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1. Einleitung

Bis Mitte des 20. Jahrhunderts waren Infektionskrankheiten noch die Haupttodesursache in der
Bevolkerung. Mit Entwicklung der Antibiotika begann ein unvergleichbarer Siegeszug in der
Geschichte der Medizin und heute sind diese Substanzen aus unserem Leben nicht mehr
wegzudenken. In der Vergangenheit erfolgte bei der Therapie von Infektionskrankheiten die
Dosierung des Antibiotikums empirisch. Heute hingegen wird die Dosierung aufgrund der
Kenntnisse iiber die pharmakokinetischen und -dynamischen Eigenschaften des Antibiotikums
bestimmt. Diesbeziiglich sind jedoch viele Fragen ungeklért, so dass es hiufig zu fehlerhaften
Dosierungen kommt. Mdogliche Folgen sind eine Verldngerung der Therapiedauer und
Therapieversagen, damit verbunden ein vermehrtes Auftreten von Nebenwirkungen sowie
Resistenzentwicklungen. Diese negativen Auswirkungen einer Antibiotikatherapie konnen durch
gezielteren Einsatz von Antibiotika verringert werden. Voraussetzung hierfiir ist eine bessere
Kenntnis der pharmakodynamischen und pharmakokinetischen Eigenschaften des jeweiligen
Antibiotikums. Mallgeblichen Einfluss auf die Pharmakokinetik eines Antibiotikums hat dessen
Bindung an Plasmaproteine, durch die sich die Pharmakologie gravierend verdndern kann. Bei
diesem seit Einflihrung der Antibiotika in den 40er Jahren viel diskutiertem Thema ist die
klinische Signifikanz allerdings bislang nicht abschlieBend und einvernehmend geklart (Davis,
1942a, Davis, 1942b, Tompsett et al., 1947, Goldstein, 1949). Heute wird liberwiegend davon
ausgegangen, dass nur der ungebundene, frei vorliegende Teil des Antibiotikums fiir die
Wirkung verantwortlich sei (Liu ef al., 2002a, Theuretzbacher, 2003, Cars, 2001, Drusano,
2004). Eine hohe Proteinbindung eines Antibiotikums fiihre infolgedessen zu einer verminderten
antibakteriellen Aktivitdt. Nach Wise und Kunin beeinflusst die Proteinbindung die Wirkung
eines Antibiotikums erst dann, wenn die prozentuale Bindung an Proteine 80% {iiberschreitet
(Kunin et al., 1973, Wise, 1985), nach Rolinson ist die Proteinbindung nur unterhalb einer
Antibiotikumkonzentration von 100 ug/mL von Bedeutung (Rolinson, 1980). Diese diskutierten
Punkte sind durch experimentelle Daten allerdings nur unzureichend belegt und basieren
teilweise sogar nur auf theoretischen Uberlegungen der Wissenschaftler.

Mit der vorliegenden Arbeit sollen die aktuellen Theorien zu der Frage des Einflusses der

Plasmaproteinbindung auf die Wirkung von Antibiotika experimentell in-vitro iberpriift werden.



1. Einleitung 2

1. 1 Pharmakologie der Antibiotika

Die Pharmakologie untersucht die Wechselwirkung zwischen korperfremden Stoffen und
Organismen (Forth et al.,, 1998). Im engeren Sinne ist die Pharmakologie die Lehre von den
Wechselwirkungen der Arzneimittel mit gesunden oder kranken Organismen.

Die Wirkung eines Antibiotikums ist eine Abfolge zahlreicher, meist sehr komplexer Vorginge
im Organismus, denen eine Reaktionskette zugrunde liegt, die in zwei Phasen unterteilt werden

kann: die Pharmakokinetik und die Pharmakodynamik (Craig, 1995).

Pharmakokinetik

Die Pharmakokinetik beschreibt den Konzentrations-Zeit-Verlauf eines Antibiotikums im
Organismus und kann mit Hilfe des sogenannten LADME Modells dargestellt werden (Jachde et
al., 2003). Dieses unterteilt das Plasmakonzentrations-Zeit-Profil eines Antibiotikums in die
Phase der Liberation aus der Darreichungsform, der Absorption, der Distribution, der

Metabolisierung und der Elimination.

) | Bakterielle Rezeptoren| Gewebe
Pharmakodynamische

Wirkung V\ %

T
Gastro- :
intestinal- 4—' Protein
Trakt A Proteinbindung

ratsnbinding
v /v Protein
@ Absorption >® / ‘A > <

V: Mikrosomale

Metabolite |- Enzyme

Plasma / Leber
& /Elimination @ = freies Antibiotikum

Niere

Abb. 1.1: Im Korper ablaufende pharmakokinetische und pharmakodynamische
Prozesse (modifiziert nach Jaehde, 2004)
Viele endogene und exogene Faktoren iiben Einfluss auf die Pharmakokinetik eines
Antibiotikums aus. Zu den endogenen Faktoren zdhlt die Proteinbindung eines Antibiotikums an
Plasmaproteine. Man unterscheidet zwischen Antibiotika mit hoher (>80%) mittlerer (50-80%)
und niedriger Proteinbindung (<50%) (Bergogne-Bérézin, 2002). Die Abbildung 1.1 zeigt,

welche pharmakokinetischen Prozesse die Proteinbindung beeinflusst. Sie kann mafgeblich zu
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Veranderungen der Parameter Verteilung (sowohl im Plasma als auch im Gewebe),
Metabolisierung und Elimination fiihren, und Einfluss auf die Clearance oder die Halbwertszeit
einer Substanz haben. Durch die GroBe des Proteins kann der gebundene Anteil eines
Antibiotikums nicht aus dem Blut in die umliegenden Gewebe diffundieren. Dies bedingt, dass
nur die freie Konzentration an die eigentlichen Wirkorte gelangt und damit wirksam ist.
Andererseits stellt die gebundene Form eine Speicherform dar, aus der bei abnehmender
Konzentration der freien Form (z.B. durch Metabolisierung oder Elimination) zur
Wiederherstellung des Gleichgewichts Antibiotikummolekiile freigesetzt werden (Mutschler et
al., 2001). Der gebundene Anteil unterliegt in der Regel nicht der Metabolisierung und der
Elimination. Bei der renalen Elimination wird die glomeruldre Filtration eines Antibiotikums
durch die Bindung an Proteine verhindert, nur die freie Fraktion wird filtriert. Im Gegensatz
dazu scheint Proteinbindung auf die tubuldre Sekretion keinen Einfluss auszuiiben. Wie die
Proteinbindung auf die hepatische-bilidre Elimination eines Antibiotikums einwirkt, ist nicht
geklart (Barza, 1981). Abhédngig von der Eliminationsart des Antibiotikums verdndert sich
dementsprechend dessen Halbwertszeit (t;»). Die Proteinbindung hat demnach nicht unbedingt
Einfluss auf die Halbwertszeit. Bei Untersuchungen mit Chinolonen konnte gezeigt werden, dass
es nicht zwangsldufig zu einer Verldngerung der Halbwertszeit aufgrund einer hohen
Proteinbindung kommt. Im Gegensatz dazu korreliert bei PB-Laktamen eine verldngerte
Halbwertszeit gut mit einer erhdhten Proteinbindung (Bergogne-Bérézin, 2002).

Pharmakokinetische Parameter werden aus dem Plasmakonzentrations-Zeit-Profil des
Antibiotikums ermittelt. Der Parameter AUC (area-under-the-curve) ist das Integral der
Konzentrations-Zeit-Kurve iiber 24 Stunden und stellt ein MaB fiir die im Kd&rper vorliegende
Substanzmenge dar. Der des weiteren hdufig verwendeter Parameter Cp.x ist die hochste
Konzentration, die im Referenzkompartiment, iiblicherweise im Blutserum, wéhrend des
Applikationsintervals erreicht wird (Mouton et al., 2002). Bei Untersuchungen zum Einfluss der
Proteinbindung auf die Kinetik und die Dynamik eines Antibiotikums wird hdufig der Anteil der
freien AUC und des freien Cp,x berechnet und mit dem antibakteriellen Effekt korreliert (Tawara

etal., 1992a).

Pharmakodynamik
Die Pharmakodynamik beschreibt die antibakterielle Wirkung des Antibiotikums. Im Gegensatz
zu anderen Arzneimitteln, die an zelluldre Zielstrukturen des Wirtsorganismus binden, ist die

Wirkung eines Antibiotikums von der Wechselwirkung zwischen Antibiotikum mit dem
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bakteriellen Rezeptor und den daraus resultierenden Effekten abhingig (Wiedemann et al.,
1990).

Zu den fiir die Antibiotika wichtigen pharmakodynamischen Kenngroflen gehoren vor allem die
MHK (minimale Hemmkonzentration) und der AAC-Wert (area-above-the-curve-Wert), aber
auch weitere Parameter wie beispielsweise der Rmax-Wert (Wert fiir die maximale
Keimzahlreduktion) oder der Emax-Wert (Wert fiir den maximal erreichbaren antibakteriellen
Effekt, vgl. 1.6).

Der am hiufigsten zur Bestimmung der antibakteriellen Wirkung eines Antibiotikums
herangezogene Parameter ist die MHK. Sie ist die niedrigste Konzentration eines Antibiotikums,
die ein sichtbares Wachstum eines Bakterienstammes verhindert. Die Bestimmung der MHK
erfolgt nach einer 18-24stiindigen Inkubationszeit bei 37°C und einem Inokulum von 1x10°-
1x10° KBE/mL (koloniebildende Einheiten/mL) (Deutsches Institut fiir Normung e.V.2000,
2000). Demnach handelt es sich bei der MHK um eine Endpunktsbestimmung, die keine
Aussage liber das antibakterielle Geschehen wihrend der 18-24stiindigen Inkubationsphase
zuldsst. Bei gleicher MHK kann aber die Wirkung innerhalb einer Substanzklasse sehr
unterschiedlich sein. Beispielsweise zeigt Erythromycin eine bakteriostatische und
Telithromycin eine bakterizide Wirkung. Somit kann die MHK keine Auskunft {iber den
Wirkungstyp einer Substanz geben (Wiedemann et al., 2003).

Demgegeniiber liefert die Analyse von Absterbekinetiken eine genauere Aussage iiber die
antibakterielle Wirkung eines Antibiotikums. Hierbei wird die antibakterielle Wirkung eines
Antibiotikums in Abhidngigkeit von der Zeit ermittelt. Dies kann zum einen bei konstanten
Antibiotikumkonzentrationen in der ,Batchkultur® als auch bei sich definiert periodisch
verdndernden Konzentrationen im ,,pharmakologischen in-vitro Modell* erfolgen (vgl. 2.2.7 und
2.2.8).  Pharmakologische in-vitro Modelle ermoglichen die Simulation der humanen
Pharmakokinetik bei gleichzeitiger Bestimmung des Absterbeverhaltens der Bakterien.

Bei der Analyse von Absterbekinetiken bedient man sich pharmakodynamischer Parameter, wie
des Rmax-Wertes oder des AAC-Wertes. Der Rmax-Wert beschreibt die maximale
Keimzahlreduktion, die zu einem bestimmten Zeitpunkt innerhalb des gemessenen Zeitraumes
auftritt. Demgegeniiber stellt der AAC-Wert ein relatives MaB fiir die Anzahl der abgestorbenen
Bakterien wiahrend des gesamten Zeitraumes dar (Rustige et al., 1990). Dazu wird das Integral
oberhalb der Absterbekinetik berechnet. Flichen, die iiber der Inokulumlinie liegen, werden als
negativ bewertet, da in diesem Fall die Bakterien anwachsen. Positive Werte deuten auf eine

Abtdtung der Bakterien hin (vgl. 2.2.9.1.1).
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Mit Hilfe der Parameter AAC und Rmax ist die Interpretation der Absterbekinetiken aus der
Batchkultur und dem in-vitro Modell in der Weise moglich, dass das Ergebnis dieses

umfangreichen Versuchs auf einen objektiven Wert reduziert werden kann.

Pharmakologie

Mit Hilfe sogenannter pharmakologischer Indizes wird versucht, den Heilungserfolg einer
Therapie vorherzusagen. Ein fiir den jeweiligen Index festgelegter Grenzwert soll dem
Therapeuten einen Anhaltspunkt dariiber geben, ob eine Therapie unter den von ihm gewihlten
Bedingungen voraussichtlich einen Heilungserfolg bringen wird (Barger et al., 2003).
Pharmakologische Indizes stellen eine Kombination aus einem pharmakokinetischen Parameter,
wie beispielsweise Cpax oder AUC, und einem pharmakodynamischen Parameter, der fast immer
die MHK ist, dar. Hiufig benutzte pharmakologische Indizes sind fiir zeitabhingig wirkende
Antibiotika, wie die [-Laktame, der Index 7T-ypx (Mouton et al, 2001) und fiir
konzentrationsabhéngig wirkende Antibiotika, wie die Chinolone, die Indizes Cp,/MHK oder
AUC/MHK (Preston et al., 1998, Drusano et al., 1993, Craig et al., 1991). Pharmakologische
Indizes werden kontrovers diskutiert (Barger et al., 2003). Dies nicht zuletzt auch wegen des
Faktors Plasmaproteinbindung. So fordert die ISAP (International Society for Anti-infective
Pharmacology) fiir die Berechnung der pharmakologischen Indizes die Proteinbindung eines
Antibiotikums in der Weise mit einzubeziehen, dass bei der Ermittlung der pharmakokinetischen
Paramter lediglich der Anteil des Antibiotikums zu beriicksichtigen ist, der frei im Plasma

vorliegt (Mouton ef al., 2002).

1.2 Klinische Signifikanz der Proteinbindung

Seit Einfithrung der Antibiotika in den 40er Jahren des letzten Jahrhunderts ist kaum ein Thema
so intensiv und kontrovers diskutiert worden wie die Proteinbindung. Als pharmakokinetischer
Parameter hat sie unstreitig Einfluss auf die Verteilung, Metabolisierung und Elimination einer
Substanz. Die damit direkt zusammenhéngenden Auswirkungen auf die Pharmakodynamik

bleiben allerdings héufig unklar.

Von Bedeutung ist die Plasmaproteinbindung vor allem wegen ihrer Auswirkungen auf die
Féhigkeit des Antibiotikums zur Gewebepenetration. Der Ort der bakteriellen Infektion ist in den
seltensten Fillen das Plasma. Nur ,,freies, nicht gebundenes Antibiotikum® ist in der Lage, durch
die Poren der vasalen Membranen in die peripheren Kompartimente zu diffundieren oder aktiv

transportiert zu werden (Barza et al., 1985). Nur so kann es an den Ort der Infektion vordringen,
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um dort mit den bakteriellen Rezeptoren zu interagieren, und damit eine Heilung zu
ermoglichen. Sowohl im Plasma, als auch im Gewebe und der menschlichen Zelle kommt es zu
Proteinbindungen jeglicher Art (Abb. 1.2) (Cars, 1990). Diese Bindungen sind reversibel und
stethen in einem dynamischen Gleichgewicht zueinander. Welche Auswirkungen diese
Bindungen nun auf die Pharmakodynamik des Antibiotikums haben, ist bislang im Einzelnen

ungeklért.

Blut Interstitium Zelle
Gebundenes Gebundenes An
Antibiotikum Antibiotikum Zellmembranen

oder anderen
Zellbestandteilen
gebundenes
Antibiotikum
Freies Freies || > Freies
Antibiotikum Antibiotikum ] Antibiotikum

Abb 1.2: Gewebepenetration des freien, ungebundenen
Antibiotikums vom Blut in die Zelle (nach Cars, 1990)

Im Folgenden sollen drei in der Literatur weit verbreitete Annahmen und Theorien zur
Auswirkung der Proteinbindung auf die Wirkung eines Antibiotikums vorgestellt werden. Diese

sollen in dieser Arbeit in-vitro experimentell iberpriift werden.

1.) ,,Nur der frei vorliegende Anteil eines Antibiotikums ist antibakteriell aktiv, der gebundene
hingegen inaktiv

Eine in der Literatur fest verankerte und unbestrittene Annahme ist, dass nur frei vorliegendes
Antibiotikum mit den bakteriellen Rezeptoren wechselwirken kann und so antibakteriell aktiv
ist. Haufig wird daraus allerdings riickgeschlossen, dass der gebundene Anteil keinen Einfluss
auf die Wirkung habe. Allerdings ist vorstellbar, dass durch den in Millisekunden vonstatten
gehenden Austausch im dynamischen Gleichgewicht zwischen gebundener und ungebundener
Form auch aus den Proteinbindungen freiwerdendes Antibiotikum antibakteriell wirksam wird.
Sobald ndmlich frei vorliegendes Antibiotikum durch Reaktion mit den Bakterien dem
Gleichgewicht entzogen wird, diffundiert ,,gebundenes Antibiotikum* aus den Proteinbindungen

heraus und wird so wieder zum ,freien®, also wirksamen, Antibiotikum. Das zunichst
b 9
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gebundene Antibiotikum hat demnach moglicherweise eine Depotfunktion und letztlich doch
Einfluss auf die antibakterielle Wirkung.

Der am héaufigsten zitierte ,,Beweis® fiir die Annahme, dass nur der freie Anteil des
Antibiotikums wirksam sei, sind die Untersuchungen von Kunin et al.,, welche einen
Zusammenhang zwischen Proteinbindung und dem pharmakodynamischen Parameter MHK
herstellten. Diese Autoren ermittelten die minimale Hemmkonzentration von Penicillinen mit
ansteigender Proteinbindung gegeniiber Staphylococcus aureus in Néhrbouillon und in Serum
und stellten fest, dass mit zunehmender Proteinbindung in Gegenwart der Serumproteine hohere
Konzentrationen des Penicillins zum Abtéten der Bakterien notig sind. Der Wirkungsverlust, der
durch den Zusatz des Serumproteins stattfindet, ist direkt vom Ausmall der Proteinbindung
abhingig. Daraus schlossen sie, dass nur die ungebundene, zu berechnende Fraktion wirksam sei
(Kunin et al., 1973). Diese Methode wird seit Kunins durchschlagendem Erfolg Anfang der 70er
Jahre fortwéhrend in Untersuchungen angewandt und gilt in der Antibiotikatherapie heute als der
experimentelle Beweis dafiir, dass nur der freie, berechnete Anteil des Antibiotikums fiir dessen
antibakterielle Wirkung verantwortlich sei (Lee et al., 1991, Nath et al., 1994, Scaglione et al.,
1998). AuBler Acht gelassen werden hier jedoch die unter 1.1 genannten Kritikpunkte an der
MHK als Endpunktbestimmung. Unklar bleibt damit der Einfluss der Proteinbindung innerhalb
der therapeutisch wichtigen initialen Abtotungsphase des Antibiotikums. Des weiteren ist bei
dieser Methode ungewiss, ob tatséchlich auch in Bereichen unter- bzw. oberhalb der MHK durch
Proteinbindung Einfliisse auf die Wirkung zu erwarten sind. Die bei statischen Konzentrationen
durchgefiihrte Untersuchung ldsst zudem keine Aussagen iiber den Einfluss der Proteinbindung
bei dem im menschlichen Korper sich periodisch verdndernden Konzentrationen zu. AuB3erdem
lassen sich keine Riickschliisse auf die Wirkung der bei Standarddosierungen oftmals viel hoher

als die MHK liegenden Konzentrationen ziehen.

Den ,,in-vivo Beweis* fiir die Befiirworter der These, dass nur frei vorliegendes Antibiotikum
antibakteriell aktiv ist, lieferten Merrikin et al. in einer 1983 publizierten Studie. Dabei
untersuchten sie die Auswirkung der Proteinbindung von sieben Isoxazolylpenicillinen mit
dhnlicher Pharmakodynamik, dhnlicher Pharmakokinetik aber unterschiedlicher Proteinbindung
(36-98%) auf eine mit Staphylococcus aureus infizierte Mausepopulation. Sie stellten fest, dass
die therapeutische Aktivitit in Form des CD50-Wertes (die ,.kurative Dosis®, bei der 50% der
Versuchstiere iiberlebten) direkt abhéngig vom Ausmal} der Proteinbindung im Méuseserum
war. Je hoher die Proteinbindung des Antibiotikums, desto hoher musste also die Dosis gewéahlt

werden, damit ein Heilungserfolg eintreten konnte (Merrikin ef al., 1983). Kritisch anzumerken
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bei dieser Studie ist, dass die ,,dhnliche Pharmakodynamik* der Penicillinderivate darin bestand,
dass sie gegeniiber Staphylococcus aureus in-vitro die gleiche MHK aufwiesen. Daraus schloss
Merrikin, dass, wenn die Aktivitdt eines Antibiotikums im Vergleich zu einem anderen mit
gleicher in-vitro MHK in-vivo niedriger sein sollte, dies allein auf eine hohere Proteinbindung
zuriickzufiihren sei. Eine gleiche Aktivitdt in-vitro muss allerdings nicht gleichbedeutend mit
einer gleichen Aktivitdt in-vivo sein. Zudem bedeutet gleiche MHK nicht zwangsldufig auch
gleiche pharmakodynamische Potenz. Wie unter 1.1 bereits angemerkt, kann auch innerhalb
einer Substanzklasse bei gleicher MHK die Wirkintensitdt anders ausfallen. Dariiber hinaus trifft
die in dieser Studie gemachte Annahme der ,gleichen Pharmakokinetik nur bedingt zu.
Ausgegangen von einer Dosis von 10 mg/kg wurden die AUC und Cp,.x-Werte ermittelt, die in
dieser Studie teilweise um mehr als das Doppelte differierten. So ist fraglich, ob hier direkt der

Schluss gezogen werden kann, dass nur das frei vorliegende Antibiotikum antibakteriell aktiv ist.

Mit der Mikrodialyse ist in jiingster Zeit eine Analytik entwickelt worden, die es ermdglicht, im
Gegensatz zur herkdmmlichen Bestimmung der Antibiotikumkonzentration im Plasma, den
Anteil des ungebundenen Antibiotikums am Ort der Infektion, nimlich im Gewebe, bestimmen
zu konnen (Muller, 2002). Hierzu wird eine Sonde in das zu untersuchende Gewebe gebracht.
An der Spitze der Sonde befindet sich eine semipermeable Membran. Die Sonde wird
kontinuierlich mit einer physiologischen Spiilfliissigkeit mit bestimmten Flussrate durchspiilt.
Nur der frei vorliegende Arzneistoff des extrazellularen Raumes des Gewebes kann die
Membran durchdringen und wird mit der physiologischen Spiillsung abtransportiert. Auflerhalb
des Korpers wird dann mit analytischen Messmethoden die Arzneistoffkonzentration bestimmt
(Miiller et al., 1998). Die Mikrodialyse als ,,schonende® Methode l6st andere, lange Zeit
verwendete, hdufig sehr invasive Methoden zur Untersuchung der Penetration von Antibiotika ab
(beispielsweise ,,blister fluid“- oder ,tissue cage fluid“-Untersuchungen, sowie Konzentrations-
bestimmungen in homogenisiertem Gewebe (Cars, 2001)). Klinische Studien zur Untersuchung
der Pharmakokinetik von Cefpodoxim und Cefixim konnten zeigen, dass die Konzentrationen,
die mit Hilfe der Mikrodialyse im Gewebe gemessen wurden, groftenteils mit dem prozentual
berechneten frei vorliegenden Anteil des Antibiotikums im Plasma {ibereinstimmten (Liu ef al.,
2002b). Dieses Ergebnis wird auch als Bestitigung dafiir gewertet, dass nur der freie Anteil aktiv
ist. Dieser Riickschluss geht allerdings einen Schritt zu weit: Bei der Mikrodialyse handelt es
sich um eine Methode, die zur Bestimmung der Pharmakokinetik herangezogen wird. Aussagen

tiber die Pharmakodynamik einer Substanz konnen damit nicht getroffen werden. Auch im
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Gewebe gebundenes Antibiotikum koénnte ndmlich nach Freisetzung aus seinen

Proteinbindungen zu einer Erhhung der Wirkintensitét fithren.

Wise entwickelte 1985 ein theoretisches Modell, mit dem 100 —s

er die Auswirkung der Proteinbindung zu beschreiben ok /O/O

versuchte. Ein Antibiotikum mit einer Bindung von 50% & / °

ist nach Wise nur halb so aktiv, wie ein Antibiotikum, :E» o ®

welches zu 0% bindet. Die Aktivitit eines zu 75% ;% or

gebundenen Antibiotikums betrdgt gegeniiber dem gar £ 60 -

nicht bindenden Antibiotikum nur noch ein Viertel. Bei sol—& 111

einem zu 97% gebundenen Antibiotikum betrdgt die SR
n-fache Reduktion

Aktivitit bei Fortfilhrung dieses Rechenexempels nur der antibakteriellen Aktivitét

noch 1/32 der Aktivitit eines ungebundenen ﬁﬁﬂi,ijgf.iunﬂiie};?c‘,fi’;",‘;‘fl“diiseﬁ“;ﬁf

vitro Aktivitit (nach Wise).

Antibiotikums (Abb. 1.3) (Wise, 1985). Diesen von Wise
gemachten Uberlegungen fehlen die experimentellen Grundlagen. Es ist hochst fraglich, ob sich

der Einfluss der Proteinbindung mittels einer dermallen simplen Formel darstellen lésst.

2.) , Proteinbindung beeinflusst erst ab einer Bindung von iiber 80% die Wirkung eines
Antibiotikums “

Kunin et al. behaupten, dass ab einer Proteinbindung von iiber 80% bereits kleine Anderungen in
der Bindung groBen Einfluss auf den Anteil des frei vorliegenden Antibiotikums haben (Kunin et
al., 1973). Zum Beispiel wiirde eine Reduktion der Bindung von 98 auf 96% eine Verdoppelung
der freien Fraktion von 2 auf 4% bedeuten, wihrend bei einer 60%igen Bindung (= 40% freie
Fraktion) eine Reduktion auf 20% (= 80% freie Fraktion) notig wire, um die freie Fraktion zu
verdoppeln (Craig et al., 1976). Zudem sei ab einer 80%igen Bindung mit einer verminderten
Gewebepenetration zu rechnen (Wise, 1985). Hierbei handelt es sich jedoch um rein theoretische
Uberlegungen. Als ,,Beweis* fiir die Richtigkeit dieser Annahme wird teilweise eine Studie von
Craig et al. angesehen, in der festgestellt werden konnte, dass sowohl die AUC der freien als
auch der gesamten Konzentration von verschieden gebundenen Antibiotika nach Penetration in
die Fliissigkeit kiinstlich erzeugter ,Hautblasen* (,,Blister Fluids®) mit zunehmender
Proteinbindung abnahm, und dies besonders stark ab einer Bindung von 80% (Craig et al.,
1984). Diese rein pharmakokinetische Untersuchung lisst jedoch keinen Riickschluss auf die

Pharmakodynamik einer Substanz zu.
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3.) ,,Oberhalb einer Antibiotikumkonzentration von 100 ug/mL ist die Proteinbindung
vernachldssigbar

Rolinson ist der Meinung, dass bei stetiger Erhdhung der Konzentration eines Antibiotikums ab
einer bestimmten Grenzkonzentration, bei der alle Bindestellen des Albuminmolekiils (vgl.
Abschnitt 1.3) gesittigt sind, es zu einer schlagartigen Erhohung der frei vorliegenden Substanz
kommt, ab der dann die Proteinbindung einflusslos wird (Rolinson, 1980). Ausgehend von der
Annahme, dass ein Molekiil Antibiotikum an ein Molekiil Albumin bindet, berechnete er fir
Penicilline eine derartige Grenzkonzentration von 200 pg/mL. Durch Anwesenheit
verdrangender Substanzen (vgl. Abschnitt 1.3., Einfliisse auf die Proteinbindung) kdnne diese
Grenzkonzentration allerdings noch auf 100 pg/mL reduziert werden. Experimentelle
Untersuchungen mit den Antibiotika Dicloxacillin, Trimethoprim und Cephalothin bestétigen
dieses Ergebnis (Craig et al., 1986). Basierend auf der oben dargestellten Theorie kann diese
genannte Konzentration allerdings aufgrund der unterschiedlichen Molekulargewichte der
Antibiotika (bspw. Teicoplanin mit ca. 1900 g/mol und Fosfomycin mit ca. 260 g/mol) nicht fiir
jedes Antibiotikum gleich sein. Es ist daher mdglich, dass bei Antibiotika mit niedrigem
Molekulargewicht bereits schon bei viel niedrigeren Konzentrationen alle Proteinbindestellen
besetzt sind und die Proteinbindung ab dieser Konzentration einflusslos ist. Zudem ist es
theoretisch moglich, dass mehr als nur ein Molekiil Antibiotikum an ein Albuminmolekiil bindet

(vgl. Abschnitt 1.3)

Wie oben dargelegt, sind die Auswirkungen der Plasmaproteinbindung auf die Wirkung von
Antibiotika bis heute nicht grundlegend geklirt. Die vorgestellten theoretischen Uberlegungen
und Studien zum Einfluss der Proteinbindung weisen zum Teil Méngel und vorschnelle Schliisse
auf, es bedarf daher einer Klirung dieser Theorien durch systematische experimentelle
Untersuchungen.

Demnach stellt sich die Frage, ob tatsdchlich nur das ,,frei vorliegende* Antibiotikum an der
Wirkung beteiligt ist oder ob ,,frei werdendes* Antibiotikum aus den Proteinbindungen zu einer
Erhohung der Wirkintensitét flihrt. Dariiber hinaus ist unklar, ob auch bei Proteinbindungen
unterhalb 80% bereits Einfliisse auf die Wirkung zu erwarten sind. Auch ist es moglich, dass
nicht erst ab einer Antibiotikumkonzentration von >100 pg/ mL die Proteinbindung keinen
Einfluss mehr auf die Wirkung des Antibiotikums hat. Diese drei Uberlegungen sollen in der
vorliegenden Arbeit schwerpunktmifBig untersucht werden.

Um zu kldren, ob tatsdchlich nur frei vorliegendes Antibiotikum antibakteriell aktiv ist, soll in

dieser Arbeit verglichen werden, ob der prozentuale Anteil des Antibiotikums, der frei vorliegt,
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ebenso wirksam ist wie die Gesamtdosis, die mit einer physiologischen Konzentration an
Albumin versetzt wurde. Dies bedeutet, dass bei einem zu 70% an Albumin bindenden
Antibiotikum untersucht wird, ob der freie, berechnete Anteil (30%), genauso wirksam ist wie
die Gesamtdosis des Antibiotikums mit Zusatz von Albumin.

Durch Vergleich des antibakteriellen Effektes von prozentual unterschiedlich gebundenen -
Laktam-Antibiotika und Chinolon-Antibiotika mit Proteinbindungen im Bereich unter 80%
sowie tiber 80% in Gegenwart von Human Albumin und ohne Zusatz von Human Albumin soll
die Frage geklart werden, ob auch unterhalb einer Proteinbindung von 80% bereits mit
Anderungen in der Wirkung zu rechnen ist.

AulBlerdem soll ermittelt werden, ab welcher Konzentration die Proteinbindung nicht mehr zu

einer Wirkungserniedrigung des entsprechenden Antibiotikums fiihrt.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit werden in der Batchkultur und im pharmakologischen in-
vitro Modell durchgefiihrt. /n-vitro Studien bieten dabei den Vorteil, dass sie im Vergleich zu
Tiermodellen oder klinischen Studien reproduzierbare Ergebnisse unabhidngig vom
Immunsystem, dem Infektionsgeschehen des Einzelnen oder den individuellen Schwankungen
im Proteinhaushalt von Tieren und Menschen liefern. Dariiber hinaus wird Human Albumin
anstelle des sonst oft verwendeten Rinder- oder Kaninchen Albumins verwendet. Antibiotika
binden an nichthumanes Albumin héufig vollig anders. So betrigt die Bindung von Cefotaxim
im Mittel an Human Albumin ca. 37%, an Rinder- und Kaninchen Albumin jedoch 63% bzw.
93% (Gerding et al., 1982, Peterson et al., 1984). Zudem wird auf den Einsatz kompletten
Human Serums verzichtet. Es wird das daraus isolierte Albumin verwendet, da Serum ,,natiirlich
bakterizid“ ist und aufgrund des sogenannten ,Komplementsystems*“ bestimmte Keime

unabhingig von einer Antibiotikumanwesenheit abtotet (Kayser ef al., 1998).

1.3 Physikochemische Grundlagen, Beeinflussbarkeit und Bestimmungsmethoden der

Proteinbindung

Im nachfolgenden Abschnitt werden die physiko-chemischen Grundlagen der Plasmaproteine
und der Proteinbindung dargelegt, sowie die Beeinflussbarkeit der Bindung durch exogene und
endogene Faktoren beschrieben. Dariiber hinaus werden die unterschiedlichen Methoden fiir die
Bestimmung der Proteinbindung und deren Varianz vorgestellt. Kenntnisse iiber diese Gebiete
vermitteln ein Verstdndnis liber die Komplexitit der Proteinbindung und sind fiir die

Interpretation der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse unerlésslich.
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Aus funktioneller Sicht betrachtet stellt Blut ,,fliissiges Korpergewebe* dar. Es dient vor allem
als Transportmittel innerhalb des Organismus und setzt sich aus Zellen und aus einer Fliissigkeit,
dem Blutplasma, zusammen. Das Blutplasma ist der extrazelluldre Anteil des Blutes. Es enthélt
pro Liter 65-80 g Proteine. (Thews et al., 1999). Die im Plasma geldsten Proteine lassen sich
mittels Elektrophorese in eine Albumin, eine o;-, op-, B-, eine y- Globulin und eine
Fibrinogenfraktion auftrennen (Mutschler et al.,, 2001). Albumin ist mit einem Anteil von
ungefdhr 56% das Protein mit dem quantitativ groBten Anteil im Plasma. Es wird in der Leber
synthetisiert, ist ein globuldres (MG ca. 66000 Da), gut wasserlosliches Protein mit einem hohen
Gehalt an schwefelhaltigen Aminosduren. Es ist von physiologischer Bedeutung zur Regelung
des intravasalen Druckes und als Transportprotein fiir wasserunlosliche korpereigene Stoffe
(bspw. Bilirubin, freie Fettsduren) (Pschyrembel, 1998). Albumin spielt bei der Bindung von
Antibiotika die grofite Rolle (Craig ef al., 1978b), obwohl es auch zwischen anderen Proteinen
und Antibiotika zu Bindungen kommen kann. So bindet Erythromycin beispielsweise an a-, -
und y- Globuline und Rifampicin an y- Globuline und Fibrinogen (Peterson et al., 1977, Boman
etal., 1974).

Die Proteinbindung ist eine schnelle (innerhalb von 20 msec) und reversible Wechselwirkung
eines Antibiotikums mit Albumin (Wise, 1986). Die Bindung des kleinen Antibiotikummolekiils
im Verhéltnis zum Makromolekiil Albumin kommt hauptsidchlich durch vier Bindungsarten
zustande: lonische Bindungen und hydrophobe Wechselwirkungen spielen hierbei die
wichtigste, hydrophile- (Wasserstoffbriickenbindungen) und van-der-Waals-Wechselwirkungen
eine untergeordnetere Rolle. Im Albuminmolekiil des Menschen sind mehrere Bindestellen
nachgewiesen worden, so konnten Nerli ef al. in einer Studie herausfinden, dass Cephalosporine
neben Interaktion mit den sogenannten Bindungsstellen I und II zusétzlich mit der Bilirubin- und
der Bindestelle fiir freie Fettsduren interagieren konnen (Nerli ez al., 1997b). Dariiber hinaus hat
Albumin viele potentielle Bindungsstellen ionischer Art: bei einem pH von 7,4 liegen im
Molekiil ca. 100 saure und 86 basische Gruppen vor (Joos et al., 1969). Aliphatische und
aromatische unpolare Reste des Albuminmolekiils konnen mit Antibiotika hydrophobe
Wechselwirkungen eingehen. Da 56% des Albuminmolekiils aus hydrophoben Resten bestehen,
besteht eine enge Korrelation zwischen der Lipophile eines Antibiotikums und der
Bindungswahrscheinlichkeit (Bird ef al., 1967). Fiir Chinolone konnte dieser Zusammenhang
allerdings nicht hergestellt werden (Zlotos et al., 1998). Viele Untersuchungen sind durchgefiihrt
worden, die einen Zusammenhang zwischen spezifischen Molekiilstrukturen und starker bzw.
schwacher Albuminbindung herstellen konnten (Nerli et al., 1995, Nerli ef al., 1997a, Briand et
al., 1982, Tawara et al., 1992b). Doch Antibiotika binden nicht nur an Albumin, auch nach
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Verteilung aus den intravasalen Kompartiment heraus kommt es beispielsweise zu Bindungen an
Proteine der interstitiellen Fliissigkeiten, an Zellmembranen, an 16sliche intrazelluldre Proteine
und an andere intrazellulidre Bestandteile.
Die Bindung eines Antibiotikums an Proteine gehorcht dem Massenwirkungsgesetz (Derendorf
et al.,2002):

ki
D] +[P] —— [DP] (1.1)

ko
wobei [D], [P] und [DP] die molaren Konzentrationen des freien Antibiotikums, des freien
Proteins und des Antibiotikum-Protein-Komplexes sind. k; und k, sind die
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Assoziation bzw. Dissoziation. Die Affinitit eines
Antibiotikums an Plasmaproteine kann daher folgendermallen ausgedriickt werden (Craig et al.,
1986):
[DP] K1 (1.2.)

