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1 Einleitung

1.1 Historisches

Die Mdoglichkeit der antibiotischen Behandlung von Infektionen ist eine der bedeu-
tendsten Errungenschaften der Medizin im 20. Jahrhundert. Den von Paul Ehrlich (1822
— 1915) 1906 gepragten Begriff der Chemotherapie leitete dieser im Wesentlichen aus
den von Louis Pasteur (1822-1895) und Robert Koch (1843-1910) Ende des 19. Jahr-
hunderts neu entdeckten Krankheitsursachen und den Prinzipien einer antiinfektiosen
Arzneimitteltherapie ab (28). 1913 verdffentlichte Ehrlich diese als monokausale, spezi-
fisch gegen den Erreger gerichtete Therapie und definierte sie als Chemotherapie. Er
wies jedoch bereits zum damaligen Zeitpunkt auf mégliche Probleme der Selektion und

Resistenzentwicklung dieser Therapieform hin (28).

Hatte Ehrlich 1909 das gegen Syphilis wirksame Medikament Salvarsan® (1) entdeckt,
wurde der endgiltige Durchbruch bei der wirksamen Bekampfung von Infektions-
krankheiten mit der Entdeckung der Sulfonamide 1935 durch Domagk erreicht (26).
Nach der Entdeckung des Penicillins 1929 durch Alexander Fleming (30) und der durch
H.W.Florey (31) und E. Chain 1940 entwickelten Méglichkeit, grof3ere Mengen davon
aus Kulturfiltraten des Schimmelpilzes Penicillinum notatum herzustellen (15), kam der
Chemotherapie eine immer gréRere Bedeutung zu. Doch erst die Weiterentwicklung
der antibiotischen Therapie und deren Nutzung im 2. Weltkrieg fihrten zu einer unauf-
haltsamen Entwicklung und Erforschung neuer Antibiotika.

1945 folgte die Entdeckung und Isolierung von Streptomycin und etwas spater die
Entdeckung der Cephalosporine, 1952 der Makrolide, 1953 der Tetracykline und 1962
der Chinolone. 1976 schlie3lich wurden Carbapeneme erstmals beschrieben und 1985
in Form von Imipenem in den USA zugelassen (12, 21).



1.1.1 Wirkmechanismus von (-Laktam-Antibiotika

Die Gruppe der 3-Laktam-Antibiotika gehdrt mit zu den wichtigsten der antibakteriellen
Antiinfektiva. Sie alle weisen als Grundstruktur einen viergliedrigen B-Lactam-Ring auf
(Abb. 1-1). Ihr Wirkungsmechanismus ist prinzipiell gleich und sie hemmen die Pepti-
doglykansynthese in der Bakterienzellwand. Unterschiede in der Wirksamkeit
begriinden sich vor allem durch differente Affinitat und Penetrationsfahigkeit durch die
Bakterienzellmembran sowie die [3-Lactamase-Festigkeit (69).

s MH
2

Abb. 1-1 R-Lactam-Ring

1.2 Priufsubstanzen

1.2.1 ERTAPENEM

Ertapenem gehort zur Gruppe der Carbapeneme, die in den 70er Jahren erstmals
beschrieben und 1985 in Form von Imipenem zugelassen wurden. Da Imipenem eine
hohe Empfindlichkeit gegentber der renalen Dehydropeptidase-I des Menschen auf-
weist, muss es mit Cilastatin, einem Dehydropeptidase-I-Hemmer, kombiniert werden.
Es folgte die Entwicklung von Meropenem, welches 1996 in den USA zugelassen wurde
und gegen die Dehydropeptidase-I resistent ist. Das 2001 in den USA und 2002 in
Europa zugelassene Ertapenem war zu diesem Zeitpunkt die neueste

Entwicklungsstufe der Carbapeneme (21).

1.2.1.1 Chemische Struktur

Ertapenem ist ein parenterales 13 Methyl-Carbapenem, das strukturell dem Vorganger
Meropenem &hnelt (siehe Abb. 1-2 und Abb. 1-3), beide sind durch die 1R3-Methyl-
gruppe resistent gegen die renale Dehydropeptidase-l des Menschen (69). Die
anionische Benzoat-Seitenkette verandert beim Ertapenem die gesamte molekulare

Ladung der Verbindung, woraus sich die hohe Proteinbindung und somit auch die ver-



langerte Halbwertszeit von vier bis funf Stunden erklart. Daher muss es nur einmal

taglich intravends verabreicht werden (21).

Abb. 1-3 Strukturformel von Ertapenem

1.2.1.2 Wirkmechanismus

Ertapenem wirkt bakterizid auf proliferierende Keime durch Blockade der Zellwand-
synthese der Bakterien. Dies erfolgt durch Bindung an Penicillin-bindende Proteine
(PBP). Besonders ausgepragt ist diese Bindung an die PBP 1a, 1b, 2, 3, 4 und 5 von
E. coli. Die hochste Affinitat besteht dabei zu PBP 2 und PBP 3 (21). Hinsichtlich des
PBP 2 besteht eine ahnliche Potenz wie bei Imipenem und eine 30-fache Potenz im
Vergleich zu Ceftriaxon. Bezlglich PBP 3 ist die Potenz ahnlich der von Ceftriaxon,

jedoch 60-fach so hoch wie die von Imipenem (12).

1.2.1.3 Antimikrobielle Aktivitat

Ertapenem ist ein Breitspektrumantibiotikum, welches in vitro sowohl gegen gramposi-
tive und gramnegative Bakterien, sowie anaerobe Keime einschlie3lich Bacteriodes
fragiles aktiv ist (68, 75). Schwacher wirksam ist Ertapenem gegen Streptokokken,
Staphylokokken und Non-Fermenter sowie Pseudomonas und Acinetobacter Spezies



oder MRSA. Es ist nicht geeignet fur den Einsatz gegen atypische Bakterien wie Legio-
nellen, Mykoplasmen oder Chlamydien (12, 68, 75). Ertapenem zeigt hohe Stabilitat
gegen fast alle 3-Laktamasen einschlieRlich ESBLs und/oder AmpC-Typen mit Aus-

nahme von Metallo-3-Laktamasen (12, 22, 68).

1.2.1.4 Klinische Anwendung

Ertapenem (Invanz ®) findet in der Klinik Verwendung bei erwachsenen Patienten mit
milden bis schweren Infektionen wie komplizierten intraabdominellen Infektionen,
komplizierten Haut- und Weichteilinfektionen, komplizierten Fuf3infektionen bei diabe-
tischen Patienten ohne Osteomyelitis, ambulant erworbenen Pneumonien,
komplizierten urologischen Infektionen einschlieBlich  Pyelonephritis, akuten
Beckeninfektionen wie postpartaler Endomyometritis, septischem Abort oder
postoperativen Infektionen in der Gynakologie (12, 21, 68). Des Weiteren wurde
Ertapenem 2006 als prophylaktisches Mittel zur Vermeidung von Wundinfektionen bei
elektiven chirurgischen Eingriffen im kolorektalen Bereich zugelassen (12). Aufgrund
seines antimikrobiellen Spektrums ist Ertapenem eher fir ambulant als nosokomial

erworbene Infektionen anwendbar (68).

1.2.2 CEFTRIAXON

Ceftriaxon (Rocephin©) gehort zu den Breitspektrumcephalosporinen oder auch
Cephalosporinen der 3. Generation (3a) und wurde 1983 in Deutschland zugelassen.
Als Teil der Cefotaxim-Gruppe zeigt es ein erweitertes Spektrum und eine starkere anti-

bakterielle Aktivitat als die Cephalosporine der 1. und 2. Generation.

1.2.2.1 Chemische Struktur

Als ein Cephalosporin gehort Ceftriaxon (Abb. 1-5) zu den bizyklischen 3-Lactam-Anti-
biotika mit naher Verwandschaft zu den Penicillinen und besteht aus einem Dihydro-
diazinring und einem 3-Laktamring (Abb. 1-4). Durch Substitution an R1 (siehe Abb. 1-
4) entsteht ein Teil der Muttersubstanz (Cefotaxim) der Breitspektrumcephalosporine.
Durch Substitution an R2 (siehe Abb. 1-4) wird die Pharmakokinetik des jeweiligen
Cephalosporins dieser Gruppe verandert, die Aktivitat bleibt jedoch erhalten (69).
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Abb. 1-4 Grundgerust der Cephalosporine

Abb. 1-5 chemische Struktur von Ceftriaxon

1.2.2.2 Wirkmechanismus

Ceftriaxon wirkt wie auch Ertapenem bakterizid auf proliferierende Keime durch Hem-
mung der Zellwandsynthese der Bakterien. Dies erfolgt durch Bindung an Penicillin-bin-
dende Proteine (PBP).

1.2.2.3 Antimikrobielle Aktivitat

Ceftriaxon hat ein sehr breites Wirkungsspektrum mit einer ausgepréagten anti-
bakteriellen Aktivitat gegentber gramnegativen Bakterien. Gute Wirksamkeit zeigt es
gegen Hamophilus influenzae, Proteus mirabilis, Streptokokken, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Gonokokken, Meningokokken sowie Salmonellen, Shigellen, Anaerobier
(auRRer B. fragilis) und zusatzlich Morganella und Serratia(16). Im Vergleich zu den
Cephalosporinen der 1. und 2. Generation ist seine Aktivitdt gegenuber Staphylokokken
vergleichsweise schwacher und es zeigt keine zusatzliche Pseudomonas-Wirksamkeit

(78). Klinisch muss jedoch beachtet werden, dass die Wirksamkeit gegen Enterokokken



(Str. faecalis) und Pseudomonas spp. unzureichend ist und bis zu 30% der
Enterobacter- und Serratia Stamme resistent sind (44).

