penicillin G bei 2 h. Trotz einer verldngerten
Eliminationsphase wird im Falle von Penicillin G die Zeit oberhalb der MIC nach
oraler Eingabe durch die geringe Bioverfiigbarkeit begrenzt. Bei Penicillin V waren
die zum Zeitpunkt 2 und 4 h erreichten Plasmaspiegel nach oraler Eingabe dagegen
deutlich erhoht.

Bei einem {iblichen Dosierungsintervall von 24 h konnte in keinem Fall die Minimal-
vorgabe von t > MIC =40 - 50 %, entsprechend 9,6 — 12 h erreicht werden. Allerdings
ist zu beachten, dass in der Praxis keine einmalige orale Applikation, sondern eine
kontinuierliche Medikation iiber das Trinkwasser erfolgt. Prinzipiell konnte hier
durch die auf den Tag verteilte mehrmalige Aufnahme der Wirkstoffe die Zeit
oberhalb der MIC verldngert werden. Puten nehmen wéhrend der ndchtlichen
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Dunkelperiode tiblicherweise kein Trinkwasser auf, wahrend der Tageslichtperiode
dagegen im Schnitt alle 35 min (SANTOS et al., 1997). Entscheidend ist bei dieser
tierartlichen Besonderheit in der Fliissigkeitsaufnahme, ob tagstiber nach mehrma-
liger Aufnahme kleiner Trinkwassermengen ausreichende Plasmakonzentrationen
oberhalb der MIC erreicht werden. Dabei spielen neben der Wirkstoffkonzentration
im Trankewasser zusétzliche Einflussfaktoren eine Rolle, zum Beispiel die Loslich-
keit und Stabilitdat der Wirkstoffe im Wasser, die Photoperiode, das verwendete
Trankesystem, Veranderungen der Palatabilitidt des Trinkwassers durch Zugabe
der Wirkstoffe, Veranderungen der Umgebungtemperatur sowie individuelle,
krankheitsbedingte und altersbedingte Unterschiede im Trinkverhalten (SANTOS
et al., 1997, VERMEULEN et al., 2002). Um eine abschlieflende Beurteilung der
derzeit verwendeten Dosierungen vornehmen zu konnen, wéren weitere Untersu-
chungen mit Bestimmung der Blutplasmakonzentrationen nach Verabreichung der

Penicilline tibers Trinkwasser erforderlich.

Schlieflich stellt der mogliche Einfluss der Plasmaproteinbindung auf die anti-
mikrobielle Aktivitdt der Penicilline einen kritischen Aspekt dar. Bei den hier
durchgefiihrten Untersuchungen wurde eine Plasmaproteinbindung von 84 bzw.
80 % fiir Penicillin G und Penicillin V und von 15 % fiir Amoxicillin festgestellt. Da
das verwendete ELISA-System die Gesamtkonzentration der Penicilline im Blut
erfasst, in-vivo aber nur der ungebundene Anteil auf die Bakterien wirken kann,
muss davon ausgegangen werden, dass die effektiven Plasmakonzentrationen,
insbesondere fiir die stark gebundenen Penicilline G und V, deutlich niedriger
als die hier bestimmten Werte liegen. Die Beeinflussung der antimikrobiellen
Wirksamkeit von Antibiotika durch das Ausmaf ihrer Plasmaproteinbindung
ist insbesondere fiir 3-Laktame in-vitro gezeigt worden (KUNIN, 1966; KUNIN et al.,
1973).

In der Praxis ist aufSerdem der gewiinschte Wirkort der Penicilline, also der Ort der
Infektion innerhalb des Tierkdrpers von Bedeutung. Die erreichten Blutplasmaspie-
gel sind vor allem bei systemischen Erkrankungen mit vorliegender Bakteridmie
oder bei septikdmischem Verlauf von Bedeutung. Liegt die Infektion primdr in-
nerhalb bestimmter Kérpergewebe, wie zum Beispiel bei Atemwegsinfekten oder
einer Hepatitis, sind dagegen die hier erreichten Gewebespiegel der Medikamente

entscheidend. Da die Konzentrationen in der interstitiellen Gewebsfliissigkeit
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nur schwer bestimmt werden konnen, wird eine Abschitzung iiber die erreichten
Wirkstoffkonzentrationen im Blutplasma unter Zuhilfenahme pharmakokinetischer
Annahmen vorgenommen (CRAIG, 1998). Bei enteralen Infektionen sind zuséatzlich
die innerhalb des Magen-Darm-Inhaltes vorliegenden Penicillinkonzentrationen
von Interesse. Im Falle der Clostridieninfektionen interessieren insbesondere die
im Diinndarm gefundenen Konzentrationen. Die Penicilline konnen dabei das
Darmlumen auf verschiedenen Wegen erreichen. Nach der oralen Verabreichung
kann zum Beispiel aufgrund einer unvollstindigen oder verzogerten Resorption
ein Teil der verabreichten Menge im Darmtrakt verbleiben und hier seine Wirkung
austiiben. In der apikalen Membran der Enterozyten liegende Efflux-Transporter
konnen die Wirkstoffe zudem nach ihrer Aufnahme wieder zurtick ins Darmlu-
men transportieren, bevor sie den systemischen Blutkreislauf erreichen (CHAN
et al., 2004; HUNTER und HIRST, 1997). Durch die bilidre Exkretion in aktiver
Form konnen Penicilline auch nach erfolgter Resorption oder nach parenteraler
Applikation den Darm erreichen. Die bei Hithnern beschriebene Anreicherung
von Penicillin G in der Galle konnte auf eine grofiere Bedeutung der bilidren
Elimination von Penicillinen beim Gefliigel im Vergleich zum Sauger hinweisen
(YONEZAWA, 1973). Eine weitere Moglichkeit der Ausscheidung stellt auch die
intestinale Sekretion von Substanzen in das Darmlumen dar. Hierbei werden Stoffe
aus dem systemischen Blutkreislauf aktiv zurtick ins Darmlumen transportiert
(CHAN et al., 2004; MUTSCHLER et al., 2013).