D[Pl ke

Je hoher die Affinitét eines Antibiotikums an Plasmaproteine ist, desto grofer ist die Konstante
ka. Dies besagt, dass zwei Substanzen gleicher prozentualer Bindung unterschiedlich ,.fest an
Plasmaproteine binden (Bergogne-Bérézin, 2002).

Die Proteinbindung kann von vielen duleren Faktoren beeinflusst werden. Die Konzentration
des Antibiotikums spielt hierbei eine groBle Rolle. Bei Konzentrationen unter 100 pg/mL liegt
laut Craig und Rolinson ein Uberschuss an Bindungsstellen des Albuminmolekiils gegeniiber
dem Antibiotikum vor (Craig et al., 1977, Rolinson, 1980). Der Prozentsatz der Proteinbindung
bleibt in diesem Bereich stabil. Bei hoheren Konzentrationen kommt es zu einer Absittigung der
Bindungsstellen im Molekiil, das Ausmal3 der Bindung verringert sich (Rolinson et al., 1965)
(vgl. Abschnitt 1.2.). Andererseits kann es bei einer durch Krankheit (bspw. Urdmie) stark
verringerten Serumkonzentration (< 20 g/L) zu einer Reduktion des prozentualen Ausmafles der
Bindung kommen (Lichtenwalner et al., 1982, Craig et al., 1978a). Doch auch pH-Wert,
Temperatur und die Gegenwart von divalenten Kationen kdnnen die Proteinbindung eines
Antibiotikums beeinflussen (Dette, 1982, White et al., 1990). In-vivo hat das Vorhandensein
endogener und exogener Substanzen besonders grofen Einfluss auf die Proteinbindung. So
konnte festgestellt werden, dass Bilirubin Sulfonamide, Tetracycline, Penicilline und auch

Cephalosporine aus den Albuminbindestellen verdrangt (Bratlid ez al., 1976) und freie Fettsduren
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durch Konformititsinderung des Albuminmolekiils die Bindung von Antibiotika sowohl
erhohen, als auch erniedrigen konnen (Suh et al., 1981).

Das Ausmal} der Proteinbindung eines Antibiotikums kann in-vitro bestimmt werden. Mehrere
Methoden stehen hierbei zur Verfiigung. Héufig verwendet werden Ultrafiltration und
Ultrazentrifugation. Seltener verwendet wird die Equilibrium-Dialyse (Derendorf et al., 2002).
Des weiteren kann zur schnellen Bestimmung der Proteinbindung auch ein mikrobiologischer
Assay in Form einer MHK-Bestimmung herangezogen werden (Craig et al., 1986). Zur
Ermittlung der Proteinbindung wird die MHK eines Erregers in Serum (oder Néhrbouillon mit
Albuminzusatz) mit der MHK des Erregers in reiner Nahrbouillon verglichen und mit Hilfe von

folgender Gleichung (1.3.) berechnet:

MHK (Serum) - MHK (Bouillon) 1

PB (%) = 00 (1.3)

MHK (Serum)

Gleichung (1.3.): Bestimmung der Proteinbindung (PB) in Prozent; MHK = minimale Hemmkonzen-

tration [mg/L]

Gleich welche Methode verwendet wird, um die Proteinbindung eines Antibiotikums zu
bestimmen, das Ergebnis ist immer sehr fehlerhaft. Dies nicht zuletzt auch wegen der
Einflussfaktoren auf die Proteinbindung, die oben genannt worden sind. Fiir die prozentuale
Bindung von Cefotaxim an Plasmaproteine werden in der Literatur beispielsweise Werte
zwischen 25% (Fachinformation Cefotaxim Abbott®, 2000) und 70% (Hamada et al., 2002)
angefiihrt, im Mittel liegen die Werte allerdings um 37% (Patel ef al., 1995, Scaglione et al.,
1990, Craig et al., 1976, Fontana et al., 1998, Craig et al., 1989).

1.4 Bakterien

Der Einfluss der Proteinbindung auf die Wirkung von B-Laktamen wird mit Hilfe der Spezies
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae und Streptococcus pneumoniae untersucht.
Untersuchungen an Staphylococcus aureus nach Einwirkung verschiedener Flourchinolone
sollen der Uberpriifung dienen, ob die gewonnenen Ergebnisse innerhalb der B-Laktame auf die

Klasse der Fluorchinolone iibertragen werden konnen.

Staphylococcus aureus
Die Spezies Staphylococcus aureus der Gattung Staphylococcus gehort zur Familie

Micrococcaceae. Bei Staphylococcus aureus handelt es sich um grampositive, in Haufen oder
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Trauben gelagerte, unbewegliche Kokken, die koagulase-positiv sind und auf gewdhnlichen
Néhrmedien kultiviert, gelbpigmentierte Kolonien ausbilden (Kayser et al., 1998).

S. aureus ist natiirlicher Besiedler von Haut und Schleimhduten und hiufiger Verursacher von
Abszessen (hdufig beginnend als Furunkel oder Karbunkel), Otitis media oder postoperativen
Wundinfektionen. Bei resistenzgeschwichten Personen kann S. aureus vor allem nosokomial zur
Sepsis fithren. Die Héufigkeit von S. aureus bei Sepsis betrigt 20-40% (Simon et al., 1997).
Aufgrund der Bildung von Enterotoxinen kann S. aureus zu Lebensmittelvergiftungen und
aufgrund des TSS-Toxins zum toxischen Schocksyndrom (TSS) fithren (Pschyrembel, 1998).
Klinische Bedeutsamkeit kommt dieser Spezies vor allem durch die methicillin-resistenten S.

aureus Stimme (MRSA) als Verursacher von nosokomialen Infektionen zu.

Haemophilus influenzae

Die Spezies Haemophilus influenzae der Gattung Haemophilus gehort zur Familie der
Pasteurellaceae. Es handelt sich hierbei um kleine, oft bekapselte, unbewegliche, gramnegative
Stdbchen. H. influenzae wichst fakultativ anaerob, zum Wachsen im Medium miissen die
Wuchsfaktoren Hiamin und NAD'/ NADP' angeboten werden (Kayser et al, 1998). H.
influenzae ist haufiger Besiedler des oberen Respirationstraktes und so Erreger von Meningitis,
akuter Larynxstenose, Sinusitis, Otitis media, Pneumonie oder Osteomyelitis und Sepsis
(Pschyrembel, 1998). Bei Erwachsenen ist H. influenzae hiaufiger Erreger der akuten
Exazerbation einer chronischen Bronchitis

Die Inzidenz schwerer, invasiver Infekte (Meningitis, Sepsis, Epiglottitis) bei Kindern hat nach
Einfiihrung der Schutzimpfung gegen Haemophilus influenzae Typ b (Hib) dramatisch

abgenommen.

Streptococcus pneumoniae

Die Spezies Streptococcus pneumoniae der Gattung Streptococcus gehort zur Familie der
Streptococcaceae. Bei S. pneumoniae handelt es sich um grampositive Diplokokken, die auf
Blutplatten kultiviert, eine charakteristische mukoide Koloniemorphologie mit o-Hamolyse
aufweisen.

S. pneumoniae ist oft Teil der Normalflora im nasopharyngalen Bereich und als Erreger
zahlreicher Infektionen bekannt, die hdufig endogenen Ursprungs sind. Neben Meningitis und
Sepsis verursacht S. pneumoniae vor allem Infektionen des oberen und unteren
Respirationstraktes, insbesondere Otitis media, Sinusitis, Bronchitis und Pneumonie (Kayser et

al., 1998). Im ambulanten Bereich ist S. pneumoniae (gefolgt von H. influenzae, B-
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hamolysierenden Streptokokken und Staphylokokken sowie Moraxella catharrhalis) haufigster

Erreger bakterieller Infektionen des oberen und unteren Respirationstraktes (Vogel ef al., 2000).

1.5 Antibiotika

Die Untersuchungen sollen mit Antibiotika aus verschiedenen Klassen durchgefiihrt werden. Es
werden die Antibiotika Meropenem, Cefotaxim, Cefoxitin und Faropenem aus der Klasse der -

Laktame sowie die Chinolone Gatifloxacin, Moxifloxacin und Trovafloxacin verwendet.

1.5.1 Wirkmechanismus und Proteinbindung der B-Laktame

Die Bakterienzellwand ist die Zielstruktur der [-Laktame. Sie ist eine komplex
zusammengesetzte Struktur. Thr Grundgeriist besteht aus einem Heteropolymer, dem
Peptidoglykan (Murein). Dieses umgibt die Zytoplasmamembran sackformig und verleiht der
Zelle Rigiditit und schiitzt sie vor osmotischen Angriffen. f-Laktame storen den komplexen
Vorgang der Zellwandsynthese, indem sie an sogenannte Penicillin-Binde-Proteine (PBPs)
binden. Die PBPs sind Enzyme (Trans-, DD-Carboxy- und DD-Endopeptidase), die an
terminalen Schritten in der Peptidoglykansynthese beteiligt sind. Sie verkniipfen die
Peptidseitenketten des Peptidoglykans und beeinflussen dadurch den Grad der Quervernetzung.
Der fiir die [-Laktame charakteristische [-Laktamring ist strukturanalog zu den
Zellwandbausteinen. Das Antibiotikum als Substrat blockiert das aktive Zentrum der PBPs.
Durch diese Hemmung kommt es zu einer Storung des Gleichgewichts zwischen
Zellwandsynthese und —abbau, welches zur Lyse der Zelle fiihrt (Holtje et al., 2001).

B-Laktam Antibiotika wirken bakterizid und konzentrationsunabhéngig, aber zeitabhéngig, das
heift, dass ab einer bestimmten Konzentration keine Steigerung der Absterberate zu beobachten
ist. Héufig ist schon bei einer Konzentration, die dem zwei- bis vierfachen der MHK entspricht,
der maximale Effekt zu beobachten (Ambrose et al., 2000). Es ist daher in der Therapie mit 3-
Laktamen eine konstante und miBig hohe Wirkstoffkonzentration vorteilhaft.

In der Klasse der f-Laktam-Antibiotika erstreckt sich die Proteinbindung iiber den gesamten
Bereich, so gibt es Molekiile wie Meropenem mit einer dulerst geringen Proteinbindung von 2%
oder hingegen Molekiile wie Ceftriaxon mit einer Bindung von bis zu 98%
(konzentrationsabhingige Bindung) (Fachinformation Meronem®, 2002, Perry et al., 2001). Fiir
B-Laktame konnte eine gute Korrelation zwischen der Lipophilie des Molekiils und der
Proteinbindung festgestellt werden. Hauptverantwortlich hierfiir ist sind die unterschiedlichen

Seitenketten des B-Laktam-Grundgeriistes (Craig et al., 1977). Ebenso konnte eine gute
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Korrelation zwischen dem Grad der Proteinbindung und der verstirkten Féhigkeit zur

Penetration in periphere Gewebe festgestellt werden (Woodnutt et al., 1995).

Meropenem

Meropenem ist ein Breitspektrumantibiotikum der B-Laktam Unterklasse der Carbapeneme
(Kelly et al., 1995). Es ist hochaktiv gegeniiber grampositiven und gramnegativen Erregern
einschlieBlich Anaerobier (Drusano et al., 1995). Aufgrund seines 1-B-Methyl-Substituenten ist
Meropenem im Gegensatz zu Imipenem relativ stabil gegen Hydrolyse durch die
Dehydropeptidase I in der Niere (Sorgel et al., 1996). Indikationsgebiete von Meropenem sind
Pneumonien, intraabdominelle Infektionen, Sepsis, Infektionen von Haut u. Weichteilgewebe,
gynikologische Infektionen wie Endometritis und Pelveoperitonitis, Meningitis sowie
Infektionen der Nieren und ableitenden Harnwege (Rote Liste, 2004)

Die Proteinbindung von Meropenem ist auBerordentlich gering und betrigt ca. 2%

(Fachinformation Meronem®, 2002a).

Cefotaxim

Cefotaxim ist ein B-Laktam-Antibiotikum der dritten Generation (Mutschler et al., 2001). Es
wird bei Infektionen der Atemwege, der Niere und ableitenden Harnwege, der Haut und des
Weichteilgewebes, der Knochen und Gelenke, der Geschlechtsorgane, des Bauchraumes
(einschlieBlich Peritonitis), des =zentralen Nervensystems (einschlieBlich Meningitis und
Ventriculitis), Borreliose, Sepsis, Endokarditis eingesetzt (Rote Liste, 2004). Fiir die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurde eine 37%ige Proteinbindung von Cefotaxim

zugrunde gelegt (s.0.) (Craig et al., 1989a)

Cefoxitin

Bei Cefoxitin handelt es sich um ein Cephalosporin der zweiten Generation. Seine Verwendung
ist insbesondere bei aerob/anaeroben Mischinfektionen, wie Peritonitis sowie anderen
intraabdominalen und intrapelvischen Infektionen, bei Infektionen des weiblichen Genitaltraktes,
der Harnwege, der Atemwege, der Knochen und Gelenke, der Haut- und Weichteilgewebe bei
Septikdmie und Endokarditis indiziert (Rote Liste, 2004). Cefoxitin bindet zu ca. 70% an

Plasmaproteine (Fachinformation Mefoxitin®, 1994).
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Faropenem

Faropenem ist Carbapenemantibiotikum mit einem breiten Wirkungsspektrum gegeniiber
gramnegativen und grampositiven Erregern sowie einigen Anaerobiern (Woodcock et al., 1997).
Der Ester Faropenem-Daloxat wird als pro-drug appliziert. Faropenem hat im Gegensatz zu
anderen Carbapenemantibiotika den Vorteil, dass es oral appliziert werden kann (Okuda et al.,
2000). Faropenem ist in Deutschland nicht zugelassen. Die Pharmakokinetik von Faropenem ist

durch eine hohe Plasmaproteinbindung von ca. 94% charakterisiert (Dalhoff, 2001).

1.5.2 Wirkmechanismus und Proteinbindung der Chinolone

Die Chinolone sind eine hochwirksame Antibiotikumgruppe. Sie werden totalsynthetisch
hergestellt und spielen sowohl in der Human-, als auch in der Veterindrmedizin eine gro3e Rolle
(Petersen, 2001).

Der Hauptangriffsort der Chinolone ist bei gramnegativen Erregern die Gyrase (=
Topoisomerase II), bei grampositiven meistens die Topoisomerase IV (Belland et al., 1994,
Ferrero et al., 1994, Hoshino et al., 1994).

Die Gyrase Kkatalysiert unter Verbrauch von ATP eine ,negative Uberspiralisierung*
(Verdrillung, ,,Supercoiling®) der beiden umeinandergewundenen DNA-Stringe, um das grofle
DNA-Molekiil so zu kompaktieren, dass es in die kleine Bakterienzelle hineinpasst. Eine
weitere Topoisomerase, die Topoisomerase I, ermoglicht dann die Zuginglichkeit der DNA fiir
Replikations-, Transkriptions- oder Rekombinationsvorgénge (Vosberg, 1985, Watt et al., 1994).
Die Topoisomerase IV tlibernimmt die Aufgabe der ,,Decatenierung®, der Trennung der
replizierten Tochterchromosomenstringe, die nach der Replikation wie Kettenglieder ineinander
hingen. Dazu fiihrt sie einen temporiren Doppelstrangbruch durch, um die DNA-Molekiile
voneinander zu trennen (Khodursky ef al., 1995). Der Wirkmechanismus der Chinolone beruht
auf der Bildung eines stabilen terndren Komplexes, bestehend aus Topoisomerase-DNA-
Chinolon. Durch die irreversible Bildung des Gyrase-DNA-Chinolon-Komplexes verliert die
Gyrase ihre Féhigkeit, den Doppelstrangbruch zu relegieren. Der Topoisomerase IV-DNA-
Chinolon-Komplex verhindert die Decatenierung der Chromosomen. Die Folge dieser Prozesse
ist der Untergang der Zelle (Ferrero ef al., 1994).

Chinolone wirken bakterizid und stark konzentrationsabhidngig. Aufgrund dieser Tatsache ist bei
der Erstellung eines Therapieregimes zu beachten, dass Chinolone am effektivsten sind, wenn sie
kurzfristig hohe Konzentrationen erreichen (Mutschler ez al., 2001).

Die Proteinbindung der Chinolone wandelte sich mit der Entwicklung neuerer Molekiile in den

90er Jahren. Die vor 1989 erschienenen ersten Vertreter dieser Klasse sind durch eine niedrige
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Proteinbindung gekennzeichnet. So liegt beispielsweise die Proteinbindung von Pefloxacin,
Lomefloxacin, Norfloxacin, Ciprofloxacin und Ofloxacin zwischen 10 und 25% (Bergogne-
Bérézin, 2002). Die neueren Molekiille konnen dagegen durchaus eine hohere Bindung
aufweisen, z.B. Trovafloxacin mit einer 76%igen oder Garenoxacin mit einer 87%igen
Proteinbindung (Dalhoff et al., 2003). Die bei den B-Laktamen auftretende Korrelation zwischen
Lipophilie des Molekiils mit erhdhter Gewebepenetration sowie zwischen Lipophilie und

Proteinbindung konnte bei den Chinolonen nicht beobachtet werden (Zlotos et al., 1998).

Gatifloxacin

Gatifloxacin ist ein Chinolon der Gruppe IV, wirksam gegeniiber gramnegativen, grampositven,
atypischen Erregern (Chlamydia, Mykoplasma, Legionella) sowie Anaerobiern.

Aufgrund seiner guten Gewebepenetration liegt der Schwerpunkt in der Anwendbarkeit bei den
Atemwegsinfektionen (akute Sinusitis, akute bakterielle Exazerbation einer chronischen
Bronchitis) (Petersen, 2001). Gatifloxacin ist seit 2004 nicht mehr in Deutschland zugelassen. Es

bindet zu ca. 20% an Plasmaproteine (Dalhoff ez al., 2003).

Moxifloxacin

Moxifloxacin ist ein Chinolon der Gruppe IV mit gleichem Wirkspektrum und dhnlichem
Indikationsgebiet wie Gatifloxacin. Es ist allerdings stirker wirksam gegeniiber grampositiven
Erregern und weist aufgrund seiner lidngeren Halbwertszeit (12h) eine giinstigere
Pharmakokinetik gegeniiber Gatifloxacin auf (Petersen, 2001). Die Proteinbindung von

Moxifloxacin betrigt ca. 37% (Dalhoff ez al., 2003).

Trovafloxacin

Trovafloxacin ist wegen seiner Aktivitit gegen anaerobe Bakterien in die Gruppe IV der
Chinolone eingeordnet worden. Indikationsgebiete sind nosokomiale und ambulant erworbene
Pneumonie, akute Exazerbation der chronischen Bronchitis, akute Sinusitis sowie komplizierte
intraabdominale Infektionen. Aufgrund hepatotoxischer Nebenwirkungen wurde Trovafloxacin
vom Markt genommen (Holzgrabe, 2001). Die Proteinbindung ist fiir die Klasse der Chinolone

sehr hoch, sie betrigt ca. 76% (Dalhoff et al., 2003).

1.6 Eagle Effekt

Generell wird angenommen, dass die antibakterielle Aktivitit eines Antibiotikums proportional

zu dessen eingesetzter Dosis ist. Doch schon kurz nach der Einfiihrung des Penicillins
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beobachteten Eagle sowie Eagle und Musselman bei in-vitro Untersuchungen zur Bakterizidie
von B-Laktamen, dass bei niedrigen Antibiotikumkonzentrationen ein hoherer antibakterieller
Effekt als bei sehr hohen Konzentrationen auftrat (Eagle, 1948, Musselman et al., 1948). Eagle
nannte dies ,,paradoxical zone phenomenon®; heute wird dies in der Literatur als ,,Eagle-Effekt™
bezeichnet, obwohl bereits 1945 Kirby dhnliche Beobachtungen machen konnte (Kirby, 1945).
Eagle Effekte sind hdufig bei f-Laktamen und Staphylokokken sowie Streptokokken, sowohl in-
vitro als auch in-vivo, beobachtet worden (Odenholt et al., 1987, Odenholt et al., 1989,
Odenholt, 1989, Griffiths L.R. et al., 1985). Die Ursachen dieses Phianomens sind auch nach
beinahe 60 Jahren nicht bekannt. Man vermutet, dass bei hoheren Antibiotikumkonzentrationen
die B-Laktame autolytische Enzyme der Bakterien, die den Zelltod herbeifiihren, hemmen

(Odenholt et al., 1989, Kondo et al., 2001, Holm et al., 1990).

1.7 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit soll mit Hilfe von in-vitro Studien ein experimentell gestiitzter, quantitativer
Zusammenhang zwischen Proteinbindung und antibakterieller Wirkung von Antibiotika
hergestellt werden. Dies soll durch die Analyse von systematisch durchgefiihrten
Absterbekinetiken geschehen. Verglichen werden dabei die Absterbekinetiken von vier
verschiedenen P-Laktam- und drei Chinolon-Antibiotika mit einer Plasmaproteinbindung im
Bindungsbereich von 2 bis 94 % gegeniiber drei Bakterienstimmen unterschiedlicher Spezies.
Dies sowohl bei geometrisch steigenden Antibiotikumkonzentrationen in der Batchkultur als
auch bei Standarddosierungen im in-vitro Modell. Dabei wird bei jeder Konzentration in der
Batchkultur und jeder eingesetzten Dosis im in-vitro Modell der antibakterielle Effekt eines
Antibiotikums sowohl (1.) ohne Zusatz von Albumin, (2.) mit Zusatz einer physiologischen
Konzentration humanen Albumins und (3.) ohne Zusatz von Albumin, jedoch lediglich unter
Zugabe einer Antibiotikamenge, die dem freien Anteil bei Zusatz von Albumin entspriche,
ermittelt. Durch diese ,,Dreifachbestimmung® kann zum einen iiberpriift werden, ob und bei
welchen prozentualen Plasmaproteinbindungen (80% oder niedriger) die Wirkung eines
Antibiotikums herabgesetzt wird. Zum anderen kann durch Vergleich der Versuchsansitze (2.)
und (3.) aufgezeigt werden, ob allein der ,,frei” vorliegende Anteil des Antibiotikums fiir dessen
Wirkung verantwortlich ist, oder ob ,nachdiffundierendes Antibiotikum aus den
Proteinbindungen an der Wirkung beteiligt ist. Abrundend sollen in der Batchkultur die
Grenzkonzentrationen ermittelt werden, ab der die Proteinbindung keinen Einfluss mehr auf die

Wirkung der Antibiotika hat.
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Mit Hilfe dieser Untersuchungen kann zu einer besseren Kenntnis iiber den Einfluss der
Proteinbindung auf die Pharmakodynamik eines Antibiotikums verholfen werden. Dies ist von
groBer Bedeutung fiir die Optimierung von Dosierungen in der Antibiotikatherapie, da durch
einen rationalen Einsatz von Antibiotika sowohl etwaige Kosten der aufgrund fehlerhafter
Dosierung durchzufiihrenden Folgebehandlungen verringert werden, als auch der zunehmenden

Resistenzentwicklung entgegen gewirkt werden kann.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Bakterienstimme

Die Bakterienstimme, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind Bestandteil der Stammsamm-
lung der Abteilung Pharmazeutische Mikrobiologie der Universitit Bonn.

Fiir die Untersuchung im in-vitro Modell und in der Batchkultur werden die Stimme Staphylo-
coccus aureus 111-3-35, Haemophilus influenzae 111-10-02 und Streptococcus pneumoniae 111-10-
62 eingesetzt. Als Testorganismen fiir die Konzentrationsbestimmung der Antibiotika im Bioas-
say wird Klebsiella pneumoniae 1V-02-03 (vgl. 2.2.4) und fiir die Bestimmung der Proteinbin-
dung der Antibiotika wird Escherichia coli ATCC 25922 fiir (vgl. 2.2.3) verwendet.

Bis zu ihrem Gebrauch werden die Stimme in einem Gemisch aus Glycerol und NI-
Néhrmedium (2:1) bei —70°C gelagert. Nach Entnahme aus dieser Dauerkulturform werden die
Stamme auf Chinablau-Laktose-Agar (Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, E. coli),
Schoko-Agar (Haemophilus influenzae) bzw. auf Blut-Agar (Streptococcus pneumoniae) ange-
zogen und bis zu ihrer Verwendung bei 2-8 °C (Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
E. coli) bzw. bei Raumtemperatur (Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae) gela-

gert.
2.1.2 Antibiotika
Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika wurden freundlicherweise von den Herstellern zur

Verfiigung gestellt (s. Tab. 2.1).

Tabelle 2.1: Verwendete Antibiotika

Antibiotikaklasse Antibiotikum Hersteller

Beta-Laktame

Carbapeneme Meropenem Astra Zeneca, Wilmington, DEL, USA
Faropenem Bayer AG, Wuppertal
Cephalosporine Cefotaxim Aventis, Frankfurt am Main
Cefoxitin MSD GmbH, Haar
Flourchinolone Moxifloxacin Bayer AG, Leverkusen
Gatifloxacin Griinenthal, Aachen
Trovafloxacin Pfizer, Groton, CT, USA

Fiir die Untersuchungen werden die Antibiotika in sterilem, demineralisiertem Wasser gelost.
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2.1.3 Niahrmedien und Losungen
Die Ndhrmedien werden nach Anweisung des Herstellers hergestellt und nachfolgend durch Au-

toklavieren sterilisiert (15 min bei 121°C).

Tabelle 2.2: Nahrmedien und Chemikalien

Medium Hersteller
Chinablau-Laktose-Agar Oxoid, Wesel

Schoko-Agar Becton-Dickinson, Heidelberg
Blut-Agar Base No. 2 Oxoid, Wesel

Defibriniertes Schafsblut Elocin, Miihlheim a. d. Ruhr
Miiller-Hinton Bouillon Becton-Dickinson, Heidelberg
Standard-Medium Nr.1 Merck, Darmstadt

Human Albumin 25% Bayer AG, Leverkusen
Human Albumin 20% Grifols, Langen
Hirn-Herz-Glucose Bouillon Oxoid, Wesel

Lysiertes Pferdeblut Oxoid, Wesel

Fildes-Extrakt Oxoid, Wesel
Iso-Sensitest-Agar Oxoid, Wesel

Haemophilus Test MediumSupplement  Oxoid, Wesel
Natriumchlorid Merck, Darmstadt

Hefeextrakt granuliert Merck, Darmstadt

Fildes Extrakt als Supplement fiir Haemophilus influenzae wird in 3%iger Konzentration (V/V)
der Néhrbouillon N1 nach dem Autoklavieren steril hinzugefiigt.

Haemophilus Test Medium Supplement und lysiertes Pferdeblut werden der Nahrbouillon Miil-
ler-Hinton nach dem Autoklavieren steril hinzugefiigt. Albumin wird den entsprechenden Néhr-

medien nach dem Autoklavieren in einer Endkonzentration von 4% (V/V) steril hinzugefiigt.

Die Nihrlosungen fiir die Stéimme bei den Untersuchungen in der Batchkultur und im in-vitro
Modell (vgl. 2.2.7 und 2.2.8) sind Miiller-Hinton Bouillon (fiir Staphylococcus aureus), Standard
Medium Nr. 1 mit 3%igem Fildes Zusatz (fir Haemophilus influenzae) sowie Hirn-Herz-

Glucose-Bouillon (fiir Streptococcus pneumoniae).
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2.1.4 Gerite und sonstige Materialien

Tabelle 2.3: verwendete Gerite und Materialien

Gerite bzw. Materialien

Hersteller

Peristaltikpumpe IPN-8
Peristaltikpumpe IPC N-8
Pumpschlduche Tygon R 2607:
Color-Code weil3-orange, ID 0,64 mm
Color-Code rot-grau, ID 1,22 mm
Color-Code violett-schwarz, ID 2,29 mm
Laborflasche Schott mit GL 45 Gewinde
GlasgefiBle mit GL 45 Gewinde, 70 mL
Teflondeckel, Sonderanfertigung
Rotilabo-Schlauch Teflon ID 0,8 mm
Silikonschlauch, ID 2mm

Auslaufstibe, Glas

Magnetrithrer MR 2000
Mikrotiterplatten

Heizwasserbad

Schiittelwasserbad 1083
Vakuumfiltrationsgerat, Edelstahl
Filtereinheit Rotrand, FP/ 0,2 CA-S
Cellulose-Nitrat Filter, 0,45 um, 47 mm
Kolbenhubpipetten, Gilson, variabel
Achtkanalpipette Titertek, Multistep
Universalwaage

Analysenwaage

CO; Inkubator Steri-Cycle T/C
Brutschrank

Ismatec, Wertheim-Mondfeld
Ismatec, Wertheim-Mondfeld
Ismatec, Wertheim-Mondfeld

VWR International, Langenfeld
Glasblaser Eich, Bonn

Fa. Eich, Bonn

Roth, Karlsruhe

VWR International, Langenfeld
Glasblaser Eich, Bonn
Heidolph, Schwabach

Greiner bio-one, Frickenhausen
Juchheim Labortechnik, Seelheim
GFL, Burgwedel

Sartorius, Gottingen

Schleicher & Schiill, Dassel
Sartorius, Gottingen

Abimed, Langenfeld
Labsystems, Helsinki, Finnland
Sartorius, Gottingen

Sartorius, Géttingen
Novodirekt, Kehl

Heraeus, Diisseldorf

2.2 Methoden
2.2.1 Ubernachtkultur

Zur Herstellung einer Ubernachtkultur werden einzelne Kolonien des Teststammes auf eine ent-

sprechende Nihragarplatte (Chinablau-Laktose-Agar bei S. aureus, Schoko-Agar bei H. influe-

naze, Blut-Agar bei S. pneumoniae) iiberimpft. Diese wird dann 12-16 h bei 37°C (S. aureus, K.
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pneumoniae) bzw. bei 37°C und 5%iger CO,-Anreicherung der Luft (H. influenzae, S. pneumo-

niae) inkubiert.

2.2.2 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) ist die geringste Konzentration eines antibiotischen
Wirkstoffes, die ein sichtbares Wachstum im Kulturansatz gerade noch verhindert. Die minima-
le Hemmkonzentration stellt ein MaB fiir die Empfindlichkeit des Organismus dar.

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration erfolgt mit Hilfe der Mikrodilutionsmetho-
de nach NCCLS.

Das Antibiotikum wird in sterilem, demineralisiertem Wasser geldst. Aus dieser Stammldsung
wird das Antibiotikum in Miiller-Hinton Bouillon geometrisch verdiinnt. 50 pL. der Verdiinnun-
gen in abnehmender Konzentration sowie antibiotikumfreie Miiller-Hinton Bouillon als Wachs-
tumskontrolle werden in die Kavitdten einer Mikrotiterplatte pipettiert. Nachfolgend werden 50
uL einer Bakteriensuspension des zu untersuchenden Organismus in diese Vertiefungen gege-
ben. Das entstehende Inokulum enthilt 5x10° — 1x10° KBE/ mL. Die Mikrotiterplatten werden
18-24 h bei 37°C inkubiert, anschlieflend wird das Wachstum visuell bestimmt.

Die Bakteriensuspension wird wie folgt hergestellt:

Staphylococcus aureus, E. coli:

Eine Ubernachtkultur wird auf Chinablau-Laktose-Agar herangezogen. Mehere Kolonien werden
in steriler, isotoner Kochsalzlosung zu einer Keimzahl von 1x10® KBE/ mL suspendiert (ent-
spricht McFarland Standard 0,5). Diese Suspension wird in Miiller-Hinton Bouillon 1:100 ver-
diinnt.

Haemophilus influenzae:

Eine Ubernachtkultur wird auf Schoko-Agar herangezogen. Einzelne Kolonien werden in steri-
ler, isotoner Kochsalzldsung zu einer Keimzahl von 1x10° KBE/ mL suspendiert (entspricht
McFarland Standard 0,5). Diese Suspension wird 1:100 in Miiller-Hinton Bouillon mit zugesetz-
tem Haemophilus Test Medium Supplement und 0,5% Hefe verdiinnt.

Streptococcus pneumoniae:

Eine Ubernachtkultur wird auf Blut-Agar Base No. 2 herangezogen. Einzelne Kolonien werden
in steriler, isotoner Kochsalzlosung zu einer Keimzahl von 1x10° KBE/ mL suspendiert (ent-
spricht McFarland Standard 3). Diese Suspension wird 1:100 in Miiller-Hinton Bouillon mit Zu-

satz von 4% defibriniertem und lysiertem Pferdeblut verdiinnt.
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2.2.3 Bestimmung der Proteinbindung eines Antibiotikums mit Hilfe der MHK

Die Proteinbindung eines Antibiotikums kann mit Hilfe der MHK bestimmt werden. Hierzu wird
zum einen die MHK ohne Zusatz von Human Albumin (vgl. 2.2.2.) und zum anderen mit Zusatz
von 4% Human Albumin ermittelt. Fiir den letzteren Fall werden zu der Bakteriensuspension 8%
(V/V) Albumin hinzugefiigt. Durch Pipettieren von 50 pL der mit Albumin angereicherten Bak-
teriensuspension in eine mit 50 pL. Antibiotikumverdiinnung gefiillte Kavitit der Mikrotiterplatte
enthdlt man eine Albuminkonzentration von 4% (V/V) pro Kavitit (100 pL. Gesamtvolumen).
Pro Kavitét entspricht dies 20 pL des 20%igen Human Albumins (Grifols®), bzw. 16 pL des
25%igen Human Albumins (Bayer®).

Zur Ermittlung der MHK wird wie unter 2.2.2. beschrieben weiter verfahren. Durch Einsetzen
der ermittelten Konzentrationen fiir die MHK ohne und mit Albumin in nachfolgende Formel

(2.1.) wird die prozentuale Proteinbindung berechnet.

MHK][ Bouillon + Alb.]— MHK[ Bouillon]

PB(%) =
%) MHK[ Bouillon + Alb.]

-100% (2.1.)

Gleichung (2.1.): PB = Proteinbindung in %; MHK = minimale Hemmkonzentration [mg/L]

Um den hohen Fehler dieser Methode zu minimieren, wird eine Dreifachbestimmung vorge-
nommen. Das arithmetische Mittel der so bestimmten Proteinbindung des Antibiotikums wird

berechnet.

2.2.4 Konzentrationsbestimmung der Antibiotika im Agardiffusionstest (,,Bioassay*)

Die Uberpriifung der eingesetzten Konzentrationen des Antibiotikums im in-vitro Modell erfolgt
mit Hilfe des Agardiffusionstests. Die Proben, deren Antibiotikumkonzentration {iberpriift wer-
den soll, werden bis zur Bestimmung bei —20°C gelagert.