1.2.2.4 Klinische Anwendung

Zur klinischen Anwendung kommt Ceftriaxon bei vielen schweren bakteriellen Erkran-
kungen. Dazu gehdren neben Atemwegs-, Urogenital-, Haut-, Weichteilgewebe-,
Knochen-, Gelenk-, ZNS- und Bauchrauminfektionen auch Sepsis, perioperative Pro-

phylaxe sowie Infektionsprophylaxe bei Abwehrschwache (63, 78).

1.3 Problem und Fragestellung

Die Entwicklung neuer Medikamente erfordert umfangreiche wissenschaftliche Untersu-
chungen, um die Wirksamkeit, Vertraglichkeit und optimale Dosierung herauszufinden.
In der heutigen Zeit gehort die Pharmakokinetik zu den Grundpfeilern der Arzneimittel-
wissenschaften. Sie ist notwendig, um das optimale Dosierungsschema eines Arznei-
mittels zu ermitteln. Eine zu geringe Dosierung kann unwirksam, eine zu hohe dagegen
toxisch sein (24). Daher ist es wichtig und notwendig, die genauen pharmako-
kinetischen Daten eines Medikamentes zu kennen, um optimierte Behandlungs-

schemata zu erzielen.

Zu den haufigen unerwinschten Wirkungen von Antibiotika gehéren Stérungen des
gastrointestinalen Systems, zum Beispiel in Form von Diarrhoe. Die normale Mikroflora
des Darmes dient als Barriere gegen die Kolonisation von potentiell pathogenen
Keimen und gegen das Ubermal3ige Wachstum von bereits vorhandenen opportunis-
tischen Keimen. Das Wachstum dieser opportunistischen Keime zu kontrollieren nennt
man Kolonisationsresistenz. Durch die Gabe von Antibiotika im therapeutischen oder
auch prophylaktischen Bereich kommt es zur Stérung und Verschiebungen der 6kolo-
gischen Balance zwischen dem Wirt und der normalen Mikroflora (71).

Dies wiederum kann zu Resistenzentwicklungen in der normalen Mikroflora des Darmes
fuhren, und es kommt unter Umstanden zur Uberwucherung durch Mikroorganismen
wie Pilze, die eine systemische Infektion bei immunabwehrgeschwachten Patienten
hervorrufen konnen oder durch Clostridium difficile, welches Diarrhoe und toxische

Colitis bewirkt. Es wird davon ausgegangen, dass diese induzierten Resistenzen sich



bei Breitspektrumantibiotika mit langer Halbwertszeit und bei Substanzen mit hoher
intestinaler Exkretion haufiger bilden, da sie nach Ende der Therapie meist noch langer

subinhibitorisch wirken.

Ziel dieser Studie war es, die pharmakologischen Eigenschaften des neuen
Breitspektrumantibiotikums Ertapenem zu untersuchen, da die Datenlage hierzu noch
gering war (21, 32, 45, 55). AuRerdem wurde sein Einfluss auf die intestinale Mikroflora

untersucht und das Ergebnis mit Ceftriaxon verglichen.

Ceftriaxon wurde als Vergleichsmedikament gewahlt, da es aufgrund seiner antim-
ikrobiellen Eigenschaften und seiner Halbwertszeit sowie der klinischen Anwendung
Ertapenem sehr @hnlich ist. Die pharmakokinetischen Eigenschaften (8, 10, 18, 52, 66,
67, 86) sowie der Einfluss auf die Mikroflora (4, 5, 13, 36, 46, 52, 83) wurden bereits
mehrfach untersucht.

Es bestanden folgende Fragestellungen:

1. Wie verhalt sich das pharmakokinetische Profil von Ertapenem in der Einzeldosis
und im Steady-State, gemessen mit zwei validierten Methoden, der LC-MS/MS
und dem Bioassay, im Vergleich zu Ceftriaxon? Sind die Methoden gleichwertig?

2. Welchen Einfluss hat Ertapenem auf die intestinale Mikroflora des Darmes im

Vergleich zu Ceftriaxon?

Das Studienprotokoll mit diesen Fragestellungen wurde von der Ethikkommission der
Freien Universitdt Berlin am 24.10.2002 genehmigt und vom Bundesinstitut fir

Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) zur Klinischen Prifung zugelassen.



2 Probanden, Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelte es sich um eine offene, randomisierte, Crossover-
Studie, welche die Pharmakokinetik von Ertapenem (INVANZ®), Ch.-B. 0615740 und
Ceftriaxon (ROCEPHIN®), Ch.-B. B123803/05 nach einmaliger und multipler intra-
vendser Applikation untersuchte. Des Weiteren wurde der Einfluss der beiden Antibio-

tika auf die intestinale Mikroflora bei 10 gesunden Probanden untersucht.

2.1.1 Pharmazeutische Zubereitung und Darreichungsformen

Behandlung A: Ertapenem 1gin40 ml0,9% NaCL
Tag 1-7: eine LAsung i.v. morgens
Behandlung B: Ceftriaxon 2 g in 50 ml 0,9% NaCL
Tag 1-7: eine Ldsung i.v. morgens

Die Infusion erfolgte tber einen Zeitraum von 30 min und wurde gemalf der Aufstellung

in Tab. 2-1 randomisiert durchgefuhrt.

1. Periode 2. Periode
01 TH A B
02 ON A B
03 DU B A
04 BJ A B
05 CC B A
06 CP B A
07 SH A B
08 KB A B
09 KL B A
10 AJ B A

Tab. 2-1 Randomisierung der Probanden



Zur Infusion wurden folgende Materialien verwendet:
= NaCL 0,9 % Infusionslosung (Delta-Pharma GmbH, 72793 Pfullingen)
» Infusiomat (Fa. Braun, Melsungen, Art.Nr. 8700036)

Die Auswaschphase nach erfolgter Arzneimittelgabe betrug vier Wochen. Der genaue
Zeitplan ist aus Tab. 9-1 im Anhang ersichtlich.

2.2 Probanden

An der Studie nahmen 10 gesunde, kaukasische Probanden (5 Manner und 5 Frauen)
zwischen 25 und 40 Jahren teil. Die Einzeldaten sowie Durchschnitts- und Medianwerte
fur Alter, Korpergewicht, Gro3e, Korperoberflache und Kreatinin-Clearance sind in Tab.
9-2 im Anhang dargestellt. Wahrend der gesamten Studie anderte sich das Probanden-
kollektiv nicht.

Alle Probanden wurden vor der Studie in einem ausfihrlichen Aufklarungsgesprach
Uber Grund, Art und Umfang der Untersuchungen, die erforderlichen Vorsichts-
mal3nahmen und mdglichen Risiken aufgeklart. Eine schriftliche Einverstandnis-
erklarung wurde unterzeichnet. Vor den Versuchen wurden alle Probanden einer
arztlichen Untersuchung (Aufnahmeprotokoll Tab. 9-3 im Anhang), einem ausfuhrlichen

Laborprogramm sowie einer EKG-Kontrolle unterzogen.

Die Ergebnisse der Voruntersuchungen waren bei keinem der Probanden pathologisch
(Tab. 9-4 im Anhang). Einen Hinweis auf Arzneimittelallergien, insbesondere auf die

Studienmedikationen, gab es anamnestisch nicht.

2.2.1 Labordiagnostische Untersuchungen

Untersuchung von Serum und Vollblut:

Natrium, Kalium, Glucose, Kreatinin, Billirubin, Eisen, CRP, AP, Amylase, ALAT (GPT),
ASAT (GOT), Gamma GT, Gesamtprotein, Quick (TPZ), PTT (PTZ), Blutbild mit Dif-
ferentialblutbild, Hepatitis B, C- und HIV-Serologie.



Der Urin wurde wie folgt untersucht:

Urinstatus und Sediment, Drogenanalytik (Fa. von Minden GmbH, Moers, Deutschland)
Schwangerschaftstest (Fa. VIVA Diagnostika, Koln, Deutschland) bei den weiblichen
Probanden, 24 Stunden Sammelurin zur Bestimmung des Kreatinins im Urin und zur

nachfolgenden Bestimmung der Kreatinin-Clearance.