Da die Bekdmpfung von enteralen Infektionen bei der Pute die hdufigste Indikation
fiir den Einsatz antibakterieller Wirkstoffe darstellt (LANUV NRW, 2014), sollen
in aktuell laufenden weiterfithrenden Untersuchungen die Darmkonzentrationen
der Penicilline im Zeitverlauf nach oraler Eingabe untersucht werden. Gleichzeitig
werden auch die erreichten Konzentrationen in verschiedenen Korpergeweben
erfasst. Hierdurch konnen weitere Erkenntnisse iiber die Verteilung der Penicilline
gewonnen werden, welche sich in der hier vorgestellten Arbeit fiir die drei Stoffe
sehr unterschiedlich darstellte. Ein weiterer Forschungsansatz ware auch ein
Vergleich der Darmkonzentrationen der Penicilline nach i.v. Applikation. Die in
diesem Fall nachgewiesenen Konzentrationen wéren dann alleine durch die bilidre

Elimination und aktive Sekretion der Penicilline bedingt.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die pharmakokinetischen Parameter von drei
héufig bei der Pute eingesetzten Wirkstoffe aus der Gruppe der Penicilline —
Penicillin G, Penicillin V und Amoxicillin — bestimmt. Hierfiir wurde ein sensitives
ELISA-System etabliert, das den sicheren Nachweis der Penicilline im Blutplasma

von Puten gewéhrleistet.

Obwohl die untersuchen Penicilline bei der Pute seit langem im grofsen Mafstab
therapeutisch eingesetzt werden, erfolgt ihre Anwendung nach wie vor ohne
Kenntnis der grundlegenden pharmakokinetischen Parameter, die den zeitlichen
Verlauf der Wirkstoffkonzentrationen am Wirkort abschitzen lassen. Diese sind
jedoch fiir die Festlegung geeigneter Dosierungsschemata notig, um eine moglichst
umfassende Wirksamkeit bei gleichzeitiger Minimierung des Risikos einer Resis-
tenzentwicklung zu erreichen. Fiir die sensitive und sichere Quantifizierung der
Wirkstoffe wurde ein bisher fiir den Nachweis von Penicillinen in Milchproben
genutztes ELISA-Protokoll fiir deren Nachweis in Putenplasma modifiziert und
umfassend validiert. Die im ELISA eingesetzten monoklonalen Antikorper sind
hochspezifisch fiir die aktive Form der jeweiligen Penicilline. Kreuzreaktivitaten
zu Penicillinmetaboliten oder Bestandteilen des Plasmas lagen nicht vor. Die
Nachweisgrenze des ELISA-Systems lag bei 3,8 (Penicillin G), 7,0 (Penicillin V) und
8,7 ng/ml (Amoxicillin). Der Arbeitsbereich des ELISA-Systems lag fiir Penicillin
G in einem Bereich von 5,5 - 100 ng/ml, fiir Penicillin V bei 13,5 — 100 ng/ml
und fiir Amoxicillin bei 25-100 ng/ml. In diesen Bereichen wurden die Ziel-
vorgaben fiir die Linearitdt (90 — 110 %), Wiederfindungsrate (80 — 120 %) sowie
Intra- und Inter-Assay-Variabilitdat (CV < 15 %) eingehalten. Der zeitliche Verlauf
der Wirkstoffkonzentrationen im Blutplasma wurde im Tierversuch mit einer
Gruppengrofie von 6 + 1 Tier pro Wirkstoff und Verabreichungsform nach einmali-
ger intravenoser und oraler Applikation therapeutischer Dosierungen bestimmt.
Aus diesen Daten wurden schliefslich die grundlegenden pharmakokinetischen
Parameter mithilfe einer Nicht-Kompartiment-Analyse abgeleitet. Alle Penicilline

zeigten eine schnelle Verteilungs- und Eliminationsphase, mit Verteilungs- und
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Eliminationshalbwertszeiten von 5,8 — 7,1 bzw. 22,4 — 25,3 min. Pharmakologisch
relevante Unterschiede zwischen den einzelnen Penicillinen wurden insbesondere
beim scheinbaren Verteilungsvolumen beobachtet. Dieses lag fiir Amoxicillin bei
543 ml/kg, wéahrend sich Penicillin G (1.108 ml/kg) und Penicillin V (1.967 ml/kg)
offenbar starker im Gewebe anreichern. Die gewonnenen pharmakokinetischen
Daten erlauben nun eine Uberpriifung der klinischen Wirksamkeit derzeitiger
Dosierungsschemata fiir verschiedene bakterielle Infektionserreger.
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7 Summary

Determination of Pharmacokinetic Parameters of Penicillins in Turkeys

In the present study, pharmacokinetic parameters for three penicillin antibiotics
frequently used in turkeys — penicillin G, penicillin V and amoxicillin — were deter-
mined. Furthermore, a sensitive ELISA system for the detection and quantification

of penicillins in turkey blood plasma was established.