Beim Agardiffusionstest werden 74 mL fliissigen Iso-Sensitest-Agars in sterile Glasschalen mit
einer Grundfldche von 14 x 24 cm gegossen und erstarren gelassen. Nach dem Erkalten wird der
Agar mit einer Bakteriensuspension des Indikatorstammes K. pneumoniae 1V-02-03 iiberschich-
tet. Zur Herstellung dieser Suspension wird aus einzelnen Kolonien der Ubernachtkultur ein
McFarland Standard von 0,5 in 0,9%iger NaCl-Losung eingestellt, der dann in 0,9%iger NaCl-
Losung 1:10 verdiinnt wird. Nach dem Trocknen der Bakterienschicht werden 32 Locher mit
definierten Durchmessern (6 mm) in den Agar gestanzt, der Agar in den ausgestanzten Lochern
wird mit einer Wasserstrahlpumpe entfernt. In neun der 32 Locher werden je 30 pL eines inter-
nen Standards mit bekannten Konzentrationen des zu untersuchenden Antibiotikums pipettiert

(Tab. 2.4.). Zur Herstellung dieses Standards wird das Antibiotikum mit derselben Nahrlosung
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verdiinnt, die auch im in-vitro Modell eingesetzt wird, bei Modellen mit Albuminzusatz also
auch mit der gleichen Menge an Albumin. In die iibrigen Locher werden nach einem randomi-
sierten Schema die (z. T. verdiinnten (Cefotaxim)) Untersuchungslosungen des Antibiotikums
eingefiillt. Sowohl die Standardkonzentrationen als auch die Untersuchungskonzentrationen
werden jeweils dreimal auf die Platte aufgetragen. Die Bestimmung der Konzentrationen erfolgt
dann nach Inkubation bei 37°C iiber 18-24 h. Durch Diffusion des Antibiotikums aus den ausge-
stanzten Lochern in den Agar bilden sich wéhrend der Inkubation Hemmhofe in dem sonst ge-
schlossenen Bakterienrasen. Der Durchmesser dieser Hemmbhofe ist in einem linearen Bereich
proportional zum Logarithmus der Antibiotikumkonzentration. Zur Ermittlung einer Kalibrierge-
raden werden die Logarithmen des internen Standards gegeniiber den gemittelten Durchmessern
der Hemmhofe aufgetragen. Die Konzentrationen der Proben aus dem in-vifro Modell kdnnen
dann mit Hilfe dieser Kalibriergeraden ermittelt werden. Dabei wird ein Grenzwert festgelegt,

bei einer durchschnittlichen Abweichung von iiber 10% vom wird der Versuch wiederholt.

Tabelle 2.4: eingesetzte Standardkonzentrationen im Bioassay

Antibiotikum Konzentrationen Standard | Konzentrationen Standard
ohne/ mit Albumin [mg/ L] |freier Anteil [mg/ L]

Meropenem 30; 15;5;0,5 -

Cefotaxim 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 0,5; 0,25; 0,1; 0,05

Cefoxitin 250; 80; 20; 1,5 80; 40; 10; 1,5

Faropenem 2;4;8;16 -2

" Freier Anteil wurde nicht simuliert
? Konzentrationen der Untersuchungslosungen aus dem in-vitro Modell liegen unterhalb der Nachweisgrenze im
Bioassay

2.2.5 Keimzahlbestimmung

Die Keimzahlbestimmung erfolgt iiber die Erfassung der Lebendzellzahl.

Hierzu wird die Probe je nach Erwartung der Zellzahl iiber mehrere Zehnerpotenzen in steriler,
isotoner Kochsalzlosung verdiinnt. 50 pL dieser Verdiinnung werden auf eine entsprechende
Néhragarplatte (Chinablau-Laktose-Agar bei S. aureus, Schoko-Agar bei H. influenaze, Blut-
Agar bei S. pneumoniae) ausplattiert und 24 - 48 h bei 37°C (S. aureus) bzw. bei 37°C und
5%iger CO,-Anreicherung der Luft (H. influenaze, S. pneumoniae) inkubiert. Die entstandenen
Kolonien werden gezéhlt und die koloniebildenden Einheiten pro Milliliter (KBE/ mL) berech-
net. Die Nachweisgrenze dieses Verfahrens liegt bei 200 KBE/ mL. Liegt die zu erwartende
Keimzahl unterhalb dieser Nachweisgrenze, so werden 500 bis 1000 pL der unverdiinnten oder

verdiinnten Probe filtriert (Membranfilter: Porendurchmesser 0,45 um) und mit 50 mL steriler,
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isotoner Kochsalzlosung nachgewaschen. Der Filter wird nun auf den entsprechenden Néhragar
gelegt und ebenfalls inkubiert. Die Nachweisgrenze kann mit diesem Verfahren auf 1-2 KBE/

mL gesenkt werden.

2.2.6 Fehlerermittlung bei der Keimzahlbestimmung

Der experimentelle Fehler der Keimzahlbestimmung wird in einer Mehrfachbestimmung mit
anschlieBender statistischer Auswertung ermittelt.

Hierzu wird zum einen das Wachstumsverhalten, zum anderen das Absterbeverhalten von
Staphylococcus aureus wihrend der Einwirkung der 4-fachen MHK von Faropenem bestimmt.
200 mL Miiller-Hinton Bouillon und 0,5 mL (Wachstumskontrolle) bzw. 2 mL (4-fach MHK)
eines McFarland Standards 0,5 werden in je einen Erlenmeyerkolben gegeben, so dass nach einer
Inkubationszeit von einer Stunde bei 37°C im Schiittelwasserbad ein Ausgangsinokulum von 5 x
10° bzw. 1 x 10" KBE/ mL entsteht. Zum Zeitpunkt 0 werden in den Erlenmeyerkolben fiir die
4fach MHK Bestimmung 25 png Faropenem zum Versuchsansatz gegeben, der Versuchsansatz
der Kontrolle bleibt unbehandelt. Zur Stunde 0, 2 und 4 werden jeweils 10 Keimzahlbestimmun-
gen (vgl. 2.2.5) durchgefiihrt. Die Wassertemperatur von 37°C bleibt iiber den gesamten Ver-
suchszeitraum bestehen. Die Anzahl der Kolonien, die gezdhlt werden, sollte zwischen 50 und
100 liegen. Ist dies nicht der Fall, werden fiir die Auswertung Koloniezahlen, die zwischen 20-
200 liegen, herangezogen.

Die arithmetische Mittel der jeweils 10 ermittelten KBE/ ml pro Probenentnahme und die Stan-
dardabweichungen zum Mittel werden fiir die Kontrolle und fiir den Ansatz der 4-fachen MHK

berechnet.

2.2.7 Absterbekinetik in der Batchkultur

In der Batchkultur wird das Absterbeverhalten des Testbakteriums bei konstanten Antibiotikum-
konzentrationen iiber einen 6-stiindigen Zeitraum untersucht.

Die Antibiotikumkonzentrationen, die dabei gewdhlt werden, liegen im Bereich von 0,5- bis 200-
mal der MHK, wobei sich die Konzentrationen jeweils verdoppeln. Die dabei eingesetzten nied-
rigsten und hochsten Konzentrationen variieren bei den unterschiedlichen Antibiotika und
Stammen und konnen in den Tabellen im Anhang dieser Arbeit nachgelesen werden (Tabellen

7.1 bis 7.5).
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Drei verschiedene Versuchsansitze werden in der Batchkultur simuliert (Abb. 2.1.). Dabei wird
das Absterbeverhalten eines Stammes bei einer bestimmten Dosis zum einen ohne (1.) und zum
anderen mit (2.) Zusatz von Albumin ermittelt. Sodann wird das Absterbeverhalten des Stammes
ohne Albumin bei einer Dosis ermittelt, die dem berechneten freien Anteil des Antibiotikums

entspricht (3.).

A A A A
Qio%s 0 &o & ©o ©
o ,otAOOA %0 O O OO
s * o

AA o
1.) ohne 2)mit40 g/ L 3.) freier
Albumin Albumin  Anteil Antibiotikum

© Bakterien 4 Antibiotikum ‘ Albumin

Abbildung 2.1.: Die drei verschiedenen Versuchsansétze in der Batchkultur

1.) Absterbekinetik mit Zusatz der Gesamtdosis des Antibiotikums und ohne Albumin

(= Bakterien + Gesamtdosis Antibiotikum)

Das Absterbeverhalten des Teststammes gegeniiber einer Antibiotikumdosis wird in Nihrbouil-
lon ohne Zusatz von Albumin untersucht.

Hierzu wird aus einer Ubernachtkultur des Testbakteriums ein McFarland Standard hergestellt,
der die Ausgangskeimzahl 1x10° KBE/ mL aufweist. 62,5 uL (bzw. 0,5 mL bei S. aureus') die-
ses Standards werden in einen sterilen Erlenmeyerkolben mit 25 mL Néahrbouillon gegeben und
1h (S. aureus) bzw. 2 h (H. influenzae, S. pneumoniae) im Schiittelwasserbad bei 37°C vorinku-
biert, so dass nach diesem Zeitraum ein Ausgangsinokulum von ca. 1x10° KBE/ mL entsteht. Zu
diesem Zeitpunkt (t = Oh) wird die erste Probe gezogen und das Antibiotikum in der gewiinsch-
ten Konzentration hinzugegeben. Zu den Zeitpunkten t = 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 5 und 6 h werden
jeweils weitere Proben gezogen und deren Keimzahl bestimmt (vgl. 2.2.5.). Die Wassertempera-
tur im Schiittelwasserbad von 37°C wird iiber den gesamten Zeitraum des Versuches konstant
gehalten. Die MHK wird fiir alle in der Batchkultur getesteten Bakterienstimme zum Zeitpunkt

6h bestimmt.

! Das Volumen der eingesetzten Bakteriensuspension von Staphylococcus aureus wurde im Vergleich zu S. pneu-
moniae und H. influenzae erhoht. Durch die ,,Haufenbildung* der Staphylokokken lag die Anzahl der koloniebil-
denden Einheiten bei 62,5 pL in einem zu niedrigen Bereich.
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2.) Absterbekinetik mit Zusatz der Gesamtdosis des Antibiotikums und mit Albumin

(= Bakterien + Gesamtdosis Antibiotikum + Albumin)

Das Absterbeverhalten des Teststammes gegeniiber einer Antibiotikumdosis wird in Néhrbouil-
lon mit Zusatz von Albumin getestet. Dazu werden 20 bzw. 21 mL der entsprechenden Test-
bouillon (vgl. 2.2.7.1)) in einen sterilen Erlenmeyerkolben gegeben. Nun fligt man 5 mL
20%iges Human Albumin der Fa. Grifols bzw. 4 mL 25%iges Human Albumin der Fa. Bayer
hinzu. So entsteht ein Endvolumen von 4% humanen Albumin. In den Kolben wird der gleiche
Teststamm sowie die gleiche Dosis Antibiotikum wie unter 1. beschrieben zugefiigt. Fortgefah-
ren wird wie unter 1. beschrieben.

3.) Absterbekinetik mit Zusatz der freien Konzentration und ohne Albumin:

(= Bakterien + freier Anteil Antibiotikum)

Das Absterbeverhalten des Teststammes wird in Néhrbouillon gegeniiber dem Anteil der berech-
neten freien Konzentration ohne Zusatz von Albumin getestet. Der Versuchsansatz 3. entspricht
dabei dem Versuchsansatz 1. Allerdings wird nicht die Gesamtdosis Antibiotikum zugefiigt,
sondern eine Dosis, die dem berechneten freien Anteil des jeweiligen Antibiotikums entspricht.
Nachfolgend sind diese berechneten Anteile aufgefiihrt:

Meropenem, Proteinbindung (PB) 2%: Da der freie Anteil 98% der Gesamtkonzentration betrégt,
ist gegeniiber der Gesamtdosis keine Verdnderung zu erwarten, daher wird auf die Simulation

dieser Konzentration verzichtet.

CefotaXim, PB 370 eeeiiiiioeeeeeeeeeee ettt freier Anteil 63%
CefOXIIN, PB 70%0.ccccciiiieeeeeee ettt ettt e e e e e e e e eae s freier Anteil 30%
Faropenem, PB 94%0.....cc.uoo it freier Anteil 6%
GatifloXacing PB 20%0.......oooiiiiieeeeeeee e freier Anteil 80%
MOXIflOXACIN, PB 37%0. . .cciiecieeiieeee ettt ettt e freier Anteil 63%
TrovafloXaCIN, PB 700 ....ccccooiieeeeeeeeeee ettt ee e e e e e s e freier Anteil 24%

2.2.8 In-vitro Modell nach Grasso

Pharmakologische in-vitro Modelle ermdglichen die Bestimmung des Absterbeverhaltens von
Bakterien in Abhéngigkeit von der Zeit bei gleichzeitiger Simulation der humanen Pharmakoki-
netik eines Antibiotikums. Bei den in dieser Arbeit verwendeten in-vitro Modellen handelt es
sich um Modifikationen des Modells von Grasso ef al., mit denen es mdglich ist, den im Plasma
vorherrschenden Konzentrations-Zeit-Verlauf, der sich nach intravendser Bolusgabe, Kurzinfu-
sion oder per oraler Applikation im menschlichen Organismus ergibt, zu simulieren (Grasso et

al., 1978)
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2.2.8.1.1 Versuchsaufbau des Modells zur Simulation der Pharmakokinetik nach Einmal-

dosierung mit Resorption 0. Ordnung und anschlieender Elimination

i i
_ Probe

Lo o | [o o und Abfal

Reservoir Antibiotikum- Zentral-
kompartiment ~ kompartiment

Abb. 2.2: Autbau in-vitro Modell nach Grasso zur Simulation der PK mit Resorption
0. Ordnung und anschlieender Elimination

Mit diesem Versuchsautbau kann die Pharmakokinetik intravendser Kurzinfusion (Resorption 0.
Ordnung) simuliert werden, allerdings ist dieser Aufbau auch fiir die Simulationen per oraler
Applikationen (Resorption 1. Ordnung) zu verwenden.

Das in-vitro Modell besteht aus einem Zentralkompartiment, einem Antibiotikumgefafl und ei-
nem Reservoirgefall (Abb. 2.2). Zentralkompartiment und Antibiotikumgefafl sind bis zum Zeit-
punkt tmax miteinander verbunden. Nach Erreichen des maximalen Plasmaspiegels wird das
Zentralkompartiment vom Antibiotikumgefdll entkoppelt und anstelle dessen mit dem Reser-
voirgefa3 verbunden.

Das Zentralkompartiment enthdlt Nahrbouillon und Bakterien. In diesem werden die humanen
Konzentrations-Zeit-Verldufe des Antibiotikums simuliert, indem Antibiotikum mit Hilfe einer
Pumpe aus dem Antibiotikumgefa3 bis zum Zeitpunkt tmax hinzugefiigt wird. Ein Riihrfisch im
Zentralkompartiment sorgt fiir eine gleichmiBige Durchmischung der Bakteriensuspension mit
dem Antibiotikum. Nach Erreichen des maximalen Plasmaspiegels wird allein antibiotikumfreie
Nahrbouillon aus dem Reservoirgefd3 in das Zentralkompartiment gepumpt. Das Antibiotikum
wird durch den stetigen Zufluss reiner Bouillon nach einer Kinetik erster Ordnung aus dem
Zentralkompartiment eliminiert.

Zu den entsprechenden Zeiten werden Proben entnommen und die Lebendkeimzahl sowie die

Antibiotikumkonzentration bestimmt.
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Das Zentralkompartiment befindet sich {iber den gesamten Zeitraum von 24 Stunden in einem

Wasserbad mit konstanter Wassertemperatur von 37°C.

2.2.8.1.2 Versuchsaufbau des Modells zur Simulation der Pharmakokinetik nach Einmal-

dosierung ohne Resorption und mit anschlieBender Elimination

% Antibiotikum

N

e

Pumpe
Probe und
o o | Abfall
Reservoir Zentralkompartiment

Abb. 2.3: Aufbau in-vitro Modell nach Grasso zur Simulation einer PK ohne Resorp-
tion mit anschliefender Elimination

Das in-vitro Modell zur Simulation einer i.v. Bolus Applikation besteht aus einem Zentralkom-
partiment und einem Reservoirgefa3. Das Zentralkompartiment enthélt Nédhrbouillon und Bakte-
rien. In diesem werden die humanen Konzentrations-Zeit-Verldufe des Antibiotikums simuliert.
Zum Zeitpunkt t = 0 h wird die gesamte Dosis des Antibiotikums in das Zentralkompartiment
injiziert. Ein Riihrfisch im Zentralkompartiment sorgt fiir eine gleichméaBige Durchmischung der
Bakteriensuspension mit dem Antibiotikum. Durch kontinuierlichen Zufluss von reiner Néhr-
bouillon aus dem Reservoirgefdll mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe wird ab dem Zeitpunkt t
= 0 h das Antibiotikum aus dem Zentralkompartiment nach einer Kinetik erster Ordnung elimi-
niert.

Zu den entsprechenden Zeiten werden Proben entnommen und die Lebendkeimzahl sowie die
Antibiotikumkonzentration bestimmt.

Das Zentralkompartiment befindet sich iiber den gesamten Zeitraum von 24 Stunden in einem

Wasserbad mit konstanter Wassertemperatur von 37°C.

2.2.8.2 Versuchsdurchfiihrung im in-vitro Modell
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Vor Beginn des Experimentes werden alle Gefdlle, Ndhrmedien, Schlduche, Schlauchverbund-
systeme, Deckel, Abdichtungen und Glasstidbe durch Autoklavieren sterilisiert.

Wie auch in der Batchkultur werden im in-vitro Modell drei verschiedene Versuche pro Antibio-
tikum und pro Stamm durchgefiihrt. Dabei wird das Absterbeverhalten eines Stammes bei einer
bestimmten Dosis zum einen ohne (1.) und zum anderen mit (2.) Zusatz von Albumin ermittelt.
Sodann wird das Absterbeverhalten des Stammes ohne Albumin bei einer Dosis ermittelt, die

dem berechneten freien Anteil des Antibiotikums entspricht (3.).

1.) Absterbekinetik mit Zusatz der Gesamtdosis des Antibiotikums und ohne Albumin

(= Bakterien + Gesamtdosis Antibiotikum)

Das Absterbeverhalten des Teststammes gegeniiber einer Antibiotikumdosis wird in Néhrbouil-
lon ohne Zusatz von Albumin untersucht.

Zentral-, Reservoir- und Antibiotikumkompartiment werden mit entsprechenden Volumen (Tab.
2.5) der Nihrbouillon unter aseptischen Bedingungen gefiillt. Dem Antibiotikumgefafl wird An-
tibiotikum zugefiigt (Modell 2.2.8.1.1), bzw. das Antibiotikum wird zum Zeitpunkt t = 0 h direkt
ins Zentralkompartiment injiziert (Modell 2.2.8.1.2). Die Menge an zugesetztem Antibiotikum
berechnet sich nach den Gleichungen 2.7 (mit Resorption) bzw. 2.10 (keine Resorption). In das
Zentralkompartiment werden die Bakterien gegeben. Dabei wird das Volumen der einzusetzen-
den Bakteriensuspension so gewéhlt, dass nach einer Vorinkubationszeit von 1h (Staphylococcus
aureus) bzw. 2h (Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae) unter Riithren bei 37°C
zum Zeitpunkt t = Oh ein Ausgangsinokulum von ca. 1x10’ KBE/mL entsteht. Durch diese Vor-
inkubationszeit ist ebenfalls gewéhrleistet, dass sich die Bakterien zu Versuchsbeginn in der lo-
garithmischen Wachstumsphase befinden. Durch Aktivierung der Pumpen wird das Modell ge-
startet. Zu den Zeitpunktent =0, 0,5, 1, 1,5, 2, 3,4, 5, 6, 8, 10, 12 und 24 Stunden wird aus dem
Auslauf des Zentralkompartiments ein Probevolumen von ca. 0,5-1,5 mL entnommen. Aus die-
sem wird die Lebendkeimzahl und die Antibiotikumkonzentration bestimmt. Die MHK wird fiir
alle im in-vitro Modell getesteten Bakterienstimme zum Zeitpunkt Oh und 24h bestimmt.

2.) Absterbekinetik mit Zusatz der Gesamtdosis des Antibiotikums und mit Albumin

(= Bakterien + Gesamtdosis Antibiotikum + Albumin)

Das Absterbeverhalten des Teststammes gegeniiber einer Antibiotikumdosis wird in Nihrbouil-
lon mit Zusatz von 4% Human Albumin getestet.

Dazu werden Zentral-, Reservoir- und Antibiotikumkompartiment wie unter Nr. 1 beschrieben
befiillt, allerdings mit der Besonderheit, dass in jedem der drei Kompartimente die Bouillon mit

Albumin angereichert wird. Der Volumenanteil von humanem Albumin betrdgt jeweils 4 %
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(V/V). Aus 6konomischen Griinden soll nur wenig Albumin verbraucht werden, somit sind die
Volumina des Zentral-, Reservoir- und Antibiotikumkompartiments entsprechend gering. Die
Versuchsdurchfithrung wird wie 1. beschrieben fortgesetzt.

3.) Absterbekinetik mit Zusatz der freien Konzentration und ohne Albumin:

(= Bakterien + freier Anteil Antibiotikum)

Das Absterbeverhalten des Teststammes wird in Nahrbouillon gegeniiber dem Anteil der berech-
neten freien Konzentration ohne Zusatz von Albumin getestet.

Der Versuchsansatz Nr. 3 entspricht dabei dem Versuchsansatz Nr. 1. Allerdings wird nicht die
Gesamtdosis Antibiotikum in das Antibiotikumgefal3 gegeben, sondern eine Dosis, die dem be-
rechneten freien Anteil des jeweiligen Antibiotikums entspricht. Nachfolgend aufgelistet sind die
freien Anteile.

Meropenem, Proteinbindung (PB) 2%: Da der Anteil der freien Konzentration 98% der Gesamt-
konzentration betrigt, ist gegeniiber der Gesamtdosis keine Verdnderung zu erwarten, daher wird

auf die Simulation dieser Konzentration verzichtet.

CefotaXim, PB 3790, ..o freier Anteil 63%
CefOXItIN, PB 70%0..ccciiiiiiieiieeeee ettt ettt et e e freier Anteil 30%
Faropenem, PB 94%0........c..oouiiiiieieeeceeee ettt freier Anteil 6%

2.2.8.3 Pharmakokinetische Parameter fiir das in-vitro Modell

Tab. 2.5: Pharmakokinetische Parameter

Meropenem (PB 2%)" Cefotaxim (PB 37%)2

ohne Albumin mit Albumin ohne Albumin mit Albumin freier Anteil
Dosis 500 mg 500 mg 2g 2g 63%von2g
Applikationsart | Kurzinfusion Kurzinfusion Kurzinfusion Kurzinfusion Kurzinfusion
Cmax [ug/mL] |26,00 26,00 125,86 125,86 75,52
tmax [min] 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
AUC,4 [h.mg/L] |30,33 30,33 159,19 159,19 95,51
AUC,, [h.mg/L] |30,33 30,33 158,73 158,73 95,24
t1/2 [min] 115,50 115,50 80,60 80,60 80,60
kinf [pg/min] |0,143 0,201 0,694 0,160 0,417
kel [1/min] 0,0210 0,0210 0,0183 0,0183 0,0183
ke2 [1/min] 0,0120 0,0120 0,0086 0,0086 0,0086
ke3 [1/min] 0,0060 0,0060 - - -
F [mL/ min] 1 (0-0,5h) 0,2 (0-0,5h) 1 (0-0,5h) 0,5 (0-0,5h) 1 (0-0,5h)
F1 [mL/ min] 3,15 (0,5-2h) 0,42 (0,5-2h) 2,74 (0,5-3h) 0,55 (0,5-3h) 2,74 (0,5-3h)
F2 [mL/ min] 1,8 (2-5h) 0,24 (2-5h) 1,3 (3-24h) 0,26 (3-24h) 1,3 (3-24h)
F3 [mL/ min] 0,9 (5-24h) 0,12 (5-24h) - - -
V(ZK) [mL] 150,00 20,00 150,00 30,00 150,00
V(AB) [mL] 100,00 20,00 100,00 50,00 100,00




2. Material und Methoden

35

Fortsetzung Tab. 2.5:

Cefoxitin (PB 70%)’ Faropenem (PB 94%)*

ohne Albumin  |mit Albumin freier Anteil ohne Albumin |mit Albumin |freier Anteil
Dosis 2g 2g 30% von2g 300 mg 300 mg 6% von 300 mg
Applikationsart |i.v. Bolus i.v. Bolus i.v. Bolus per oral per oral per oral
Cmax [pg/mL] [244,00 244,00 73,20 11,80 11,80 0,71
tmax [min] 0,00 0,00 0,00 60,00 60,00 60,00
AUC,4 [h.mg/L] [141,63 141,63 42,49 28,13 28,13 1,69
AUC,, [h.mg/L] |141,63 141,63 42,49 28,13 28,13 1,69
t1/2 [min] 60,27 60,27 60,27 66,65 66,65 66,65
ka [1/min] - - - 0,0868 0,0868 0,0868
kel [1/min] 0,0446 0,0446 0,0446 0,0104 0,0104 0,0104
kela [1/min] *) ]0,0347 0,0347 0,0347 - - -
kelb[1/min] *) ]0,0255 0,0255 0,0255 - - -
ke2 [1/min] 0,0183 0,0183 0,0183 - - -
ke3 [1/min] 0,0115 0,0115 0,0115 - - -
F [mL/ min] - - - 0,50 (0-1h) 0,2 (0-1h) 0,5 (0-1h)
Fl [mL/min] 3,12 (0-20min) [0,89 (0-20min) 3,12 (0-20min) |1 (1-24h) 0,208 (1-24h) |1 (1-24h)
Fla [mL/ min] *)|2,43 (20-40min) 0,69 (20-40min) |2,43 (20-40min) |- - -
F1b [mL/ min] *)]1,79 (40-60min) 0,51 (40-60min) |1,79 (40-60min) |- - -
F2 [mL/ min] 1,28 (1-2h) 0,37 (1-2h) 1,28 (1-2h) - - -
F3 [mL/min]  |0,81 (2-24h) 0,23 (2-24h) 0,81 (2-24h) - - -
V(ZK) [mL] 70,00 20,00 70,00 100,00 20,00 100,00
V(AB) [mL] - - - 50,00 20,00 50,00

Tab. 2.5: Cmax = maximale Plasmakonzentration; tmax = Zeit bis zum Erreichen des maximalen Plas-
maspiegels; AUC = Fliache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve nach 24 bzw. 12 Stunden; t1/2 =
Eliminationshalbwertzeit; kinf = Infusionsgeschwindigkeitskonstante; ka = Absorptionsgeschwindig-
keitskonstante; kel,2,3 = Eliminationsgeschwindigkeitskonstanten; F = Flussrate wihrend der Anflu-
tungsphase; F1,2,3 = Flussraten wihrend der Eliminationsphasen; V(ZK) = Volumen des Zentral-
kompartiments; V (AB) = Volumen des Antibiotikumkompartiments

*) Zur Simulation der Kinetik von Cefoxitin musste die Eliminationsphase 1 in drei kurze Phase un-
terteilt, um sie den Probandendaten exakt anpassen zu kénnen.

Quelle der pharmakokinetischen Daten: 'Bax et al., 1989 2Vallee et al,. 1991 Ko et al,, 1989
‘Dalhoff, 2001

Die Konzentrations-Zeit-Profile der Substanzen sind den Tabellen 7.6. bis 7.9. des Anhangs zu

entnehmen.

2.2.8.4 Mathematische Korrektur von Verdiinnungseffekten

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten sogenannten ,,offenen* in-vitro Modell, bei dem die Bak-

terien im Gegensatz zum ,,geschlossenen® in-vitro Modell nicht durch einen Filter zuriickgehal-

ten werden (Lowdin et al., 1996), wird die Keimzahl nicht nur aufgrund der Wirksamkeit des

Antibiotikums verringert. Vielmehr fiihrt der kontinuierliche Fluss von Ndhrmedium einschlieB3-

lich Bakterien aus dem Zentralkompartiment zu einer Verringerung derselbigen. Aufgrund lan-

ger Versuchslaufzeit von 24 Stunden und hohen Flussraten fiihrt dies zur Uberbewertung des
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antibakteriellen Effektes des Antibiotikums. Daher wird die experimentell ermittelte Keimzahl

mit Hilfe nachfolgender Formel korrigiert (Keil et al., 1995):
N'(t) = N(t) x e x> kexAb (2.2)
N’(t) = Nimax X N(t) / {N(t) + [Nmax — N(t)] x @ x> (ke x2Aty (2.3.)

Gleichungen (2.2.) und (2.3.): N’(t) = korrigierte Keimzahl in KBE/mL zum Zeitpunkt t; N(t) = Anzahl der
KBE/ mL in einer zum Zeitpunkt t aus dem in-vitro Modell entnommenen Probe; N,,,, = maximale
Keimzahl; f = Korrekturfaktor (0,5 — 1); ke = Eliminationsgeschwindigkeitskonstante; A t = Zeitin-

tervall zwischen t = Oh und der betrachteten Zeit, in dem die jeweilige ke konstant ist

Die Gleichung (2.2.) entspricht einer unbegrenzten Exponentialfunktion, die bei einem Wieder-
anwachsen der Bakterien im Modell nach 12 - 24 h zu korrigierten Keimzahlen fiihren wiirde,
die oberhalb der maximal mdglichen Keimzahl ldgen. Daher wird zur Berechnung der Keimzah-
len des 12 und 24 h Wertes die modifizierte Gleichung (2.3.) verwendet, die einen iliber Nyax

liegenden Wert fiir die korrigierte Keimzahl ausschlief3t.

2.2.8.5 Simulation des Konzentrations-Zeit-Verlaufes nach Einmaldosierung bei Resorpti-
on 0. Ordnung im in-vitro Modell

Die Simulation des Konzentrations-Zeit-Verlaufes bei Verwendung der Modellanordnung
2.2.8.1.1 entspricht einer zeitabhingigen Entwicklung von Wirkstoffspiegeln in-vivo nach intra-

venodser Kurzinfusion. Diese ist bis Erreichen des maximalen Plasmaspiegels durch Gleichung
2.4. beschreibbar:
kinf
C=
ke x Vd

(1-e *exh (2.4)

Gleichung (2.4.): C = Antibiotikumkonzentration [pug/mL]; kinf = Infusionsgeschwindigkeitskonstante
[ng/min]; ke = Eliminationsgeschwindigkeitskonstante [1/min]; Vd= Verteilungsvolumen [mL] = Zeit

[min]

Nach Abbruch der Infusion wird das Antibiotikum nach einer Kinetik erster Ordnung aus dem

Organismus eliminiert. Dies ist in vivo beschrieben durch Gleichung 2.5.:
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C=Craxxe *ex! (2.5)

Gleichung (2.5.): C = Antibiotikumkonzentration [pg/mL]; ke = Eliminationsgeschwindigkeitskonstante

[1/min]; t = Zeit [min]

Fiir die Simulation der Kinetik im in-vitro Modell werden diese Formeln modifiziert, um eine
praktische Anwendung zu ermdglichen.

Im in-vitro Modell besteht eine proportionale Abhédngigkeit zwischen der Eliminationsgeschwin-
digkeitskonstante ke, der Flussrate F sowie dem Volumen des Zentralkompartiments V. Diese ist

durch folgende Formel beschrieben:

ke=F/V (2.6.)

Gleichung (2.6.): ke = Eliminationsgeschwindigkeitskonstante [1/min]; V = Volumen des Zentralkom-

partiments [mL]; F = Flussrate [ml/ min]

Durch Modifikation der Gleichung (2.4.) erhélt man Gleichung (2.7.). Mit den durch die Proban-
dendaten gegebenen Parameter Cp,x und tmax sowie ein vom Experimenteur frei gewdhltes Vo-
lumen des Zentralkompartiments V und eine frei gewihlte Flussrate F ist es moglich, die Kon-
zentration Cy zu berechnen, die im Antibiotikumgefdll eingesetzt werden muss, um zum Zeit-
punkt tmax den Plasmaspiegel Cp.x zu erhalten. Flussrate F und Volumen des Zentralkomparti-
ments V konnen daher so gewéhlt werden, dass sowohl experimentelle als auch 6konomische
Griinde beriicksichtigt werden.

Cmax
C, = _mex 2.7.)

1-e -F/V x tmax

Gleichung (2.7.): C; = Konzentration, die im Antibiotikumgefal§ eingesetzt wird [pg/mL]; C,,,x = maximale
Plasmakonzentration [pg/mL]|; t = Zeit [min]; F = Flussrate [mL]; V = Volumen des Zentralkompar-

timents [mL]

Da Eliminationsgeschwindigkeitskonstante und das Volumen des Zentralkompartiments bekannt
sind, kann mit Hilfe der Gleichung (2.8.) die Flussrate bestimmt werden, die ndtig ist, um das
Antibiotikum nach Erreichen des maximalen Plasmaspiegels aus dem Zentralkompartiment nach
einer Kinetik erster Ordnung zu eliminieren. Sollten mehrere Eliminationsgeschwindigkeitskon-

stanten vorliegen, so wird fiir jede einzelne eine Flussrate berechnet.
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F=kexV 2.8.)

Gleichung (2.8.): ke = Eliminationsgeschwindigkeitskonstante [1/min]; V = Volumen des Zentralkomparti-

ments [mL]; F = Flussrate [ml/ min]

Die Eliminationsgeschwindigkeitskonstanten der Eliminationsphase werden aus dem absteigen-

den Teil des halblogarithmisch aufgetragenen Konzentrations-Zeit-Verlaufs berechnet:

InC2-InC1
ke = (29)
12 - t1

Gleichung (2.9.): ke = Eliminationsgeschindigkeitskonstante [1/min]; InC = natiirlicher Logarithmus der

Antibiotikumkonzentration; t = Zeit [min]|

2.2.8.6 Simulation der Pharmakokinetik nach Einmaldosierung ohne Resorption und mit
anschliefender Elimination

Die Simulation des Konzentrations-Zeit-Verlaufes bei Verwendung der Modellanordnung
2.2.8.1.2 entspricht einer zeitabhingigen Entwicklung von Wirkstoffspiegeln in-vivo nach intra-
venoser Bolus Injektion. Die Menge Antibiotikum, die zum Zeitpunkt t = Oh in das Zentralkom-
partiment injiziert wird, berechnet sich aus dem Produkt des Volumen des Zentralkompartiments

und der Konzentration C,.

Dosis = Co x V(ZK) (2.10.)

Nachfolgend wird das Antibiotikum entsprechend der Gleichung (2.8.) aus dem Zentralkompar-

timent eliminiert.

2.2.8.7 Einstellung der Peristaltikpumpe

Vor Beginn der Experimente werden die zwei in dieser Arbeit verwendeten Peristaltikpumpen
fiir die jeweils drei verwendeten Pumpschlduche kalibriert.

Dabei kann nach Bestimmung der Flussrate die Einstellung der jeweiligen Pumpe mit dem

jeweiligen Schlauch nach folgenden Gleichungen berechnet werden:
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Peristaltikpumpe IPN-8

39

Pumpschlauch Tygon R 2607

Flussraten von...bis...

Einstellung der Pumpe

Color-Code [mL/ min] (F = Flussrate)
weill-orange 0-0,493 200,82 x F
rot-grau 0-1,653 59,875 x F
violett-schwarz 0-5,668 19,26 x F - 0,528

Peristaltikpumpe IPC N-8

Pumpschlauch Tygon R 2607

Flussraten von...bis...

Einstellung der Pumpe

Color-Code [mL/ min] (F = Flussrate)
weill-orange 0-2,357 42,425 x F
rot-grau 0-7,993 12,511 x F
violett-schwarz 0-21,43 4,6658 x F

Durch Einsetzen der unterschiedlichen Pumpen und Pumpschlduche kann eine Vielzahl von

Flussraten sehr genau simuliert werden.

2.2.9 Versuchsauswertung

2.2.9.1 Pharmakodynamische Parameter

2.2.9.1.1 Bestimmung des AAC-Wertes

Der AAC (area above the curve) -Wert ist die Fliche oberhalb der Absterbekinetik eines Erre-

gers gegeniiber einem Antibiotikum bei einer Dosierung. Dabei ist der AAC-Wert ein pharma-

kodynamischer Parameter und stellt ein relatives MaB fiir die Anzahl der abgestorbenen Bakteri-

en dar (Rustige ef al., 1990).

Flachen, die oberhalb des Ausganginokulums liegen, werden als negativ bewertet, da in diesem

Fall die Bakterien anwachsen. Positive Werte deuten auf eine Abtdtung der Bakterien hin (Abb.

2.4).
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Abb. 2.4: Graphische Darstellung des AAC-Wertes (Flache oberhalb der Absterbeki-
netik)

2.2.9.1.2 Erstellung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung

Die in der Batchkultur ermittelten Effekte in Form des AAC-Wertes werden in einem Diagramm
gegeniiber der eingesetzten Konzentration aufgetragen. Fiir jedes Antibiotikum, jeden Stamm
und jeden Versuchsansatz (ohne Albumin, mit Albumin oder freier Anteil) erhdlt man dann je-
weils eine sogenannte Konzentrations-Wirkungsbeziehung. Dabei ist zu beachten, dass bei der
Simulation des freien Anteils als Startkonzentration in der Batchkultur nur ein Bruchteil der Ge-

samtdosis eingesetzt wird (Abb. 2.5 a).