2.2.2 Einschlusskriterien

= Alter zwischen 18 und 40 Jahren

= Gute Gesundheit bezogen auf Krankheitsgeschichte, Anamnese und Vitalparameter
(Herzfrequenz, Blutdruck, Kdrpertemperatur)

» Das Koérpergewicht musste innerhalb von 25 % um den idealen BMI (Body mass
index) liegen

» Frauen im gebarfahigen Alter wurden mit einem Gonadotropin- Schwangerschafts-
test untersucht und mussten wéahrend sowie 72 Stunden nach Medikamentengabe
adaquate Verhatungsmittel neben oralen Antikontrazeptiva benutzen

* Probanden mussten die Instruktionen verstehen, ihnen folgen kénnen und in der
Lage sein, fir den gesamten Zeitraum der Studie zur Verfigung zu stehen

= Die Einverstandniserklarung musste am Tag des Studienbeginns unterschrieben
worden sein

= Des Weiteren wurden eine Blut- und Urinanalyse fir das Sicherheitslabor

vorgenommen
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2.2.3 Ausschlusskriterien

= Bekannte Uberempfindlichkeiten, starke Allergien oder Medikamentenunvertrag-
lichkeiten

= Bekannte Uberempfindlichkeiten oder Allergien gegen eine der Studienmedikationen

= Mehr als 15 Zigaretten und/oder 60 g Alkohol pro Tag

= Positiver Drogen und/oder Schwangerschaftstest

= Durchfall oder konsistenzverminderter Stuhlgang beim Studieneintritt

= Kurz zurlckliegende Krankenhausaufenthalte (Elimination von Probanden mit
resistenten Erregern)

= Nachweis von: Hepatitis B, C oder HIV

= Antibiotikaeinnahme innerhalb eines Monats vor Studieneintritt

*» Medikamenteneinnahme innerhalb einer Woche vor Studieneintritt

= Eine zerebrale, kardiovaskulare, respiratorische, immunologische, hamatologische,
gastrointestinale, hepatische, renale oder andere Erkrankung in der Anamnese, die

eine arztliche Behandlung erforderte

2.3 Gewinnung des Untersuchungsmaterials

2.3.1 Blutproben

Material
» Hautdesinfektionsmittel, Neo-Kodan (Fa. Schilke & Mayr, Nordeerstedt)
= Venenverweilkanile, 18 G (Fa. Braun, Melsungen)
= Mandrin, 18 G (Fa. Braun, Melsungen)
» Einmalkanile, 2 ml und 10 ml (Fa. Braun, Melsungen)
= Butterfly (Fa. Braun, Melsungen)
= Lithium-Heparin-Monovetten 9ml (Fa. Sarstedt Nimbrecht, No 02.1065)
» PPN-R06hrchen, 15 ml steril (Fa. Greiner, Nurtingen)
* PPN-R06hrchen, 5 ml steril (Fa. Greiner, Nrtingen)
= Zentrifuge, Minifuge RF (Fa. Heraeus Sepatech, Osterode)
= MES, CsH13NO,4S, pH 6,0, (Fa. Roth, Karlsruhe, Art. 4256.2)
= Aceton, Krankenhaus Heckeshorn/Zehlendorf, Apotheke
= Ethylenglycol, M = 62,07g/mol (Fa. Merck, Ch.Nr. K30050521)
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= Sdrensenpuffer: Mischung aus Losung 1 und Lésung 2 im Verhaltnis 88 ml zu
12 ml und Einstellung auf pH 6,0 mit 1 N NaOH und 1 N HCL (Fa. Merck)

-Losung 1:

KH,PO, (Fa. Merck, Darmstadt)

Aqua destillata (Fa. Braun, Melsungen)

-LOosung 2:

Na;HPO, + 2H,0 (Fa. Merck)
Aqua destillata (Fa. Braun)

Probenentnahme und Probenverarbeitung
An den Versuchstagen wurde jedem Probanden eine Verweilkantile gelegt und so die

9,078 g
1000,0 ml

11,876 g
1000,0 ml

Blutproben gewonnen. Dabei wurden fur Ceftriaxon das Serum per Serummonovette

und fur Ertapenem das Plasma per Lithium-Heparinmonovette entnommen.

Blutentnahme in der Zeit vor und nach Infusionsende:

Zeitin Stunden

-0,5

0

0,5

1

15

2

24

Tab. 2-2

Die Blutproben wurden dann bei 4°C zentrifugiert und in ein steriles Rohrchen mit

folgender Verdinnung eingefulit:

Ceftriaxon: Das Serum wurde 1:20 mit Sorensenpuffer pH 6,0 verdinnt und auf einen

pH von 5,9 eingestellt, anschliel3end wurden Aliquots erstellt.

Ertapenem: 500 pl Plasma und 500 pl Gemisch aus 250 ul MES (1Molar) und 250 pl

Ethylenglycol wurden in einem R6hrchen aliquotiert.

Alle Proben wurden sofort mit einem Gemisch aus Aceton und Trockeneis tiefgefroren

und bei —80T gelagert. Die weitere Verarbeitung er folgte jeweils lichtgeschutzt.
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2.3.2 Urinproben

Material

Braune Kunststoffsammelbehalter, 2000 ml (Fa. Sarstedt, Nimbrecht)
Messzylinder 500 ml, 1000 ml und 2000 ml (Fa. Brandt, Wertheim)
Urinmonovette mit abnehmbarer Spritze, 10 ml (Fa. Sarstedt, NUmbrecht)
PPN-Ro6hrchen, 5 ml steril (Fa. Greiner, Nurtingen)

MOPS, C;H15NO4S, pH 7,1 (Fa. Roth, Karlsruhe, Art. 6979.2)
Ethylenglycol, M = 62,07 g/mol (Fa. Merck, Ch.Nr. K30050521)

Drug Screen Card Multi 3,5,5M, 6 und 10 (Fa. von Minden GmbH, Moers)
HITADO Schwangerschaftstest (Fa. HITADO, Endingen)

Multistix 10 SG Urinsticks (Fa. Bayer, Minchen)

Lichtmikroskop BH-2 Olympus, Berlin

Eisessig, Krankenhaus Heckeshorn/Zehlendorf, Apotheke

Probenentnahme und Probengewinnung

Zu Beginn jeden Versuchstages entleerte jeder Teilnehmer seine Blase. Eine Probe
dieses Urins wurde zur Bestimmung des Leerwertes enthommen, ein Urinstatus erstellt

sowie ggf. ein Schwangerschaftstest durchgefiihrt. Danach wurde der Urin in folgenden

Zeitintervallen gesammelt:

0-6 Stunden, 6-12 Stunden und 12-24 Stunden nach Infusionsende des jeweiligen

Medikamentes.

Der Sammelurin wurde gut durchmischt und das Volumen sowie der pH-Wert bestimmt.
Wenn der pH nicht zwischen pH 5 und 6,5 lag, wurde er mit Eisessig auf pH 5,5 ein-
gestellt. Anschlie3end erfolgte fur die Ertapenemproben eine 1:1 Verdiinnung mit einem
Gemisch aus 250 ul MOPS (1Molar) + 250 ul Ethylenglucol. Die Ceftriaxonproben

blieben unverdinnt. Alle Proben wurden tiefgefroren und bei -80C aufbewahrt. Die

Bearbeitung der Proben erfolgte lichtgeschitzt und gekihilt.
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2.3.3 Stuhlproben

Material
Stuhlréhrchen 76 x 20 mm (Fa. Sarstedt, Nirmbrecht, No. | REF 80.734)

Probenentnahme und Probengewinnung
Stuhlproben wurden zu den vorgegebenen Zeiten (wie in Tab. 9-1 im Anhang

aufgefiihrt) abgegeben und anschliel3end bei —80T ei ngefroren und gelagert.

2.4 Methodik

2.4.1 Agardiffusionsverfahren

Um die Konzentration von Ertapenem und Ceftriaxon in Urin, Plasma und Serum zu
bestimmen wurde das Agardiffusionsverfahren (Synonym Bioassay) nach der

Beschreibung von J.M. Andrews (3) angewendet.

2.4.1.1 Prinzip der Methode

Beim Bioassay beruht die Konzentrationsbestimmung der antibakteriellen Substanzen
auf einer Kkonzentrationsabhangigen Wachstumshemmung geeigneter Indikator-
organismen. Hierbei werden Proben unbekannter Konzentration gemeinsam mit der
geometrischen Verdinnungsreihe eines Standards und einer Kontrolle in eine
bakterien- oder sporenhaltige Agarschicht eingebracht. Wahrend einer festgesetzten
Bebritungszeit und bei konstanter Temperatur bilden sich Hemmhéfe aus. Die Hemm-
hofdurchmesser der Proben- und Standardlésung werden verglichen und dadurch die
Antibiotikakonzentrationen der Proben ermittelt. Dies erfolgt durch Erstellen der gra-
phischen Darstellung einer Eichkurve aus den Standardlésungen, welche dann mit den

Messwerten verglichen wurden.
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2.4.1.2. Material

= Agarplatten, Rahmen aus rostfreiem Stahl, Glasscheibe als Boden, Hoéhe 2 cm,

Lange 25 cm x 25 cm (Fa. Mast Diagnostika, Hamburg)
= Mikropipetten, 10-100 pl (Fa. Eppendorf, Hamburg)
= Impfosen (Fa. Nerbe Plus, 21423 Winsen/Luhe)
» Prazisionswaage A200S (Fa. Sartorius, Gottingen)
= Nivelliertisch mit Marmorplatte (Fa. Hibscher, Hamburg)
= UV-Lampe, 220 Volt, 30 Watt, 50 Hertz, (Fa. Heraeus Christ, Hanau)
= Korkbohrer, 8 mm Durchmesser
» Mikrowellengerét (Fa. Toshiba ER-7720 DC/DWC, 150-650 W)
» Wasserbad (Fa. Kéttermann)
» Brutschrank (Fa. Heraeus, Brutschrank Typ B 5060 E)
= HeiBlufsterilisator (Fa. Melag)

» Hemmhofablesegerat (Microbiological Zone Reader, Fa. Leebrook, Winchester,

GB)
= pH-Meter, digital, Nr. 646 (Fa. Knick, Berlin)

= Sterilisationsfilter (Nalgene, Disposable Filterware, 115 ml, 0,45 um Porengrol3e,

Fa. Nalge Company, GB)
» Personalcomputer, Modell-Nr. 86 (Fa. Hewlett-Packard, USA)

2.4.1.3. Reagenzien und Losungen

= Poolserum gesunder Blutspender (Deutsches Rotes Kreuz, Berlin)