Even though penicillins are among the most frequently used antibiotics in tur-
key medicine, information regarding their pharmacokinetic behavior and dose-
response-relationships in this species are limited. These are essential for determi-
nation of appropriate dosage regimens, which allow for effective therapy while
minimizing the risk of resistance selection in bacterial pathogens. For the sensitive
and precise detection and quantification of the antimicrobials, we adapted an ELISA
protocol, which had previously been used for detection of various penicillins in
milk samples, for use with turkey blood plasma. The ELISA was validated for
penicillin G, penicillin V and amoxicillin. The monoclonal antibodies used proved
to be highly specific for the active penicillins. No cross-reactivity was observed
with main penicillin metabolites or plasma components. The limit of detection for
the system was determined to be 3,8 (penicillin G), 7 (penicillin V) and 8,7 ng/ml
(amoxicillin). The working range of the ELISA-system was 5,5 — 100 ng/ml for
penicillin G, 13,5 — 100 ng/ml for penicillin V and 25 — 100 ng/ml for amoxicillin.
Within this range, target values for linearity (90 — 110 %), recovery (80 — 120 %)
and intra- and inter-assay-variability (CV < 15 %) were met. Concentration-time-
data of the penicillins in turkey blood plasma following oral and intravenous
administration was determined in an animal trial. Groups were made up of 6 + 1
animals for each penicillin. Basic pharmacokinetic parameters were calculated from
the obtained data using non-compartmental analysis. All penicillins showed rapid
distribution and elimination, illustrated by short distribution and elimination half-
lifes of 5,8 — 7,1 and 22,4 — 25,3 min, respectively. Principle differences between the

three penicillins could be seen regarding their apparent volume of distribution. This
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was calculated to be only 543 ml/kg for amoxicillin, while much higher values were
obtained for penicillin G (1.108 ml/kg) and penicillin V (1967 ml/kg), indicating
an increased distribution into body tissues. The pharmacokinetic data obtained
in this study can now be used to evaluate current dosage regimens for several
bacterial pathogens.
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Anhang

Anhang I: Versuchsprotokolle

Projekt: Pharmakokinetik von Penicillinen bei der Pute
Projektleitung: Sarah Bolda

Versuchsprotokoll — Teilversuch 1

Wirkstoff:
Datum:
Tiernummer:
Markierung:

Durchfiihrende Person:

Gewicht:

Dosis/ kg KGW:

Dosis/ Tier: ml Gebrauchslésung/Tier:

Tatigkeit Uhrzeit Besonderheiten
Unterschrift:
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Anhang

Projekt: Pharmakokinetik von Penicillinen bei der Pute
Projektleitung: Sarah Bolda

Versuchsprotokoll — Teilversuch 1

Labor

Wirkstoff:

Datum:

Probennummer Uhrzeit Plasma (ml)

Besonderheiten

Durchfiihrende Personen:

Unterschrift:
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Anhang

Definition von Abbruchkriterien (Score Sheet):

Bewertung (Score)

Kriterium

++

Stressreaktionen beim Einfangen
der Tiere

tibermaRig starke
Auslésung des
Fluchtreflexes.

ubermaRige
Abwehrreaktion mit
Auftreten von deutlich
forcierter Atmung und
Dunkelverfarbung der
unbefiederten
Kopfhaut (deutliche
Zyanoseanzeichen).

i.v. Applikation

Befreien aus den
Fixationsgriffen mit
unbeherrschbaren
umfangreichen
Abwehrbewegungen
mit den Schwingen und
HintergliedmaRen.

ubermaRig forcierter
Atmung sowie
Auftreten deutlicher
Zyanoseanzeichen.

Paravendse
Wirkstoffapplikation

Nachblutungen mit
Hé@matombildung

Einfihren der Sonde und
Arzneimittelapplikation

Befreien aus den
Fixationsgriffen mit
unbeherrschbaren
umfangreichen
Abwehrbewegungen
mit den Schwingen und
HintergliedmaRen.

tbermaRig forcierter
Atmung sowie
Auftreten deutlicher
Zyanoseanzeichen.

Blutentnahme aus der V.
brachialis

Befreien aus den
Fixationsgriffen mit
unbeherrschbaren
umfangreichen
Abwehrbewegungen
mit den Schwingen und
HintergliedmaRen.
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Anhang

tbermaRig forcierter
Atmung sowie
Auftreten deutlicher
Zyanoseanzeichen.

Nachblutungen mit
Hamatombildung

Unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen
Allergische Hautreaktionen einzelne umschriebene generalisiertes
RGtungen und Pusteln Exanthem.
) (+++)
Anaphylaxie (+++)

Die Tiere werden bei einem kumulativen Gesamtscore von +++ aus dem Versuch genommen.
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Anhang

Anhang Il: Pharmakokinetische Formeln

Tabelle 9.1: Zur Berechnung pharmakokinetischer Parameter genutzte Formeln.
Auszug aus dem Benutzerhandbuch der verwendeten Software PK Solutions 2.0™
(SUMMIT RESEARCH SERVICES, 2005).

General Disposition Parameters and Constants

Dose Amount D

Fraction of dose absorbed F

Exponential expression for

C =5 C,e Mt
1% order kinetics >
Y-Intercept. Coefficient of o
each exponential term !

—A

1 =_—"

Slope 7 2303
Rate constant A, = —2.303s
Elimination rate constant AL
Absorption rate constant A

0.693
Half-life t1 = X
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Anhang

Descriptive Curve Parameters

Cinitial

Cmax (obs)

Tmax (obs)

Cmax (calculated)

Tmax (calculated)

COZZCTL

Cinaz = mazximum observed conc

Trnaz = time point at Chuz

FD

Omaa: — V e_Aztmaa:
L2308 A
e )\a - /\z 8 )\z

log C, —log C,

Lag time tiag = 3 \
2.303  2.303
Curve Area Calculations
"L liva — b
AUC(0-t) (obs area) AUCy_s = >, T(O +Cit1)
1=0
Cy
AUCoo (area) AUCy, = AUCy_4 + ~
Cy
AUCoo (expo) AUCx =), ~
Cn/An
% of AUCoo (expo) %NAUC,, = 100 <AU/C’OO>
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Anhang