A
2 o
< 3
£ 2
e o
- T
>
C1 CA C

Abb. 2.5 a und b: griine, gepunktete Kurve: Konzentrations-Wirkungskurve des
freien Anteils; blaue, gestrichelte Kurve: Konzentrations-Wirkungskurve ohne Al-
bumin; blaue, durchgehende Kurve: Konzentrations-Wirkungskurve mit Albumin
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In dieser Arbeit wird aus Griinden der besseren Vergleichbarkeit der Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen allerdings nicht die Darstellungsweise der Abb. 2.5 a gewihlt. Die Kon-
zentrations-Wirkungskurve des ,,freien Anteils® wird in den Bereich verschoben, in dem auch die

Kurven ,,ohne/ mit* Albumin liegen (Abb.2.5 b)

2.2.9.1.3 Bestimmung von ECsy und Emax

Jede Konzentrations-Wirkungsbeziehung ldsst sich durch das sogenannte Emax-Modell be-
schreiben. Dazu werden die experimentell erhaltenen Daten an das Emax-Modell ,,gefittet*, das
heiit, die Gleichung wird an die Daten angepasst. Das Computerprogramm GraFit® berechnet
hierzu die Kurvenparameter ECsy (Konzentration, bei der der halbmaximale Effekt erreicht ist)
und Emax (maximaler Effekt), die charakteristisch fiir den Kurvenverlauf sind. Der Vergleich
der ermittelten ECso-Werte liefert Aussagen iiber den ,,Abstand* der erhaltenen Kurven. Ein
niedriger ECsy Wert (ECspa) deutet darauf hin, dass ,,wenig* Antibiotikum nétig ist, um den
halbmaximalen Effekt zu erreichen. Ein im Vergleich hoherer ECsy Wert (ECsob oder ECsoc)
bedeutet, dass eine groflere Menge des Antibiotikums nétig ist, um den halbmaximalen Effekt zu
erreichen. Auf die Proteinbindung bezogen lisst ein hoherer ECso-Wert Riickschliisse auf eine
verminderte Aktivitidt zu, wenn beispielsweise Antibiotikum durch Bindung an Proteine nicht

komplett aktiv ist.

Emax * C (2.11.)
ECsy + C

E =

Gleichung (2.11.): E = Effekt (hier in Form des AAC-Wertes); ¢ = Konzentration; Emax = maximaler Effekt,

ECs0 = Konzentration, bei der der halbmaximale Effekt erreicht ist

Wirkung (E) (AAC-Wert)

>

Konzentration (c)

Abb. 2.6: Graphische Darstellung des Emax-Wertes und unterschiedlicher ECsy-
Werte
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2.2.9.1.4 Modifikation des AAC-Wertes

Bei der Ermittlung der kurvenspezifischen Parameter ECsp und Emax mit Hilfe des Computer-
programms GraFit® konnen nur positive Werte in die Berechnung des Kurvenverlaufes mit ein-
bezogen werden. Der Berechnung liegen allerdings AAC-Werte zugrunde, die negative Werte
aufweisen konnen. Um diese negativen Werte nicht aus der Berechnung ausschlieBen zu miissen,
werden die AAC-Werte ,,modifiziert”. Zu allen ermittelten (postiven und negativen) AAC-
Werten wird der Betrag des AAC-Wertes der Wachstumskontrolle addiert. Dies fiihrt zu einer
Verschiebung der AAC-Werte in den positiven Bereich. Allerdings treten so vereinzelt immer
noch Werte auf, die nach dieser Addition immer noch negativ sind (vgl. 7.4.). Diese werden
dann gleich ,,Null*“ gesetzt. Diese modifizierten AAC-Werte werden fiir die Bestimmung der
Emax und ECsp-Werte eingesetzt.

Der AAC-Wert der Wachstumskontrolle wird wie folgt ermittelt:

Das Wachstumsverhalten der Stimme ohne und mit Zusatz von Human Albumin wird gemil
2.2.7 Abschnitt 1 und 2 ermittelt. Die AAC-Werte werden fiir jeden Stamm ohne und mit Albu-

min berechnet, addiert und gemittelt (vgl. 3.3).

2.2.9.2 Pharmakokinetische Parameter
Die AUC (area under the curve = Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve) nach 24 Stunden

wird mit Hilfe der Trapezregel berechnet (2.12.).

AUC, =355y )y i 2.12)
i=1 -

Gleichung (2.12.): AUC = Fliche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve [mg.h/L]; ¢ = Antibiotikumkonzentra-
tion [mg/L]; t = Zeit [h]; A, = terminale Eliminationsgeschwindigkeitskonstante [1/h]

Die Flache wird hierdurch in einzelne Trapeze eingeteilt, deren Flachen addiert werden (Bauer et
al., 1997).
Die Halbwertszeit ist die Zeitspanne, in der eine Konzentration auf die Halfte ihres urspriingli-

chen Wertes abfillt und kann mit Hilfe der Gleichung 2.13. berechnet werden.

ti2=1In 2/ ke = 0,693/ ke (2.13))

Gleichung (2.13.): t;, = Halbwertszeit [min]; ke = Eliminationsgeschwindigkeitskonstante [min]
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2.2.9.3 Pharmakologische Indizes

Die drei in dieser Arbeit verwendeten pharmakologischen Indizes werden wie folgt berechnet:

AUC/MHK [h]:
Die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve iiber 24 Stunden dividiert mit der MHK des
Erregers. Wird ein Zeitraum abweichend von 24 Stunden gewdhlt, so wird dies durch einen In-

dex gekennzeichnet (Mouton et al., 2002).

Cnax’MHK [dimensionslos]:

Die maximale Plasmakonzentration dividiert mit der MHK des Erregers (Mouton et al., 2002).

Tomuxk [%0]:

Kumulativer Prozentsatz der Zeit iiber 24 Stunden, in der die Antibiotikumkonzentration ober-
halb der MHK des Erregers liegt (Mouton et al., 2002).
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3. Ergebnisse

3.1 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Die in dieser Arbeit verwendeten Stimme wurden gegeniiber den Antibiotika auf ihre
Empfindlichkeit getestet (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: MHK-Werte der untersuchten Antibiotika

Antibiotikum MHK MHK MHK

Staphylococcus aureus Haemophilus influenzae Streptococcus pneumoniae

II1-3-35 [mg/L] I11-10-02 [mg/L] II1-10-62 [mg/L]

Meropenem 0,25 0,06 1
Cefotaxim 2 0,06 0,5
Cefoxitin 4 4 64
Faropenem 0,125 0,5 0,25
Gatifloxacin 0,0625 n.b. n.b.
Moxifloxacin 0,0625 n.b. n.b.
Trovafloxacin 0,0625 n.b. n.b.

n.b.: nicht bestimmt

3.2 Bestimmung der Proteinbindung der p-Laktame mit Hilfe der MHK

Mit dem unter 2.2.3. vorgestellten mikrobiologischen Assay wurde iiberpriift, ob die
Proteinbindungen der Antibiotika mit den in der Literatur angegebenen Daten {ibereinstimmen.
Die Proteinbindung von Meropenem betrdgt dort 2%, von Cefotaxim 37%, von Cefoxitin 70%
und von Faropenem 94% (vgl. 2.2.3).

Tabelle 3.2 zeigt die ermittelten MHK-Daten zum einen ohne, zum anderen mit Zusatz von 4%
Albumin. Mit Hilfe der Gleichung 2.1. wurde sodann die Proteinbindungen fiir die B-Laktame
berechnet. Die Mittelwerte der Proteinbindung der Antibiotika liegen fiir Meropenem bei 0% =+
0, fiir Cefotaxim bei 29,67% + 25,08, fiir Cefoxitin bei 56,25% + 10,83 und fiir Faropenem bei
85,42% =+ 7,80. Die mit dieser Methode erhaltenen Mittelwerte liegen unterhalb der in der
Literatur angegebenen Werte. Aufgrund der Ungenauigkeit dieser Methode und der hohen
Standardabweichungen wurden fiir die nachfolgenden Untersuchungen die in der Literatur

angegebenen Werte verwendet.
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Tabelle 3.2: Bestimmung der Proteinbindung der B-Laktame mit Hilfe der MHK
Legende: PB (%)= Proteinbindung in Prozent; - = ohne Albumin; + = mit Albumin

MEROPENEM CEFOTAXIM CEFOXITIN FAROPENEM

- + PB (%) - + PB (%) - + PB (%) - + PB (%)
S. aureus N-3-35 0,25 0,25 0 1 2 50 2 4 50 0,25 4] 93,75
S. aureus 111-3-35 0,25 0,25 0 2 2 0 2 4 50 0,25 4 93,75
S. aureus 111-3-35 0,25 0,25 0 2 2 0 2 4 50 0,25 4] 93,75
S. pneumoniae 111-10-62 0,5 0,5 0 1 1 0 64 128 50 0,5 4 87,5
S. pneumoniae 1I-10-62 0,5 0,5 0 1 2 50 64 128 50 0,25 2 87,5
S. pneumoniae 11-10-62 0,5 0,5 0 1 2 50 64 128 50 0,5 2 75
H. influenzae 111-10-02 0,125] 0,125 0 0,03 0,03 0 2 8 75 1 8 87,5
H. influenzae 111-10-02 0,125] 0,125 0 0,03 0,03 0 2 8 75 1 8 87,5
H. influenzae T1-10-02 0,125 0,125 o] 0,015 0,03 50 2 8 75 0,5 8] 9375
E.coli ATCC 25922 0,5 0,5 0 0,06] 0,125 52 2 4 50 2 8 75
E.coli ATCC 25922 0,5 0,5 0 0,06] 0,125 52 2 4 50 2 8 75
E.coli ATCC 25922 0,5 0,5 0 0,06] 0,125 52 2 4 50 2 8 75
mittlere PB (%) 0,00 29,67 56,25 85,42
Standardabweichung: 0,00 25,08 10,83 7,80

3.3 Untersuchung des Wachstums der Stimme in der Batchkultur

Die Bestimmung des Wachstums der Bakterien dient zur Berechnung der unter 3.7. aufgefiihrten
Emax- und ECso-Werte (vgl. Methode 2.2.9.1.3). Die Bestimmung des Wachstums wurde in der
Batchkultur tiber einen Zeitraum von 6 Stunden ohne und mit Zusatz von 4% Albumin in einem
Drei- (S. pneumoniae), Finf- (S. aureus), bzw. Sechsfachansatz (H. influenzae) ermittelt
(Abbildungen 3.1, 3.2 und 3.3). In den Abbildungen 3.1 bis 3.3 ist die Standardabweichung der
einzelnen Zeitdaten durch die Balken gekennzeichnet. Die AAC-Werte fiir die Untersuchungen
ohne und mit Albumin wurden fiir jeden Stamm berechnet und das arithmetische Mittel

bestimmt (vgl. Tabelle 3.2).
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Abbildung 3.1: Fiinffachbestimmung des Wachstums von S. aureus (ohne und mit
Albumin)
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—o- Mittelwerte ohne Albumin
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Abbildung 3.2: Dreifachbestimmung des Wachstums von S. pneumoniae (ohne und
mit Albumin)
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Abbildung 3.3: Sechsfachbestimmung des Wachstums von H. influenzae (ohne und
mit Albumin)
Bei den Stdmmen S. aureus und S. pneumoniae ist das Wachstumsverhalten ohne und mit
Albumin fast gleich. Bei H. influenzae zeigt sich bei Zusatz von Albumin ein vermindertes
Wachstum. Die Untersuchung ohne Albumin zeigt nach 6 Stunden eine maximale

Keimzahl von 2,78 im Vergleich zu 2,34 A log KBE/ mL beim Ansatz mit Albumin.

Tabelle 3.3: Die AAC-Werte der Wachstumskontrollen der Stimme S. aureus, S.
pneumoniae und H. influenzae jeweils ohne und mit Albumin sowie die daraus
berechneten arithmetischen Mittel

S. aureus | S. pneumoniae | H. influenzae
ohne Albumin |-10,68 £ 0,74| -9,27+0,75 | -8,79 + 0,49
mit Albumin |-12,16 +1,05| -9,62+ 0,58 | -6,80 + 0,47
Mittelwert -11,42 -9,445 -7,795

Tabelle 3.3 zeigt die in den Wachstumsversuchen ermittelten AAC-Werte, jeweils fiir die
Simulation ohne und mit Albumin. Aus diesen Werten wurde das arithmetische Mittel berechnet.

Der Betrag des Mittelwertes dient zur Modifikation der in den Tabellen 7.10 bis 7.23
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aufgefiihrten AAC-Werte aus den Absterbekinetiken der B-Laktame und Chinolone in der
Batchkultur zur Berechnung der Parameter Emax und ECsy mit Hilfe des Emax-Modells. (vgl.

2.2.9.1.4) (vgl. Tabellen 3.4 und 3.5).

3.4 Ermittlung des methodischen Fehlers der Keimzahlbestimmung

Die Bestimmung des Fehlers der Keimzahlbestimmung ermdglicht eine Aussage iiber die
Prézision der experimentellen Daten. Ausgehend von der unter 2.2.6 vorgestellten Methode zeigt
Abbildung 3.4 die Abweichung bei einer zehnfachen Bestimmung der Keimzahl von S. aureus in
Gegenwart von Faropenem (Konzentration: 4-fache MHK) und in Abwesenheit eines
Antibiotikums.

Die Standardabweichungen der Keimzahlbestimmungen liegen zwischen 0,4 log KBE/mL im
giinstigstem Fall und 0,71 log KBE/mL, also fast einer Dreiviertel Zehnerpotenz, im
ungiinstigsten Fall. Im Mittel liegt die Abweichung der Keimzahlbestimmung bei 0,54 log
KBE/mL. Dieses Ergebnis gibt Aufschluss dariiber, wie gro3 die Schwankungsbreite der

Keimzahlbestimmung ist.

3 1,68
SD: +/-0,49

2 — 1 T

0,42
0 SD: +/ - 0,62
14| SD:+-04

i 0
SD: +/- 0,53
2 1 1,24
1,2 SD: +/ - 0,47

SD: +/-0,71

log Diff KBE/ml
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Abbildung 3.4: Ermittlung des methodischen Fehlers bei einer zehnfachen
Bestimmung der Keimzahl von S. aureus. Legende: SD: Standardabweichung vom
Mittelwert
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3.5 Bestimmung des Einflusses der Proteinbindung der p-Laktame auf deren
Pharmakodynamik

Im nachfolgenden Abschnitt wird der Einfluss der Proteinbindung in der Batchkultur und im in-
vitro Modell auf die Wirkung der Antibiotika Meropenem, Cefotaxim, Cefoxitin und Faropenem
untersucht. Es wird zunédchst jeweils die Auswirkung der Proteinbindung auf die
Pharmakodynamik in der Batchkultur und sodann bei Standarddosierungen im in-vitro Modell
ndher untersucht.

Die einzelnen Absterbekinetiken der Batchkultur, die die Grundlage fiir die Berechnung der
AAC-Werte und somit fiir die Erstellung der Konzentrations-Wirkungskurven herangezogen

werden, sind im Anhang dieser Arbeit in den Tabellen 7.24 bis 7.27 aufgefiihrt.

3.5.1 Meropenem (PB 2%)

3.5.1.1 Einfluss der Proteinbindung von Meropenem auf die Pharmakodynamik in der

Batchkultur
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Abb. 3.5: Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Meropenem gegeniiber S. aureus
(a), S. pneumoniae (b) sowie H. influenzae (c), mit und ohne Zusatz von Albumin in
der Batchkultur
In der Batchkultur wurde das Absterbeverhalten von S. aureus, S. pneumoniae und H. influenzae

bei unterschiedlichen Meropenemkonzentrationen (0,5-128-fache MHK) iiber einen Zeitraum

von 6 Stunden untersucht. Dies zum einen ohne Zusatz von Albumin in reiner Nahrbouillon,
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zum anderen mit Albumin. Die AAC-Werte der so erhaltenen Absterbekinetiken wurden
berechnet und gegeniiber der eingesetzten Meropenemkonzentration in einem Diagramm

aufgetragen (vgl. 2.2.7).

Meropenem - Staphylococcus aureus

Sowohl die Versuchsansdtze ohne als auch mit Zusatz von Albumin zeigen zunehmende
antibakterielle Aktivitit von Meropenem bei zunehmender Konzentration. Dabei ist
festzustellen, dass bis zum 8-fachen der MHK eine Wirkungssteigerung zu beobachten ist, der
antibakterielle Effekt danach allerdings mit steigender Dosis wieder abnimmt. Des weiteren ist
kein Unterschied im Absterbeverhalten von S. aureus gegeniiber Meropenem ohne und mit

Albuminzusatz zu erkennen, beide Kurven sind deckungsgleich (Abb. 3.5 (a)).

Meropenem - Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae zeigt bei zunehmender Meropenemkonzentration in den
Versuchsansitzen ohne als auch mit Zusatz von Albumin eine Steigerung des antibakteriellen
Effektes bis zur 32-fachen MHK. Dariiber hinaus ist keine Erhéhung der Wirkung mehr
erkennbar. Da beide Kurven groBtenteils kongruent sind, ist eine Anderung in der

antibakteriellen Aktivitit Meropenems bei zugesetztem Albumin nicht feststellbar (Abb. 3.5 (b)).

Meropenem - Haemophilus influenzae

Bei der Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Meropenem gegeniiber H. influenzae zeigt ohne
als auch mit Zusatz von Albumin eine Zunahme des antibakteriellen Effekts bis zum 2-fachen
der MHK, ab dem 4-fachen der MHK ist nur noch eine bedingte Effektivititssteigerung
erkennen. Wie bei S. aureus und S. pneumoniae bereits festgestellt, sind auch bei H. influenzae
die Unterschiede der antibakteriellen Wirkung Meropenems ohne und mit Albuminzusatz

marginal (Abb. 3.5 (c)).



3. Ergebnisse 50

3.5.1.2 Einfluss der Proteinbindung von Meropenem auf die Pharmakodynamik im in-vitro
Modell

Die humane Pharmakokinetik einer 30-miniitigen Kurzinfusion einer 500 mg Dosis von
Meropenem wurde iiber den Zeitraum von 24 Stunden im pharmakologischen in-vitro Modell
simuliert. Parallel dazu wurde das Absterbeverhalten von S. aureus, S. pneumoniae und H.
influenzae ohne und mit Zusatz von Albumin ermittelt (vgl. 2.2.8). Die simulierten Kinetikdaten

dieser Applikation sind in der Tabelle 7.6 im Anhang dargestellt.

Meropenem - Staphylococcus aureus
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Abbildung 3.6: Absterbekinetik von S. aureus ohne und mit Albuminzusatz nach
Applikation einer 500 mg Dosis Meropenem als 30miniitige Kurzinfusion im
pharmakologischen in-vitro Modell
Die Wirkung von Meropenem wird durch den Zusatz von Albumin nicht verdndert, beide
Absterbekinetiken zeigen den gleichen Kurvenverlauf. Die maximale Keimzahlreduktion von
-1,3 log A KBE/mL tritt nach 10 Stunden auf. Nach diesem Zeitpunkt kommt es zu einem
Wiederanwachsen der Zellen (vgl. Abb. 3.6).
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Meropenem - Streptococcus pneumoniae
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Abbildung 3.7: Absterbekinetik von S. pneumoniae ohne und mit Albuminzusatz
nach Applikation einer 500 mg Dosis Meropenem als 30miniitige Kurzinfusion im
pharmakologischen in-vitro Modell

Die Absterbekinetiken von S. pneumoniae ohne und mit Albumin weisen bis zum Zeitpunkt von
12 Stunden einen relativ einheitlichen Verlauf mit einer maximalen Keimzahlreduktion zum
Zeitpunkt von 4 Stunden auf (Rmax: -3,41 log A KBE/mL). Hiernach kommt es zu einem
Wiederanwachsen der Zellen. Auffallig ist die Diskrepanz zwischen dem 24 Stunden-Wert ohne
und mit Zusatz von Albumin: bei dem Versuchsansatz ohne Albumin wachsen die Zellen nach
24 Stunden iiber das Ausgansinokulum hinaus wieder an (1,25 log A KBE/mL), wiahrenddessen
ist bei dem Versuchsansatz mit Albumin auch nach 24 Stunden eine im Vergleich zum

Ausgangsinokulum um -0,87 log A KBE/mL reduzierte Keimzahl zu beobachten (vgl. Abb. 3.7).
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Meropenem - Haemophilus influenzae
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Abbildung 3.8: Absterbekinetik von H. influenzae ohne und mit Albuminzusatz nach
Applikation einer 500 mg Dosis Meropenem als 30miniitige Kurzinfusion im
pharmakologischen in-vitro Modell

Wie bei den gram-positiven Erregern kann auch bei H. influenzae kein Unterschied im
Absterbeverhalten ohne und mit Albuminzusatz erkannt werden, die Absterbekinetiken sind bis
auf die im Fehlerbereich liegenden Unterschiede gleich. Bis Stunde 10 ist eine kontinuierliche
Keimzahlreduktion bis —2,76 log A KBE/mL zu beobachten. Danach kommt es zu einem

Wiederanwachsen der Zellen (vgl. Abb. 3.8).
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3.5.2 Cefotaxim (PB 37%)

3.5.2.1 Einfluss der Proteinbindung von Cefotaxim auf die Pharmakodynamik in der

Batchkultur

In der Batchkultur wurde das Absterbeverhalten von S. aureus, S. pneumoniae und H. influenzae
bei unterschiedlichen Cefotaximkonzentrationen (0,5-128-fache MHK bei S. aureus, 0,5 bis 64-
fachen MHK bei S. pneumoniae und H. influenzae) liber einen Zeitraum von 6 Stunden
untersucht. Dies erfolgte zum einen nach Zugabe der Gesamtkonzentration des Antibiotikums
ohne als auch mit Zusatz von Albumin. Zum anderen wurde das Absterbeverhalten der Stimme
nach Gabe des Anteils an Antibiotikum bestimmt, der der berechneten frei vorliegenden Fraktion
entspricht (vgl. 2.2.7). Aus den gewonnenen Daten wurden nach Methode 2.2.9.1.2

Konzentrations-Wirkungsbeziehungen erstellt.
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Abb. 3.9: Konzentrations-Wirkungsbeziechung von Cefotaxim gegeniiber S. aureus
(a), S. pneumoniae (b) sowie H. influenzae (c) ohne und mit Zusatz von Albumin, als
auch bei Zugabe des berechneten freien Anteils in der Batchkultur

Cefotaxim - Staphylococcus aureus
Betrachtet man die Konzentrations-Wirkungsbeziehung zwischen Cefotaxim und S. aureus, so
sieht man im Vergleich zu Meropenem deutlich flacher verlaufende Kurven. Der maximale

antibakterielle Effekt ist hier schon bei 1-facher MHK zu beobachten, eine leichte
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Effektivititssteigerung ist nur bei hoheren Konzentrationen zu sehen. Der in diesen Kurven
maximal erreichte Effekt liegt bei einem AAC-Wert von 10,56. Alle drei Kurven sind iiber einen
weiten Konzentrationsbereich deckungsgleich, bei der 16- und 32-fachen MHK kommt es
allerdings zu Unterschieden im Verlauf. Betrachtet man hier allerdings die Absterbekinetiken der
drei Simulationen tliber den 6-stiindigen Zeitraum, so ist ersichtlich, dass die Kurven innerhalb
ithrer Fehlerbreiten als gleich zu betrachten sind (siche Tabelle 7.25: Cefotaxim — S. aureus im

Anhang) (Abb. 3.9 (a)).

Cefotaxim - Streptococcus pneumoniae

Auch S. pneumoniae zeigt nach Einwirkung von Cefotaxim im Vergleich zu Meropenem
deutlich flacher verlaufende Kurven. Der maximale Effekt ist bei allen Versuchsansitzen bereits
bei der 1-fachen MHK zu beobachten, ab dieser Konzentration nehmen die AAC-Werte nur noch
marginal zu. Die Kurvenverldufe sind im Rahmen ihrer Fehlerbreite deckungsgleich (vgl. Abb.

3.9 (b)).

Cefotaxim - Haemophilus influenzae

Das Konzentrations-Wirkungsprofil zwischen Cefotaxim und H. influenzae zeigt sehr flach
verlaufende Kurven. Der maximale Effekt ist bei allen drei Versuchsansdtzen ab dem 4-fachen
der MHK mit einem AAC-Wert von 4,93 ermittelt worden. Auffillig ist, dass die
Versuchsansétze, denen der berechnete, frei vorliegende Anteil Cefotaxims zugesetzt wurde, bei
der 0,5- und 1-fachen MHK deutlich geringere Effekte zeigen, als die Ansitze ohne und mit
Albuminzusatz. Ab einer Konzentration, die der 1-fachen MHK entspricht, sind die Kurven

deckungsgleich (vgl. Abb. 3.9 (¢)).
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3.5.2.2 Einfluss der Proteinbindung von Cefotaxim auf die Pharmakodynamik im in-vitro
Modell

Die humane Pharmakokinetik einer 30-miniitigen Kurzinfusion einer 2 g Dosis von Cefotaxim
wurde iiber den Zeitraum von 24 Stunden im pharmakologischen in-vitro Modell simuliert, dies
sowohl ohne als auch mit Zusatz von Albumin. Parallel dazu wurde das Absterbeverhalten von
S. aureus, S. pneumoniae und H. influenzae ermittelt. Des weiteren wurde der Konzentrations-
Zeitverlauf des berechneten frei vorliegenden Anteils dieser Dosis (63% von 2 g = 1,26 g)
simuliert und das Absterbeverhalten der Stimme bestimmt (vgl. 2.2.8). Die simulierten

Kinetikdaten dieser Applikationen sind in der Tabelle 7.7 des Anhangs dargestellt.

Cefotaxim - Staphylococcus aureus
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Abbildung 3.10: Absterbekinetik von S. aureus ohne und mit Albuminzusatz nach
Applikation einer 2 g Dosis Cefotaxim sowie die Absterbekinetik nach Simulation
des berechneten freien Anteils (63% von 2 g = 1,26 g Cefotaxim) als 30miniitige
Kurzinfusion im pharmakologischen in-vitro Modell

Nach der Exposition einer 2 g Dosis Cefotaxim kommt es bei den Simulationen ohne und mit
Albumin zu dhnlichen Absterbekinetiken von S. aureus, die maximale Keimzahlreduktion wird
nach 8 Stunden bei —1,32 log A KBE/mL erreicht. Hiernach wachsen die Zellen stetig wieder
an.

Anders stellt sich das Absterbeverhalten von S. aureus nach Applikation einer 1,26 g, also der
freien, Dosis von Cefotaxim dar. Zwar kommt es ebenfalls zu einer Keimzahlreduktion bis zur
Stunde 8, jedoch ist etwas schwicher ausgeprigt. Die maximale Reduktion betrdgt nach 8

Stunden nur —0,57 log A KBE/mL(vgl. Abb. 3.10).
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Cefotaxim - Streptococcus pneumoniae
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Abbildung 3.11: Absterbekinetik von S. pneumoniae ohne und mit Albuminzusatz
nach Applikation einer 2 g Dosis Cefotaxim sowie die Absterbekinetik nach
Simulation des berechneten freien Anteils (63% von 2 g = 1,26 g Cefotaxim) als
30miniitige Kurzinfusion im pharmakologischen in-vitro Modell

Nach Exposition einer 2 g intravendsen Dosis von Cefotaxim kommt es bei der Simulation ohne
und mit zugesetztem Albumin zu einem Absterben von S. prneumoniae bis zur Stunde 6. Die
maximale Keimzahlreduktion betrdgt—2,87 (ohne Albumin) bzw. —2,67 (mit Albumin) log A
KBE/mL. Anschlieend verlaufen die Kurven in einer Art Plateauphase bis zur Stunde 10 weiter,
danach kommt es zu einem Anwachsen der Zellen. Die Kurven der Simulationen ohne und mit
Albuminzusatz verlaufen kongruent.

Die Absterbekinetik der Simulation des freien Anteils zeigt ebenfalls ein antibakterielles
Maximum zur Stunde 6 (Rmax: -2,22 log A KBE/mL), eine Plateauphase bis zur Stunde 10 und
danach ein Anwachsen der Zellen. Die Kurve der Simulation des freien Anteils ist im Rahmen
der Messungenauigkeit deckungsgleich mit den Kurvenverldufen der Simulationen ohne und mit

Albuminzusatz (vgl. Abb. 3.11).
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Cefotaxim - Haemophilus influenzae
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Abbildung 3.12: Absterbekinetik von H. influenzae ohne und mit Albuminzusatz
nach Applikation einer 2 g Dosis Cefotaxim sowie die Absterbekinetik nach
Simulation des berechneten freien Anteils (63% von 2 g = 1,26 g Cefotaxim) als
30miniitige Kurzinfusion im pharmakologischen in-vitro Modell

Abb. 3.12 zeigt drei fast deckungsgleiche Kurvenverldufe der Absterbekinetiken mit einer
maximalen Keimzahlreduktionen nach 12 (Rmax ohne Albumin: -3,13; Rmax mit Albumin: -
3,08 log A KBE/mL) bzw. nach 10 (Rmax freier Anteil: -3,98 log A KBE/mL) Stunden. Nach
dem jeweiligem Maximum kommt es zu einem Anwachsen der Zellen bis zum Zeitpunkt 24
Stunden. Zu diesem Zeitpunkt weichen die Keimzahlen der drei Simulationen allerdings
voneinander ab. So betridgt der Wert beim Versuchsansatz mit Albumin -0,52, beim Ansatz ohne

Albumin 1,05, und bei dem Versuchsansatz der simulierten freien Fraktion 2,02 log A KBE/mL.
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3.5.2 Cefoxitin (PB 70%)

3.5.2.1 Einfluss der Proteinbindung von Cefoxitin auf die Pharmakodynamik in der

Batchkultur
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Abb. 3.13 (a) und (b): Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Cefoxitin gegeniiber
S. aureus (a) sowie H. influenzae (b) ohne und mit Zusatz von Albumin, als auch
nach Zugabe des berechneten freien Anteils in der Batchkultur

In der Batchkultur wurde das Absterbeverhalten von S. aureus und H. influenzae bei
unterschiedlichen Cefoxitinkonzentrationen (0,5-128-fache MHK bei S. aureus, 0,5-64-fache
MHK bei H. influenzae) iiber einen Zeitraum von 6 Stunden untersucht. Dies erfolgte zum einen
nach Zugabe der Gesamtkonzentration des Antibiotikums ohne als auch mit Zusatz von
Albumin. Zum anderen wurde das Absterbeverhalten der Erreger nach Gabe des Anteils an
Antibiotikum bestimmt, der der berechneten frei vorliegenden Fraktion entspricht (vgl. 2.2.7).
Aus den gewonnenen Daten wurden nach Methode 2.2.9.1.2 Konzentrations-

Wirkungsbeziehungen erstellt.

Cefoxitin - Staphylococcus aureus

Abbildung 3.13 (a) zeigt die Konzentrations-Wirkungsbeziehung der drei unterschiedlichen
Versuchsansétze von Cefoxitin mit S. aureus. Die Kurvenverldufe ohne und mit Albuminzusatz
verlaufen fast deckungsgleich. Der maximale Effekt der beiden Kurven wird bei der 4-fachen
MHK erreicht. Auffillig ist allerdings, dass bei einer Konzentration, die dem 1-fachen MHK
entspricht, noch ein deutliches Wachstum von S. aureus im Versuchsansatz mit Albumin zu
erkennen ist (AAC-Wert: -7,82), im Gegensatz dazu liegt der Effekt des Ansatzes ohne Albumin
mit einem AAC-Wert von -1,13 im bakteriostatischen Bereich (in diesem Fall liegt der AAC-
Wert um den Wert 0).

Die Kurve der Konzentrations-Wirkungsbeziehung des freien, berechneten Anteils von

Cefotaxim verlduft bis zur 8-fachen MHK deutlich unterhalb der Kurven ohne und mit
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Albuminzusatz. So ist beispielsweise bei der 2-fachen MHK nach Gabe des freien Anteils noch
ein starkes Wachstum der Zellen zu verzeichnen (AAC-Wert:-10,59), wéhrend hingegen die
Gesamtdosis ohne als auch mit Albuminzusatz eine deutliche Bakterienreduktion herbeifiihren
(AAC-Wert ohne Albumin: 11,68, mit Albumin: 9,78). Ab der 8-fachen MHK ist fast kein

Unterschied zwischen den Kurven der drei Versuchsansétze zu beobachten.

Cefoxitin - Haemophilus influenzae

Abbildung 3.13 (b) zeigt die Konzentrations-Wirkungsbeziehungen zwischen Cefoxitin und H.
influenzae. Die Kurvenverldufe ohne und mit zugesetztem Albumin sind nahezu kongruent.
Allerdings zeigt sich bei Einsatz der 0,5-fachen MHK beim Versuchsansatz mit zugesetztem
Albumin ein vermindertes Anwachsen der Bakterien im Vergleich zum Ansatz ohne Albumin
(AAC-Wert ohne Albumin: -8,20, mit Albumin: -4,45). Das antibakterielle Maximum ist fiir die
Untersuchungen ohne und mit Albuminzusatz bei dem 8-fachen der MHK erreicht, eine
Konzentrationserhohung fiihrt nur noch zu einer sehr schwachen Wirkungsverstirkung. Die
Kurve des freien, berechneten Anteils verlduft bis zur 8-fachen MHK deutlich unterhalb der
Kurven der Gesamtdosis mit und ohne Albuminzusatz. Ab einer Konzentration, diec dem 8-
fachen der MHK entspricht, ist nur ein geringer Unterschied im Verlauf der drei Kurven zu

erkennen.
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3.5.2.2 Einfluss der Proteinbindung von Cefoxitin auf die Pharmakodynamik im in-vitro
Modell

Die humane Pharmakokinetik einer iv-Bolus Injektion einer 2 g Dosis von Cefoxitin wurde liber
den Zeitraum von 24 Stunden im pharmakologischen in-vitro Modell simuliert, dies sowohl ohne
als auch mit Zusatz von Albumin. Parallel dazu wurde das Absterbeverhalten von S. aureus und
H. influenzae ermittelt. Des weiteren wurde der Konzentrations-Zeitverlauf des berechneten frei
vorliegenden Anteils dieser Dosis (30% von 2 g = 0,6 g) simuliert und das Absterbeverhalten der
Erreger bestimmt (vgl. 2.2.8). Die Kinetikdaten dieser Applikationen sind in der Tabelle 7.8 des
Anhangs aufgefiihrt.

Cefoxitin - Staphylococcus aureus
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Abbildung 3.14: Absterbekinetik von S. aureus ohne und mit Albuminzusatz nach
Applikation einer 2 g Dosis Cefoxitin sowie die Absterbekinetik nach Simulation des
berechneten freien Anteils (30% von 2 g = 0,6 g Cefoxitin) als iv-Bolus Applikation
im pharmakologischen in-vitro Modell

In der Abbildung 3.14 ist der Verlauf der Absterbekinetiken von S. aureus nach Simulationen
der Pharmakokinetik einer 2 g Dosis von Cefoxitin ohne und mit Albuminzusatz identisch. Die
maximale Keimzahlreduktion ist bei der Simulation mit Albumin mit einem Rmax-Wert von
-1,52 nach 4 Stunden, bei der Simulation ohne Albumin mit —1,32 log A KBE/mL nach 5
Stunden zu beobachten. Nach diesen Maxima kommt es zum Anwachsen von S. aureus. Nach 10
(ohne Albumin) bzw. 12 (mit Albumin) Stunden wird die maximale Keimzahl von 2,3 (ohne
Albumin) bzw. 2,12 (mit Albumin) erreicht.

Hingegen zeigt das Absterbeverhalten von S. aureus nach Exposition des Anteils von Cefoxitin,
der der berechneten freien Fraktion entspricht, keine nennenswerte Keimzahlreduktion. Bis zum

Zeitpunkt 4 Stunden sterben die Zellen nur um einen Wert von -0,24 log A KBE/mL ab, nach
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diesem Zeitpunkt kommt es zu einem Anwachsen der Zellen. Die maximale Keimzahl ist bereits

nach 10 Stunden erreicht.