» Poolplasma gesunder Krankenhausmitarbeiter (Lungenklinik Heckeshorn)

= N-Agar:
Ansatz Nr. 1:
- Na;HPO, (Fa. Merck, Darmstadt)
- NaCL (Fa. Merck)
- Neutral Pepton (Fa. Oxid, Basinstroke, Hants GB, Nr. L34)
- Lablemko (Fa. Oxoid Nr. L29)
- Agar (Fa. BBL, Heidelberg, Nr. 11849)
- Aqua dest (Fa. Braun, Melsungen)
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Ansatz Nr. 2:
- Dextrose (1 vol%, Fa. Merck, Nr. 8342)
- Auga dest (Fa. Braun)
Ansatz 1 wird autoklaviert und mit 4 N NaOH auf einen pH von 7,4 eingestellt.
Die Ansétze 1 und 2 werden zusammengegeben und in Portionen von 100 ml
abgefullt.
= Muller-Hinton-Bouillon, steril (Fa. Biotest, Berlin)
» Testkeime: - Eschericha coli (ATCC 25922, Mikrobiologisches Labor
Krankenhaus Heckeshorn, Berlin)
- Bacillus subtilis (ATCC 6633, Fa. Difco, USA, Ch.Nr.
212190)

2.4.2. Praktische Durchflihrung

2.4.2.1 Herstellen der Agarplatten

Der verwendete N-Agar wurde im Mikrobiologischen Labor des Krankenhauses
Heckeshorn nach bereits beschriebenem Rezept hergestellt. Der Agar wurde in einer
Mikrowelle auf ca. 95T erhitzt und anschlie3end in einem Wasserbad fur ca. 60 min
auf eine Temperatur von 47 + 1C (E. coli) oder 50 + 5T (B. subtilis) abgekunhlt. Die
Einstellung dieses Temperaturoptimums fur den jeweiligen Testkeim ergab sich aus
dem Bestreben nach geringer Viskositat des Agars einerseits, um diesen besser giel3en
zu konnen, und der Vitalitatsminderung vegetativer Keime bei zu hohen Temperaturen

andererseits.

Die Beimpfung des Agars erfolgte fir:

- Ceftriaxon mit 0,1 ml Eschericha coli in 47C warmen N-Agar (100 ml). Dies
entsprach einer Bakteriendichte von 1 x 10° pro Platte.
Die Kulturen fur E. coli wurden am Tage vor Beimpfung der Agarplatten angesetzt.
Dafir wurden mit einer sterlen Ose von einer festen Blutagarplatte
(Mikrobiologisches Labor, Krankenhaus Zehlendorf/Heckeshorn) 5 Kolonien auf 5 ml
Miiller-Hinton-Bouillon in ein steriles Réhrchen tberimpft und flr 18 Stunden bei
30 bebrutet.
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- Ertapenem mit 0,2 ml Bacillus subtilis Sporensuspension in 100 ml N-Agar (50C).
Dies entsprach einer Bakteriendichte von 2 x 10° pro Platte.

Zuvor wurde die Sporensuspension 1:3 mit 0,9 % Lésung NaCl verdinnt.

Zunachst wurden die Platten zur Sterilisation in einem Heil3luftsterilisator bei 200C fur
90 min erhitzt. Es folgte das Giel3en auf die zuvor abgeflammten Platten auf einem
Nivelliertisch aus Marmor in exakt waagerechter Lage, um ein gleichmaliges
Ausgiel3en des Agars zu gewahrleisten. Dies ist wichtig, um eine Veradnderung der
Hemmhofdurchmesser durch unterschiedliche Schichtdicken zu verhindern.

Vor dem endgiltigen Erstarren des Agars wurden durch eine Einmalkanuile eventuell
entstandene Luftblasen entfernt. Anschlielend erfolgte eine UV-Bestrahlung der Platten
von 2 min im Abstand von ca. 56 cm, um ein Oberflichenwachstum zu vermeiden.

Danach wurden die Platten fur mindestens 30 min bei 6T gekuhlt.

Nach dem Abkuhlen wurden die Locher mit einem zuvor abgeflammten scharfrandigen
Korkbohrer von 8 mm Durchmesser gestanzt. Ein gleichmaRiger Abstand der 30 Lécher
wurde durch eine untergelegte Schablone ermdglicht. Mit Hilfe eines spitzen, vorn ge-
bogenen Fadenziehers wurden die entstandenen Agarscheiben anschlieRend entfernt.
Ein genaues Arbeiten ohne Beschadigung des Lochrandes war wichtig, um ein

Versickern der Probeflissigkeiten zu verhindern.

2.4.2.2 Einbringung der Proben und Inkubation

Die Proben-, Standard- und Kontrolllbsungen wurden in kodierter und randomisierter
Form nach J.M. Andrews (3) einpipettiert. Die Randomisierung sollte einen systema-
tischen Fehler durch evtl. auftretende Agarunregelmaligkeiten vermeiden. Die Kodie-
rung sollte die Beeinflussung des Untersuchers beim Ablesen der Hemmhofdurch-
messer verhindern. Die Hemmhdofe wurden vom Untersucher der Reihe nach abgelesen
und anschlie3end wieder in Proben-, Standard- und Kontrolllésung entschlusselt. Auf
einer Platte wurden jeweils in dreifachem Ansatz vier Proben-, eine Kontroll- und funf
Standardlosungen, letztere in geometrischer Verdinnungsreihe, untergebracht
(Abb. 2-1)
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Abb. 2-1 Randomisierte Verteilung von Proben- (P), Kontroll- (K) und

Standardlésungen (S) im dreifachen Ansatz auf der Agarplatte

Beim Einpipettieren mit 0,1 ml Mikropipetten wurde die Pipettenspitze auf dem Boden
der ausgestanzten Agarstelle aufgesetzt und wahrend des Einflllens angehoben, bis
der Flussigkeitsspiegel mit der Agarschicht in einer Ebene lag oder eine leichte

Konvexitat aufwies (3). Dadurch liel3en sich leichte UnregelmafRigkeiten in der Agar-

schicht bis zu einem gewissen Grade ausgleichen.

Die Agarplatten wurden anschlieen geschlossen und 30 min zur Vordiffusion bei
Zimmertemperatur stehen gelassen. Die Vordiffusion diente der VergréRRerung der
Hemmhofe, was vor allem bei der Analyse von Proben mit niedrigen Konzentrationen

von Bedeutung war. Es folgte eine Inkubation der Agarplatten von 18 Stunden bei 30C

im Brutschrank.
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2.4.2.3 Auswertung

Die Auswertung der gewonnenen Daten wurden mit Hilfe eines Programms zur parabo-
lischen Regressionsanalyse mit invertierten Vertrauensgrenzen auf einem Personal-
computer (Hewlett-Packard, Nr. 86) vorgenommen.

Durch Auftragen der Hemmhofdurchmesser (in mm) in linearer Form auf der Abszisse
und der Konzentration (in mg/l) in logarithmischer Form auf der Ordinate konnte eine
Eichkurve aus den Daten der Standardlésungen erstellt werden.

Die Hemmhofdurchmesser der Testlosungen (in mm) wurden dann vom Programm
ebenfalls auf der Abszisse aufgetragen und der Untersucher konnte im Schnittpunkt mit
der Eichkurve die Konzentration des Antibiotikums in der Testlésung (in mg/l) ablesen.
Ein Beispiel zeigt die Abb. 2-2.

Parabolische Regression

5.000 0/

1.250

0.625 — ¥

& o
0.312 1%
e

o
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24m m

Abb. 2-2 Beispiel: Parabolische Regressionsanalyse von Ertapenem,

Abszisse: Hemmbhof-Durchmesser in mm, Ordinate: Konzentration in mg/I

Des Weiteren wurden die drei Hemmhofdurchmesser pro Standard- und Testlosung,
der gemittelte Hemmhofdurchmesser, die Standardkonzentration und die relative
Standardabweichung durch das Programm in tabellarischer Form erstellt.

Die in der graphischen Darstellung erstellte Standardkurve zeigt im ldealfall einen linear
ansteigenden Verlauf.
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2.4.2.4 Standardlésungen

Zum Vergleich zwischen den im Agardiffusionsverfahren verwendeten Standard- und
Testlésungen ist es notwendig, diese zu standardisieren. Hierfur wurden fir die

jeweilige Testsubstanz folgende Standards erstellt:

Zunachst wurde unter Verwendung der Reinsubstanz des jeweiligen Medikamentes
eine Losung mit genau bekannter Konzentration hergestellt. Daraus konnte dann in

geometrischer Verdinnungsreihe der Arbeitsstandard gewonnen werden.

Ceftriaxon:
Reinsubstanz: Ceftriaxon (Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
1 g Trockensubstanz
Lot. no. Si00110612
Aktivitat: 90,79 %
Molekulargewicht: 598,55

Ziel war die Herstellung eines Wagestandards mit einer Konzentration von 1000 mg/l,
das heif’t es wurden 10 000 pg in 10 ml geldst. Die hierzu erforderliche Menge an

Reinsubstanz wurde nach folgender Gleichung berechnet:

Volumen [gewlinschte Konzentration
Aktivitat

Substanzmenge =

Daraus ergab sich fur Ceftriaxon:

1000pg [100%

Stoffmenge =
90,79%

Dies ergab eine Stoffmenge von 0,011014 g. Es wurden 0,011 g abgewogen. Diese
Substanzmenge wurde nach Abwagen mit der Prazisionswaage in 10 ml

Sorensenpuffer (pH 7,0) gelost.
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Ertapenem:
Reinsubstanz: Ertapenem (Fa. Merck & Co., Inc., NJ, USA)
Ertapenem sodium
CAS No.: 153832-38-3
Aktivitat: 100 %
Molekulargewicht: 497,5

Die Reinsubstanz wurde fertig geldst in Phosphatpuffer nach Sérensen (pH 7,0, 25 mM)
mit einer Konzentration von 1000 mg/l von Dr. Kresken (Antiinfectives Intelligence
GmbH, Bonn) zur Verfugung gestellt. Da die Aktivitdit 100% betrug, konnte die

Stammldsung der Reinsubstanz direkt weiter verdiinnt werden.