Statistical Moment Calculations

i — b
AUMCy—y = ) = (Citi + Cigetivr)+
i=0
AUMCOO (area) Clast * tlast + Clast
A A2
Cn
AUMCoo (expo) AUMC, =5 2
AUMCy,
MRT MRT = ———
(area) AT
1
MRT (expo) MRT =5 o™
Volume of Distribution Calculations
Vc (initial central compartment) V, = D
p c Z Cn
FD
Vd (ob - =
(obs area) V AUCoN.
FD
Vd (area) V = m

Vd (area) / kg

Vd (expo)

Vss (area)
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Viormatized = V
normalized — BOdyWezght (kg)

FD

Ve———"_
Ch
AT

_ Dx[AUMC,]
[AUCL?
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Anhang

Vss (expo) Ve =D % ————"

Systemic Clearance Calculations

CL (sys) (obs area) CL = Agé)b .
FD
L p—
CL (area) cL AUC
CL
CL k Lnorma ized — -
(area) / kg ¢ Heed = BodyW eight (kg)
CL (expo) CL= 7
C,
.
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Anhang

Anhang lll: Blutplasmakonzentrationen nach
intravenoser Eingabe

Tabelle 9.2: Im ELISA gemessene Blutplasmakonzentrationen der Penicilline. Alle
Angaben in ng/ml.

025h 05h 1h 2h 4 h
Penicillin G
Tierl 6,611 1,779 0,327 0,055
Tier2 4,509 1,517 0,366 0,062
Tier3 3,273 1,150 0,306 0,038
Tier4 3,792 1,222 0,280 0,051
Tier6 4,668 1,275 0,297 0,046
Tier7 3,692 0,930 0,244 0,034
Penicillin V
Tierl 7,751 2995 0,751 0,143 0,037
Tier2 8,423 3,171 0,788 0,137 0,031
Tier3 6,867 2,457 0,880 0,268 0,096

Tier4 5,160 1,887 0,455 0,083 0
Tier5 6,387 2,671 0,909 0,204 0,050
Amoxicillin

Tier1 21,012 8,097 2,786 0,566 0,081
Tier2 18,581 8,196 2,304 0,351 0,065
Tier3 15,509 5,069 1,426 0,251 0,061
Tier4 22,738 8,262 2,517 0,410 0,086
Tier5 18,09 6,854 1918 0,294 0,048
Tier7 16,138 5,968 1,583 0,230 0,041
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Anhang |IV: Blutplasmakonzentrationen nach oraler

Eingabe

Tabelle 9.3: Im ELISA gemessene Blutplasmakonzentrationen der Penicilline. Alle

Angaben in ng/ml.

025h

05h

1h

2h

4h

8h

Penicillin G

Tier 1

0,077

0,200

0,259

0,143

0,024

Tier 2

0,150

0,293

0,138

0,119

0,024

Tier 3

0,049

0,093

0,142

0,121

0,028

Tier 4

0,196

0,234

0,094

0,114

0,032

Tier 5

0,363

0,194

0,251

0,099

0,010

Tier 6

0,211

0,309

0,210

0,082

0,021

Tier 7

0,079

0,090

0,047

0,078

0,018

Penicillin V

Tier 1

0,377

0,319

0,269

0,636

0,172

0,023

Tier 2

1,852

1,628

1,083

0,539

0,196

0,049

Tier 3

1,078

0,899

1,970

0,507

0,192

0,023

Tier 4

1,390

1,171

0,897

0,349

0,187

0,015

Tier 5

0,627

0,683

0,753

0,270

0,087

0,022

Tier 6

0,465

0,823

1,584

0,948

0,084

0,044

Tier 7

1,072

2,088

1,166

0,459

0,266

0,046

Amoxicillin

Tier 1

0,995

6,736

3,760

0,515

0,085

Tier 2

0,531

1,111

1,619

0,932

0,171

Tier 3

0,364

5,336

4,056

0,842

0,087

Tier 4

0,325

1,225

4,233

1,471

0,179

Tier 5

0,667

1,492

2,509

1,394

0,072

Tier 7

0,192

1,657

2,953

1,463

0,172
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Anhang V: Pharmakokinetische Daten, intravenos

Abbildung 9.1: Berechnete pharmakokinetische Parameter nach intravenoser Eingabe.

Description: Pen G1i\.r. Tier |Pen G;\r. Tier |Pen G;\r. Tier |Pen G‘ii\.r. Tier | Pen Gri}\.r. Tier | Pen G;\r. Tier

Data Setup & Analysis
Dose Route IV Dose IV Dose IV Dose IV Dose IV Dose IV Dose
Calculation Mode Data Set Data Set Data Set Data Set Data Set Data Set
Terms Used 2Terms 2Terms 2Terms 2Terms 2Terms 2Terms