Cefoxitin - Haemophilus influenzae
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Abbildung 3.15: Absterbekinetik von H. influenzae ohne und mit Albuminzusatz
nach Applikation einer 2 g Dosis Cefoxitin sowie die Absterbekinetik nach
Simulation des berechneten freien Anteils (30% von 2 g = 0,6 g Dosis Cefoxitin) als
iv-Bolus Applikation im pharmakologischen in-vitro Modell

H. influenzae zeigt nach Exposition einer 2 g Dosis von Cefoxitin bei der Simulation ohne
Albumin eine maximale Keimzahlreduktion von —1,01 log A KBE/mL nach 5 Stunden, mit
Albuminzusatz wird ein Rmax-Wert von —0,93 log A KBE/mL nach bereits 3 Stunden erreicht.
Danach wachsen die Zellen an, bis nach 10 Stunden die maximale Keimzahl erreicht ist. Die
Absterbekinetiken ohne und mit Albuminzusatz sind aufgrund des methodischen Fehlers als
identisch zu betrachten.

Nach Simulation des freien, berechneten Anteils von Cefoxitin zeigt H. influenzae eine
Keimzahlreduktion mit einem Rmax-Wert von —0,6 log A KBE/mL nach 3 Stunden. Hiernach
wachsen die Zellen an, zur Stunde 10 ist dann bereits die maximale Keimzahl erreicht. Im
Vergleich zu den Simulationen der Gesamtdosis ohne und mit Albuminzusatz kommt es nach
Simulation der freien Fraktion zu einem stidrkeren Anwachsen von H. influenzae. Dies zeigt sich
besonders im Kurvenverlauf zwischen der 4. und 10. Stunde. Hier liegt die Absterbekinetik von
H. influenzae, die nach Simulation des freien Anteils erhalten wurde, weit oberhalb der
Absterbekinetiken, die nach Gabe der Gesamtkonzentration ohne und mit Albuminzusatz

bestimmt wurden (vgl. Abb. 3.15).
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3.5.2 Faropenem (PB 94%)

3.5.2.1 Einfluss der Proteinbindung von Faropenem auf die Pharmakodynamik in der
Batchkultur

In der Batchkultur wurde das Absterbeverhalten von S. aureus, S. pneumoniae und H. influenzae
bei unterschiedlichen Faropenemkonzentrationen (0,5-128-fache MHK) iiber einen Zeitraum von
6 Stunden untersucht. Dies erfolgte zum einen nach Zugabe der Gesamtkonzentration des
Antibiotikums ohne als auch mit Zusatz von Albumin. Zum anderen wurde das
Absterbeverhalten der Erreger nach Gabe des Anteils an Antibiotikum bestimmt, der der
berechneten frei vorliegenden Fraktion entspricht (vgl. 2.2.7). Aus den gewonnenen Daten

wurden nach Methode 2.2.9.1.2 Konzentrations-Wirkungsbeziehungen erstellt.
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Abb. 3.16 a-c: Konzentrations-Wirkungsbeziechung von Faropenem gegeniiber S.
aureus (a), S. pneumoniae (b) sowie H. influenzae (c) ohne und mit Albumin, als
auch bei Zugabe des berechneten freien Anteils in der Batchkultur
Faropenem - Staphylococcus aureus
Abbildung 3.16 (a) zeigt die Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Faropenem und S. aureus.
Betrachtet man die Konzentrations-Wirkungsbeziehung der Untersuchungen ohne Albumin, so
erkennt man eine kontinuierliche Wirkungszunahme bei zunehmender Faropenemkonzentration

bis zum Maximum bei einer Konzentration, die dem 16-fachen der MHK entspricht. Nach
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diesem Maximum ist keine Wirkungssteigerung mehr moglich, es kommt bei einer Erhohung der
Dosis zu einer Verringerung des Effektes.

Bei Zusatz von Albumin im Versuchsansatz sind deutlich geringere Effekte im Vergleich zu den
Untersuchungen ohne Albumin zu beobachten. Allerdings ndhern sich beide Kurven bei
steigender Konzentration, so dass ab dem 64-fachen der MHK kein Unterschied mehr im
antibakteriellen Effekt von Faropenem ohne und mit Albuminzusatz zu erkennen ist.

Die Effekte, die bei den Ansétzen des freien Anteils von Faropenem erreicht werden, liegen klar
unterhalb der Effekte, die durch die Versuchsansitze der Gesamtdosis mit Albumin erhalten
werden. Allerdings kommt es auch hier bei steigender Konzentration zu einer Annidherung der
Kurven. So ist ab dem 64-fachen der MHK nahezu kein Unterschied im Absterbeverhalten von

S. aureus aller drei Versuchsansatze feststellbar.

Faropenem - Streptococcus pneumoniae

Abbildung 3.16 (b) zeigt die Konzentrations-Wirkungsbeziehungen zwischen Faropenem und S.
pneumoniae. Betrachtet man die Kurve der Untersuchungen ohne Albuminzusatz so ist bei
steigender Faropenemkonzentration eine Zunahme des Effektes zu beobachten. Der maximale
Effekt liegt bei einer Konzentration, die dem 64-fachen der MHK entspricht. Im Vergleich zum
Versuchsansatz ohne Albumin fiihrt der Zusatz von Albumin zu weitaus geringeren Effekten.
Dies wird besonders deutlich in einem Konzentrationsbereich, der zwischen dem 2- und dem 16-
fachen der MHK liegt. Bei steigenden Konzentrationen ndhern sich allerdings die Kurven
einander an, so dass ab dem 32-fachen der MHK kein Unterschied im Absterbeverhalten von S.
pneumoniae ohne und mit Albuminzusatz mehr feststellbar ist.

Im Konzentrationsbereich zwischen dem 0,5- und dem 8-fachen der MHK wichst S. pneumoniae
in dem Versuchsansatz mit Albumin, als in den Versuchsansétzen, in denen sich der freie,
berechnete Anteil von Faropenem befindet, maximal an. Ab dem 8-fachen der MHK wird in den
Versuchsanséitzen mit Albumin allerdings ein hoherer Effekt im Vergleich zum ,,freien Anteil*

erkennbar. Die Kurven ndhern sich bei steigenden Konzentrationen einander an.

Faropenem - Haemophilus influenzae

Abbildung 3.16 (c) zeigt die Konzentrations-Wirkungsbeziehungen zwischen Faropenem und H.
influenzae. Bei den Versuchsansitzen ohne Zusatz von Albumin kommt es bei Erhdhung der
Faropenemkonzentration zu einer Wirkungsverstirkung bis zum maximalen Effekt bei der 32-
fachen MHK. Dariiber hinaus kommt es bei weiterer Dosiserhdhung sogar zu einer leichten

Verringerung des Effektes. Setzt man hingegen zu diesen Dosierungen Albumin hinzu, so sind
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bis zum 64-fachen der MHK die Effekte im Vergleich zu den Versuchsansidtzen ohne Albumin
deutlich geringer, erst ab einer Konzentration, die dem 64-fachen der MHK entspricht, ndhern
sich die Kurven einander an.

Die Kurve der Konzentrations-Wirkungsbeziehung des freien, berechneten Anteils von
Faropenem und H. influenzae verlduft im Bereich zwischen der 0,5- und der 2-fachen MHK
deckungsgleich mit der Kurve der Versuchsansitze mit Albuminzusatz. Bei hdheren
Konzentrationen verlduft die Kurve des ,(freien Anteils“ dann unterhalb der Kurve der
Gesamtdosis mit Albuminzusatz. Ab der 128-fachen MHK néhern sich die Kurven ohne und mit

Albuminzusatz sowie die Kurve des ,,freien Anteils* einander an.
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3.5.4.2: Einfluss der Proteinbindung von Faropenem auf die Pharmakodynamik im in-vitro
Modell

Die humane Pharmakokinetik einer per oralen Applikation einer 300 mg Dosis von Faropenem
wurde iiber den Zeitraum von 24 Stunden simuliert, dies sowohl ohne als auch mit zugesetztem
Albumin. Parallel dazu wurde das Absterbeverhalten von S. aureus, S. pneumoniae und H.
influenzae ermittelt. Des weiteren wurde der Konzentrations-Zeitverlauf des frei vorliegenden
Anteils dieser Dosis (6% von 300 mg = 18 mg) simuliert und das Absterbeverhalten der Erreger
bestimmt (vgl. 2.2.8). Die Kinetikdaten dieser Applikationen sind in der Tabelle 7.9 des
Anhangs dargestellt.

Faropenem - Staphylococcus aureus

log Diff KBE/ ml
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‘ =&—300 mg p.o. ohne Albumin ~#—-300 mg p.o. mit Albumin "freier Anteil" (6% von 300 mg) ‘

Abbildung 3.17: Absterbekinetik von S. aureus ohne und mit Albuminzusatz nach
Applikation einer 300 mg Dosis Faropenem, sowie die Absterbekinetik nach
Simulation des freien, berechneten Anteils (6% von 300 mg = 18 mg Faropenem) als
per orale Gabe im pharmakologischen in-vitro Modell

S. aureus zeigt in Abbildung 3.17 nach Exposition einer 300 mg per oralen Dosis von
Faropenem ohne Albuminzusatz eine kontinuierliche Abnahme der Keimzahl bis zur Stunde 8§,
Rmax betrdgt hier -1,97 log A KBE/mL. Danach wachsen die Zellen bis zur Stunde 24 an. Im
Vergleich dazu kommt es bei der Zugabe von Albumin zur Gesamtdosis zu einer hoheren
initialen Abtotung der Bakterien. Die maximale Keimzahlreduktion von —1,86 log A KBE/mL ist
hier bereits nach 3 Stunden erreicht. Nach diesem Zeitpunkt kommt es zu einem leichten
Wiederanwachsen der Zellen, die Kurve der Absterbekinetik ndhert sich nach 8 Stunden der

Absterbekinetik ohne Albumin an.
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Die Simulation der berechneten freien Dosis von Faropenem fiihrt ebenfalls zu einer hohen
initialen Abtotung von S. aureus. Hier ist das Maximum nach 4 Stunden bei einem Rmax-Wert
von —2,27 log A KBE/mL erreicht. Nach diesem Maximum kommt es jedoch im Gegensatz zur
Simulation der Gesamtdosis mit Albumin zu einem stirkeren Anwachsen der Zellen, nach bereits

12 Stunden ist die maximale Keimzahl von 2,51 log A KBE/mL erreicht.

Faropenem - Streptococcus pneumoniae

0% /
1 "
2
3
2 4 6 8 10 12 14

log Diff KBE/ ml

-4

0 16 18 20 22 24 26
Zeit (h)

—&—300 mg p.o. ohne Albumin —#—300 mg p.o. mit Albumin "freier Anteil" (6% von 300 mg)

Abbildung 3.18: Absterbekinetik von S. pneumoniae ohne und mit Albuminzusatz
nach Applikation einer 300 mg Dosis Faropenem, sowie die Absterbekinetik nach
Simulation des berechneten freien Anteils (6% von 300 mg = 18 mg Faropenem) als
per orale Gabe im pharmakologischen in-vitro Modell

Die Simulation einer 300 mg per oralen Applikation ohne Albuminzusatz fiihrt bei S.
pneumoniae zu einer Keimzahlreduktion von —3,27 log A KBE/mL nach 6 Stunden. Danach
wachsen die Zellen bis zu einem Maximum nach 24 Stunden stetig wieder an. Das
Absterbeverhalten von S. pneumoniae mit Zusatz von Albumin resultiert in einem
vergleichbaren Kurvenverlauf. Die maximale Keimzahlreduktion von —3,09 log A KBE/mL wird
nach 5 Stunden erreicht. Hiernach wachsen die Zellen ebenfalls kontinuierlich bis zum
Maximum nach 24 Stunden an. Im Gegensatz zur Simulation der Gesamtdosis mit Albumin ist
die maximale Keimzahlreduktion der Simulation des freien, berechneten Anteils weniger als
halb so hoch, der Rmax-Wert liegt nur bei —1,35 log A KBE/mL und ist bereits nach 4 Stunden
erreicht. Die Zellen wachsen hiernach stetig wieder an. Nach 10 Stunden ist bereits die maximale

Keimzahl von 1,65 log A KBE/mL erreicht (vgl. Abb. 3.18).
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Faropenem - Haemophilus influenzae
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Abbildung 3.19: Absterbekinetik von H. influenzae ohne und mit Albuminzusatz
nach Applikation einer 300 mg Dosis Faropenem sowie die Absterbekinetik nach
Simulation des berechneten freien Anteils (6% von 300 mg = 18 mg Faropenem) als
per orale Gabe im pharmakologischen in-vitro Modell

Abbildung 3.19 zeigt bei der Simulation von Faropenem gegeniiber H. influenzae ohne
Albuminzusatz eine maximale Keimzahlreduktion von -1,88 log A KBE/mL nach 8 Stunden.
Die Zellen wachsen hiernach stetig bis zum Maximum nach 24 Stunden an. Hingegen fiihrt die
Zugabe von Albumin zur Gesamtdosis Faropenem zu keiner nennenswerten Keimzahlreduktion,
der Rmax-Wert betrdgt -0,18 log A KBE/mL nach 4 Stunden. Nach 5 Stunden kommt es zu
einem Wiederanwachsen der Zellen, und nach 8 Stunden ist bereits die maximale Keimzahl mit
1,14 log A KBE/mL erreicht. Die Simulation des freien Anteils resultiert in einem Anwachsen
von H. influenzae nach bereits einer halben Stunde. Die maximale Keimzahl ist nach 5 Stunden

erreicht.
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3.6 Der Einfluss der Proteinbindung der Chinolone auf deren Pharmakodynamik

Im nachfolgenden Abschnitt wird der Einfluss der Proteinbindung auf die Wirkung der
Antibiotika Gatifloxacin, Moxifloxacin und Trovafloxacin auf den Erreger Staphylococcus
aureus in der Batchkultur untersucht. Die einzelnen Absterbekinetiken der Batchkultur, die die
Grundlage fiir die Berechnung der AAC-Werte und somit fiir die Erstellung der Konzentrations-
Wirkungskurven herangezogen werden, sind im Anhang dieser Arbeit in den Tabellen 7.28 bis

7.30 aufgefiihrt.

3.6.1 Gatifloxacin (PB 20%)

3.6.1.1 Der Einfluss der Proteinbindung von Gatifloxacin auf die Pharmakodynamik in der

Batchkultur

Gatifloxacin — Staphylococcus aureus
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Abb. 3.20: Konzentrations-Wirkungsbeziechung von Gatifloxacin gegeniiber S.
aureus ohne Albumin und mit Albumin, als auch bei Simulation des berechneten
freien Anteils von Gatifloxacin in der Batchkultur

Die Abbildung 3.20 zeigt die Konzentrations-Wirkungsbeziehung von dem Chinolon
Gatifloxacin (PB 20%) und S. aureus. Alle drei Konzentrations-Wirkungsbeziehungen zeigen im
Vergleich zu den Untersuchungen mit den PB-Laktamen einen ,steilen Kurvenverlauf mit
Anstieg des antibakteriellen Effektes bei steigenden Konzentrationen, also eine deutlich
konzentrationsabhéngige Wirkung. Ab der 8-fachen MHK kommt es zu einer Séittigung des

Eftektes. Alle Kurven sind aufgrund des methodischen Fehlers als deckungsgleich zu betrachten.
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3.6.2 Moxifloxacin (PB 37%)

3.6.2.1 Der Einfluss der Proteinbindung von Moxifloxacin auf die Pharmakodynamik in

der Batchkultur

Moxifloxacin — Staphylococcus aureus
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Abb. 3.21: Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Moxifloxacin und S. aureus
ohne und mit Albumin als auch bei Simulation des berechneten freien Anteils in der

Batchkultur
Die Abbildung 3.21 zeigt die Konzentrations-Wirkungskurven des zu 37% an Plasmaproteine
bindenden Moxifloxacin mit S. aureus. Bei allen drei Versuchsansitzen ist eine deutliche
konzentrationsabhéngige Wirkung zu beobachten, und bei einer Konzentration, die dem 16-

fachen der MHK entspricht, wird der maximale Effekt erreicht. Alle drei Kurven sind

weitestgehend deckungsgleich.
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3.6.3 Trovafloxacin (PB 76%)

3.6.3.1 Der Einfluss der Proteinbindung von Trovafloxacin auf die Pharmakodynamik in

der Batchkultur

Trovafloxacin — Staphyococcus aureus
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Abb. 3.22: Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Trovafloxacin und S. aureus
ohne und mit Albumin als auch bei Simulation des berechneten freien Anteils in der
Batchkultur
Abbildung 3.22 zeigt die Konzentrations-Wirkungskurven von Trovafloxacin (PB 76%) mit S.
aureus. Bei allen drei Versuchsansitzen flihrt eine Erh6hung der Trovafloxacinkonzentration zu
einer Erhdhung des antibakteriellen Effektes. Ein maximaler Effekt ist allerdings auch bei der
64-fachen MHK nicht zu erkennen.
Vergleicht man die Konzentrations-Wirkungskurven der Versuchsansitze ohne und mit
Albuminzusatz, so sind diese sowohl bei der Konzentration, dic dem 0,25-fachen der MHK
entspricht als auch bei Konzentrationen oberhalb der 2-fachen MHK nahezu deckungsgleich. Bei
der 0,5-fachen und der 1-fachen MHK ist allerdings ein deutlicher Unterschied zu erkennen, die
AAC-Werte differieren nicht nur bei der 0,5- sondern auch bei der 1-fachen MHK um den Wert
5,2. So kommt es bei Gabe der 1-fachen MHK bei Zusatz von Albumin zu Wachstum (AAC-
Wert mit Albumin: -0,5), bei gleicher Dosis ohne Albumin zum Absterben der Bakterien (AAC-
Wert ohne Albumin: 4,75).
Bei Konzentrationen, die dem 0,25- und 0,5-fachen der MHK entsprechen, wéchst S. aureus
sowohl nach Exposition des frei vorliegenden Anteils als auch nach Exposition der Gesamtdosis
mit Albuminzusatz gleich stark an. Bei Konzentrationen oberhalb der einfachen MHK ist

allerdings ein deutlicher Unterschied im Absterbeverhalten von S. aureus zu erkennen: der
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Effekt, der durch die frei vorliegende Fraktion von Trovafloxacin erreicht wird, ist stets niedriger

als der Effekt, der durch die Gesamtdosis mit Albumin entsteht.

3.7 Grenzkonzentration in der Batchkultur, ab der die Proteinbindung einflusslos ist

Wie in den Abschnitten 3.5 und 3.6 ermittelt worden, ist in der Batchkultur nur bei den hoch
bindenden Antibiotika Cefoxitin, Faropenem und Trovafloxacin durch Zusatz von Albumin im
Vergleich zu den Untersuchungen ohne Albumin eine verminderte Wirkung erkennbar. Dies
allerdings auch nur bis zu einer bestimmten Konzentration.

Tabelle 3.4. zeigt fiir diese Antibiotika ermittelte ,,Grenzkonzentrationen®, ab denen der Einfluss
Der vorliegende

berechnet (letzte Spalte Tabelle 3.4) und mit der MHK des

der Proteinbindung vernachldssigt werden kann. frei Anteil der

,,arenzkonzentration® wurde
Erregers verglichen. Es féllt auf, dass der frei vorliegende Anteil von Faropenem leicht oberhalb
(Faktor 2-4) der MHK von S. aureus, S. pneumoniae und H. influenzae liegt. Bei Cefoxitin und
Trovafloxacin liegt der frei vorliegende Anteil knapp unterhalb der MHK von S. aureus.

Tabelle 3.4: Ermittelte Grenzkonzentrationen in der Batchkultur, ab der die
Proteinbindung keinen Einfluss mehr auf die Pharmakodynamik einer Substanz zeigt

Stamm Antibiotikum | PB | MHK | Grenzkonzentration Konz. des frei
vorliegenden Anteils
(%) | (mg/L) (mg/L) (mg/L)
S. aureus Cefoxitin 70 4 8 2,40
S. aureus Faropenem 94| 0,125 8 0,48
S. pneumoniae |Faropenem 94 | 0,25 8 0,48
H. influenzae Faropenem 94 0,5 32 1,92
S. aureus Trovafloxacin | 76 | 0,0625 0,125 0,03

3.8 Emax und ECs; in der Batchkultur

Um einen objektiven Vergleich der durch die Untersuchungen in der Batchkultur erhaltenen
Konzentrations-Wirkungsbeziehungen zu ermdglichen, wurden mit Hilfe des Emax-Modells die
kurvenspezifischen Parameter Emax und ECs ermittelt (vgl. Methode 2.2.9.1.3). Die ECsy- und
Emax-Werte, sowie die Quotienten1 der ECso-Werte zeigt Tabelle 3.5. fiir die f-Laktame sowie
Tabelle 3.6 fiir die Chinolone. Die fiir diese Berechnungen zugrunde liegenden modifizierten
AAC-Werte sind in den Tabellen 7.10 bis 7.23 im Anhang dieser Arbeit aufgefiihrt.

Die Analyse der Emax- und ECsp-Werte der Versuchsansétze der einzelnen Antibiotika wird im
nachfolgenden Abschnitt wie folgt systematisiert: zuerst wird untersucht, ob sich durch die
verschiedenen Versuchsansitze eines Antibiotikums (ohne Albumin/ mit Albumin/ freier Anteil)

die maximal erreichten Effekte unterscheiden.

: QuOtienten: ECSOmit Albumin/Ecsoohne Albumin

EC5 Ofreier Ameil/E(j5 Omit Albumin
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Als zweites werden die ECso-Werte der Untersuchungen mit Albumin und ohne Albumin
verglichen. Dieser Vergleich gibt Aufschluss dariiber, ob durch Bindung des Antibiotikums an
Albumin mehr Antibiotikum eingesetzt werden muss, um den halbmaximalen Effekt zu
erreichen. In einem solchen Fall wire der EC50mit abumin hOher als der EC504hne Albumin. DET
berechnete Quotient (EC50mit Atbumin/EC500hne Albumin) gibt dabei an, um welchen Faktor die ECso-
Werte differieren. Der Vergleich der ECsp-Werte ohne und mit Albumin l4sst demnach
riickschlieBen, welche Auswirkung die Zugabe von Albumin im untersuchten
Konzentrationsbereich auf die Pharmakodynamik hat.

Als drittes werden die ECso-Werte der Untersuchungen des frei vorliegenden Anteils mit den
ECso-Werten der Untersuchungen mit Albumin verglichen. Durch diesen Vergleich ldsst sich
feststellen, ob tatsdchlich nur frei vorliegendes Antibiotikum fiir die Wirkung verantwortlich ist
(hier wiéren die ECso-Werte der freien Fraktion und der Untersuchungen mit Albumin gleich),
oder ob gebundenes Antibiotikum, welches aus den Proteinbindungen nachdiffundiert, zu einer
Wirkverstiarkung flihrt (hier wire der ECso-Wert aus den Untersuchungen mit Albumin niedriger
als der ECso-Wert der Untersuchungen, die die berechnete freie Fraktion enthalten). Der
berechnete Quotient (EC50¢cier Anteit EC50mit aAtbumin) Stellt dabei wieder den Unterschied der ECso-
Werte dar.

Tabelle 3.5.: Emax- und ECso-Werte sowie die Quotientenl der ECsp-Werte fiir die -
Laktam-Antibiotika aus den Untersuchungen in der Batchkultur

Meropenem 2% Cefotaxim 37% Cefoxitin 70% Faropenem 94%

Emax EC50 |Quotient] Emax EC50 [Quotient| Emax EC50 |Quotient| Emax EC50 [ Quotient
S. aureus (nx MHK) (nx MHK) (nx MHK) (nx MHK)
ohne AIburmn 24,19 0,82 ] 107 19,45 0,36 ] 1,42 22,72 0,82 ] 126 24,82 0,33 8,21
mit Albumin 23,61 0,88 ; 18,68 0,51 20,50 1,03 24,86 2,71
freier Anteil n.b. n.b. 1700 | 026 1051 [fos0 [ 277 1] 269 28,59 11,63 | 429
S. pneumoniae
ohne Albumin 21,83 1,42 ] 114 15,42 0,19 1,00 n.b. n.b. 25,83 5,11 j 4,07
mit Albumin 21,58 1,62 ' 14,34 0,19 j 1.26 n.b. n.b. 27,53 20,78
freier Anteil n.b. n.b. 16,96 | 0,24 ' n.b. n.b. 25,93 83,62 ] 4,02
H. influenzae
ohne AIburmn 15,66 1,61 j 0,52 12,62 0,46 ] 0,70 12,61 2,99 ] 0,63 16,05 1,23 j 9.50
mit Albumin 13,56 0,83 ' 11,97 0,32 11,77 1,89 16,65 11,68
freier Anteil n.b. n.b. 368 [ .07 1) 33 [ssr [ 777 1J 41 16,90 24,71 ] 2,12

Betrachtet man in der Tabelle 3.5. die Emax-Werte des Antibiotikums Meropenem (PB 2%) fiir
die Versuchsansitze ohne und mit Albumin, so fédllt auf, dass die berechneten Werte von allen
Erregern dhnlich sind. Die Zugabe von Albumin verdndert demnach nicht den maximal
erreichbaren Effekt.

Die ECsp-Werte fiir S. aureus zeigen, dass der halbmaximale Effekt der Ansédtze ohne als auch

mit Albuminzusatz bei den gleichen Konzentrationen erreicht wird (EC50ohne Atbumin: 0,82 X

: QUOtienten: ECSOmit Albumin/E(j5 Oohne Albumin
EC5 Ofreier Ameil/E(j5 Omit Albumin
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MHK; EC50uit Atbumin: 0,88 x MHK). Dies trifft auch fiir S. pneumoniae zu (EC500mne Atbumin: 1,42
bzw. EC50mit Albumin: 1,62 x MHK).

Bei H. influenzae ist auffillig, dass sich bei Zugabe von Albumin der ECso-Wert verringert. Der
Wert mit Albumin ist ungeféhr halb so hoch wie ohne Albumin (Quotient: 0,52).

Bei Cefotaxim (PB 37%) liegen die Emax-Werte als auch die ECsp-Werte der drei
unterschiedlichen Versuchsansitze und Erreger im gleichen Bereich. Eine Ausnahme bildet
jedoch der ECso-Wert des freien Anteils von Cefotaxim bei H. influenzae. Dieser ist im

Vergleich zum ECso-Wert der Gesamtdosis mit Albumin 3,34-x hoher.

Bei Cefoxitin (PB 70%) liegen die Werte fiir den maximalen Effekt (Emax) bei allen
Versuchsansétzen fiir die jeweiligen Erreger in einem dhnlichen Bereich.

Bei S. aureus fihrt die Zugabe von Albumin zu keiner nennenswerten Verdnderung der ECso-
Werte. Die Werte liegen im gleichen Konzentrationsbereich (EC50,hne Abumin: 0,82 X MHK bzw.
EC50mit Atbumin: 1,03 x MHK).

Die Untersuchungen, die den freien Anteil von Cefoxitin enthalten, zeigen im Vergleich zu den
Untersuchungen der Gesamtdosis mit Albumin eine Verschiebung des ECsp-Wertes in den
hoheren Konzentrationsbereich (EC50geier anteit: 2,77 X MHK anstelle von EC50pmit Atbumin: 1,03 X
MHK (= Quotient 2,69)). Somit miissen in den Untersuchungen, in denen nur der freie Anteil
eingesetzt wurde, hohere Konzentrationen von Cefoxitin eingesetzt werden, um den
halbmaximalen Effekt zu erreichen.

Das Absterbeverhalten von H. influenzae zeigt, dass durch den Zusatz von Albumin bereits bei
niedrigeren Konzentrationen der halbmaximale Effekt erreicht wird als bei den Untersuchungen
ohne Albumin (EC50i¢ Atbumin: 1,89 X MHK; EC500nne Atbumin: 2,99 x MHK).

Besonders auffillig ist zudem der enorme Unterschied zwischen dem ECsp-Wert der freien
Fraktion und dem ECso-Wert der Gesamtdosis mit Albumin: die Werte differieren um den Wert
7,77, das heiflt, dass mit der freien Fraktion erst mit einer ca. 8x hoheren Konzentration der

halbmaximale Effekt erreicht wird.

Auch beim Faropenem (PB 94%) liegen die Werte fiir den maximalen Effekt bei den drei
unterschiedlichen Untersuchungsansdtzen innerhalb einer Spezies im gleichen Bereich.
Bei S. aureus beeinflusst die Zugabe von Albumin die Wirkung von Faropenem in der Weise,

dass im Vergleich zu den Versuchsansidtzen ohne Albumin eine 8,21-x so hohe Konzentration
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notig ist, um den halbmaximalen Effekt zu erreichen (EC50hne Atbumin: 0,33 X MHK; EC50,i
Albumin: 2,71 X MHK).

Der ECsp-Wert der Versuchsansitze mit frei vorliegendem Faropenem differiert zum ECso-Wert
der Versuchsansitze mit Albumin um den Faktor 4,29 (EC50geier anteit: 11,63 x MHK; EC50y;
Albumin: 2,71x MHK).

Bei S. pneumoniae wird der antibakterielle Effekt von Faropenem durch Albuminzusatz
verringert. Anstelle der 5,11-fachen MHK in den Ansétzen ohne Albumin ist bei Albuminzugabe
die 20,78-fache MHK nétig, um den halbmaximalen Effekt zu erhalten. Vergleicht man die
ECso-Werte des freien Anteils mit den ECso-Werten, die bei Albuminzusatz berechnete werden,
so wird deutlich, dass bei der freien Fraktion eine 4,02-mal hohere Konzentrationen eingesetzt
werden muss, um den halbmaximalen Effekt zu erreichen (EC50fcier anteii: 83,62 x MHK;
EC50mit Albumin: 20,78 x MHK).

Bei Faropenem und H. influenzae wird bei zugesetztem Albumin im Vergleich zum Ansatz ohne
Albumin erst bei 9,5-fach hoherer Dosierung der halbmaximale Effekt erreicht (EC504hne Albumin:
1,23 x MHK; EC50pmit Albumin: 11,68 x MHK).

Im Vergleich zum Ansatz mit Albumin muss bei der freien Fraktion eine mehr als doppelt so
hohe Konzentrationen eingesetzt werden, um den halbmaximalen Effekt zu erhalten (EC50gier

Anteil: 24,71 x MHK; Quotient 2,12).

Tabelle 3.6: Emax- und ECso-Werte sowie die Quotientenl der ECso-Werte fir die
Chinolone aus den Untersuchungen in der Batchkultur

Gatifloxacin 20% Moxifloxacin 37% Trovafloxacin 76%
Emax EC50 | Quotient| Emax| EC50 |Quotient| Emax| EC50 | Quotient
S. aureus (nx MHK) (nx MHK) (nx MHK)
ohne Albu_min 36,64 1,64 % 0,96 31,64 0,93 % 1,09 33,56 1,46 } 1.32
mit Albumin 36,65 1,58 32,02 1,01 33,34 1,93
freier Anteil 35,77 1,87 1.18 [3195[ 1,55 153 [3105| 4,27 2,21

Tabelle 3.6 stellt die Emax- und EC50-Werte sowie die Quotienten' der EC50-Werte der

Antibiotika Gatifloxacin, Moxifloxacin und Trovafloxacin gegeniiber dem Erreger
Staphylococcus aureus dar.

Ebenso wie bei den [B-Laktamen wird bei den Chinolonen durch die unterschiedlichen
Antibiotikakonzentrationen und durch die Zugabe von Albumin der maximale Effekt nicht
beeinflusst. Die Emax-Werte liegen fiir die einzelnen Antibiotika im @hnlichen Wirkungsbereich.
Differenzen zeigen sich jedoch in den EC50-Werten. Bei Gatifloxacin (PB 20%) sind diese

jedoch nur marginal. Sowohl zugesetztes Albumin als auch nur frei vorliegendes Antibiotikum

ECSOmit Albumin/E(j5 Oohne Albumin
EC5 Ofreier Ameil/E(j5 Omit Albumin

' Quotienten:
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fiihren im Vergleich zur Gesamtdosis ohne Albumin zu keiner nennenswerten Anderung der
ECso-Werte (EC500mne Albumin: 1,64 X MHK; EC50mit Atbumin: 1,58 X MHK; EC50¢cier antei: 1,87 x
MHK).

Bei Zusatz von Albumin zu Moxifloxacin (PB 37%) verdndern sich im Vergleich zum Ansatz
ohne Albumin die ECsp-Werte nicht (EC500me abumin: 0,93 x MHK; EC50uit abumin: 1,01 x
MHK).

Beim Vergleich des ECso-Wertes der freien Moxifloxacinfraktion mit dem EC50-Wert bei
Zusatz von Albumin ist allerdings eine Abweichung zu beobachten: der Quotient betrdgt 1,53.
Bei Trovafloxacin (PB 76%) kommt es durch die Zugabe von Albumin im Vergleich zum
Ansatz ohne Albumin zu einer Verringerung des ECso-Wertes, die ECso-Werte differieren um
den Faktor 1,32. Auffillig ist weiterhin der Unterschied zwischen dem ECsp-Wert der freien
Fraktion und dem ECso-Wert, der aus dem Ansatz mit Albumin ermittelt wurde: hier ist eine
2,21-fache Erhohung der Konzentration ndtig, um den gleichen halbmaximalen Effekt zu

erreichen.

3.9. Pharmakologische Indizes und Proteinbindung

Mit Hilfe der pharmakologischen Indizes wird versucht, den Heilungserfolg einer Therapie
vorherzusagen. Ein fiir den jeweiligen Index festgelegter Grenzwert soll dem Therapeuten einen
Anhaltspunkt dariiber geben, ob eine Therapie unter den von ihm gewidhlten Bedingungen
voraussichtlich einen Heilungserfolg bringen wird.

Die Tabellen 3.7 (a) bis (c) zeigen die pharmakodynamischen Parameter MHK und AAC),, die
pharmakokinetischen Parameter AUC;, und C.x, sowie die kalkulierten Pharmakologischen
Indizes AUC»/MHK, Cpnax’/MHK und Toypx fiir die unterschiedlichen Simulationen der B-
Laktame im in-vitro Modell fiir die Erreger S. aureus (Tab. 3.7 (a)), S. pneumoniae (Tab. 3.7 (b))
und H. influenzae (Tab. 3.7 (¢)).

In die Berechnung der Pharmakologischen Indizes dieser Tabelle wurde —wie von der ISAP
gefordert- die Proteinbindung eines Antibiotikums mit einbezogen. Fiir die Berechnung der
Indizes Ciax/MHK und AUC;»/MHK der Simulationen mit Albumin wurde dementsprechend
nur der Cy.- und AUC;—Wert des theoretisch frei vorliegenden Antibiotikums in die
Berechnung einbezogen, diese Werte entsprechen denen der Simulation des berechneten freien
Anteils. Fiir die graphische Ermittlung des Index 7-mpk bei der Simulation mit Albumin wurde
die Konzentrations-Zeit-Kurve des theoretisch frei vorliegenden Antibiotikums herangezogen,
die wiederum der Konzentrations-Zeit-Kurve der simulierten freien, berechneten

Konzentrations-Zeit-Kurve entspricht.
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Gemail Schentag und Forrest ist ab einem Wert von 125 fiir den Index AUC/MHK, einem Wert
von 8-12 fir den Index Cha/MHK, sowie einem Wert von 50-60% fiir den Index 7T-mux €inen
Heilungserfolg zu erwarten (Schentag ef al. 1991, Forrest et al. 1993).

Die in der Tabelle 3.7 (a)-(c) grau unterlegten Felder zeigen die in-vitro Modell Studien, bei
denen die oben genannten Grenzwerte der jeweiligen Pharmakologischen Indizes iiberschritten

wurden und somit ein Heilungserfolg eintreten sollte.