Aus beiden Stammldsungen wurde das jeweils erforderliche Volumen fiur die
Zubereitung des Arbeitsstandards entnommen, in das jeweilige Losungsmittel

eingebracht und geometrische Verdiunnungsreihen erstellt.

Ein Ansatz der Verdinnungsreihe im gleichen Medium mit gleichem pH-Wert wie die
Testreihe ware ideal, da die Agardiffusionsmethode auf einem Vergleich zwischen
Standard- und Probenlésungen beruht. Dies ist jedoch aus ethischen Grinden nicht
realisierbar. Daher wurde auf aktivitatsfreies Poolserum bzw. Poolplasma gesunder
Spender zur Analyse der Serum- bzw. Plasmaproben und Sérensenpuffer mit einem pH
von 7,0 fur die Analyse der Urinproben zuriickgegriffen. Das Poolserum bzw. Pool-

plasma wurde mit speziellen Filtern (Nalgene, Porengréf3e 0,45 um) steril filtriert.

2.4.2.5 Vorversuche

Ziel der Vorversuche war es den passenden Testkeim zu finden und ihn auf Dichte,
Einsaat und die erforderliche Art des Agars zu prifen. Des Weiteren erfolgte die
Abschatzung des zu erwartenden Serum-, Plasma- und Urinspiegels sowie der unteren

Nachweisgrenzen.

Die Auswahl der Konzentrationsbereiche der Arbeitsstandards richtete sich nach

folgenden Kriterien:
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= den zu erwartenden Konzentrationen der Proben

» die Ausbildung eines scharf abgrenzbaren Hemmhofes auch bei niedrigster

Konzentration

= kein IneinanderflieRen der Hemmhofe bei der hodchsten Konzentration

Untere Nachweisgrenzen:

Ceftriaxon:

Ertapenem:

0,15 mg/l im Serum und im Urin.

Daraus ergaben sich die Konzentrationsbereiche des Arbeitsstandards
von 10 — 0,3125 mg/l in folgender geometrischer Verdinnungsreihe:
10/ 5/ 2,5/ 1,25/ 0,625/ 0,3125 mg/l.

Diese Verdunnungsreihe fir Serum wurde mit einem Gemisch
aus Poolserum und Sérensenpuffer pH 6,0 im Verhaltnis 1:20 erstellt.

Fur Urine wurde Sorensenpuffer mit einem pH von 7,0 verwendet.

0,12 mg/l im Plasma und im Urin.

Daraus ergaben sich die Konzentrationsbereiche des Arbeitsstandards
von 5 — 0,3125 mg/l in folgender geometrischer Verdinnungsreihe:
5/ 2,5/ 1,25/ 0,625/ 0,3125 mg/I.

Diese Verdiinnungsreihe fir Plasma wurde mit einem Gemisch aus
Poolplasma und MES pH 6,0 1M im Verhaltnis 1:1 erstellt.

Urine wurden mit MOPS pH 7,1 1M weiter verdinnt.

Die Testkeime fur biologische Nachweisverfahren sollten folgende Kriterien erfillen:

= zuverlassige Wachstumseigenschaften

= einfache Konservierbarkeit

= Abdeckung des zu erwartenden Konzentrationsbereiches

» in regelhafter Abhangigkeit von den zu untersuchenden Substanzen sein

= gute Reproduzierbarkeit des Keimes
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Diese Kriterien werden meist von keinem Mikroorganismus vollstandig erreicht. Fur die
vorliegenden Versuche kam Eschericha coli ATCC 25922 fur die Substanz Ceftriaxon
und Bacillus subtilis ATCC 6633 fur die Substanz Ertapenem den gestellten Anforde-
rungen am nachsten. Beide Keime zeigten gute Wachstums- und Ableseeigenschaften,
wobei E. Coli als vegetativer Keim generell etwas temperaturempfindlicher und
anspruchsvoller in der Haltung und Konservierung ist, als die Bakteriensporen des B.

subtilis.

2.4.2.6 Hauptversuche

Nach dem Auftauen der bei -80C gelagerten Probande nproben wurden diese unmittel-
bar auf die zuvor ausgestanzten und vorbereiteten Agarplatten, wie unter Punkt 2.4.2.2

beschrieben, aufgebracht.

Da die zu erwartenden Konzentrationen der meisten Plasmaproben und Serumproben
oberhalb des Konzentrationsbereiches des Arbeitsstandards lagen, wurden die ent-
sprechenden Proben vor der Analyse manuell verdinnt. Dadurch konnte eine korrekte
Ablesung gewabhrleistet und Fehlerquellen vermieden werden, die in den sehr hohen
bzw. sehr niedrigen Konzentrationsbereichen liegen kdnnten.

Fur Ceftriaxon erfolgte die Verdinnung aller Seren zunachst mit Sérensenpuffer pH 7,0
(1:20), um dann, dem Arbeitsstandard entsprechend, mit einem Gemisch aus Soéren-
senpuffer pH 7,0 und Poolserum weiter verdiinnt zu werden.

Fur Ertapenem wurden die Plasmaproben mit MES 10mM, pH 6,0 verdinnt.

Da auch die meisten Urinproben oberhalb des Konzentrationsbereiches des hdchsten
Arbeitsstandards lagen und verdinnt werden mussten, konnte anhand der zu
erwartenden Konzentrationen eine Uberschlagsberechnung der fiir unsere Versuche zu

erwartenden Urinkonzentration nach der folgenden Gleichung erfolgen:

Erwartete Konzentration [1000
Ausscheidung des Sammelurins

= X in mg
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Die Verdunnung der Urine erfolgte fur die Ceftriaxonproben mit Sérensenpuffer pH 7,0
und fur die Ertapenemproben mit MOPS 10 mM, pH 7,1.

Um die Prazision der einzelnen Versuchsreihen sicherzustellen, wurde zu jedem Test-
ansatz eine Kontrolle mitgefiihrt. Die Kontrolllbsungen wurden aus separaten Stamm-
l6sungen erstellt und in mittlerer Konzentration des Standards angesetzt. Diese
Kontrollldsungen wurden wie die Standards verdinnt und mit folgenden Konzentra-

tionen mitgefihrt:

Ceftriaxon: 1 mg/I fur Urin und Serum

Ertapenem: 1 mg/I fir Urin und Plasma

2.4.2.7 Uberprufung der Messgenauigkeit

Zur Uberpriifung der analytischen Messgenauigkeit der Methode wurde der Variations-
koeffizient (VK) bestimmt. Er dient zur Quantifizierung von Messfehlern einer Methode
(82). Fur jede verwendete Kombination aus Antibiotikum, Medium und Keim wurden
jeweils zehn Dreifachansatze auf je zwei Platten mit drei bekannten Konzentrationen
angesetzt. Es mussten jeweils eine hohe und eine niedrige Konzentration verwendet
werden. Als Standard dienten die fur Versuchsreihen verwendeten geometrischen
Verdinnungsreihen. Als Medium wurden die normalen Standardiésungen sowie
Kontrollen verwendet, die mit den entsprechenden Serum-, Urin- und Plasmaproben
vergleichbar waren. Die Einzelangaben der Validierung tber drei Tage sind im Anhang
in den Tab. 9-5 und 9-6 dargestellt. Aus den ermittelten Konzentrationsangaben konnte

der Variationskoeffizient berechnet werden.

Standardabweichung [100
Mittelwert

Variationskoeffizient: VK =

Die mittlere VK war fur Ceftriaxon im Serum 5,07% und im Puffer 6,39% bei Konzentra-
tionen zwischen 0,5 und 4,0 pg/ml und fur Ertapenem im Plasma 4,41% und im Puffer

4,06% bei Konzentrationen zwischen 0,8 und 4,0 pg/ml.
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Die Ergebnisse sind in Tab. 2-3 und Tab. 2-4 aufgelistet.

Konzentrationin m g/l VK % Plasma VK % Puffer
0,5 4,27 4,73
1,0 5,39 4,49
4,0 3,57 2,96
Mittelwert 4,41 4,06

Tab. 2-3 Prazision von Tag zu Tag (Variationskoeffizienten) fir Plasma und Puffer bei
Ertapenem

Konzentration in  mg/I VK % Serum VK % Puffer
0,8 4,56 6,37
8,0 3,72 5,65
4,0 6,92 7,17
Mittelwert 5,07 6,39

Tab. 2-4 Prazision von Tag zu Tag (Variationskoeffizienten) fir Serum und Puffer bei
Ceftriaxon

2.4.3 Massenspektrometrie

Zur Bestimmung der Konzentration von Ertapenem in Urin und Plasma wurde zuséatzlich
zum  Agardiffusionsverfahren noch das Massenspektralverfahren - "liquid
chromatography-tandem mass spectrometry"” (LC-MS/MS) angewendet. Die
Messungen wurden von PD Dr.Dr. M. Kurowski im AVK in Berlin durchgefihrt. Die

Chromatographie erfolgte wie beschrieben bei Musson et al. (50).