Single Dose Parameters
General disposition parameters:
Dose Amount Hg 51366,0000{ 51994,0000{ 50108,0000( 474140000 52892,0000 52219,0000
Dosage pg'kg 8980,0699) 8979,9655| 89799283 B89799242| 89799660 8980,0516
Fraction dose absorbed (F)
E Intercept pg/ml 1,9442 21606 24641 1,5373 1,9176 1,751
E Slope 1hr -0,7742 0,771 -0,9059 -0,7396 -0,8100 -0,8559
E Rate 1/hr 1,7829 1,7758 2,0864 1,7033 1,8654 1,9712
E Halfife hr 0,3887 0,3902 0,3322 0,4069 0,375 0,3516
D Intercept pg/ml 29,3312 15,5356 11,6345 13,7323 23,0745 24,8803
D Slope 1hr -2.9507 -2,7871 -3,2320 -2,7700 -3,2937 -3,9088
D Rate 1hr 6,7955 64187 74434 6,3792 7,5854 9,0019
D Halflife hr 0,1020 0,1080 0,0931 0,1086 0,0914 0,0770
Descriptive curve parameters:
C initial (iv) pg/ml 31,2753 17,6962 14,0986 15,2695 24,9921 26,6314
Curve area calculations:
AUC{0-t) (obs area) pg-hr/ml 6,5020 42137 3,2603 3,5504 50149 4.8007
AUC= (area) pg-hr/ml 6,5329 4,2456 3,2785 3,5604 50395 48179
AUCso (expo) pg-hr/ml 54067 3,637 27441 3,0552 4,0699 3,6522
% of AUC= (expo) % 100,0000 100,0000 100,0000 100,0000 100,0000 100,0000
Statistical moment calculations:
AUMCe= (area) pg-hrhr/ml 1,1260 0,9922 0,7328 0,8046 0,8621 0,6654
AUMCe (expo) pg-hr*hr/ml 1,2467 1,0622 0,7761 0,8673 0,9521 0.7577
% of AUMCao (expo) % 100,0000 100,0000 100,0000 100,0000 100,0000 100,0000
MRT (area) hr 0,1724 0,2335 0,2235 02247 0,171 0,1381
MRT (expo) hr 0,7080 0,7189 0,6136 0,7439 0,6679 0,6184
Wolume of distribution calculations:
Ve (initial central comp) ml 1642,3798| 2938,1425| 35541221 310514200 2116,3477| 1960,8090
Vd (obs area) ml 4430,8510{ 6948 5777| 7366,3868| 78404474 56539302| 55182867
Vd (area) ml 4409 9289 68914763 73254640 77748785 56262647 54985306
Wd (area) / kg mifkg 770,9666| 1190,2377| 1312,8072| 14725149 9552232 9455771
Vd (expo) ull 53285325 8020,1744| 87521421 91114075 69666687 72535313
Vss (area) ml 13551962 28581450 3416,3269| 29759265 17954133| 1496,8382
Vss (expo) ml 2190,7530{ 41751026 5164,2368| 44057056 3040,1440| 2966,2767
Clearance calculations:
CL (obs area) mi‘hr 7899,9778| 12339,4155| 15369,0440| 13354.4054| 10546,9931| 10877 4416
CL (area) mi/hr 78626748 12238,0137| 15283,6636| 132427238 10495,3851| 108384991
CL (area) / kg mi‘hrikg 1374 5935 2113,6466| 2739,0078| 2508,0916) 1781,8990| 1863,8863
CL {expo) mil/hr 9500,4974| 142956516 18260,2490| 15519, 1947| 12995,8106| 14297 8912
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Description: A_mo:_(icllin A.mm.(icllin A.mm.cicllin A.mo:.(icllin A_mo:.:icllin A.mm_(icllin
Lv.Tier 1 ivTier 2 iwTier 3 iwv.Tier4 Lv.Tier 5 iwTier 7
Data Setup & Analysis
Dose Route IV Dose IV Dose IV Dose IV Dose IV Dose IV Dose
Calculation Mode Data Set Data Set Data Set Data Set Data Set Data Set
Terms Used 2Terms 2Terms 2Terms 2Terms 2Terms 2Terms
Single Dose Parameters
General disposition parameters:
Dose Amount g 629220000 63965,0000| 65711,0000{ 610920000 55776,0000) 56473,0000
Dosage po'kg 174299169 174299728 174299735 17429,9572| 17430,0000( 174299383
Fraction dose absorbed (F)
E Intercept pg/ml 13,7085 16,1237 81015 15,4519 12,5127 10,8952
E Slope 1fhr -0,6921 -0,8172 -0,7544 -0,7881 -0,8145 -0,8378
E Rate 1fhr 1,5939 1,6820 1,7375 1,8150 1,8758 1,9293
E Half-life hr 0,4348 0,3682 0,3989 0,3818 0,3694 0,3592
D Intercept pg/ml 72,7124 36,3719 63,0501 82 4266 53,8493 45,8002
D Slope 1thr 31577 -2.4007 -3,1539 -3,2190 -2,8800 -2,8591
D Rate 1thr 71,2722 5,5288 7.,2634 74134 6,6327 6,5844
D Half-life hr 0,0953 0,1253 0,0954 0,0935 0,1045 0,1052
Descriptive curve parameters:
C initial {iv) pg/ml 86,4209 51,4956 71,1516 97,8785 66,3625 59,6953
Curve area calculations:
AUC(04) (obs area) pg-hriml 22111 16,4752 16,1791 23,6063 17,3156 15,3077
AUC= (area) pg-hrfml 22,1613 16,5097 16,2142 23,6637 17,3411 15,3289
AUC= (expo) pg-hrfml 18,5994 14,6747 13,3432 19,6321 14,7894 13,0585
% of AUCe= (expo) % 100,0000 100,0000 100,0000 100,0000 100,0000 100,0000
Statistical moment calculations:
AUMCe= (area) pg-hrthr/ml 77T 5,8956 41469 6,6476 5,0442 42649
AUMCe (expo) pg-hr*hr/ml 6,7710 54600 38767 6,1904 47802 40525
% of AUMC= (expo) % 100,0000 100,0000 100,0000 100,0000 100,0000 100,0000
MRT (area) hr 0,3239 0,3571 0,2558 0,2810 0,2909 0,2782
MRT (expo) hr 0,7649 0,7122 0,7132 0,6859 0,6839 0,6702
Wolume of distribution calculations:
Ve (initial central comp) ml 726,0878| 12422030 923,5347| 6241616 840,4749]  946,0201
d (obs area) ml 1766,4080( 20631122 23375575 14258744 17172166 19121495
\d (area) ml 1761,3139 2058,7961| 23324961 14230181 1714,6826| 1909,4986
Vd (area) / kg 'mlfkg 4934387  560,9799 618,6992| 4059966 5358384| 5893514
Vd (expo) ml 21225038 23257462 2834,3583| 1714,5225) 20105319 2241,4898
Vss (area) ml 919,5474| 1383,5920f 1036,5020 7258615 9355954 10250047
Vss (expo) ml 1231,5680 1635,2021) 14315389 961,2360( 12189654 13420853
Clearance calculations:
CL (obs area) mifhr 26457185 36826640 40614798 2587.9518| 32211491 36891967
CL (area) mifhr 26391929 3674 5613 4052 6856| 2582 7676) 32163959 36840823
CL (area) / kg rmlfhrfl-cg 786,48001 1055,7383| 1074,9629 736,8809 10051237 1137,0624
CL (expo) milfhr 3383,0073| 4376,9494| 4924 6655 3111.8460| 37713486 4324 6079
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i Pen VW iv Tier | Pen V' iv Tier [ Pen V iv Tier | Pen V iv Tier | Pen \V iv Tier
Description:
1 2 3 4 5
Data Setup & Analysis
Dose Route IV Dose IV Dose IV Dose IV Dose IV Dose
Calculation Mode Data Set Data Set Data Set Data Set Data Set
Terms Used 2Terms 2Terms 2Terms 2Terms 2 Terms