Tabelle 3.7 (a), (b) und (c): PD- und PK-Parameter sowie Pharmakologische Indizes
fiir die B-Laktame im in-vitro Modell

Tabelle 3.7. a Pharakodynamische Parameter  Pharmakokinetische Parameter Pharmakologische Indizes
MHK Effekt AUC,, O AUC1,/MHK  Crma/MHK Tk (12h)

Staphylococcus aureus (mglL) (AAC;.Wert) (mg/L.h) (mglL) (h) (%)
Meropenem (2%) [(1) 500 mg ohne Albumin 0,25 [ 54 | 30,3 [ 26,0 | 1213 [ 1040 54,2
[(2) 500 mg mit Albumin [ 48 [ 20,7 [ 255 | 1189 [ 1019 [ 542
Cefotaxim (37%) |(1) 2 g ohne Albumin 2 52 158,7 125,9 794 62,9 50,0
(2) 2 g mit Albumin 8,0 100,0 79,3 50,0 39,6 41,7
(3) 1,26 g ohne Albumin (freier Anteil) 46 100,0 793 50,0 39,6 41,7
Cefoxitin (70%) (1) 2 g ohne Albumin 4 1,7 141,6 244,0 354 61,0 29,2
(2) 2 g mit Albumin 1,6 425 73.2 10,6 18,3 15,0
(3) 0,6 g ohne Albumin (freier Anteil) -14,6 42,5 73,2 10,6 18,3 15,0
Faropenem (94%)|(1) 300 mg ohne Albumin 0,125 12,8 28,1 11,8 225,0 94,4 67,0
(2) 300 mg mit Albumin 14,0 1,7 0,7 13,5 57 33,0
(3) 18 mg ohne Albumin (freier Anteil) 3,7 1,7 0,7 13,5 57 33,0

Bei S. aureus fillt fiir den Index AUC,,/MHK auf, dass nur fiir die Simulation ,,Faropenem ohne
Albumin® ein Heilungserfolg zu erwarten wire, da allein hier der Index oberhalb von 125 liegt.
Betrachtet man allerdings flir die Simulation ohne und mit Albumin die AAC,,-Werte als Mal}
fir den Effekt von Faropenem, so stellt man fest, dass diese trotz unterschiedlicher
Pharmakologischen Indizes denselben Wert liefern, also die Wirkung gleich ist. Ahnliches lisst
sich auch am Beispiel von S. pneumoniae zeigen (Tab. 3.7 b).

Hier ist fiir das Antibiotikum Faropenem nur bei der Simulation ohne Albumin ein
Therapieerfolg zu erwarten, da nur hier der Index 7-mpx oberhalb von 50% liegt. Allerdings sind

auch in diesem Fall die AAC,,-Werte der Simulation ohne und mit Albumin in einem dhnlichen

Bereich.

Tabelle3.7.b

Streptococcus pneurmoniae

Meropenem (2%) | (1) 500 mg ohne Alburrin 1 213 303 260 303 26,0 33
(2) 500 mg mit Alburmin 198 297 255 297 255 333

Cefotaxim (37%) [(1) 2g ohne Alburrin 05 262 1587 1259 3175 251,7 708
(2) 2g mit Alburrin 236 100,0 793 200,0 1586 625
(3) 1,26 g ohne Albumin (freier Anteil) 197 100,0 793 200,0 158,6 625

Faropenem (94%)| (1) 300 mg ohne Albumin 0,25 26,3 28,1 11,8 1125 472 63,0
(2) 300 mg mit Alburrin 21,0 17 07 68 28 21,0
(3) 18 mg chre Albumin (freier Anteil) 038 1,7 07 68 28 21,0
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Zudem ist am Beispiel von H. influenzae (Tab. 3.7 c) deutlich zu erkennen, dass trotz gleicher
Pharmakologischer Indizes bei der Simulation von Faropenem mit Albumin und der Simulation
des frei vorliegenden Anteils (beide Cra/MHK-Werte liegen bei 1,4) eine Diskrepanz in der
antibakteriellen Wirkung zu beobachten ist, die AAC;,-Werte differieren um den Wert 7,82.

Tabelle 3.7. ¢ Pharakodynamische Parameter | Pharmakokinetische Parameter Pharmakologische Indizes
MHK Effekt AUC,, Coiz AUC,/MHK [ Crma/MHK [ Tomuk (120)
Haemophilus influenzae (mg/L) (AAC;, Wert) (mg/L.h) (mg/L) (h) (%)
Meropenem (2%) [(1) 500 mg ohne Albumin 0,06 9,39 30,3 26,0 505,4 433,3 41,7
[(2) 500 mg mit Albumin 11,66 29,7 255 495,3 424,7 41,7
Cefotaxim (37%) |(1) 2 g ohne Albumin 0,06 25,04 158,7 125,9 2645,5 2097,7 100,0
(2) 2 g mit Albumin 23,74 100,0 79,3 1666,7 1321,5 95,8
(3) 1,26 g ohne Albumin (freier Anteil) 29,69 100,0 79,3 1666,7 1321,5 95,8
Cefoxitin (70%) (1) 2 g ohne Albumin 4 -2,14 141,6 244,0 354 61,0 29,2
(2) 2 g mit Albumin -5,03 42,5 73,2 10,6 18,3 12,5
(3) 0,6 g ohne Albumin (freier Anteil) -11,78 42,5 73,2 10,6 18,3 12,5
Faropenem (94%)|(1) 300 mg ohne Albumin 0,5 11,29 28,1 11,8 56,3 23,6 54,2
(2) 300 mg mit Albumin -6,11 17 0,7 34 14 0
(3) 18 mg ohne Albumin (freier Anteil) -13,93 1,7 0,7 34 14 0

Wie im Abschnitt 3.5 bereits ermittelt, zeigt H. influenzae als einziger Erreger im in-vitro Modell
einen Unterschied im Absterbeverhalten bei der Simulation der Gesamtdosis mit und ohne
Albuminzusatz. Bei der Simulation ohne Albumin kommt es zu einem Absterben der Bakterien,
bei der mit Albumin zum Anwachsen der Zellen (AAC;, ohne Albumin: 11,29; AAC;, mit
Albumin: -6,11). Auffillig ist hierbei, dass sich die MHK von H. influenzae mit 0,5 mg/L
gegeniiber Faropenem im Bereich der freien Konzentration des maximalen Plasmaspiegels

(Cmax=0,7 mg/L) befindet.
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4. Diskussion

Die Diskussionen iiber die rationale Dosierung von Antibiotika sind auch heute, beinahe 60
Jahre nach Einfiithrung des Penicillins, noch nicht abgeschlossen. Gegenwirtig wird versucht, die
Dosierung unter Einbeziehung der pharmakokinetischen und pharmakodynamischen
Eigenschaften des jeweiligen Antibiotikums zu optimieren. Angewandte Methoden sind dabei
unter anderem das PK/PD-modeling und die Berechnung der Dosis mit Hilfe pharmakologischer
Indizes. Dabei gibt es jedoch noch viele ungeldste Fragen. Insbesondere sind die Auswirkungen
der Plasmaproteinbindung auf die Pharmakodynamik von Antibiotika bislang nicht hinreichend

untersucht.

Das Ziel jeder Antibiotikatherapie ist eine effektive und sichere Behandlung. Dabei bewirkt eine
bestimmte Dosis einen bestimmten Konzentrations-Zeit-Verlauf des Antibiotikums im
Organismus (Pharmakokinetik). Die Konzentration des Antibiotikums am Ort der Infektion ist
indes verantwortlich fiir die Wirkung (Pharmakodynamik) (Abb. 4.1). Verdnderungen in der
Pharmakodynamik eines Antibiotikums sind infolgedessen das Resultat von Verdnderungen in

der Dosis und/ oder der Pharmakokinetik.

Dosis 4_' Pharmakokinetik | ¢—> | Pharmakodynamik

Abbildung 4.1: Darstellung der Zusammenhinge zwischen Dosis, Pharmakokinetik
und Pharmakodynamik (Schaubild nach Miick, 2004)

Durch Bindung des Antibiotikums an Plasmaproteine kommt es zu einer solchen Veridnderung
der Pharmakokinetik, also auch der Pharmakodynamik. Dass eine Bindung an Plasmaproteine
die Wirkung eines Antibiotikums herabsetzen kann, ist unumstritten. Fraglich ist allerdings, wie
der Zusammenhang zwischen Proteinbindung und Herabsetzung der Wirkung quantifiziert
werden kann. Ziel dieser Arbeit war es, diesen quantitativen Zusammenhang zwischen

Proteinbindung und Pharmakodynamik mit Hilfe von in-vitro Studien zu ermitteln.

Die Pharmakodynamik eines Antibiotikums kann mittels Konzentrations-Wirkungskurven
dargestellt werden. Charakteristisch hierbei ist, dass die Wirkintensitdt zundchst in einem
ausgeprigten MaB zunimmt, jedoch bei Uberschreiten einer bestimmten Konzentration keine
wesentliche Erhohung der Wirkintensitdt mehr moglich ist. Zur Analyse von Konzentrations-
Wirkungskurven eignen sich die Parameter Emax, EC;op und ECs. Dabei beschreibt der Emax-

Wert die maximal erreichbare = Wirkungsintensitit. Der  ECjo-Wert ist die
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Antibiotikumkonzentration, bei der der maximale Effekt erreicht wird. Entsprechend ist der

ECso-Wert die Konzentration, bei der 50% der Wirkungsintensitit erreicht sind.

In Abbildung 4.2 werden die Zusammenhinge zwischen Proteinbindung und Pharmakodynamik
verdeutlicht. Dabei zeigt die durchgezogene Konzentrations-Wirkungskurve schematisch die
Pharmakodynamik eines Antibiotikums ohne Einfluss der Proteinbindung, das heift ohne Zusatz
von Albumin. Bei Zugabe von Albumin kann es nun durch Bindung zu einer Verschlechterung
der Wirkung kommen. Es sind also hohere Konzentrationen des Antibiotikums ndtig, um den
gleichen Effekt wie bei Nicht-Zugabe von Albumin zu erhalten. Diese Herabsetzung der
Pharmakodynamik durch Bindung an Plasmaproteine wird graphisch durch die
»rechtsverschobene®, gestrichelte Kurve dargestellt. Dabei ist allerdings zu beachten, dass nur
bis zu einer bestimmten Konzentration, ndmlich EC;o mit Albumin (,,2*), die Wirkung
herabgesetzt wird. Ab dieser Grenzkonzentration (gekennzeichnet durch den weilen Kreis) ist

aufgrund der Séttigung des Effekts die Wirkung ohne und mit Albuminzusatz wieder identisch.

1 2 3
= J_L ﬂ, Jl ohne Albumin (a)
2 Emax Nivieee === mitAlbumin (b)
S A freier Anteil (c)
S // 1= EC,,,0hne Albumin
S ' Emax y 2 = EC, 5, mit Albumin
/ S 3 = EC,, freier Anteil
7 5 O = Grenzkonzentration,
o > ab der die Protein-
bindung einflusslos ist
EC50a EC50b ECSOC g
log Antibiotikumkonzentration

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der Konzentrations-Wirkungskurven ohne
Albumin, mit Albumin und des freien Anteils. Eingezeichnet sind die Parameter
Emax, EC50 und EC]()().

Unklar ist nun, ab welchem Prozentsatz der Bindung es zu einer Verringerung der Wirkung,
also zu einer ,,Rechtsverschiebung® der Kurve, kommt. Falls es dann durch Bindung an Proteine
zu einer Herabsetzung der Wirkung kommt, ist fraglich, wie stark dieser Wirkverlust ausgepragt
ist, welchen Abstand also die Kurven ohne und mit Albuminzusatz zueinander aufweisen.
Dieser Abstand ldsst sich dabei gut durch Vergleich der ECsp-Werte ohne und mit Albumin

charakterisieren (ECso, und ECsgp). Wie in der Einleitung bereits dargestellt, gehen viele Autoren
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davon aus, dass die Bindung an Plasmaproteine die Wirkung soweit herabsetzt, dass diese mit
der Wirkung der berechneten freien Fraktion identisch ist (vgl. 1.2; Kunin ef al. 1973, Merrikin
et al., 1983, Wise, 1985). Bei Zutreffen dieser Annahme miisste - auf Abbildung 4.2 bezogen -
die Kurve mit Albumin soweit in den Bereich hoherer Konzentrationen verschoben werden, bis
sie der Konzentrations-Wirkungskurve des berechneten freien Anteils (gepunktete Kurve)

entspricht, somit die ECsgp,- und ECso.-Werte identisch sind.

Nach Kunin, Wise und Craig kommt es ab einer prozentualen Bindung eines Antibiotikums von
tiber 80% zu einem Einfluss auf die Wirkung (also zu einer ,,Rechtsverschiebung* der Kurve mit
Albumin). Die Begriindung hierfiir ist - nach Kunin -, dass eine Proteinbindung von unter 80%
nur einen sehr geringen FEinfluss auf den frei vorliegenden, also wirksamen Anteil des
Antibiotikums haben diirfte. Hingegen sei ab einer Bindung von iiber 80% mit zunehmenden
Auswirkungen auf den frei vorliegenden Anteil zu rechnen (Kunin et al., 1973b). Wise
behauptet, dass ab 80% zudem die Gewebepenetration des Antibiotikums vermindert sei (Wise,
1985). Gestiitzt werden diese Uberlegungen auch durch eine, allerdings rein pharmakokinetische,
Studie von Craig et al. (Craig et al., 1984).

Dariiber hinaus nimmt Rolinson an, dass ein Einfluss auf die Wirkung nur unterhalb einer
Antibiotikumkonzentration von 100 pg/mL zu beobachten, also bei dieser Konzentration die

,@renzkonzentration* anzusiedeln sei (Rolinson, 1980).

Eigene Untersuchungen zur Uberpriifung dieser Annahmen konnten zeigen, dass bei den weit
unterhalb von 80% bindenden Antibiotika Meropenem, Cefotaxim, Gatifloxacin und
Moxifloxacin sowohl bei konstant steigenden Antibiotikumkonzentration in der Batchkultur als
auch im in-vitro Modell die Wirkung durch Bindung an Albumin nicht herabgesetzt wird.
Insoweit ist die Theorie von Kunin, Wise und Craig also zutreffend.

Bei den Untersuchungen in der Batchkultur mit dem zu iiber 80% an Albumin bindenden
Antibiotikum Faropenem (PB 94%) konnte indes festgestellt werden, dass durch Proteinbindung
die Wirkung zwar signifikant herabgesetzt wird, allerdings nur in einem kleinen
Konzentrationsbereich zwischen ,,keinem Effekt” und dem ,,EC;oo mit Albumin®. Dieser Bereich
kann aus den experimentellen Daten abgeschitzt werden und liegt bei Faropenem mit S. aureus
zwischen 0,0625 und 8 pg/mL, mit S. prneumoniae zwischen 0,5 und 8 pg/mL und mit AH.
influenzae zwischen 0,25 und 32 pg/mL (vgl. Abb. 3.16 a-c). Oberhalb dieser Konzentrationen

spielt die Proteinbindung keine Rolle mehr. So sind beispielsweise bei Faropenem und S. aureus
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ab 8 ug/mL die Emax-Werte ohne und mit Zusatz von Albumin gleich (Emax ohne Albumin:

24,82; Emax mit Albumin: 24,86) (vgl. Tab. 3.5).

Doch nicht allein bei Faropenem, auch bei den knapp unterhalb von 80% bindenden Antibiotika
Trovafloxacin (76%) und Cefoxitin (70%) kommt es bei Zusatz von Albumin zu einer Reduktion
der Wirkung. Dies jedoch nur bei einer Konzentration, die der MHK entspricht. Abbildung 4.3
stellt diesen Wirkunterschied bei 1-facher MHK dar, der sich auch in stark differierenden AAC-

Werten' ausdriickt.
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Abbildung 4.3.: Absterbekinetiken von S. aureus nach Exposition von
Trovafloxacin (a) und Cefoxitin (b) bei einer Konzentration, die dem 1-fachen der
MHK entspricht, mit und ohne Albuminzusatz in der Batchkultur iiber einen
Zeitraum von 6 Stunden.

Bei Erhdhung der Cefoxitin bzw. Trovafloxacinkonzentration minimiert sich hingegen dieser
Unterschied. Bereits ab einer Konzentration, die dem 2-fachen der MHK entspricht, sind bei
beiden Antibiotika die AAC-Werte mit und ohne Albumin deckungsgleich. Der
Konzentrationsbereich, in dem die Wirkung durch Plasmaproteinbindung herabgesetzt ist, liegt
bei Trovafloxacin zwischen 0,03125 und 0,125 pg/mL, bei Cefoxitin mit S. aureus zwischen 2

und 8 pg/mL (vgl. Abb. 3.13 aund 3.22).

Die Grenzkonzentration, ab der die Proteinbindung die Wirkung einer Substanz nicht mehr
beeinflusst, liegt also nicht - wie von Rolinson angenommen - bei einer Konzentration von 100
ug/mL. Bei Faropenem, Trovafloxacin und Cefoxitin liegt sie zwischen 0,125 und 32 pg/mL. Es
gibt also keine einheitliche Grenzkonzentration, die fiir jedes Antibiotikum und jeden Erreger

gleich ist. Eigene Untersuchungen konnten vielmehr zeigen, dass die Grenzkonzentration dann

! Trovafloxacin- S. aureus: AACumi Atbumin: -0,3, also Wachstum, AAC e Albumin: 4,73, also Absterben der Zellen,
vgl. Tab. 7.23

Cefoxitin- S .aureus: AAConne Atbumin: —1,13, AAChit Albumin —7,82, vgl. Tab. 7.16
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erreicht ist, wenn die theoretisch frei vorliegende Konzentration im Bereich der MHK des

Erregers liegt, bzw. diese um den Faktor 2-4 iiberschreitet (vgl. 3.7, Tab. 3.4).

Bei Kenntnis der Grenzkonzentration erklédrt sich auch, warum bei therapeutisch relevanten
Dosierungen im in-vitro Modell die Zugabe von Albumin auch bei Antibiotika mit héherer
Proteinbindung nicht zwangsldufig zu einer Reduzierung der Wirkung fiihrt.

Bei Cefoxitin und S. aureus betrigt die Grenzkonzentration — wie bereits gezeigt - 8 pg/mL.
Hingegen liegt der maximale Plasmaspiegel einer 2 g intravendsen Bolus Gabe von Cefoxitin bei
244 pg/mL und somit weit oberhalb dieser Grenzkonzentration. Es ist daher nicht verwunderlich,
dass im in-vitro Modell keine Reduktion der Wirkung aufgrund der Proteinbindung zu
beobachten ist (vgl. Abb. 3.14).

Auch bei Faropenem und den Stdmmen S. aureus und S. pneumoniae ist ebenfalls im in-vitro
Modell bei therapeutisch relevanten Dosierungen kein Unterschied im Absterbeverhalten ohne
und mit Zusatz von Albumin zu erkennen. Hier liegt der maximale Plasmaspiegel einer 300 mg
Faropenem Dosis bei 11,8 pg/mL und damit um 50 % hoher als die Grenzkonzentration (8
ng/mL) beider Erreger (vgl. Abb. 3.17 und 3.18).

Im Gegensatz zu dieser Beobachtung kommt es bei Faropenem mit H. influenzae bei Simulation
mit Albumin nur zu einem bakteriostatischen, bei Simulation ohne Albumin dagegen zu einem
bakteriziden Effekt (vgl. Abb. 3.19). Die Grenzkonzentration, ab der die Proteinbindung bei
Faropenem und H. influenzae keine Auswirkung mehr auf die Wirkung der Substanz hat, liegt
bei 32 pg/mL (vgl. Tab. 3.4) und damit weit oberhalb des Cpax (11,8 pg/mL) der eingesetzten
300 mg Dosis Faropenem. Demzufolge befindet sich das gesamte Konzentrations-Zeit-Profil
dieser Simulation unterhalb der Grenzkonzentration. Daher ist bei H. influenzae, dessen MHK
(0,5 mg/L) im Bereich des theoretisch frei vorliegenden Ci,x (0,7 mg/L) von Faropenem bei
Albuminzusatz anzusiedeln ist, die Faropenemkonzentration nicht ausreichend, um zu einer

Keimzahlreduktion zu fithren.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Theorie von Kunin, Wise und Craig nur
bedingt zutrifft. Zwar wird bei dem zu iiber 80% an Albumin bindenden Antibiotikum
Faropenem die Wirkung verringert, allerdings nur in einem kleinen Konzentrationsbereich. Bei
therapeutisch relevanten Dosierungen oberhalb der Grenzkonzentration kommt es hingegen nicht
notwendigerweise zu einer Verminderung des Effektes.

Unterhalb einer Bindung von 80% beeinflusst die Proteinbindung die Wirkung von Antibiotika
nicht (Ausnahme: 1 x MHK).
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Dartiber hinaus liegt die Grenzkonzentration nicht zwangsldufig, wie von Rolinson

angenommen, bei 100 pg/mL, sondern durchaus auch bei geringeren Konzentrationen.

Nachdem dargestellt wurde, ab welcher Bindungshohe die Wirkung eines Antibiotikums durch
Proteinbindung beeinflusst wird, soll im folgenden geklart werden, wie ein solcher Wirkerlust
quantifiziert werden kann.

Oft wird angenommen, dass Plasmaproteinbindung die Wirkung soweit herabsetze, bis diese
identisch mit der Wirkung der berechneten freien Fraktion sei (vgl. Abb. 4.2). So gehen einige
Autoren davon aus, dass sich der wirksame Anteil relativ einfach ermitteln lasse, und zwar durch
,subtrahieren® des prozentualen Anteils der Proteinbindung von den pharmakokinetischen
Parametern (wie bspw. Cpax, AUC oder dem gesamten Konzentrations-Zeit-Profil). In diesem
Zusammenhang gilt beispielsweise bei der Durchfiihrung von in-vitro Modellen die
ungeschriebene Vorschrift, dass Ergebnisse nur dann als korrekt angesehen werden konnen,
wenn diese ,,Subtraktion der Proteinbindung® im Vorfeld vorgenommenen wird. Also nur der
Anteil des bei dieser Bindung theoretisch frei vorliegenden Antibiotikums simuliert wird
(Lubenko et al., 2003). Auch sollen laut ISAP bei der Kalkulierung der pharmakologischen
Indizes die pharmakokinetischen Parameter auf die ,,ungebundene Fraktion bezogen®, bzw. es
sollte der Grad der Proteinbindung angegeben werden, damit eine Berechnung der freien

Fraktion moglich sei (Mouton et al., 2002) (vgl. 4.1).

Durch die vorgelegten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die komplexen Vorginge im
Zusammenhang mit der Proteinbindung nicht auf eine solch einfache Formel reduziert werden
konnen. Auch schon aufgrund theoretischer Uberlegungen kann eine solche Berechnung
angezweifelt werden. Es ist davon auszugehen, dass der freie Anteil variabel ist, was unter
anderem mit der Sattigung der Albuminbindung zusammenhéngt. Die Zahl der Bindestellen des
Albuminmolekiils ist begrenzt. Nach Absittigung der Bindestellen sinkt bei
Konzentrationssteigerung der Prozentsatz der Proteinbindung. Dementsprechend erhdht sich der
Anteil der freien Fraktion, so dass dieser im Extremfall nahezu der Gesamtmenge des
Antibiotikums entspricht. Dies fiihrt auch zu einer Verringerung des Wirkungsunterschieds
zwischen der Konzentration des frei vorliegenden Antibiotikums und der Gesamtkonzentration
(Perry et al., 2001). Die Hohe der Proteinbindung und somit auch des freien Anteils ist also
variabel, demnach nicht einfach berechenbar. Gut untersucht ist dieses Phianomen fir Ceftriaxon.
Dessen konzentrationsabhidngige Bindung variiert zwischen 95% bei niedrigen (<100 pg/mL),

und 60% bei hohen (>400 pg/mL) Konzentrationen (Popick et al., 1987).
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Unterhalb der Séttigungskonzentration wird iiberwiegend angenommen, dass der Prozentsatz der
Bindung stabil bleibt und der Anteil des frei vorliegenden Antibiotikums nicht variiert. Demnach
konnte davon ausgegangen werden, dass zumindest unterhalb der Sattigungskonzentration die
freie Fraktion einfach berechnet werden konnte. Allerdings ist zu beriicksichtigen, dass aufgrund
des sich  binnen Millisekunden einstellenden dynamischen Gleichgewichts
(Massenwirkungsgesetz) zwischen ungebundener und gebundener Form freies, ,,verbrauchtes*
(entweder durch Elimination oder durch Bindung an bakterielle Rezeptoren) Antibiotikum durch
aus den Proteinbindungen ,,nachdiffundierendes” Antibiotikum ersetzt wird. Letzteres wiirde
dann wirksam, also eine ,,Depotfunktion® ausiiben. Auch unterhalb der Sittigungskonzentration
bestiinde daher eine Variabilitdt des frei vorliegenden Anteils, auBerdem wire ,,mehr* als nur der

theoretisch frei vorliegende Anteil wirksam.

Eigene Untersuchungen konnten diese Uberlegungen bestitigen und zeigen, dass die
Herabsetzung der Wirkung durch Proteinbindung geringer ist als bislang angenommen.

Am Beispiel der Untersuchung von Faropenem und S. aureus in der Batchkultur soll dies
erldutert werden (vgl. hierzu Tab. 3.5). Der ECso-Wert ohne Zusatz von Albumin liegt bei 0,3 x
MHAK, bei dieser Konzentration ist also der halbmaximale Effekt erreicht. Wiirde sich aufgrund
der 94%igen Proteinbindung von Faropenem die Wirkung auf 6% der Gesamtmenge
beschrinken, so miisste in diesem Fall der ECso-Wert mit Albumin identisch mit dem der
berechneten freien Fraktion sein und somit bei 11,8 x MHK liegen. Die Untersuchungen zeigen
allerdings, dass der ECso-Wert mit Albumin bei einer viel niedrigeren Konzentration, nimlich
nur bei 2,7 x MHK liegt. Dies ist zwar hoher als der ECso-Wert ohne Zusatz von Albumin aber
dennoch 4,3 x geringer als der ECsp-Wert des berechneten freien Anteils. Ubertragbar ist diese
Beobachtung auf Faropenem mit den Erregern S. pneumoniae und H. influenzae sowie auf die
Antibiotika Cefoxitin (vgl. Abb. 3.13 a und b) und Trovafloxacin (vgl. Abb. 3.22). Auch im in-
vitro Modell wirkt bei diesen Substanzen die freie Fraktion schwicher als die Gesamtdosis mit

Albumin (vgl. Abb. 3.14,3.17, 3.18, 3.19)

Bei den schwiécher bindenden Antibiotika Cefotaxim, Moxifloxacin und Gatifloxacin, bei denen
gezeigt werden konnte, dass die Proteinbindung die Wirkung des Antibiotikums ohnehin nicht
beeinflusst, ist sowohl im in-vitro Modell als auch in der Batchkultur die Wirkung der

Gesamtdosis mit Albumin mit der Wirkung der berechneten freien Fraktion identisch.
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Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass der gebundene Anteil eine Art
,Depoteffekt ausiibt und wirksam wird, sobald der frei vorliegend Anteil dem dynamischen
Gleichgewicht entzogen wird. Die Wirkung héher bindender Antibiotika durch Proteinbindung
wird zwar herabgesetzt, jedoch bei weitem nicht so stark wie man dies bislang angenommen hat.
Die berechnete freie Fraktion wirkt wesentlich schwicher als die tatsdchlich vorliegende

Gesamtkonzentration mit Albumin.

Die Erkenntnisse, die im Rahmen dieser Arbeit zur Auswirkung der Proteinbindung gewonnen
wurden, konnten in Zukunft zur Optimierung der Dosierung von Antibiotika mit hoher
Proteinbindung (>80%) genutzt werden.

So wire im Einzelfall zu ermitteln, ob die Konzentration am Ort der Infektion oberhalb der
Konzentration liegt, bei der der ECpp-Wert mit Albumin erreicht wird. Ist dies der Fall, kann
davon ausgegangen werden, dass die Proteinbindung keinen Effekt auf die Wirkung des hoch
gebundenen Antibiotikums hat und bei der Dosierung nicht beriicksichtigt werden muss.

Dartiiber hinaus sind die hier gewonnenen Erkenntnisse im Hinblick auf den therapeutischen
Einsatz von potenten Substanzen mit sehr hoher Proteinbindung von Bedeutung. Deren
Entwicklung wird aufgrund der hohen Proteinbindung oftmals nicht weiterverfolgt. Es besteht
indes die Moglichkeit, dass die Proteinbindung bei Dosierungen im therapeutisch relevanten
Bereich keinerlei negativen Einfluss auf die Wirkung hat. Gerade im Hinblick auf die weltweit
zunehmende Resistenzentwicklung gegeniiber Antibiotika ist die Erforschung neuer Substanzen
auBerordentlich wichtig. Antibiotika sollten daher nicht allein aufgrund ihrer hohen

Proteinbindung aus der préklinischen und klinischen Entwicklung ausgeschlossen werden.

Des weiteren wurden in dieser Arbeit zwei Beobachtungen gemacht, die zum einen im
Zusammenhang mit der Pharmakodynamik der P-Laktame stehen und zum anderen einen
weiteren, bislang nicht dargestellten Einfluss von Proteinen aufzeigen.

So konnte bei der Analyse der Absterbekinetiken in der Batchkultur festgestellt werden, dass es
bei Untersuchungen von S. aureus mit den Antibiotika Meropenem und Faropenem bei Einsatz
von héheren Konzentrationen zu niedrigeren Effekten kommt. Dieses paradoxe Phdnomen wird
als ,,Eagle-Effekt* bezeichnet (vgl. Abschnitt 1.6). Ebenso wie in der Batchkultur ist auch im in-
vitro Modell das verminderte Absterben von S. aureus bei hoheren Faropenemkonzentrationen

zu beobachten (vgl. Abb 3.17).
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Die zweite Beobachtung ist die des untypischen Wachstums von H. influenzae. Es konnte
festgestellt werden, dass H. influenzae allein durch Albuminzusatz abstirbt. So wuchs er ohne
Albumin stets besser als mit Albumin (vgl. Abb 3.3). Ahnliche Ergebnisse erhielten auch
MacGowan et al., die dies auf die Anwesenheit von Komplement zuriickfiihrten (vgl. 1.2)
(MacGowan et al., 2004). Diese Tatsache fiihrt nun dazu, dass ein synergistischer Effekt
zwischen Antibiotikum und Albumin nicht ausgeschlossen werden kann. Untersuchungen zur
Proteinbindung setzen jedoch voraus, dass die Zugabe von Protein weder das Wachstum noch
das Absterben eines Erregers beeinflusst. Die Ergebnisse der Untersuchungen mit dem Stamm

H. influenzae sind daher kritisch zu betrachten.

4.1. Pharmakologische Indizes und Proteinbindung

In ihrer Verdffentlichung zur Standardisierung der PK/PD Terminologie verlangt die
International Society of Anti-Infective Pharmacology (ISAP), dass bei der Berechnung der
Pharmakologischen Indizes diese auf die berechnete freie Fraktion bezogen werden miissen
(Mouton et al., 2002). Laut ISAP setzt die Proteinbindung die Wirkung eines Antibiotikums
soweit herab, dass sie der Wirkung der berechneten freien Substanz entspricht. Die Einbeziehung
der kompletten Fraktion in die Berechnung der Indizes wiirde daher nach Vorstellung der ISAP
zu ,falsch-hohen* Werten und im ungiinstigsten Fall zu der fehlerhaften Schlussfolgerung
fiihren, dass die Grenzwerte fiir einen Therapieerfolg bereits erreicht seien.

Durch eigene Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass trotz der identischen Indizes der
Gesamtdosis mit Albumin (nach Abzug der gebundenen Fraktion) und der freien Fraktion die
AAC-Werte, die den tatsdchlich vorherrschenden Effekt widerspiegeln, keinesfalls immer
identisch sind. Vor allem bei den hoch bindenden Antibiotika Cefoxitin und Faropenem ergeben
sich erhebliche Unterschiede. Bei Cefoxitin (vgl. Tab. 3.7 a) liegen beispielsweise fiir S. aureus
die Cnax’MHK-Werte der freien Fraktion und der Gesamtdosis mit Albumin (nach Abzug der
gebundenen Fraktion) beide bei 18,3. Demnach miisste davon ausgegangen werden, dass auch
der Effekt bei beiden Simulationen dhnlich ist. Die AAC-Werte differieren allerdings enorm
(AACqit Albumin: 1,6, die Zellen sterben also ab; AACteie Fraktion: -14,6, hier wachsen die Zellen
an). Dieses Beispiel zeigt, dass gleiche Indizes nicht zwangsldufig gleiche Effekte zur Folge

haben und somit fiir die Vorhersage der antibakteriellen Wirkung nicht geeignet sind.

FEingangs wurde dargelegt, dass oberhalb der Grenzkonzentration die Proteinbindung keinen
Einfluss mehr auf die Wirkung des Antibiotikums hat. Bei Standarddosierungen im in-vitro

Modell werden diese Grenzkonzentrationen beim maximalen Plasmaspiegel (Cia.x) mindestens
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erreicht, vielfach sogar iiberschritten. Es ist daher nicht verwunderlich, dass die AAC-Werte bei
den Simulationen der Gesamtdosis ohne und mit Albumin im in-vitro Modell in fast allen
Féllen nahezu gleich sind. Dies spiegelt sich allerdings bei ,,ordnungsgemafer, ISAP-konformer*
Einbeziehung der Proteinbindung nicht in den Pharmakologischen Indizes wieder. Die Indizes
,mit Albumin® liegen - je nach Hohe der Proteinbindung- um ein Vielfaches niedriger als die
Indizes ,,ohne Albumin®. So liegt der AUC;»/MHK-Wert von Faropenem und S. pneumoniae
ohne Albumin bei 112,5, mit Albumin (nach Abzug der gebundenen Fraktion) nur bei 6,8. Die
AAC-Werte und auch die eigentlichen Absterbekinetiken hingegen sind nahezu gleich (AAConne
Albumin: 26,35 AAChit Albumin: 21,0) (vgl. Abb. 3.18). Aufgrund der niedrigeren Indizes der
Gesamtdosis mit Albumin konnte also irrtiimlich der Eindruck entstehen, dass die Substanz
unwirksam ist. Demnach fiihrt die Berechnung der Pharmakologischen Indizes unter
ausschlieBlicher Zugrundelegung der frei vorliegenden Fraktion zu einer Unterschidtzung der

antibakteriellen Potenz eines Antibiotikums.

4.2 Ausblick

Das Thema ,,Proteinbindung® spaltet die Mikrobiologen in zwei Lager. Eine Gruppe vertritt die
seit Jahrzehnten in der Literatur vorherrschende Annahme, dass Proteinbindung die Wirkung
einer Substanz soweit herabsetzt, bis sie der Wirkung der berechneten freien Fraktion entspricht.
Eine kleinere Gruppe ist der Ansicht, dass sich die im Zusammenhang mit der Proteinbindung
ablaufenden komplexen Vorginge nur unzureichend mit dieser verhiltnismiBig einfachen
Formel darstellen lassen und versucht, dieses Dogma zu durchbrechen. Ansidtze fiir ein
Umdenken in dieser Frage bieten dabei Untersuchungen, wie sie in dieser Arbeit vorgestellt
wurden. Es sind jedoch weitere Untersuchungen sowie Verbesserungen der
Versuchsanordnungen nétig, um vertiefte Kenntnisse tliber die Auswirkungen der

Plasmaproteinbindung zu erhalten.

Im folgenden sollen daher sowohl Mdoglichkeiten zur Verbesserung der Versuchsanordnungen
aufgezeigt, als auch die bislang durchgefiihrten Experimente kritisch betrachtet werden.

In-vitro Modelle bieten zwar den Vorteil der Reproduzierbarkeit und der weitest gehenden
Unabhéngigkeit von FEinflussfaktoren (wie beispielsweise dem Immunsystem oder
interindividuellen Schwankungen in der Pharmakokinetik), konnen jedoch nicht die Komplexitét
von in-vivo Untersuchungen wiederspiegeln. So konnte aufgrund von technischen Limitationen
bei dem in dieser Arbeit verwendeten in-vitro Modell der wichtige Faktor der

Gewebepenetration (vgl. Abschnitt 1.2) nicht beriicksichtigt werden, welcher malBgeblichen
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Einfluss auf die Menge des Antibiotikums am Infektionsort im Gewebe hat und selbst wiederum

von dem Grad der Proteinbindung eines Antibiotikums abhingig ist.

Es ist daher wiinschenswert, bei zukiinftigen Untersuchungen durch technische Verbesserungen
die Moglichkeit zu schaffen, den Faktor ,,Gewebepenetration in den Versuchsaufbau zu
integrieren und so die in-vitro Versuchsanordnungen besser den in-vivo Bedingungen
anzupassen. Denkbar wére hier beispielsweise der Einsatz von Dialysemembranen im Modell,

um die ,,Barriere der korpereigenen Membranen zu simulieren.

Durch den Einsatz von Albumin bei den hier verwendeten in-vitro Methoden kann keine
Aussage dariiber getroffen werden, ob Antibiotika noch an weitere Plasmaproteine, wie
beispielsweise a;-saures Glykoprotein, binden. Es ist denkbar, dass sich durch zusétzliche
Bindungen an andere Plasmaproteine weitere Auswirkungen auf die Pharmakodynamik ergeben.
Der Gebrauch von komplettem Serum anstelle von Albumin kénnte insoweit Abhilfe schaffen,
jedoch bestiinde dann vermehrt die Gefahr, dass die Erreger durch das im Serum enthaltene

Komplementsystem abstiirben.