2.4.3.1 Prinzip der Methode

Bei der LC-MS/MS handelt es sich um die Kopplung zweier unterschiedlicher
Techniken. Hierbei wird die analytische HPLC-Methode (High Performance Liquid
Chromatography) mit einem Massenspektrometer (MS) gekoppelt. Das daraus resultie-
rende Verfahren erlaubt es, durch lonisation der Analyte, die Molekule im Raum gezielt
zu transportieren, zu filtern und schlief3lich zu detektieren.

Beim Massenspektralverfahren wurden die zu messenden Proben tber eine LC-Pumpe
(Abb. 2-3) in eine Vakuumrdhre gespritzt. Die dadurch erfolgte lonisation der Probe
erlaubte es dann, die zu messende Substanz mit Hilfe eines Quadrupol-Massenfilters
zu selektieren (79).
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Abb. 2-3 Prinzip der Electrospray lonisation (A fur Analyt)

Dieser bestand aus vier parallel angeordneten Metallstdben, an denen Radio-
frequenzen angelegt wurden. Je nach Radiofrequenz wurden lonen einer einzigen
Landungs-zu-Masse-Ratio durch das Quadrupol transportiert, wahrend alle anderen
lonen auf eine Spiralbahn gerieten und seitlich aus dem Quadrupol emittiert wurden
(Abb. 2-4) (79).
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Abb. 2-4 Prizipieller Aufbau eines Quadrupol-Massenfilters

Von hier aus gelangte das Zielanalyt (,Mutterion®) dann in die Kollisionszelle, in die mit
einem &aulRerst geringen Strom Argon stromte. Die beschleunigten Analytionen kolli-
dierten mit den Argon-Atomen und wurden zu thermodynamsich beginstigten

Fragmentionen (,Tochterionen®) desintegriert. Dieser Fragmentionenstrom wurde nun in
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das nachste Quadrupol geleitet, wo ein einzelnes, definiertes Fragmention der
gesuchten Substanz herausgefiltert wurde und dann auf den lonendetektor traf, wo es

in elektrische Impulse konvertiert werden konnte (Abb. 2-5) (79).

Argon

lonenqualle

Wakuumbersich v
GQuadrupol 1 Kollisionszelle Quadrupol 2
L
Filtern des Molekdl-lons Filtern der Produkt-lonen

r
Fragmentation in Produkt-lonen

' Molekiil-lon —— @ detekliertes Produkt-lon
Abb. 2-5 Prinzip der Tandem-Massenspektrometrie
Ein Beispiel fur die Umsetzung in eine graphische Darstellung ist in Abb. 2-6 dargestellt.

Dabei stellt die X-Achse die Massenskala (m/z fir Masse zur Ladungs-Ratio) und die Y-

Achse die relative Signalintensitat dar (counts).
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Abb. 2-6 Darstellung der Quantifizierung von Ertapenem (473.9)
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2.4.3.2 Materialien

Ausrustung des Massenspektrometers fur Plasma und U rinmessung:

API 365 Massenspektrometer (Fa. Applied Biosystems, 64293 Darmstadt)
HPLC-Pumpe, Serie 200 (Fa. Perkin Elmer, Norwalk, CT 06859, USA)

Liquid Handler 215 mit 814 micor injector using Gilson sampler software 735
version 4.04 (Fa. Gilson, Middelton; W1 53562, USA)

Analytic column: Kauter vertex, europsher 100 C18 30 x 4,6 mm, 5 um,
B120Y535, Batch: B25737 (Fa. Knauer, Berlin)

Pre-colum: Kauner vertex, europspher 100 C18 5x4 mm, 5 um (Fa. Knauer)
Analyst Software Version 1.2 (Fa. Applied Biosystems)

Material und Gerate zur Probenaufbereitung:

Plasmarodhrchen 1,5 ml, No. 72.690 (Fa. Sarstedt, 51588, Numbrecht)

Pipette Tips, 100 ul, No. 70.760.002 (Fa. Sarstedt)

Pipette, 10-100 pl (Fa. Eppendorf AG, 22331 Hamburg)

Handy Step, multistep Pipette, 10 pl - 5 ml (Fa. Brand, 97861 Wertheim)
Vortexer, Heidolph Reax R1 (Fa. Heidolph, 93309 Kelkheim)

Duranmesskolben, 5 ml und 10 ml (Fa. Schott, 55122 Mainz)

Centrifuge, Centra MP4, Serien-Nr. 3437S01119 (Fa. International Equipment
Company, Needham, Ma. 02194, USA)

Acetonitril (Fa. Merck, Darmstadt)

2.4.3.3 Praktische Durchfuhrung

Messung der Plasmaproben:

Nach Uberfiihrung wurden die tiefgekiihlten Plasmaproben aufgetaut, mit Hilfe eines

Vortexers gemischt und 100 pl von jeder Probe in ein 1,5 ml Plasmaréhrchen gegeben.

Anschliel3end wurden je 500 ul in Acetonitril geldste interne Standards hinzupipettiert.

Die Probe wurde gemischt und 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach

wurden die Proben abermals mit Hilfe des Vortexers gemischt und anschlieRend fur

sechs Minuten zentrifugiert. Der abpipettierte Uberstand wurde erneut in ein
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Plasmardhrchen gegeben und die oben genannte Prozedur wiederholt, bevor die Probe

dann gemessen werden konnte.

Messung der Urinproben:
Die Urinproben wurden fur die Messung wie unter 2.3.2 beschrieben verdinnt und der

Verdinnung folgend ohne weitere Bearbeitung analysiert.

Ein Variationskoeffizient fir diese Untersuchung konnte nicht bestimmt werden, da
wiederholte Messungen mit der gleichen Probe aufgrund der Instabilitat der Proben
nicht moglich war. Die unteren Nachweisgrenzen fur die Untersuchungen lagen fur

Plasma bei 0,2 mg/l und fur Urin bei 1 mg/I.

Die Auswertung der gewonnen Messdaten erfolgte dann mit Hilfe der Analyst Software
Version 1.2 (Fa. Applied Biosystems).

2.4.3.4 Analytische Zuverlassigkeit der Methode

Zur Uberprifung der Messgenauigkeit wurden Qualitatskontrollmessungen mit der
Reinsubstanz (siehe 2.4.2.4) durchgefiihrt. Die Ergebnisse der QC-Messung sind in
Tab. 2-5 angegeben. Daraus ergaben sich ein Mittelwert von 97,02 und eine

Standardabweichung von 14,88. Eine 3-Tage-Validierung fand nicht statt.

Nr. QC-Werte
101,71
81,17
107,75
83,69
72,71
113,8
114,8
83,69
113,8
97,08
MW 97,02
+SD 14,88
Tab. 2-5 QC-Messwerte

O 0N O|DIWIN |-

[
o
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Die Eichgerade der Plasmauntersuchung war linear Uber dem Konzentrationsbereich
von 1 (untere Nachweisgrenze) -500 mg/l, mit einem Korrelationskoeffizienten von r =
0.9702.
Die Eichgerade der Urinuntersuchung war linear Gber dem Konzentrationsbereich von
16 (untere Nachweisgrenze) -1020 mg/l, mit einem Korrelationskoeffizienten von r =
0.9702.

2.4.4 Stuhlprobenanalyse

Die Stuhlprobenanlayse wurde von Professor Carl Erik Nord in der Abteilung fir Mikro-
biologie, Pathologie und Immunologie im Karolinska Institut in Stockholm

vorgenommen.

Zur Untersuchung der Konzentration von Ertapenem und Ceftriaxon in den Stuhlproben
kam das Agardiffusionsverfahren zur Anwendung. Verwendet wurden das Testmedium
LAntibiotic Medium No. 1“ und der Testkeim ,Escherichia coli ATTC 25922*. Die Proben
wurden in doppelter Ausfilhrung getestet und je eine Standardtestreihe zur Kontrolle auf
jeder Agarplatte mit aufgetragen. Die Agarplatten wurden fiir 18h bei 37 T bebrutet.
Die untere Nachweisgrenze lag bei 0,5 mg/kg und der Variationskoeffizient bei weniger

als 5%.

Fur die mikrobielle Analyse der Stuhlproben wurde je 1 g der Probe entnommen und mit
9 g Pepton-Hefe-Medium vermischt. Nach einer Verdiinnung von 107 wurden die
Proben auf selektive und nicht-selektive Agarbdden aufgetragen (39). Folgende

Néahrmedien kamen zur Anwendung:
Nicht selektive Nahrmedien:

» Brucella-Blut-Agar (Fa. Kemila, LabM, Bury, UK) fir Aerobier und Anaerobier
» CLED Agar (Fa. Merck, Darmstadt, Germany) fur Enterobakterien
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Selektive Nahrmedien:

= Eteococcosel Agar (Fa. BBI, Cockeysville, MD, USA) fur Enterokokken

= Sabouraud Agar (Fa. Difco, Detroit, MI, USA) fur Candida

» Rogosa Agar (Fa. Difico) fur Bifidobakterien

= BKV Agar (Kanamycin-Vancomycin-Blutagar) fur Bacteroides und Prevotella

= BNV Agar (Neomycin-Vancomycin-Blutagar) fir Fusobakterien

= Veillonella-Agar (Fa. Difico) fur Kokken der Veillonellaaceae-Familie

» Eigelb-Agar (Fa. Oxoid, Basingstoke, UK) fur Clostridien

= TCCFA Agar (Taurocholat-Cydloserin-Cefoxitin-Fructoseagar bestehend aus 40
mg/ml  Pepton von  Casein/Proteose-Peptone no. 3, 5 mg/ml
Natriumhydrogenphosphat, 1 mg/ml Kalium-Dihydrogenphosphat, 2 mg/ml
Natriumchlorid, 0,2 mg/ml Natriumsulfat, 20 mg/ml Bacto Agar/Agar-Agar, 1
mg/ml Taurochloridsdure, 0,003 mg/ml Neutral-Rot, 15% Fructose, C. difficile

supplement D-Cycloserin, Cefoxitim) fur C. difficile.