Single Dose Parameters

General disposition parameters:

Dose Amount ug
Dosage pg'kg
Fraction dose absorbed (F)

E Intercept pg/mi

E Slope 1/hr

E Rate 1/hr

E Halfife hr

D Intercept pg/mi

D Slope 1/hr

D Rate 1/hr

D HalfHife hr
Descriptive curve parameters:

C initial (iv) pg/ml
Curve area calculations:
AUC(0-4) (obs area) pg-hriml
AUC= (area) pg-hriml
AUC= (expo) pg-hriml

% of AUC= (expo)

%

Statistical moment calculations:

AUMCa= (area)
AUMCae (expo)

% of AUMCa= (expa)

MRT (area)
MRT (expo)

pg-hr*hriml
pg-hr*hriml
%
hr
hr

Volume of distribution calculations:
W (initial central comp) ml

Vd (obs area)
Vd (area)

\d (area) / kg
Vd (expo)
Vss (area)
Vss (expo)

Clearance calculations:

CL {obs area)
CL (area)
CL (area) / kg
CL (expo)

ml
ml
"mlikg
ml
ml
ml

ml/hr
ml/hr

r
ml‘hrikg
ml/hr

133600,0000
20000.0000

3,941
-0,7203
1,6589
04178
20,7838
-2.4251
5.5851
0.1241

24,7278

6,9666
6.,9889
6.,0989
100,0000

2.2889
2.0995
100,0000
0,3275
0.7819

5402,8208
11560.4755
11523,5812

1725.,0870
13205,2846

6260,6190

7541,0914

19177,2089
19116,0066

28616776
21905,7168

137200,0000
20000,0000

4.5324
-0.7598
1,7498
0,3960
23.5798
-2.5299
5.8263
0.1189

28,1123

7.6364
7.6541
6,6373
100,0000

2.3280
2.1749
100,0000
0,301
0.7431

4880,4284
10267.5866
10243.8216

1483,2685
11813.1078

5451, 8464

6773,3610

17966,5558
179249710

2612,9695
20670,9590

137400,0000
20000.0000

14703
-0,3068
0.7065
0.9809
22,2935
-2.3892
5.5024
0.1259

23,7639

6.7666
6.9025
6.1328
100,0000

3.4738
3.6822
100,0000
0.5033
1,5972

5781.8863
287419337
28176,1095

4101,3260
3712.3631
100178377
13451,7356

20305.5922
19905,8489
2897,5035
22404 1402

141200,0000
20000,0000

24943
-0.7389
1,7018
0.4072
15,1643
-2,5322
5.8317
0.1188

17,6586

4.5877
4,6365
4.0660
100,0000

1,2268
1,3072
100,0000
0.2646
0,7591

7996,1184
18085,9317
178956783

25347986
204064458

8057,9143
11164 2985

30777 9766
30454 2103

4313,6275
34726,9428

126000,0000
20000.0000

4,0504
-0,6489
14945
0.4637
17,2218
-2,7195
6.2630
0,1106

21,2721

6.2951
6.3286
5.4600
100,0000

2.5500
22525
100,0000
0.4029
0.8288

5923,2352
133927769
13321,9760

2114,5994
15441,3591

80221135

9520,4295

200154294
19909.6173

3160,2568
23077.0239




Anhang

Anhang VI: Pharmakokinetische Daten, oral

Abbildung 9.2: Berechnete pharmakokinetische Parameter nach oraler Eingabe.

Description: Pean oral Pean oral Pean oral Pean oral Pean oral Penl G oral Pean oral
Tier1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6 Tier7
Data Setup & Analysis

Dose Route Oral Dose| Oral Dose| Oral Dose| Oral Dose| Oral Dose| Oral Dose| Oral Dose
Calculation Mode DataSet| DataSet| DataSet| DataSet| DataSet| DataSet| DataSet
Terms Used 1Terms| 1Terms| 1Terms| 1Terms| 1Terms| 1Terms| 1Terms