Um keine ,,Grobabschitzungen® iiber den prozentualen Anteil der freien Fraktion abgeben zu
miissen, ist fiir weitere Untersuchungen eine exakte Bestimmung der Proteinbindung der
Substanzen unerlésslich. Hierbei miisste die Bestimmung der Proteinbindung genau bei den im
in-vitro Modell oder in der Batchkultur vorherrschenden Bedingungen erfolgen. Im Gegensatz
zur gangigen Bestimmung der Proteinbindung mit Albumin und einer physiologischen Losung
(z.B. Kochsalz- oder Ringerldsung) hieBe dies, dass die Proteinbindung mit Albumin und der
entsprechenden Nihrbouillon, wie sie auch in der in-vitro Methode verwandt wird, bestimmt
werden miisste. Dies ist wichtig, da die unterschiedlichen Peptidbestandteile der Nahrbouillon

Auswirkungen auf die Proteinbindungen haben konnten.

Des weiteren miissten auch Parameter wie die so genannte Bindungskonstante genauer
untersucht werden (vgl. Abschnitt 1.3). So besteht die Moglichkeit, dass zwei Antibiotika zwar
prozentual gleich hoch, jedoch unterschiedlich ,,fest binden. Es ist gut vorstellbar, dass sich -
trotz gleicher prozentualer Bindung - aufgrund der unterschiedlichen Bindungsfestigkeit

unterschiedliche Auswirkungen auf die Pharmakodynamik ergeben konnten.
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Viele Aussagen dieser Arbeit stiitzen sich auf die Untersuchungen mit dem hoch bindenden
Antibiotikum Faropenem (PB 94%). Es wire daher interessant zu erfahren, ob die
Proteinbindung auch bei anderen, sehr hoch bindenden Substanzen (>90%) &hnliche
Auswirkungen auf die Pharmakodynamik hat. In der Praxis oft verwendete Antibiotika wie
beispielsweise Ceftriaxon (PB 95%) oder Daptomycin (PB 90 %) wiren geeignete Substanzen
(Safdar et al., 2004, Scaglione ef al., 1990). Besonders gute Untersuchungsmoglichkeiten diirften
auch Antimykotika bieten, da es sich dabei hdufig um Substanzen handelt, die sich durch eine
sehr hohe Proteinbindung auszeichnen (z.B. Itraconazol (PB 99,8%) oder Caspofungin (PB
96,5%) (Fachinformation Sempera®, 2004, Fachinformation Cancidas®, 2004).
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5. Zusammenfassung

Proteinbindung beeinflusst die Pharmakodynamik eines Antibiotikums nur in einem kleinen
Konzentrationsbereich, nidmlich zwischen ,.keinem Effekt und ,,EC;q9 mit Albumin'“. Ist die
Konzentration, die fiir das Erreichen dieses maximalen Effekts nétig ist, iiberschritten, so wird
durch die Bindung an Albumin die Wirkung nicht beeintrdchtigt. Dies ist oftmals bei
therapeutisch genutzten Dosierungen der Fall.

Unterhalb von 80% wird die Wirkung eines Antibiotikums durch Proteinbindung nicht
beeinflusst. Eine Ausnahme bildet lediglich der Einsatz einer Konzentration, die der MHK

entspricht. Diese Konzentration ist allerdings therapeutisch nicht relevant.

Zwar wird die Wirkung bei Antibiotika durch Bindung an Plasmaproteine in einem kleinen
Konzentrationsbereich herabgesetzt, dies jedoch in einem geringeren Ausmall als bislang
angenommen. Es konnte gezeigt werden, dass keinesfalls zur Ermittlung der wirksamen, also
freien Fraktion, diese einfach (durch Subtraktion des gebundenen Anteils von der eingesetzten
Dosis) berechnet werden sollte. Ebenso ist in diesem Zusammenhang bei der Ermittlung der
pharmakologischen Indizes unter Einbeziehung des berechneten freien Anteils eine optimale

Prognose fiir die Wirkung eines hoch gebundenen Antibiotikums nicht gegeben.

Zudem gibt es keinen absoluten, fiir jedes Antibiotikum und jeden Erreger einheitlichen Wert fiir

die Grenzkonzentration, ab der die Proteinbindung vernachldssigbar ist.

! Konzentration, bei der der maximale Effekt bei Zugabe von Albumin erreicht ist
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7.1 Abkiirzungsverzeichnis
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MHK minimale Hemmkonzentration

uL Mikroliter

pum Mikrometer

mg Milligramm

min Minuten

mod. modifiziert

NaCl Natriumchlorid

n.a. nicht auswertbar

n.b. nicht bestimmt

N Keimzahl

Nmax maximale Keimzahl

N’ korrigierte Keimzahl

0.A. ohne Albumin

PB Proteinbindung

PBPs Penicillin-Binde-Proteine

PD Pharmakodynamik

PI Pharmakologische Indizes

PK Pharmakokinetik

p.o. per oral

Rmax maximale Keimzahlreduktion

SD Standardabweichung

t Zeit

ti Halbwertszeit

Tomuk kumulativer Zeitraum, wihrend dem der simulierte Plasmaspiegel
oberhalb der MHK des Erregers liegt

Tab. Tabelle

tmax Zeit, bei der der maximale Plasmaspiegel des Antibiotikums erreicht ist

UN Ubernachtkultur

v Volumen

vd Verteilungsvolumen

WK Wachstumskontrolle

ZK Zentralkompartiment

+ mit Albumin

- ohne Albumin
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7.2 Eingesetzte Dosierungen der Antibiotika in der Batchkultur
Die Tabellen des Abschnitts 7.2 zeigen die in der Batchkultur -eingesetzten

Antibiotikakonzentrationen fiir die jeweiligen Simulation (ohne/ mit Albumin; freier Anteil) und

Erreger (S. aureus, H. influenzae, S. pneumoniae).

7.2.1 Meropenem

Tabelle 7.1: Eingesetzte Konzentrationen von Meropenem in der Batchkultur

S. aureus H. influenzae | S. pneumoniae
ohne/ mit ohne/ mit ohne/ mit
Albumin Albumin Albumin

nx MHK | Konz. [mg/L] | Konz. [mg/L] | Konz. [mg/L]

0,5 0,125 0,03 0,5

1 0,25 0,06 1

2 0,5 0,125 2

4 1 0,25 4

8 2 0,5 8

16 4 1 16

32 8 2 32

64 16 4 64

128 32 8 128

7.2.2 Cefotaxim

Tab. 7.2: Eingesetzte Konzentrationen von Cefotaxim in der Batchkultur

S. aureus H. influenzae S. pneumoniae
ohne/ mit | freier | ohne/ mit | freier | ohne/ mit | freier
Albumin | Anteil | Albumin | Anteil | Albumin | Anteil
n x MHK Konz. [mg/L] Konz. [mg/L] Konz. [mg/L]
0,5 1 0,63 0,03 0,019 |0,25 0,151
1 2 1,26 0,06 0,038 |0,5 0,302
2 4 2,52 0,125 0,076 |1 0,63
4 8 5,04 0,25 0,151 |2 1,26
8 16 10,08 0,5 0,302 |4 2,52
16 32 20,16 |1 0,63 |8 5,04
32 64 40,32 |2 1,26 |16 10,08
64 128 80,64 |4 2,52 |32 20,16
128 256 161,28 |n.b. n.b. n.b. n.b.

n.b.: nicht bestimmt
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7.2.3 Cefoxitin

Tab. 7.3: Eingesetzte Konzentrationen von Cefoxitin in der Batchkultur

7.2.4 Faropenem

Tab. 7.4: Eingesetzte Konzentrationen von Faropenem in der Batchkultur

S. aureus H. influenzae
ohne/ mit | freier | ohne/ mit | freier
Albumin | Anteil | Albumin | Anteil
n x MHK Konz. [mg/L] Konz. [mg/L]
0,5 2 0,6 2 0,6
1 4 1,2 4 1,2
2 8 2,4 8 2,4
4 16 4.8 16 4,8
8 32 9,6 32 9,6
16 64 19,2 64 19,2
32 128 38,4 128 38,4
64 256 76,8 256 76,8
128 512 153,6 [n.b. n.b.

S. aureus H. influenzae S. pneumoniae
ohne/ mit | freier | ohne/ mit | freier | ohne/ mit | freier
Albumin | Anteil | Albumin | Anteil | Albumin | Anteil
n x MHK Konz. [mg/L] Konz. [mg/L] Konz. [mg/L]
0,5 0,06 0,004 0,25 0,015 (0,125 0,0072
1 0,125 0,0072 10,5 0,03 (0,25 0,015
2 0,25 0,015 1 0,06 10,5 0,03
4 0,5 0,03 2 0,125 |1 0,06
8 1 0,06 4 0,25 |2 0,125
16 2 0,125 |8 0,5 4 0,25
32 4 0,25 16 1 8 0,5
64 8 0,5 32 2 16 1
128 16 1 64 4 32 2
200 n.b. n.b. n.b n.b 50 3

n.b.: nicht bestimmt
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7.2.5 Gatifloxacin, Moxifloxacin, Trovafloxacin

Tab. 7.5: Eingesetzte Konzentrationen von Gatifloxacin, Moxifloxacin und Trova-

floxacin gegeniiber S. aureus in der Batchkultur

GATI - 8. aureus | MOXI - S. aureus | TROVA - S.aureus
ohne/ mit | freier | ohne/ mit | freier | ohne/ mit | freier
Albumin | Anteil | Albumin | Anteil | Albumin | Anteil
n x MHK Konz. [mg/L] Konz. [mg/L] Konz. [mg/L]
0,5 0,03 0,024 10,03 0,019 (0,03 0,0072
1 0,06 0,048 10,06 0,038 (0,06 0,0144
2 0,125 0,096 (0,125 0,076 (0,125 0,029
4 0,25 0,19 0,25 0,151 (0,25 0,058
8 0,5 0,38 0,5 0,302 (0,5 0,115
16 1 0,77 1 0,63 1 0,23
32 2 1,54 2 1,26 |2 0,46
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7.3 Simulierte Konzentrations-Zeit-Profile der f-Laktame im in-vitro Modell
Im Abschnitt 7.3 sind die Konzentrations-Zeit-Profile der B-Laktam-Antibiotika iiber einen

Zeitraum von 24 Stunden fur die Simulation im in-vitro Modell vorzufinden.

7.3.1 Meropenem

Tabelle 7.6: Konzentrations-Zeit-Profil iiber 24 h im in-vitro Modell nach einer 500
mg Kurzinfusion (30 min) von Meropenem (Daten nach Bax et al., 1989)

Zeit [h] Konz. [mg/L]|
0 0
0,5 26

1 13,9
1,5 7,4
2 3,9
3 1,9
4 0,9
5 0,5
6 0,3
8 0
10 0

12 0
24 0

7.3.2 Cefotaxim

Tabelle 7.7: Konzentrations-Zeit-Profil {iber 24 h im in-vitro Modell nach einer 2 g
bzw. einer 1,26 g (63% von 2 g) Kurzinfusion (30 min) von Cefotaxim (Daten nach
Vallee et al., 1991)

Zeit [h] Konz. [mg/L] [Konz. [mg/L] |
Dosis: 2 g Dosis: 1,26 g

0 0,00 0,00

0,5 125,83 79,27

1 72,76 45,84

1,5 42,07 26,51

2 24,33 15,33

3 8,13 5,12

4 4,84 3,05

5 2,88 1,82

6 1,72 1,08

8 0,61 0,38

10 0,22 0,14

12 0,08 0,05

24 0,00 0,00
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7.3.3 Cefoxitin

Tabelle 7.8: Konzentrations-Zeit-Profil iiber 24 h im in-vitro Modell nach einer 2 g
bzw. einer 0,6 g (30% von 2 g) iv Bolus Applikation von Cefoxitin (Daten nach Ko

et al., 1989)
Zeit [h] Konz. [mg/L] [Konz. [mg/L] |
Dosis: 2 g Dosis: 0,6 g
0 244 73,2
0,5 70,71 21,213
1 32,86 9,858
1,5 18,97 5,691
2 10,95 3,285
3 5,49 1,647
4 2,75 0,825
5 1,38 0,414
6 0,69 0,207
8 0,17 0,051
10 0,04 0,012
12 0,01 0,003
24 0 0

7.3.4 Faropenem

Tabelle 7.9: Konzentrations-Zeit-Profil iber 24 h im in-vitro Modell nach einer 300

mg bzw. einer 18 mg (6% von 300 mg) per oralen Applikation von Faropenem
(Daten nach Dalhoff, 2001)

Zeit [h] Konz. [mg/L] |[Konz. [mg/L]
Dosis: 300 mg|Dosis: 18 mg

0 0 0

0,5 9,8 0,588

1 11,8 0,708

1,5 9,5 0,57

2 6,4 0,384

3 3,5 0,21

4 1,85 0,111

5 1 0,06

6 0,55 0,033

8 0 0

10 0 0

12 0 0

24 0 0
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7.4 Experimentell in der Batchkultur ermittelte sowie rechnerisch modifizierte AAC-Werte
Im den Tabellen des Abschnitts 7.4 sind die in der Batchkultur experimentell ermittelten AAC-
Werte aufgefiihrt. Aus diesen Werten wurden die Konzentrations-Wirkungsbeziehungen in den
Abschnitten 3.5 und 3.6 erstellt. Zudem zeigen die farbig unterlegten Teile der Tabellen die nach
Methode 2.2.9.1.4 modifizierten AAC-Werte fiir die Berechnung der Parameter im Emax-

Modell herangezogen wurden.

7.4.1 Meropenem

Tabelle 7.10: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACe-
Werte von Meropenem gegeniiber S. aureus in der Batchkultur

S. aureus experimentell ermittelte modifizierte AAC¢,-Werte
AACGh'Werte
n x MHK ohne Albumin mit Albumin |ohne Albumin mit Albumin
0,5 -6,57| -8,93 4,85 2,49
1 0,75 -2,24 12,17 9,18
2 8,05 8,95 19,47 20,37,
4 11,27 12,37 22,69 23,79
8 15,49 17,44 26,91 28,86
16 14,12 16,25 25,54 27,67
32 10,03 7,84 21,45 19,26
64 10,29 7,25 21,71 18,67
128 8,36 5,97 19,78 17,39

Tabelle 7.11: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACe-
Werte von Meropenem gegentiiber S. pneumoniae in der Batchkultur

S. pneumoniae| experimentell ermittelte modifizierte AACg,-Werte
AACGh'Werte
n x MHK ohne Albumin | mit Albumin| ohne Albumin mit Albumin

0,5 -8,07 -6,13 1,375 3,315

1 -0,99 1,44 8,455 10,885

2 8,37 2,46 17,815 11,905

4 6,40 5,83 15,845 15,275

8 8,12 7,43 17,57 16,875

16 9,30 7,74 18,745 17,185

32 11,65 12,06 21,095 21,505
64 12,23 11,78 21,675 21,225
128 12,30 13,36 21,745 22,805
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Tabelle 7.12: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACgp-
Werte von Meropenem gegeniiber H. influenzae in der Batchkultur
H. influenzae experimentell ermittelte modifizierte AACg,-Werte
AACg,-Werte
n x MHK ohne Albumin |mit Albumin |ohne Albumin mit Albumin
0,5 -7,60 -5,89 0,195 1,905
1 -3,70 -1,23 4,095 6,565
2 2,76 4,77 10,56 12,565
4 5,34 4,99 13,135 12,785
8 6,35 5,47 14,145 13,265
16 7,48 6,33 15,275 14,125
32 7,37 4,97 15,165 12,765
64 6,30 4,03 14,095 11,825
128 5,82 3,84 13,615 11,635
7.4.2 Cefotaxim
Tabelle 7.13: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACgp-
Werte von Cefotaxim gegeniiber S. aureus in der Batchkultur
S. aureus experimentell ermittelte modifizierte AACg,-Werte
AACg,-Werte
n x MHK ohne Albumin  mit Albumin [freier Anteil |ohne Albumin mit Albumin  freier Anteil
0,5 -0,78 -3,77 -1,39 10,64 7,65 10,03
1 4,60 3,13 3,95 16,02 14,55 15,37
2 4,96 3,63 4,10 16,38 15,05 15,52
4 5,13 4,10 4,33 16,55 15,52 15,75
8 5,37 5,66 4,82 16,79 17,08 16,24
16 8,78 6,53 4,78 20,20, 17,95 16,20
32 10,56 8,06 5,11 21,98 19,48 16,53
64 6,50 6,49 5,30 17,92 17,91 16,72
128 7,82 7,42 6,69 19,24 18,84 18,11
Tabelle 7.14: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACep-
Werte von Cefotaxim gegeniiber S. pneumoniae in der Batchkultur
S. pneumoniae experimentell ermittelte modifizierte AACg,-Werte
AACsh-Werte
n x MHK ohne Albumin  mit Albumin [freier Anteil |ohne Albumin mit Albumin  [freier Anteil
0,5 0,77 3,29 1,27 10,22 12,74 10,72
1 5,43 7,08 5,15 14,88 16,53 14,60
2 4,13 3,64 5,89 13,58 13,09 15,34
4 4,66 3,52 6,71 14,11 12,97 16,16
8 5,11 3,39 6,43 14,56 12,84 15,88
16 6,03 3,65 7,42 15,48 13,10 16,87
32 5,83 4,63 7,91 15,28 14,08 17,36
64 6,30 4,79 6,74 15,75 14,24 16,19
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Tabelle 7.15: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACgp-
Werte von Cefotaxim gegeniiber H. influenzae in der Batchkultur

H. influenzae

experimentell ermittelte

modifizierte AACg,-Werte

AACg,-Werte
n x MHK ohne Albumin |mit Albumin ffreier Anteil |ohne Albumin mit Albumin  [freier Anteil
0,5 -2,66 -0,72 -6,22 5,14 7,08 1,58
1 2,22 1,98 -2,55 10,02 9,78 5,25
2 1,88 1,25 2,47 9,68 9,05 10,27
4 4,93 3,71 5,79 12,73 11,51 13,59
8 4,70 4,36 5,78 12,50 12,16 13,58
16 4,43 4,20 5,10 12,23 12,00 12,90
32 4,13 3,75 4,68 11,93 11,55 12,48
64 3,71 3,71 3,34 11,51 11,51 11,14

7.4.3 Cefoxitin

Tabelle 7.16: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACep-
Werte von Cefoxitin gegeniiber S. aureus in der Batchkultur

S. aureus experimentell ermittelte modifizierte AAC¢,-Werte
AACSh'Werte

n x MHK ohne Albumin  |mit Albumin freier Anteil |ohne Albumin mit Albumin  |[freier Anteil
0,5 -9,48 -9,62 -11,52 1,94 1,8 -0,10
1 -1,13 -7,82 -11,95 10,29 3,6 -0,53
2 11,69 9,78 -10,59 23,11 21,2 0,83
4 12,17 10,85 4,49 23,59 22,27 15,91
8 9,17 6,47 9,47 20,59 17,89 20,89
16 9,00 6,86 8,82 20,42 18,28 20,24
32 8,87 7,26 5,35 20,29 18,68 16,77
64 8,67 7,18 3,82 20,09 18,6 15,24
128 11,25 7,7 4,94 22,67 19,12 16,36

Anmerkung: Die weil} unterlegten negativen modifizierten Werte wurden fiir die Berechnung des
Emax-Modells gleich ,,Null“ gesetzt (vgl. 2.2.9.1.4)

Tabelle 7.17: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACe-
Werte von Cefoxitin gegeniiber H. influenzae in der Batchkultur

H. influenzae

experimentell ermittelte

modifizierte AACg,-Werte

AACsh'Werte
n x MHK ohne Albumin  mit Albumin [freier Anteil |ohne Albumin mit Alboumin  freier Anteil

0,5 -8,20 -4,45 -9,58 -0,40 3,35 -1,79

1 -6,28 -5,98 -7,97| 1,52 1,82 -0,18

-1,23 -1,14 -7,75 6,57 6,66 0,04

4 0,22 1,03 -4,86) 8,02 8,83 2,94

8 1,86 2,21 1,41 9,66 10,01 9,21

16 2,10 2,50 3,54 9,90 10,30 11,34

32 3,11 2,79 5,46 10,91 10,59 13,26

64 4,71 3,63 5,04 12,51 11,43 12,84

Anmerkung: Die weil} unterlegten negativen modifizierten Werte wurden fiir die Berechnung des
Emax-Modells gleich ,,Null“ gesetzt (vgl. 2.2.9.1.4)
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7.4.4 Faropenem

Tabelle 7.18: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACep-

Werte von Faropenem gegeniiber S. aureus in der Batchkultur

S. aureus experimentell ermittelte modifizierte AACg,-Werte
AACsh-Werte

n x MHK ohne Albumin  mit Albumin ffreier Anteil |ohne Albumin mit Albumin  freier Anteil
0,5 1,02 -6,27| -10,16 12,44 5,15 1,26
1 9,82 -6,43 -11,55 21,24 4,99 -0,13
2 10,54 -2,09 -9,68 21,96 9,33 1,74
4 11,68 1,64 -8,10 23,1 13,06 3,32
8 13,37 10,91 1,02 24,79 22,33 12,44
16 15,07 12,35 9,82 26,49 23,77 21,24
32 14,15 10,58 10,54 25,57 22 21,96
64 12,21 11,79 11,68 23,63 23,21 23,10
128 9,40 11,25 13,37 20,82 22,67 24,79

Anmerkung: Die weil} unterlegten negativen modifizierten Werte wurden fiir die Berechnung des
Emax-Modells gleich ,,Null* gesetzt (vgl. 2.2.9.1.4)

Tabelle 7.19: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACe-

Werte von Faropenem gegeniiber S. pneumoniae in der Batchkultur

S. pneumoniae experimentell ermittelte modifizierte AACg,-Werte
AACg,-Werte

n x MHK ohne Albumin  |mit Albumin ffreier Anteil |ohne Albumin mit Albumin  [freier Anteil
0,5 -8,74 -8,69 -9,66 0,71 0,76 -0,22
1 -9,51 -7,84 -9,50 -0,06) 1,61 -0,05
2 -5,17| -8,87| -9,41 4,28 0,58 0,04
4 4,73 -9,08 -9,02 14,18 0,37 0,43
8 8,71 -7,94 -8,74 18,16 1,51 0,71
16 11,51 4,86 -9,51 20,96 14,31 -0,06)
32 10,91 10,65 -5,17| 20,36 20,10 4,28
64 14,86 15,18 4,73 24,31 24,63 14,18
128 14,58 14,19 8,71 24,03 23,64 18,16
264 n.b. 12,30 n.b. n.b. 21,75 n.b.

Anmerkung: Die weill unterlegten negativen modifizierten Werte wurden fiir die Berechnung des
Emax-Modells gleich ,,Null“ gesetzt (vgl. 2.2.9.1.4)



7. Anhang

110

Tabelle 7.20: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACgp-
Werte von Faropenem gegeniiber H. influenzae in der Batchkultur

H. influenzae

experimentell ermittelte

modifizierte AACg,-Werte

AACg,-Werte

n x MHK ohne Albumin |mit Albumin ffreier Anteil |ohne Albumin mit Albumin  [freier Anteil
0,5 -4,91 -9,15 -9,11 2,885 -1,355 -1,32
1 -0,31 -8,36) -9,06) 7,485 -0,565 -1,27|
3,88 -6,77| -8,29 11,675 1,025 -0,49
4 4,67 -3,15 -8,35 12,465 4,645 -0,56)
8 5,19 -1,80 -4,91 12,985 5,995 2,89
16 5,68 0,6 -0,31 13,475 8,395 7,49
32 9,17 7,89 3,88 16,97 15,685 11,68
64 8,79 8,35 4,67 16,585 16,145 12,47
128 7,14 4,14 5,19 14,935 11,935 12,99

Anmerkung: Die weil unterlegten negativen modifizierten Werte wurden fiir die Berechnung des
Emax-Modells gleich ,,Null“ gesetzt (vgl. 2.2.9.1.4)

7.4.5 Gatifloxacin

Tabelle 7.21: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACep-
Werte von Gatifloxacin gegeniiber S. aureus in der Batchkultur

S. aureus experimentell ermittelte modifizierte AACg,-Werte
AACsh-Werte
n x MHK ohne Albumin  mit Albumin ffreier Anteil |ohne Albumin mit Alboumin  freier Anteil
0,5 -6,93 -8,006 -7,29 4,49 3,36 413
1 2,04 0,88 -2,20 13,46 12,3 9,22
2 9,65 12,48 8,58 21,07 23,9 20,00
4 18,40 17,94 18,40 29,82 29,36 29,82
8 18,47 20,54 17,54 29,89 31,96 28,96
16 20,86 20,09 17,65 32,28 31,51 29,07
32 22,53 21,92 22,37 33,95 33,34 33,79
7.4.6 Moxifloxacin

Tabelle 7.22: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACgp-
Werte von Moxifloxacin gegeniiber S. aureus in der Batchkultur

S. aureus experimentell ermittelte modifizierte AACg,-Werte
AACg,-Werte

n x MHK ohne Albumin  |mit Albumin ffreier Anteil |ohne Albumin mit Albumin  [freier Anteil
0,5 -2,14 -3,42 -5,04 9,28 8 6,38
1 6,12 8,19 0,98 17,54 19,61 12,40
11,22 8,85 6,96 22,64 20,27 18,38
4 13,89 14,21 13,21 25,31 25,63 24,63
8 16,39 15,28 14,44 27,81 26,70 25,86
16 18,75 19,49 17,65 30,17 30,91 29,07
32 19,19 20,12 18,84 30,61 31,54 30,26
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7.4.7 Trovafloxacin

Tabelle 7.23: Experimentell ermittelte sowie die rechnerisch modifizierten AACgp-

Werte von Trovafloxacin gegeniiber S. aureus in der Batchkultur

S. aureus experimentell ermittelte modifizierte AACg,-Werte
AACg,-Werte

n x MHK ohne Albumin  |mit Albumin ffreier Anteil |ohne Albumin mit Albumin  [freier Anteil
0,25 -8,6) -9,82 -10,38 2,82 1,6 1,04
0,5 -3,72 -8,96 -9,49 7,7 2,46 1,93
1 4,75 -0,50 -7,26 16,17 10,92 4,16
2 8,93 9,56 0,75 20,35 20,98 12,17
4 11,65 12,39 3,84 23,07 23,81 15,26
8 16,45 14,69 8,68 27,87 26,11 20,10
16 19,34 17,89 13,09 30,76 29,31 24,51
32 17,24 16,87 14,17 28,66 28,29 25,59
64 25,24 23,34 19,09 36,66 34,76 30,51




7. Anhang 112

7.5 Absterbekinetiken in der Batchkultur

Die im Abschnitt 7.5 aufgefiihrten Tabellen zeigen die in der Batchkultur bei unterschiedlichen
Antibiotikakonzentrationen  ermittelten  logarithmierten und vom Logarithmus des
Ausgangsinokulums subtrahierten Zeitwerte (= log A KBE/mL-Werte) fiir die Stunden 0-6 der

einzelnen Antibiotika gegeniiber den einzelnen Erregern.
7.5.1 Log A KBE/ mL —Werte fiir Meropenem
Tabelle 7.24: Log A KBE/mL—Werte fiir die unterschiedlichen Meropenem-

konzentrationen (0,5-128x MHK) sowohl ohne als auch mit Albumin gegeniiber den
Erregern S. aureus, S. pneumoniae und H. influenzae in der Batchkultur

Meropenem gegenliiber S. aureus

Zeit (h) | 0,5 x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK 64 x MHK 128 x MHK
oA. | mA.| oA. | mA.| oA | mA. | oA | mA.| oA. | mA.| o A. | mA. | oA. m.A. 0.A. m.A. | oA m.A.
0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 ] 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
0,5 0,16 0,49 0,211 0,18 | 0,17 | -0,05] 0,19 | 0,25 | 0,06 | 0,09 | -0,10| 0,12 ] -0,09 | 0,01 | -0,41 | -0,11 | -0,25 ]| -0,30
1 0,42]062] 0,37]0,34| 0,33 -0,10]-045|-025| -1,41]-159]|-1,07| -067] -0,56 | -0,45 | -0,86 | -0,66 | -0,75 | -0,47

1,5 0,71 (0,74 0,41 | 0,46 | -0,06| 0,01 | -1,56 | -1,80] -2,32 | -2,79| -2,02 | -2,43 | -1,08 | -0,64 | -1,09 | -0,88 | -0,94 | -0,51
2 0,78 0,77] 0,47 | 0,69 | -0,61| -0,70 | -1,87 | -2,33 | -2,66 | -3,17 | -2,59 ] -3,00 | -1,80 | -0,94 | -1,34 | -1,22 | -1,11 | -0,73
3 1,05]1,68|-0,16] 0,60 | -1,72| -1,89 | -2,28 | -2,83 | -3,16 | -3,38 | -2,74| -3,52 | -2,10 | -1,57 | -1,79 ] -1,27 | -1,56 | -0,91
4 1,651 2,13[-0,62] 0,31 | -2,28 | -2,45 | -2,65| -2,87 | -3,38 | -3,45| -3,07| -3,49 ] -2,38 | -1,69 | -2,11 | -1,44 | -1,70 | -1,44
5
6

1,82]2,38(-053] 0,17 | -2,53 | -2,68 | -2,78 | -2,77 | -3,37 | -4,01| -3,18 | -3,57 | -2,119 | -2,07 | -2,80 | -1,72 | -2,12 | -1,54
1,84 ] 2,44 |-055] 0,28 |-255] -2,68 | -2,50| -2,561| -3,53 | -4,17 | -3,18 | -3,84 | -2,31 | -2,556 | -2,82 | -2,12 | -2,37 | -1,77

Meropenem gegeniiber S. pneumoniae

Zeit (h) | 0,5 x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK 64 x MHK 128 x MHK
oA. | mA. | oA | mA.| oA | mA. | oA | mA. | oA. | mA.| oA . | mA. | oA m.A. 0.A. m.A. | oA m.A.
0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00/ 0,00/ 0,00 0,00f 0,00f 0,00
0,5 0,29]0,15| 0,03 0,38 | 0,09 | 0,03 | -0,20| 0,15 | -0,28 | -0,13| -0,64 | -0,26 | -0,44| -0,54| -0,26] -0,51| -0,56] -0,66
1 0,50 0,22| 0,07 | 0,33 |-0,26 | -0,18 | -0,30 | -0,18 | -0,56 | -0,42 | -0,83| -0,49 | -0,88| -0,94| -0,92| -1,02| -0,96] -1,23

1,5 0,77 {045} 0,00 | 0,26 | -0,54| 0,34 | -0,47 | -0,42] -0,81 | -0,71] -1,01] -0,73 | -1,10] -1,10| -1,47| -1,35[ -1,44] -1,69
2 0,98 (061]-008]0,34|-0,84] 0,21 | -0,72| -0,52 ] -0,90 | -0,86 | -1,13] -0,99 | -1,48] -1,60| -1,76] -1,61[ -1,82] -1,97
3 1291089 0,151 0,31|-1,44] -0,30 | -1,05]-092| -1,43 | -1,27 | -1,65| -1,37 | -2,29] -2,22| -218] -2,06] -2,19] -2,27
4 1,77 11,28 | 0,44 |1 0,02 | -2,26 | -0,70 | -1,40 | -1,40| -1,71 | -1,66 | -1,94 | -1,59 | -2,56] -2,66| -2,72 -2,58] -2,65| -2,81
5
6

2,15{1,82] 0,30 0,19|-2,26| -1,06 | -1,89 | -1,79] -2,21 | -2,04 | -2,35] -2,08 | -2,88] -3,02| -2,97| -2,87[ -2,98] -3,22
2,67 (256 0,18 | 0,40 | -2,84| -1,29 | -2,08 [ -2,19] -2,54 | -2,39| -2,72| -2,41 | -3,22| -3,34| -3,42| -3,25| -3,28] -3,58

Meropenem gegentiber H. influenzae

Zeit (h) | 0,5x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK 64 x MHK 128 x MHK
oA. | mA.| oA. | mA.| oA .| mA. | oA. | mA.| oA. | mA.| o A. | mA. | oA. m.A. 0.A. m.A. | oA m.A.
0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00/ 0,00/ 0,00 0,00f 0,00f 0,00
0,5 0,35]0,24] 0,32 0,05 0,19 | 0,15 | 0,01 | 0,07 | -0,04 | 0,17 | 0,00 | 0,05 -0,15] -0,20| -0,07| n.a. -0,19] 0,01
1 0,401 053] 0,47 |1 0,25 0,28 | 0,07 | -0,31| 0,05 | -0,33] 0,10 | -0,69| -0,04 ] -0,09] -0,12| -0,33] -0,07| -0,25] -0,28

1,5 0,55(044] 064 |042]| 0,12 | 0,11 | -0,52 | -0,14] -0,67 | -0,03] -0,92] -0,31 | -0,59] -0,26] -0,68] -0,40[ -0,50] -0,43
2 0,78 063| 0,59 | 0,47 | -0,06 | -0,25 | -0,76 | -0,65] -1,07 | -0,31 | -1,22] -0,52 | -0,96] -0,53| -0,95| -0,43[ -0,71] -0,40
3 1,151 0,93 0,78 | 0,22 | -0,14] -0,99 | -1,03] -1,28| -1,18 | -1,19| -1,51| -1,31] -1,67| -0,80[ -1,20f -0,65| -1,08] -0,67
4 165]1,31| 062 ]019|-0,77] -1,43 | -1,19]-1,36| -1,28 | -1,48| -1,56| -1,56 | -1,75] -1,34 -1,42f -0,85] -1,09] -0,95
5
6

2,35(164] 0,71 ]0,06|-122| -145]|-137|-1,21] -164 | -1,77]|-1,75] -1,90 | -1,87] -1,34] -1,57| -1,26[ -1,69] -0,92
243(188] 083]0,09]|-177|-174]|-154|-129] -186|-181]-190] -2,03| -1,89] -1,61] -1,71] -1,36[ -1,90] -1,28

Legende: 0.A.= ohne Albumin; m.A.= mit Albumin; n.a.= nicht auswertbar
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7.5.2 Log A KBE/ mL —Werte fiir Cefotaxim

Tabelle 7.25: Log A KBE/mL—Werte fiir die unterschiedlichen Cefotaxim-
konzentrationen (0,5-128 x MHK) sowohl ohne und mit Albumin als auch fiir die
Konzentrationen des freien Anteils gegeniiber den Erregern S. aureus, S. pneumoniae
und H. influenzae in der Batchkultur

Cefotaxim gegeniiber S. aureus

13

Zeit (h) MHK.

f.An.