Die Bebrutung der aeroben Agarplatten erfolgte fur 24h bei 37<C und die Bebritung der
anaeroben Agarplatten erfolgte in anaerobischen GasPak Gefalien (BBL) fur 48h bei
37T (27).

Nach funf bis sieben Tagen wurden die anaeroben Agarplatten untersucht und die ver-
schiedenen Kolonien gezahlt und isoliert. Mit Hilfe von Gramfarbung, biochemischen
Untersuchungen sowie Zell- und Kolonie-Morphologie konnten die einzelnen Mikroor-
ganismen identifiziert werden. Zum Nachweis von Enterobakterien wurde ein API-20E
Testkit (BioMérieux, Marcy I'Eliot, Frankreich) verwendet.

Die aeroben Mikroorganismen wurden mit Hilfe der Gas-Liquid-Chromatography aus
Metaboliten der Glucose nachgewiesen. Die untere Nachweisgrenze betrug hierbei 10
Mikroorganismen/g Stuhl.

2.4.4.1 Auswertung der Stuhlprobenanalysen

Die statistische Auswertung der quantitativen Kulturverdnderungen der Mikroor-
ganismen wurde mit Hilfe des Wilcoxon-Rang-Tests durchgefihrt. Hierbei wurden
Daten zwischen den Proben von Freiwiligen sowie denen der jeweiligen

Studienmedikation verglichen. Des Weiteren wurde eine klinische Evaluation erhoben,
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indem ein Vergleich der aufgetretenen Nebenwirkungen beziglich des
Gastrointestinaltraktes mit den Daten der veranderten Stuhlflora erfolgte. Daflr wurden
die Konzentrationen des jeweiligen Studienmedikamentes und die Kklinischen

Labordaten mit den Nebenwirkungen in Bezug gesetzt.
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3 Pharmakokinetik

3.1 Pharmakokinetische Grundbegriffe

Die Pharmakokinetik dient der quantitativen Erfassung von Resorptions-, Verteilungs-,
Metabolisierungs- und anderen Eliminationsprozessen von Arzneimitteln im
Organismus. Mit Hilfe von mathematischen Modellen kdénnen hierbei die
Konzentrationsveranderungen in Abhangigkeit von der Zeit beschrieben werden. Durch
Simulationen auf Basis solcher Modelle kénnen Dosierungsregime (z.B. Dosis,
Dosierungsintervall und Administrationsweg) optimiert werden. Die verschiedenen
Phasen nach Arzneimittelapplikation kdénnen wie folgt voneinander unterschieden

werden:

1)Die Resorption beschreibt, wie der Wirkstoff in unverdndertem Zustand vom

Ort der Applikation zum Ort der Messung (z.B. Blut-Plasma oder Serum) gelangt.

2)Die Distribution oder Verteilung beschreibt den reversiblen Transfer des

Pharmakons weg vom und hin zum Ort der Konzentrationsbestimmung.

3) Die Elimination bezeichnet das irreversible Ausscheiden des Wirkstoffes am Ort der
Messung. Dies kann entweder durch Exkretion, den Verlust chemisch unveran-
derten Arzneimittels, oder durch Metabolismus, der chemischen

Umwandlung eines Stoffes in einen anderen, geschehen.

Bei der intravendsen Applikation entfallt der Prozess der Resorption. Hier findet neben

der Infusion nur die Verteilung und Elimination statt.

33



3.2 Nicht-kompartimentelle Analyse

Um die komplexen Ablaufe der Wirkstoffbewegungen im Organismus zu beschreiben,
werden ermittelte Daten mit Hilfe von pharmakokinetischen Modellen und
Rechenverfahren analysiert. In der hier vorliegenden Studie wurden die
pharmakokinetischen Parameter mittels der nicht-kompartimentellen Analyse
berechnet. Die am haufigsten angewendete Standard-Analyse berechnet die
pharmakokinetischen Parameter auf Basis der gemessenen Konzentrationen, ohne
dass die gesamte Konzentrations-Zeit-Kurve durch eine mathematische Funktion
beschrieben wird (11, 14, 80). Die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (,Area
Unter the Curve® - AUC) beschreibt hierbei, in welchem Mal3e eine systemische
Wirkstoffexposition vorlag. Die maximale Konzentration (Cmax) und deren Zeitpunkt
(tmax) wird durch die Art der Applikation des Wirkstoffes bzw. dessen Resorption
bestimmt. Die nicht-kompartimentelle Analyse erlaubt die Berechnung von weiteren
wichtigen pharmakokinetischen Parametern. Dazu z&ahlen die Gesamtkdrper-Clearance
(Cloy), das Verteilungsvolumen (Vgs), die terminale Halbwertszeit (ty2) und die mittlere
Verweildauer (,Mean Residence Time“ - MRT) (11). Dabei wird angenommen, dass die
Elimination des Wirkstoffes nur aus dem Proben-Pool erfolgt, z.B. Plasma oder Serum,
bzw. dass die Eliminationsorgane mit dem Proben-Pool in einem sich schnell
aquilibrierenden Gleichgewicht befinden (11, 19, 25, 81). Diese Voraussetzung ist
gegeben, wenn man bertcksichtigt, dass die Leber und die Nieren als Hauptorgane der
Wirkstoffelimination sehr gut perfundiert sind und somit angenommen werden kann,

dass schnell ein Gleichgewicht entsteht (11).
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4 Statistische Berechnungen

Einzeldosis (ED) und Steady-State (SS) Pharmakokinetik sowie die geschlechtlichen
Unterschiede wurden nach den standardisierten Formeln fir die nicht-kompartimentelle
Anlayse von WinNonline™ Professional (Version 4.0.1, © 1998-2002, Pharsight, Palo
Alto, USA) bestimmt.

In Tab. 4.1 sind die fur die pharmakokinetischen Berechnungen verwendeten, bzw. die

errechneten Parameter angegeben.

Parameter | Einheit | Beschreibung

Cmax mg/I Errechnete Maximalkonzentration
tmin h Zeitpunkt der Maximalkonzentration
Clast mg/I letzte messbare Konzentration

t2 h Terminale Halbwertszeit

Flache unter der Kurve vom Beginn der Infusion bis zur letzten
AUCyast  |mg -h/l | nachweisbaren Konzentration

Flache unter der Kurve vom Beginn der Infusion bis zur Zeit
AUC.int mg -h/l |Unendlich

Gesamtflache unter der Kurve vom Beginn der Infusion bis 24
AUCq.24 mg -h/l | Stunden danach

Vz I Verteilungsvolumen in der terminalen Phase
Vss I Verteilungsvolumen im Steady-State
Negative Steigung der halblogarithmischen terminalen
Lz 1/h Konzentrations-Zeit-Kurve
Fraktion der Dosis die unverandert im Urin ausgeschieden wird
fu % (Urin-Wiederfindung)
Clren ml/min |renale Clearence
Claren ml/min | nicht-renale Clearence
Cliot ml/min |totale Clearence

Tab. 4-1 pharmakokinetische Parameter

Fur die maximale Serumkonzentration von Plasma und Serum (Cnax), die Zeit bis zur
erreichten Hochstkonzentration (tmax) und die minimale Konzentration im Steady-State
(Cmin) wurden die Rohdaten ohne weitere Kalkulationen fir die statistische Auswertung

verwendet. Die terminale Halbwertszeit (t12) wurde durch den linearen Rickgang auf
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der halblogarithmischen Skala der Konzentration-Zeit-Kurve bestimmt, mittels der
Formel In(2)/Lz.

Fur die Berechnung der Flache unter der Kurve (AUC) der Plasma- und Serumkonzent-
ration vom Beginn der Infusion bis zur letzten nachweisbaren Plasma- oder Serum-
konzentration (AUCo.ast) Wurde die lineare Trapezregel verwendet. AUCy.ns wurde
abgeleitet durch Extrapolation der Flache ins Unendliche und Hinzunahme von Cias/Lz
zu AUCy.irt. Die AUCp.24 wurde durch lineare Interpolation zwischen den Proben 12,5
und 24,5h nach Infusion berechnet. Durch den Bezug von Dosis zur AUC. i flr die
Einzeldosis und Dosis zur AUCy.»4 fiir den Steady-State wurde die totale Clearance
(Cliot) errechnet. Die mittlere Verweildauer (MRT), das Verteilungsvolumen wahrend der
terminalen Phase (Vz) sowie das Verteilungsvolumen im Steady-State (Vss) und die
mittlere Verweildauer im Korper (MRT) wurden durch die standardisierten Formeln fur
die nicht-kompartimentelle Analyse, die von WinNonline angeboten werden, ermittelt.