Single Dose Parameters
General disposition parameters:
Dose Amaunt Hg 32822,0000| 32667,0000( 32642,0000| 30961,0000( 31116,0000{  35740,0| 34483,0000
Dosage kg 6980,0274| 8979,9451| 8979,9175| 8980,0000) 8980,0866 8979.9| 89799479
Fraction dose absorbed (F) 0,0852 0,1138 0,1224 0,1236 0,0930 0,0515
E Intercept pg/ml 0,6322 0,5900 0,5229 0.4061 0,7898 0,49 0,3380
E Slope 1ihr -0,3505 03477 031748 -0,2759 -0.4710 -0,388 -0,3184
E Rate 1ihr 0,8073 0,8007 0,7319 0,6353 1,0848 0,893 0,7333
E Half-life hr 0,3584 0,3655 0,9468 1,0907 0,6338 0,776 0,9450
Descriptive curve parameters:
Cmax (obs) pg/ml 0,2590 0,2930 0,1420 0,2340 0,3630 0.3 0,0900
Tmax (obs) hr 1,0000 0,5000 1,0000 0,5000 0,2500 05 0,5000
Curve area calculations:
AUC(0-t) (obs area)  pg-hr/ml 0,5270 04534 0,3631 0.4103 0,5103 05 0,2238
AUC: (area) pg-hr/ml 0,5567 04833 04014 04606 0,5195 04937 0,2483
AUC= (expo) pg-hr/ml 0,7831 0,7369 0,7144 0,6392 0,7280 0,6 04609
% of AUCa (expo) % 100,0000 100,0000{ 100,0000| 100,0000{ 100,0000 100,0) 100,0000
Statistical moment calculations:
AUMCoo (area) pg-hrhr/ml 0,9173 0,7781 0,8073 0,8774 0,6297 0.7 04947
AUMC= (expo) pg-hrhriml 0,9701 0,9204 0,9761 1,0061 0,6711 0,6 0,6286
% of AUMCa (expo) % 100,0000 100,0000{ 100,0000| 100,0000{ 100,0000 100,0) 100,0000
MRT (area) hr 1,6477 1,6099 2,013 1,9048 1,2122 14 1,9925
MRT (expo) hr 1,2387 1,2489 1,3663 15739 0,9219 11 1,3637
Wolume of distribution calculations:
Vd (obs area) ml 6573,0915| 10247 1071) 15032 6490 15285 4311 0,0000 8346.9| 108234860
Vd (area) ml 62220873 9611,6405) 13599,8971| 13614,0393 0,0000 79491 97434783
Vd (area) / kg milkg 1702,3495) 2640,5606| 37413747 3946,0083 0,0000 1997,3| 2539,9683
Vd (expo) ml 4423 2601 6304 2677| 7640,9168| 98101732 0,0000 7083,0{ 42540666
Vss (area) ml 97133 4901 72608 6797|  99596.0
Vss (expo) ml 51916,1979| 55397,7826| 62425,7906| 76264,3952| 39399,6573| 722759
Clearance calculations:
CL (obs area) mithr 5£306,3271| B204,6443) 11002,7698| 97115335 0,0000{ T7450,169| 7936,8693
CL (area) mifhr 5022 9683 76958395) 9954 1031 8649 6218 0,0000| T7095,112| 71522319
CL (area) / kg mithrikg 1374,2731) 21142416 2733.4052| 25071368 0,0000{ 1782,691| 1862,5604
CL (expo) mithr 3570,8106| 5047,6952| 5582,5771| 62328517 0,0000{ 6322117 38528104
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Description: Amox?cllin Amoxi.cillin Amo:-:i.cillin Amoxi.cillin Amoxi.cillin Amoxi.cillin
oral Tier 1 oral Tier2 | oral Tier 3 oral Tier 4 oral Tier 5 oral Tier 7
Data Setup & Analysis
Dose Route Oral Dose| Oral Dose| Oral Dose| Oral Dose| Oral Dose| Cral Dose
Calculation Mode Data Set Data Set Data Set Data Set Data Set Data Set
Terms Used 2 Terms 2Terms 2Terms 2 Terms 2Terms 2Terms
Single Dose Parameters
General disposition parameters:
Dose Amount Hg 31025,0000) 33372,0000| 31635,0000| 29108,0000( 26929,0000( 26145.0000
Dosage Hg'kg 17429,7753( 17429,7650| 17429.7521| 17429,9401) 17429,7735| 17430,0000
Fraction dose absorbed (F) 0,2931 0,2141 0,4033 0,2651 0,2779 0,3530
E Intercept pg/ml 274517 5,080 19,538 12,1347 26,9894 12,4440
E Slope 1/hr -0,8634 -0,368 -0,683 -0,4579 -0,6435 -0,4649
E Rate 1/hr 1,9884 0,848 1,672 1,06544 1,4819 1,0706
E Half-life hr 0,3485 0,817 0,441 0,6572 04676 0,6473
A Intercept pg/ml 72,0448 -7,135 46,118 -13,6352 -31,6290 -19,3142
A Slope 1/hr -2,6462 -1,095 -2,223 -0,7220 -0,9364 -1,1536
A Rate 1/hr 6,0943 2,521 5,120 1,6628 2,1566 2.6566
A Half-life hr 0,1137 0,275 0,135 0.4168 0,3213 0,2609
Descriptive curve parameters:
Cmax (obs) pg/ml 6,7360 1,6190 5,3360 4,2330 2.,5090 2.9530
Tmax (obs) hr 0,5000 1,0000 0,5000 1,0000 1,0000 1,0000
Cmax (calculated) pg/ml 7.5071 1,7251 6,0930 3,0020 3.1323 3,1365
Tmax (calculated)  hr 02728 06514 0,3328 0,7489 05562 0,573
Lag time hr 0,2347 0.2028 0,2418 01914 0.2442 0,2769
Curve area calculations:
ALUC(0-t) (obs area) pg-hr/ml 6,4523 3.3326 6,4840 6,1009 47710 5,2506
AUCs= (area) pg-hr/ml 6,4950 3.5343 6,5393 6,2706 4,8196 54113
AUCs (expo) pg-hr/ml 1,9844 3,1601 34185 3,3082 3.4539 4,3535
% of AUCs (expo) % 100,0000] 100,0000{ 100,0000( 00,0000 00,0000 100,0000
Statistical moment calculations:
AUMCse (area) pg-hr*hr/ml 6,2227 5.9802 17,1957 9,3938 6,9003 8.4072
AUMCsa (expo) pg-hr*hr/ml 5,0036 59414 65,1428 59828 54465 58,1209
% of AUMC= (expo) % 100,0000{ 100,0000{ 100.0000( 00,0000 00,0000 100,0000
MRT (area) hr 0,9581 1.6920 1.1004 1.4981 1.4317 1.5536
MRT (expo) hr 0,6670 1.6759 0.8312 1.5498 1,1385 1.3105
Volume of distribution calculations:
Vd (obs area) ml 708,7943 25287222 1251.3379| 11995271 10584745 16418677
Vd (area) ml 7041291 2384,4420( 12407507 1167.0534| 1047,8040) 1593,1203
Wd (area) / kg mlfkg 3956782 12451394 6836092 6988344 675,1903| 10620802
Vd (expo) ml 2304,6309( 2666,7641| 23734691 22121193 14621294 1980,1850
Vss (area) ml 4576,4765( 15979,8281| 5323 2572 6953,9235| 79996296 75064867
Wss (expo) ml 39421,9952| 19858 5127| 16629,0720| 15912,0714( 12295 1233| 11202 3122
Clearance calculations:
CL (obs area) mlfhr 14093421 2144 3246| 1967,6736| 1264,8236| 156845536 17577307
CL (area) ml/hr 1400,0661( 20219767 1951,0256| 1230,5822| 1552 7410 17055433
CL (area) / kg mlfhrfkg 786,5540| 1055,8625( 1074 9453 736,8756( 10050103 1137,0289
CL (expo) ml/hr 4582 A48T 2261,3824| 37321753| 2332,5365| 2166,7295| 21199224
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Description: Pen_‘J oral | Pe n.U oral | Pe n.U oral Pen.‘J oral Pen.U oral | Pe n.U oral Pen.‘J oral
Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tiers Tier & Tier7
Data Setup & Analysis
Dose Route Oral Dose| Oral Dose| Oral Dose| OralDose| Oral Dose| Oral Dose| Oral Dose
Calculation Mode DataSet| DataSet| DataSet| DataSet| DataSet| DataSet| DataSet
Terms Used 1Terms| 1Terms| 1Terms| 1Terms| 1Terms| 1Terms| 1Terms
Single Dose Parameters
General disposition parameters:
Dose Amount Hg 46100,0000| 88800,0000| 88800,0000) 58900,0000| 83500,0000( 85000,0000| 91600,0000
Dosage pa‘kg 20000,0000| 20000,0000( 20000,0000{ 20000,0000{ 20000,0000) 20000,0000( 20000,0000
Fraction dose absorbed (F) 0,2814 0,4543 0,5085 0,5603 0,2565
E Intercept pg/ml 23517 1,4823 1,6023 2,333 08379 10,6989 1,6362
E Slope 1fhr -0,2640 -0.2197 -0,2304 -0.2739 -0,2459 -0,5263 -0,1905
E Rate 1/hr 0,6540 0,5059 0,5306 0,6309 0,5664 1,2120 0,4388
E Half-life hr 1,0697 1,3699 1,3061 1,0985 1,2236 05718 15793
Descriptive curve parameters:
Cmax (obs) pg/ml 0,6360 1,8620 1,9700 1,3900 0,7530 1,5840 20880
Tmax (obs) hr 2.,0000 0,2500 1,0000 0,2500 1.0000 1,0000 0,5000
Curve area calculations:
AUC{0-) (obs area} pg-hr/ml 1,9316 3,3803 3,4666 25739 1.4696 3,189 3,5040
AUC= (area) pa-hriml 1,9668 341N 35100 25977 1,6232 3,1882 31,6086
AUCe= (expo) pa-hriml 3,5961 29300 3,0207 3,6953 14795 8,8275 3,5065
% of AUC= (expo) % 100,0000) 100,0000( 100,0000{ 100,0000{ 00,0000 100,0000( 100,0000
Statistical moment calculations:
AUMCoo (area) pg-hrhriml 49603 6,9526 6,3349 47381 2,7787 4,8858 71,7156
AUMCz= (expo) pa-hrhriml 65,4988 51917 5,6931 5,873 26123 7,2835 7,9889
% of AUMC= (expo) % 100,0000 100,0000( 100,0000{ 100,0000{ 100,0000) 100,0000( 100,0000
MRT (area) hr 25220 1.9995 1.8043 1,6240 1.7100 1.5325 21380
MRT (expo) hr 1,529 1,9767 1,8847 1,5851 1,7657 0,8251 22790
Volume of distribution calculations:
Vd (obs area) ml 19625,4421| 23591,1665| 24548,9649| 30675,3388| 25732,1185 0,0000 0,0000
Vd (area) ml 19274,5040| 22934,0085| 24245 7898 | 30394 ,5665| 23296,9956 0,0000 0,0000
Vd (area) / kg rmlfkg 43755968 5165.3172| 5460,7635) 6837,9227| 55801187 0,0000 0,0000
Vd (expo) ml 10541,7865| 27216,6234| 28172,7539| 21366,3545| 25560,2778 0,0000 0,0000
Vss (area) ml 51064,8998( 45661,0838| 62422, 7639) 67961,2860) 40857 0872 54266,3114
Vss (expo) ml 37461,9279| 59908,9222| 55403 ,6458| 38133,7756| 99650,2058| 7944 7738| 595511335
Clearance calculations:
CL (obs area) mifhr 12834,4477| 11934,5729)| 13025,5796| 19352 4044 | 14573 6157 0,0000 0,0000
CL (area) mifhr 12604,9448| 11602,1222| 12864,7162| 19175,2713| 13194 4621 0,0000 0,0000
CL (area) / kg ’mlfhr.-’kg 2661,5085) 2613,0906) 2897 4586| 4313,8968| 3160,3502 0,0000 0,0000
CL (expa) mifhr 6894,0107| 13768,6611( 14948,3472| 13479,5686| 14476,2922 0,0000 0,0000
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