0 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 ( 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

0,5 0,23 0,31) 0,13 | 0,20 | 0,08 | 0,01 | 0,05 | 0,13 [ 0,20 | 0,04 | -0,18] 0,18 | 0,11 | -0,40 | -0,12 | -0,21 | -0,40 [ 0,04 | -0,61 | -0,47 | -0,01 | -0,08 | -0,08 | -0,22 | -0,19 | -0,07 | 0,05

1 0,20 (0,28 0,43 | 0,19 | -0,01| -0,02 | -0,17 | -0,04 [ 0,08 | -0,40 | -0,31] -0,02 | -0,13 | -0,62 | -0,16 | -0,73 | -0,60 | -0,14 | -1,04 | -1,00 | -0,24 | -0,41 | -0,21 | -0,33 | -0,60 | -0,41 | -0,24

1,5 0,17 | 0,41 0,30 | -0,07] 0,01 | 0,00 | -0,24] -0,21 [ 0,03 | -0,40 -0,38] 0,03 | -0,61 | -0,76 | -0,30 | -1,01 | -0,95 | -0,27 | -1,37 | -0,96 | -0,43 | -0,87 | -0,84 | -0,57 | -0,75 | -1,08 | -0,43

2 0,15) 0,41 0,27 | -0,28| -0,18 | -0,31 | -0,53 | -0,37 | -0,19 [ -0,80 | -0,68 ] -0,07 | -0,81 | -0,89 | -0,60 | -1,26 | -0,90 [ -0,54 | -1,54 | -1,30 | -0,66 | -0,67 | -0,78 [ -0,71 | -1,08 | -1,38 | -0,70

3 0,03 | 0,60 0,15 | -0,75] -0,51| -0,64 | -1,00 | -0,67 | -0,61 [ -1,04 | -0,65] -0,74 | -1,00 [ -0,96 | -0,86 | -1,63 | -1,15 | -0,85 | -1,85] -1,22 | -0,91 | -1,29 | -1,25 | -0,90 | -1,32 | -1,42 | -1.45

4 031/085] 0,22 [-1,25]|-082| -1,04 | -1,11]-0,85( -1,13 [ 1,10 -0,93] -1,02 | -1,15 | -1,18 | -1,02 | -1,91 | -1,37 [ -1,18 | -2,16 | -1,69 | -1,18 | -1,40 | -1.43 | -0,94 | -1.84 | -1.43 | -1.47

5 0,03)0,93) 0,28 | -1,59|-1,08| -1,26 | -1,47| -1,14 | -1,51 [ -1,31]-1,04] -1,63 | -1,30 | -1,82 | -1,42 | -2,10 | -1,55 | -1,42 | -2,47 | -1,87 | -1,40 | -1,60 | -1,71 [ -1,58 | -2,06 | -1,78 | -1,90

6 -0,01{ 1,18 0,25 [-1,94)| -1,27 | 1,55 | -1,61|-1,27| -1,72 | -1,41] -1,06| -1,93 | -2,00 | -1,30 | -1,57 | -2,44 | 1,62 | -1.45| -2,82 | -214 | -1,61 | -2,07 | -1,92 | -1,70 | -2,03 | -1,93 | -2,06

Cefotaxim gegenliber S. pneumoniae

Zeit (h) 0,5 x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK 64 x MHK 128 x MHK

oA. |mA.| fAn. | o A. | mA. | fAn. | oA | m.A. [ fAn. [ oA | mA | fAn. | oA [ mA | fAn. | oA [ mA | fAn. | oA | mA | fAn. [ oA | mA. [ fAn. [ oA | m.A. | fAn.

0 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,09 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,09 [ 0,00 [ 0,00 [ 0,04 | n.b. n.b. n.b.

0,5 0,07 | 0,03 -0,01-0,04]-0,13 | -0,13 | -0,10 -0,05 | -0,07 | -0,11 | -0,12] -0,40 | -0,17 | -0,06 | -0,04 | -0,38 | -0,07 [ -0,34 | -0,49 | -0,06 | -0,39 | -0,56 | -0,31 | -0,51 | n.b. n.b. n.b.

1 0,19 | 0,02 -0,17 | -0,33] -0,65 | -0,33 | -0,16 | -0,16 [ -0,49 | -0,28 | -0,25] -0,57 | -0,26 | -0,13 | -0,43 | -0,53 | -0,27 | -0,56 | -0,62 | -0,28 | -0,62 | -0,61 | -0,34 | -0,70 | n.b. n.b. n.b.

1,5 0,13 ]-0,22] -0,22 | -0,57| -0,90 | -0,51 | -0,25| -0,54 | -0,62 | -0,34 | -0,27 | -0,69 | -0,39 | -0,28 | -0,64 | -0,55 | -0,36 [ -0,71 | -0,54 | -0,58 | -0,85 | -0,73 | -0,49 [ -0,83 | n.b. n.b. n.b.

2 0,08 (-0,49] -0,33 | -0,73] -1,07 | -0,86 | -0,47 | -0,39 ( -0,65 | -0,48 | -0,34] -0,67 | -0,71 [ -0,36 | -0,92 | -0,93 | -0,28 | -0,93 | -0,76 | -0,57 | -1,12 | -0,85 | -0,46 | -0,96 | n.b. n.b. n.b.

3 -0,06(-0,79| -0,40 [ -0,97| -1,33 | -1,03 | -0,78 | -0,61| -0,96 | -0,91) -0,60 | -1,17 | -0,95 | -0,57 | -1,01 | -0,96 | -0,62 | -1,39 | -1,03 | -0,93 | -1,30 | -1,07 | -0,60 | -1,14 | n.b. n.b. n.b.

4 -0,38(-0,85( -0,40(-1,19| -1,60 -1,03 | -0,97 | -0,83| -1,23 | -1,10| -0,82| -1,39 | 1,09 | -0,76 | -1.43 | -1,20 | -0,77 | -1,52 | 1,15 -0,88 | -1,63 | -1,26 | -0,88 | -1,31 | n.b. n.b. n.b.

5 -0,39(-0,79( -0,11[-1,42| -160 -1,19 | -1,09|-094| -1,71 | -1,20| -094 | -1,83 | -1,33 | -0,97 [ -1,73 | -1,50 | -1,04 | -1,87 | -1,54 | -1,15 | -2,07 | -1,54 | -1,52 | -1,61 | n.b. n.b. n.b.

6 -0,38(-0,81| 0,17 (-1,65)| -1,81| -1,66 | -1,37 | -1,21| -1,81 | -1,43| -1,18| -2,03 | -1,60 | -1,47 | -2,00 | -1,87 | 1,32 | -2,23 | -1,41| -1,59 | -2,36 | -1,68 | -1,75 | -1,91 | n.b. n.b. n.b.

Cefotaxim gegeniiber H. influenzae

Zeit (h) 0,5 x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK 64 x MHK 128 x MHK

oA. |mA. | fAn. | o A. | mA. | fAn. | oA | mA. [ fAn. [ oA [ mA. | fAn. | oA [ mA | fAn. | oA [ mA | fAn. | oA | mA | fAn. [ oA [ mA [ fAn. [ oA | m.A. | fAn.

0 0,00 | 0,00 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00} 0,00 0,00 [ 0,00 0,00 -0,12] 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | n.b. n.b. n.b.

0,5 0,09 |021] 0,10 | 0,11 ]-0,05] 0,03 | 0,16 | -0,07 ( 0,03 | 0,11 [ 0,03 | -0,10 | -0,02 [ -0,06 | 0,06 | 0,00 | -0,19 [ 0,10 | -0,11 ] -0,13 | -0,07 | -0,14 | -0,09 | -0,07 | n.b. n.b. n.b.

1 0,00) 0,15] 0,16 | 0,20 | -0,11} 0,19 | 0,10 | -0,06 ( 0,00 | 0,11 | 0,04 | -0,26 | -0,06 | -0,02 | 0,02 | -0,15 | -0,24 [ -0,03 | -0,16 | -0,25 [ -0,21 | -0,09 | -0,13 [ -0,13 | n.b. n.b. n.b.

1,5 0,06 | 0,23] 0,32 | 0,13 ] -0,14| 0,23 | 0,06 | 0,01 ( 0,11 [ -0,11|-0,06] -0,31 | -0,18 [ -0,05 | -0,02 | -0,26 | -0,55 [ -0,28 | -0,29 | -0,08 | -0,20 | -0,32 | -0,06 | -0,19 | n.b. n.b. n.b.

2 0,09 | 0,16 0,43 | 0,00 | -0,08| 0,25 | 0,10 | -0,03 ( 0,02 | -0,16 | 0,00 | -0,42 | -0,32 [ -0,07 | -0,39 | -0,56 | -0,33 [ -0,43 | -0,43 | -0,21 | -0,49 | -0,40 | -0,35 | -0,40 | n.b. n.b. n.b.

3 0,33 0,13] 1,05 |-0,13]-0,16 | 0,36 | -0,06 | 0,01 ( -0,09 [ -1,23 [ -0,49] -1,19 | -1,04 [ -0,75 | 1,24 | -0,71 | -0,38 | -1,17 | -0,78 | -0,46 | -0,92 | -0,61 | -0,59 | -0,62 | n.b. n.b. n.b.

4 0,76 [ 0,09 | 1,46 [-0,47]-0,31) 0,56 | -0,36 | -0,28 ( -0,59 | -1,12 | -0,94] -1,10| -1,14 [ -1,03 | 1,93 | -1,15| -1,14 [ -1,21 | -1,07 | -1,06 | -1,18 | -0,93 | -1,07 | -0,88 | n.b. n.b. n.b.

5 0,88)0,05) 1,92 |-1,08|-067) 081 |-09|-043( -1,11[-151]|-142]| -1,84] -1,383 | -163 | 143 | 1,20 [ -1,20 [ -1,45] 1,07 | 1,15 -1,29 | -0,98 [ -1,01 [ -0,83 | n.b. n.b. n.b.

6 1,10 0,06 | 2,36 | -1,55| -1,26 ( 0,80 | -1,46]-0,90| -1,55 | -2,03 | -1,74| -1,93 | -1,66 | -1,67 [ -1,82 | -1,50 | -1,47 | -169 ] -1,21] -1,39 | -1,34 | -1,21 | -1,27 | -1,03 | n.b. n.b. n.b.

Legende: 0.A.= ohne Albumin;

m.A.= mit Albumin; f. An.= freier Anteil; n.b.= nicht bestimmt
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7.5.3 Log A KBE/ mL —Werte fiir Cefoxitin

Tabelle 7.26: Log A KBE/mL-Werte fiir die unterschiedlichen Cefoxitin-
und mit Albumin als auch fiir die
den Erregern S. aureus und H.

konzentrationen (0,5-128 x MHK) sowohl ohne
Konzentrationen des freien Anteils gegeniiber
influenzae in der Batchkultur

Cefoxitin gegenlber S. aureus
Zeit (h) 0,5 x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK 64 x MHK 128 x MHK

oA. [mA.[ fAn. | oA. | mA. [ fAn. [ 0. A. | mA. | fAn. | o A. [ mA.| fAn. | oA. [ mA. | fAn. | o A. | mA. | fAn. | oA. | mA. | fAn. | oA. | mA. | fAn. | o.A. | m.A. [ fAn.

0 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
0,5 0,43 0,36 ) 0,10 | 0,38 | 0,39 | 0,23 | 0,19 | 0,37 [ 0,24 [ -0,07] 0,10 | 0,34 | 0,07 | 0,03 | 0,02 | -0,18 [ -0,20 [ 0,03 | 0,10 | -0,11 | -0,62 [ 0,01 | -0,14 [ -0,32 | -0,29 | -0,25 | -0,09

1 0,86 | 0,64 | 0,44 | 0,34 | 0,71 | 0,47 | -0,87 | -0,02( 0,40 | -1,02|-0,94] 0,57 | -0,42 | -0,35 | 0,09 | -0,63 | -0,54 | -0,24 | -0,57 | -0,56 | -0,14 | -0,63 | -0,40 | -0,46 | -0,67 | -0,60 | -0,40
1,5 1,02]1112| 087012089 | 093 |-186]-137) 0,81 |-1.88)|-155| 024 | -1,18 | -0,62 | -1,09 | -1,11 | -0,81 | -0,80 | -0,86 | -0,65 | -0,44 | -1,04 | -0,67 | -0,68 | -0,98 [ -0,68 [ -0,44

2 133|147 1,34 |-0,06( 0,98 [ 1,43 [-2,02]-197| 1,33 | -2,00(-185| -0,39 | 1,27 | -0,89 [ -1,46 | -1,13 | -0,78 | 1,383 | -1,17 | -1,08 | -0,75 | -1,14 | -0,67 | -0,97 | -1,32 | -0,89 [ -0,68

3 1,691 1,90| 2,25 |-0,14( 1,28 | 2,11 | -2,34| -2,27 | 2,03 | -2,34| -2,07| -0,96 | -1,62 | 1,28 | -1,75| -1.39 | 1,15 | 1,77 | -1,78 | -1,55 | -0,95 | -1,86 | -1,67 | -1,25 [ -2,24 [ -1,83 [ -1,12

4 2,32 (200|282 016 ] 1,71 | 295 | -263 | -2,52 | 252 | -2,49|-223] -1,42| -2,09 | -1,20 | -2,34 | -2,09 | -1,16 [ -2,04 | -205| -1,69 | -1,21 | -1.88 | -1,74 | -1.44 | -2,68 | -1,70 | -1,20

5 2,14 1237 3,11 [0,29] 1,92 | 3,33 | -263| -2,63 | 2,80 |-2,84 | -263] -1,54 | -245 | -1,63 | -2,52 | -239 | -1,52 | 2,30 | -2119 | -1,61| -1,29 | -1,89 | -1,67 | -1,51 | -2,81 | -1,74 | -1,40

6 2,33 |237) 326|089 234 335 |-261)-275( 3,03 |-3,00f-269] -1,70 | -2,56 | -2,44 | -2,54 | -2,66 | -1,82 | 2,43 | -262 | -1,88 | -1,44 | -2,73 | -1,93 | -1,87 | -3,10 | -2,00 | -1,64

Cefoxitin gegenliber H. influenzae
Zeit (h) 0,5 x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK 64 x MHK 128 x MHK

oA. |mA.| fAn. | o A. | mA. | fAn. | oA | m.A. [ fAn. [ oA | mA | fAn. | oA [ mA | fAn. | oA [ mA | fAn. | oA | mA | fAn. [ oA | mA. [ fAn. [ oA | m.A. | fAn.

0 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 ( 0,00 [ 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | n.b. n.b. n.b.
0,5 0,22 |0,04] 041 |0,07]-0,11] 0,10 | 0,14 | 0,21 [ 0,13 [ -0,03| 0,02 | 0,48 | 0,05 [ -0,01 | -0,08 | 0,02 | 0,08 [ -0,30 | 0,01 | -0,04 | -0,05 | -0,25 | -0,17 | -0,16 | n.b. n.b. n.b.

1 045017 0,47 | 0,28 ] 0,33 | 0,33 | 0,26 | 0,09 [ 0,29 |-0,07|-0,06] 0,16 | -0,03 [ -0,02 | -0,25 | -0,15 | 0,04 [ -0,17 | -0,15] -0,01 | -0,14 | -0,23 | -0,09 | -0,20 | n.b. n.b. n.b.
1,5 0,61)0,27) 081 047|047 | 046 | 0,11 | 0,17 | 0,60 [ -0,34|-0,07] 0,40 | -0,05 | -0,13 | -0,19 | -0,04 [ 0,03 [ -0,41 | -0,06 | -0,02 | -0,47 | -0,44 | -0,23 [ -0,35 | n.b. n.b. n.b.
2 0,78 031] 1,14 | 0,61] 0,54 | 0,92 | 0,20 | 0,14 [ 0,75 [ -0,19| -0,09] 0,58 | -0,18 [ -0,27 | -0,05 | -0,07 | 0,15 [ -0,57 | -0,38 | -0,08 | -0,72 | -0,73 | -0,34 | -0,48 | n.b. n.b. n.b.

3 135(081| 167|120 1,10 1,42 | 024] 038 | 1,31 |-0,05(-0,14| 0,97 | -0,37 | -0,16 [ -0,15| 0,02 | -0,07 | -0,45 ] -0,46 | -0,29 | -0,99 | -0,80 | -0,63 | -0,90 | n.b. n.b. n.b.

4 225(1,12] 2,26 | 1,59 | 1,43 | 2,02 | 0,18 | 0,30 ( 1,85 | 0,05 [ -0,37] 1,14 | -0,42 | -0,49 | -0,26 | 0,24 | 0,03 | -0,82 | -0,64 | -0,76 | -1,32 | -1,03 | -0,85 | -1,10 | n.b. n.b. n.b.

5 222121258 |169]172| 215 0,26 | 0,03 [ 2,30 | 0,03 [-055] 1,32 | -0,61 [ -0,78 | -0,48 | 0,18 | -0,02 [ -0,91 | -1,02 | -1,08 | -1,42 | -1,17 | -1,04 | -1,51 | n.b. n.b. n.b.

6 2,331 165)| 274 |185| 194 | 247 | 029|019 | 2,44 [ 0,22 | 0,31 ) 1,27 | -0,63 | -1,00 | -0,44 | 0,33 | -0,21 | -1,02 | -1,20 | 1,13 [ -1,71 | -1,38 [ -1,22 [ -1,63 | n.b. n.b. n.b.

Legende: 0.A.= ohne Albumin;

m.A.= mit Albumin; f. An.= freier Anteil; n.b.= nicht bestimmt




7. Anhang

115

7.5.4 Log A KBE/ mL —Werte fiir Faropenem

Tabelle 7.27: Log A KBE/mL-Werte fiir die unterschiedlichen Faropenem-
konzentrationen (0,5-128 x MHK) sowohl ohne und mit Albumin als auch fiir die
Konzentrationen des freien Anteils gegeniiber den Erregern S. aureus, S. pneumoniae
und H. influenzae in der Batchkultur

Faropenem gegeniiber S. aureus

Zeit (h) 0,5 x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK 64 x MHK 128 x MHK

oA. [mA.[ fAn. | oA. | mA. [ fAn. [ 0. A. | mA. | fAn. | o A. [ mA.| fAn. | oA. [ mA. | fAn. | o A. | mA. | fAn. | oA. | mA. | fAn. | oA. | mA. | fAn. | o.A. | m.A. [ fAn.

0 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

0,5 -0,17( 0,12 0,50 | 0,18 | 0,23 | 0,26 | 0,01 | 0,37 | 0,37 | 0,05 | 0,22 | 0,60 | -0,10 | 0,18 | -0,17 | -0,26 | -0,12 | 0,18 | -0,27 | 0,09 | 0,01 | 0,02 | -0,18 | 0,05 | 0,52 | -0,79 | -0,10

1 0,11 041 0,70 | 0,07 | -0,12| 0,51 | -0,03 | -0,08 ( 0,74 | 0,00 | 0,10 | 0,83 | -0,71 [ 0,11 | 0,11 | -0,83 | -0,42 | 0,07 | -0,75 ] -0,14 | -0,03 | -0,33 | -0,27 | 0,00 | -0,14 | -1,58 | -0,71

1,5 0,08 | 045| 1,07 [-0,06| 0,49 | 0,79 | -0,70| 0,04 [ 1,02 |[-1,18| 0,35] 0,92 | -1,47 | -1,56 | 0,08 | -2,16 | -1,75 | -0,06 | -2,27 | -0,.83 | -0,70 | -1,82 | -1,34 | -1,18 | -0,51 | -1,93 | -1.47

2 029)1,11) 1,54 |-0,84| 0,75 | 1,19 | -1,57| 0,02 [ 1,81 [-2,01] 0,50 | 1,18 | -235 | -1,84 | 0,29 | -2,48 | -1,68 | -0,84 | -2,60 | -1,568 | -1,57 | -2,04 [ -2,11 [ -2,01 | -1,25 | -1,96 | -2,35

3 024 (1,19 1,86 [-2,60]| 1,06 | 1,82 | -2,25] 0,31 [ 2,08 | -2,58 | 0,32 | 1,70 | -2,84 [ -2,30 | 0,24 | -2,99 | -1,68 [ 2,60 | -2,53 | -2,29 | -2,25 | -2,58 | -2,64 | -2,58 | -1,51 | -1,74 | -2,84

4 -049( 1,75 2,37 [-2,70| 1,71 | 227 | -2,51| 0,60 | 2,74 | -267 | 0,18 | 2,48 | -2,94 | -2,56 | -0,49 | -3,37 | -3,29 | -2,70 | -2,90 | -2,16 | -2,51 | -2,54 | -2,45 | -2,67 | -2,46 | -2,06 | -2,94

5 -0,52( 1,08 | 3,27 [-2,63| 1,87 [ 289 [ -2,78| 0,52 | 2,89 | -2,83 | 0,56 | 2,05 | -3,02 | -2,56 | -0,52 | -3,32 | -3,18 | -2,63 | -3,37 | -2,85 | -2,78 | -2,86 | -2,69 | -2,83 | -2,81 | -2,63 | -3,02

6 -0,93( 1,83 | 3,50 [-2,69]| 1,83 [ 296 | -2,90| 0,93 | 2,21 | -3,01]-0,27| 2,31 | -3,30 | -295 | -093 | -3,78 | -3,56 | -2,69 | -3,45 | -3,29 | -2,90 | -3,25 | -3,05 | -3,01 | -3,23 | -2,39 | -3,30

Faropenem gegeniiber S. pneumoniae

Zeit (h) 0,5 x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK 64 x MHK 128 x MHK

oA. |mA.| fAn. | o A. | mA. | fAn. | oA | m.A. [ fAn. [ oA | mA | fAn. | oA [ mA | fAn. | oA [ mA | fAn. | oA | mA | fAn. [ oA | mA. [ fAn. [ oA | m.A. | fAn.

0 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

0,5 025(0,18] 0,40 | 0,26 | n.a. | 0,22 | 0,56 | 0,40 [ 0,17 | 0,47 [ 0,51 | 0,02 | 0,11 [ 0,44 | 025 | -052 | n.a. | 0,26 | -0,50 | -0,17 | 0,56 | -0,81 | n.a. | 0,47 | -1,00 | -1,14 | 0,11

1 0471043] 052 | 0,57 ]| 047 | 0,45 )| 0,84 | 0,56 | 0,47 | 0,33 [ 0,73 | 0,41 080 [ 059 | 047 | -1,00] -0,12 | 0,57 | -0,81] -0,72 | 0,84 | -1,69 | -1,59 | 0,33 | n.a. | -1,52 | 0,80

1,5 0,61)0,60) 0,87 | 0,83| 054 ) 0,73 | 089 | 0,87 [ n.a. [ 0,16 | 1,03 | 0,64 | 0,28 | 0,82 | 0,61 | -1,43 | -0,41 [ 083 | -1,34 | -1,14 | 0,89 | -1,93 | -2,05| 0,16 | -1,94 | -2,04 | 0,28

2 099 (095|117 [ 1,15] 0,70 | 1,03 | 095 | 1,19 [ 1,02 [-0,23| 1,14 ] 0,85 | -0,18 | 0,96 | 0,99 | -1,61 | -053 [ 1,15 | -1,56 | -1,52 | 0,95 | -2,22 | -2,28 | -0,23 | -2,19 | -2,29 | -0,18

3 154172 141|165 123 [ 152 (127|132 | 146 |-067| 144 | na. | -2,02( 130 | 1,54 | -215| -0,81 | 1,65 | -2,05] -1,97 | 1,27 | -2,50 | -2,58 | -0,67 | -2,55 | -2,67 | -2,02

4 1,9812,00| 195231 [ 163 | 1,91 [095]|195)| 1,98 |-145)| 187 | 196 | -269 | 162 | 1,98 | -253 | 1,14 | 231 | -2,39 | -2,40 | 0,95 | -3,30 | -3,34 | 1,45 [ -3,26 [ -2,75 [ -2,69

5 237230 277 | 252]| 240 | 296 | 0,78 | 2,40 | 285 | -1,87| 245] 2,85 | -286 | 217 | 2,37 | -285| -1.41 | 252 | -261| -2,71| 0,78 | -3,37 | -3,52 | -1,87 | -3,14 | -3,07 | -2,86

6 2,91)269) 351 )|268|285| 329 | 064|275 334 [-209]| 267 | 327 | -321] 239 | 291 | -260 | -1,62 | 268 | -2,70 | -2,79 | 0,64 | -3,60 | -3,64 | -2,09 | -3,56 | -3,26 | -3,21

Faropenem gegeniiber H. influenzae

Zeit (h) 0,5 x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK 64 x MHK 128 x MHK

oA. |mA. | fAn. | o A. | mA. | fAn. | oA | mA. [ fAn. [ oA [ mA. | fAn. | oA [ mA | fAn. | oA [ mA | fAn. | oA | mA | fAn. [ oA [ mA [ fAn. [ oA | m.A. | fAn.

0 0,00 | 0,00 0,00 [ 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 [ 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

0,5 0,27 | 0,18 0,03 [-0,02]| 0,19 | 0,22 | 0,08 | 0,24 [ 0,25 | -0,10 0,13 | 0,30 | -0,18 [ 0,00 | 0,27 | 0,00 | 0,42 | -0,02 | -0,34 | -0,32 | 0,08 | -0,51 | -0,22 | -0,10 | -0,21 | 0,17 | -0,18

1 0,42)0,53) 0,61)0,43|0,78) 0,32 ) 0,09 | 037 0,14 [-032] 043 | 0,69 | -0,28 | -0,20 | 0,42 | -0,19 | 0,62 | 0,43 | -0,67 | -0,67 [ 0,09 | -0,69 | -0,34 | -0,32 | -0,26 | 0,47 | -0,28

1,5 034096 082 029]0,75] 0,79 | 0,03 | 0,81 | 0,58 |[-0,48| 0,46 | 0,79 | -045 | 0,43 | 0,34 | -0,51 | -0,18 [ 0,29 | -0,96 | -0,76 | 0,03 | -0,99 | -0,75 | -0,48 | -0,45 | -0,27 | -0,45

2 0,56 | 1,02 1,26 | 035] 0,85 | 1,35 | -0,08)| 0,83 [ 0,97 [-0,55| 0,67 ] 0,93 | -0,58 | 0,78 | 0,56 | -0,64 | -0,11 [ 0,35 | -1,10 | -1,04 | -0,08 | -1,14 | -0,86 | -0,55 | -0,84 | -0,33 | -0,58

3 1,061 1,65| 1,48 1023 [ 1,35 | 1,52 | -0,25| 1,14 | 1,43 | -068| 0,74 | 1,46 | -0,87 | 0,46 | 1,06 | -095| -0,37 | 0,23 | -1,24 | -1,20 | -0,25 | -1,32 | -1,39 | -0,68 | -1,07 [ -0,14 [ -0,87

4 0,98 (200|237 |002] 193 | 229 |-1,18)| 142 | 184 [-09 | 0,71 ] 1,84 | -095 0,32 | 0,98 | -1,07 | -0,27 [ 0,02 | -2,24 | -1,80 | -1,18 | -1,67 | -1,93 | -0,96 | -1,79 | -1,03 | -0,95

5 1191246 2,41 |-0,22| 2,25 | 2,32 [-162] 1,80 | 2,55 | -1,29( 047 | 223 | 1,72 | 0,33 | 1,19 | -1,86 | -0,14 | -0,22 | -2,40 | -1,98 | -1,62 | -2,60 | -2,48 | -1,29 | -1,99 [ -1,90 [ -1,72

6 1,47 1284|232 |-066| 2,66 [ 2,43 |[-1,72] 2,14 | 249 | -1,70( 0,42 | 2,43 | -1,47 [ -0,03 [ 1,47 | -1,90 | -0,33 | -0,66 | -2,94 | -2,50 | -1,72 | -2,67 | -2,48 | -1,70 | -2,39 | -1,98 [ -1,47

Legende: 0.A.= ohne Albumin;

m.A.= mit Albumin; f. An.= freier Anteil; n.a.= nicht auswertbar
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7.5.5 Log A KBE/ mL —Werte fiir Gatifloxacin
Tabelle 7.28: Log A KBE/mL-Werte fiir die unterschiedlichen Gatifloxacin-
konzentrationen (0,5-32 x MHK) sowohl ohne und mit Albumin als auch fiir die
Konzentrationen des freien Anteils gegeniiber dem Erreger S.aureus in der
Batchkultur
Gatifloxacin gegeniber S. aureus
Zeit (h) 0,5 x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK
o0A. | mA.| fAn. [ o A. | mA. | fAn. | o A. [ mA. | fAn. | o A. | mA.| fAn. | 0. A. | mA. | fAn. | oA. | mA. | fAn. | o.A. | mA. [ fAn.
0 0,00 | 0,00 { 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00
0,5 0,10 | 0,16 | 0,06 | 0,13 ] 0,22 | 0,19 | 0,17 | 0,18 | 0,05 | -0,32| -0,18| -0,14 | -0,80 | -1,12 | -0,48 | -0,49 | -2,52 | -1,92 | -2,54 | -2,76 | -2,62
1 0,33 0,47] 0,33 [ 0,21] 0,42 | 0,22 | -0,03| -0,06 | 0,07 | -2,01| -1,54| -1,54 | -2,64 | -290 | -2,18 | n.a. | -3,39 | -3,16 | -3,52 | -3,00 | -3,42
1,5 0,53 10,76 0,51 | 0,29 0,41 ] 0,34 | -0,63] -0,60 | -0,27 | -2,74 | -2,54 | -2,45 | -2,86 | -3,34 | -2,66 | -1,35 | -3,37 | -3,37 | -3,74 [ -3,51 | -3,76
2 0,83]095] 0,79 [ 0,12] 0,21 | 0,37 | -1,64| -1,76| -1,12 | -3,19| -3,12| -3,02 | -3,20 | -3,53 | -2,87 | -1,35 | -3,50 | -3,42 | -3,90 | -3,58 | -3,75
3 1,181 1,35] 1,22 |-0,39] -0,25] 0,43 | -2,19] -2,76 | -2,39 | -3,46 | -3,47 | -3,35 | -3,48 | -3,80 | -3,42 | -1,44 | -3,66 | -3,74 | -4,00 | -4,02 | -4,02
4 1,4711,89] 1,70 [ -0,27| -0,52| 0,65 | -2,43 | -3,11| -1,96 | -3,87 | -3,76 | -3,67 | -3,58 | -4,07 | -3,65 | -2,14 | -3,93 | -3,69 | -4,15 | -4,07 [ -4,20
5 2,03 221] 2,13 [-1,24]-0,55| 0,93 | -2,47 | -3,36 | -2,15 | -4,05| -4,12| -4,02 | -3,84 | -420 | -3,85 | -2,13 | -4,05 | -3,89 | -4,40 | -4,38 | -4,37
6 2,281 2,39] 2,39 [-1,08] -0,49| 1,25 | -2,17 | -3,42| -2,30 | -4,16 | -4,23 | -4,08 | -4,04 | -4,30 | -3,61 | -2,42 | -3,90 | -3,95 | -4,37 | -4,24 | -4,13

Legende: 0.A.= ohne Albumin; m.A.= mit Albumin; f. An.= freier Anteil; n.a.= nicht auswertbar

7.5.6 Log A KBE/ mL —Werte fiir Moxifloxacin

Tabelle 7.29: Log A KBE/mL-Werte fiir die unterschiedlichen Moxifloxacin-
konzentrationen (0,5-32 x MHK) sowohl ohne und mit Albumin als auch fiir die
Konzentrationen des freien Anteils gegeniiber dem Erreger S.aureus in der

Batchkultur

Moxifloxacin gegeniiber S. aureus

Zeit (h) 0,5 x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK

oA. | mA.| fAn. | o A. | mA. | fAn. | o A. | mA. | fAn. | o A. | mA. [ fAn. | oA. | mA. | fAn. [ o A. | mA. | fAn. | o A. | mA. | f.An.

0 0,00 ] 0,00 0,00 | 0,00} 0,00 ] 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
0,5 -0,03] 0,26 | 0,01 | 0,03] 0,16 | -0,06 | -0,01| 0,40 | 0,10 | -0,16] -0,15] -0,02 | -0,99 | -1,13 | -0,32 | -1,92 | -2,04 | -1,12 | -2,33 | -2,30 | -2,25
1 -0,01] 0,52 0,07 | 0,08 0,05 | 0,08 | -0,39| 0,03 | -0,19 | -1,45| -2,07| -0,93 | -2,45 | -2,59 | -1,93 | -2,32 | -2,29 | -1,93 | -2,69 | -2,09 | -2,37
1,5 0,15] 0,56 | 0,11 | -0,38] -0,81] -0,01 | -1,87 | -1,07 | -1,07 | -2,25| -2,27 | -1,99 | -2,59 | -2,81 | -2,36 | -2,85 | -2,91 | -2,89 | -2,97 | -2,56 | -2,89
2 0,16 | 0,53 | 0,11 | -1,16| -1,46 ] -0,18 | -2,21] -1,51 | -1,09 | -2,41] -2,53 | -2,24 | -2,68 | -2,82 | -2,51 | -3,01 | -2,94 | -2,80 | -2,99 | -2,93 | -2,92
3 0,22]0,35] 0,69 [-1,28]-2,11] -0,38 | n.a. | -1,71| -1,16 | -2,67 | -2,74| -2,70 | -3,04 | -3,12 | -2,77 | -3,42 | -3,81 | -3,39 | -3,15 | -3,90 | -3,45
4 0,541 0,55] 1,12 [-1,50] -2,09 | -0,27 | -2,46 | -2,13 | -1,51 | -2,74 | -2,74 | -2,84 | -3,20 | -2,64 | -2,79 | -3,62 | -3,73 | -3,47 | -3,76 | -4,09 | -3,60
5 0,721 0,94] 1,70 [-1,54] -1,85] -0,40 | -2,76 | -2,30 | -1,95 | -3,12| -3,02 | -2,91 | -3,36 | -2,73 | -3,07 | -3,90 | -4,05 | -3,80 | -3,99 | 4,22 | -3,88
6 0,96 ] 1,03] 2,70 [ -1,57| -1,49| n.a. | -3,08]-2,52| -1,87 | -3,24| -3,17| -3,03 | -3,51 | n.a. | -3,25 | -4,00 | -4,14 | -3,87 | -4,10 | -4,46 | -3,95

Legende: 0.A.= ohne Albumin; m.A.= mit Albumin; f. An.= freier Anteil; n.a.= nicht auswertbar
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7.5.7 Log A KBE/ mL —Werte fiir Trovafloxacin

Tabelle 7.30: Log A KBE/ mL-Werte fiir die unterschiedlichen Trovafloxacin-
konzentrationen (0,25-64 x MHK) sowohl ohne und mit Albumin als auch fiir die

Konzentrationen des freien Anteils gegeniiber dem Erreger S.aureus in der
Batchkultur

Trovafloxacin gegeniiber S. aureus

Zeit (h) 0,25 x MHK. 0,5 x MHK 1 x MHK 2 x MHK 4 x MHK 8 x MHK 16 x MHK 32 x MHK 64 x MHK

oA. |mA.| fAn. | oA. [ mA. | fAn. [ o A. | m.A. | fAn. | o A. | mA. | fAn. | oA | mA. | fAn. | oA | mA. | fAn. | oA | mA. | fAn. | oA | mA. | fAn. [ oA [ mA. | fAn.

0 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
0,5 0,25)0,38) 0,28 |1 0,33 | 0,36 | 0,32 | 0,23 | 0,28 | 0,17 | 0,25 | 0,32 | -0,04 | -0,10 | -0,79 | 0,02 | -1,19 [ -045 [ 0,23 | -1,21| -0,77 [ 0,18 | -1,22 | -1,44 | -0,72 | -2,92 | -2,56 | -1,64
1 0451055 0,50 | 0,39 | 0,58 | 0,55 | 0,36 [ 0,41 | 0,39 |-0,40| 0,20 | -0,11 | -1,31 | -0,84 | 0,18 | -2,36 | -2,04 | -0,44 | -2,46 | -2,37 | -0,88 [ -2,41 | -2,46 | -1,99 | -3,34 | -3,30 | -2,47
1,5 059 (081] 0,75 055] 0,87 | 069 | 0,08 | 047 [ 049 |-1,37|-057] 0,06 | -1,88 | -1.88 | -019 | -258 | -2,28 | -1,13 | -3,10 | -2,76 | -1,82 | -2,75 | -2,59 | -2,18 | -3,51 | -3,56 | -2,89
2 0,86 1,18) 1,18 | 0,54 | 1,17 | 0,98 | -0,39| 0,41 [ 0,69 [-1,58]-1,21] 0,09 | -1,90 | -2.21 | -045 | -2,71 | -2,51 | -1,66 | -3,15 | -2,95 | -2,37 | -3,13 | -3,07 | -2,33 | -4,07 | -4,05 | -3,29
3 1,39 (1,74 1,80 ] 048| 1,64 | 1,65 | -1,05]| 0,04 [ 1,33 [-187|-2,24] -0,25 | -2,20 | -2,68 | -1,36 | -3,06 | -2,86 [ -1,90 | -3,59 | -3,48 | -2,79 | -3,06 | -3,13 | -2,62 | -4,27 | -4,06 | -3,43
4 2,08(230)| 236 |072] 192 | 232 |-146]-028( 1,72 |-2,53|-239] -0,11 | -237 | -2.81 | 1,47 | -3114 | -2,79 | -1,59 | -3,85 | -3,50 | -2,91 | -3,43 | -3,09 | -2,81 | -4,96 | -4.44 | -3,73
5 2,44 1263 3,03 | 0,81) 226 | 2,53 |-1,52]-0,07 | 2,36 | -1,54 | -2,64| -0,27 | -263 | -2,92 | -1,36 | -3,52 | -3,13 | -2,00 | 4,05 | -3,74 | -2,89 | -3,46 | -3,40 | -3,03 | -5,33 | -4,61 | -3,90
6 2,79]281) 3,09 | 134) 270 | 2,90 |-1,53]-0,12] 1,65 | -2,07 | -2,77| 0,28 | -277 | -3,12 | -1,44 | -3.23 | -3,28 | -2,54 | -4,21 | -4,02 | -2,92 | -3,50 | -3,40 | -3,06 | -542 | -5,02 | -4,12
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