Die Konzentration der Studienmedikation im Urin und die Daten der gesammelten
Volumina wurden dazu verwendet, die Urinausscheidung zu berechnen. Dabei
beschreibt die Urin-Wiederfindung (fu) die Fraktion der kumulativen Ausscheidung im
Urin. Die renale Clearance (Cl.en) wurde bestimmt durch das Verhaltnis der Menge an
Ausscheidungsdosis im Urin bis zur letzten nachweisbaren Urinprobe und der Flache
unter der Kurve (AUC), vom Zeitpunkt der jeweiligen Dosis bis zu diesem Punkt. Die
nicht-renale Clearance (Clyen) ist definiert als die Differenz zwischen totaler und renaler

Clearance.

4.1 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Alle pharmakokinetischen Parameter (bis auf tnmax) wurden auf moégliche geschlechts-
spezifische Unterschiede getestet. Fir jede Studienmedikation und jeden pharmako-
kinetischen Parameter wurden Aquivalenzstatistiken berechnet. Hierbei wurde ein
paralleles Gruppendesign verwendet, das beide Geschlechter verglich. Die
pharmakokinetischen = Parameter =~ wurden  logarithmisch  transformiert, da
pharmakokinetische Parameter wie zum Beispiel die logarithmisch transformierten
Werte von Clearance und Verteilungsvolumen oft gut durch eine Normalverteilung

beschreiben werden kdonne. Da die Differenz zwischen der Einzeldosis (ED) und der
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Steady-State-Dosis (SS) bei den pharmakokinetischen Parametern gering war, wurden
diese gemeinsam analysiert. Um die geschlechtsspezifischen Unterschiede zu
bestimmen, wurde das 90%-Konfidenzintervall des Frau/Mann-Verhaltnisses und der
Schatzwert fir die einzelnen pharmakokinetischen Parameter ermittelt. Fur die
Signifikanzbestimmung und p-Wert-Berechnung wurde die Varianzanalyse (im
Englischen: Analysis Of VAriance) ANOVA verwendet.

4.2 Berechnung der Stuhlflora

Die quantitativen Anderungen der Mikroflora-Kulturen wurden statistisch innerhalb
zweier Gruppen verglichen. Zum Einen ermittelte Daten vor Behandlungsbeginn mit
denen am Ende der Behandlungsphase, zum Anderen Daten vor Behandlungsbeginn
und vier Wochen nach der Behandlung. Hierfir wurde der Wilcoxontest mit Hilfe des
Programms SPSS 11.0 verwendet.
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5 Ergebnisse

5.1 Methodenvergleich

Das Studienmedikament Ertapenem wurde mit zwei unterschiedlichen Methoden
gemessen. Zum Vergleich der beiden hier angewandten Methoden wurden zunachst
die Ergebnisse des Bioassay mit den Ergebnissen der LC-MS mit Hilfe des
Vorzeichentests der Paardifferenzen nach Dixon und Mood (65) angewendet. Die
Ergebnisse sind in Tab. 5-1 aufgefihrt.

Bioassay
Material <LC-MS > = Ngesamt | Linke Schranke p
Plasma, Tag 1 32 78 | 0 110 42 <0,001
Plasma, Tag 7 23 87 0 110 42 <0,001
Urin, Tag 1 2 28 | O 30 8 <0,01
Urin, Tag 7 2 27 | 0 29 8 <0,01

Tab. 5-1 Vergleich von Bioassay und LC-MS/MS Ergebnissen, zweiseitiger Test

Fur den Methodenvergleich wurde dann im Weiteren eine einfache lineare Regres-
sionsanalyse angewendet mit der standardisierten Hauptkomponentenanalyse (SPC)
(6) unter Verwendung des Programmpaketes EVAPAK von Fa. Roche (vormals
Boehringer Mannheim). Tab. 5-2 gibt die Ergebnisse der Regressionsanalyse mit
p<0,05 wieder. In den Abb. 5-1 und 5-2 ist eine Ubersicht tiber die Verteilung der
Ergebnisse in Abhangigkeit von der Konzentration fir die Plasma-Kollektive dargestellt.

Probenkollektiv Ngesamt Steigung b | Achsenabschnitt a (mg/l)
Plasma Tag 1 110 1,082 (*) 3,2
Plasma Tag 2 110 1,034 4,8

Urin 29 1,416 (*) 25,8

Tab. 5-2 Regressionsanalyse von Bioassy vs. LC-MS/MS (*) p< 0,05
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Abb. 5-1 Plasma Tag 1, Methodenvergleich
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Abb. 5-2 Plasma Tag 2, Methodenvergleich
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Zusammen mit der in Abb. 5-3 gezeigten Verteilung der Ergebnisse in Abh&ngigkeit von
der Konzentration fir das Urin-Kollektiv ist in allen drei Diagrammen eine lineare
Beziehung zwischen beiden Ergebnissen erkennbar. Die Steigung der Regressions-
geraden >1 bestatigt die Aussage des Paardifferenzen-Tests: Die Ergebnisse der
Bioassays sind bezogen auf die Plasmawerte etwa 9% hoher und bezogen auf die
Urinwerte etwa 50% hoéher als die Ergebnisse der LC-MS/MS.

Bioassay (mg/l)

0 | 1C|)0l 2C|)0l 3C|)0' 4C|)0l 5C|)0l 6C|)0l 7C|)0l
LC-MS (mg/l)

Abb. 5-3 Urin; Methodenvergleich

5.2 Pharmakokinetik

5.2.1 Ertapenem

Die mittels des Agardiffusionsverfahrens bestimmten Einzeldaten fur die Plasmakon-
zentration bei Einzeldosis und Steady-State von Ertapenem sind in Tab. 9-7 und 9-8 im
Anhang zu entnehmen, die mittels Massenspektrometrie erfassten Daten der Plasma-
konzentrationen in den Tabellen 9-9 und 9-10.

In der Abb. 5-4 sind die arithmetischen Mittel (+ SD) der gemessenen
Plasmakonzentrationen bei Einzeldosis und im Steady-State dargestellt. Anhand der
angegebenen Daten ist erkennbar, dass es zu keiner Akkumulation nach siebentagiger

intravenodser Gabe von 2 g Ertapenem kam.
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Die pharmakokinetischen Parameter fir Ertapenem wurden mit den durch die
Massenspektrometrie erfassten Daten berechnet und sind fir die jeweiligen Probanden
aus den Tab. 9-19 und 9-20 ersichtlich. Tab. 9-23 gibt eine Ubersicht der Daten bei
Einzeldosis (ED) und im Steady-State (SS) an. Als Schatzwert fir die zentrale Tendenz
ist der geometrische Mittelwert angegeben und die in Klammern gesetzten Zahlen
entsprechen dem Variationskoeffizenten in Prozent. Die maximale Serumkonzentration
(Cmax) betrug fur die Einzeldosis 253 (15) mg/l und fir den Steady-State 275 (19) mgl/l.
Die Flache unter der Kurve (AUCgose) wurde fir die Einzeldosis mit Null gegen
Unendlich und fur den Steady-State mit Null gegen 24 Stunden definiert. Daraus ergab
sich fur die Einzeldosis 817 (20) mg-h/l und fur den Steady-State 823 (19) mg-h/l. Die
maximale Serumspitzenkonzentration (tmax) Wurde in beiden Fallen nach 0,5 h erreicht.
Die terminale Halbwertszeit (t1,2) wurde mit 4,5 (23) h fir die Einzeldosis und 4,3 (11) h
fur den Steady-State bestimmt. Die mittlere Verweildauer (MRT) lag bei 4,7 (13) h fur
die Einzeldosis und bei 4,1 (18) h fur den Steady-State. Fir das Verteilungsvolumen in
der terminalen Phase (Vz) ergab sich ein Wert von 8,0 (25) | bei Einzeldosis und 7,5
(20) | am siebten Tag. Das Verteilungsvolumen im Steady-State (Vss) lag nach
einmaliger Dosierung bei 5,7 (18) | und nach mehrfacher Dosierung bei 5,0 (18) I.

350
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Abb. 5-4 Arithmetisches Mittel (+tSD) der gemessenen Plasmakonzentrationen bei

Einzeldosis und im Steady-State nach Gabe von 1 g Ertapenem i.v.
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Die Tabellen 9-11 bis 9-14 zeigen die erfassten Einzeldaten fur die Urinkonzentrationen
von Ertapenem mittels Agardiffusionsverfahren und Massenspektrometrie. Die aus den
Konzentrationen der mittels Massenspektrometrie erfassten Daten berechneten

pharmakokinetischen Parameter sind in Tab. 9-23 dargestellit.

Hier zeigte sich eine Urin-Wiederfindung (fu) von 45,1 (36) % bei Einzeldosis und 41,2
(42) % im Steady-State. Fur die aus der Berechnung mittels Agardiffusionsverfahren
gewonnenen Konzentrationen ergab sich eine Urin-Wiederfindung (fu) fir die Einzel-
dosis von 77,7 % und im Steady-State 70,2%. In Abb. 5-5 ist dieser Unterschied noch-
mals graphisch dargestellt. Zum Vergleich der Methoden siehe auch unter 5.1. Die
Berechnung der totalen Clearance (Cli) ergab bei Einzeldosis 20,4 (18) ml/min und im
Steady-State 20,2 (16) ml/min. Dabei betrug die renale Clearance (Clien) bei Einzeldosis
9,38 (37) ml/min und 8,62 (46) ml/min im Steady-State. Daraus ergaben sich fir die
non-renale Clearance (Clyen) 9,63 (38) ml/min bei Einzeldosis und 11,0 (33) ml/min im

Steady-State.

Urin-Wiederfindung: Bioassay/LC-MS
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Abb. 5-5 Urin-Wiederfindung von Ertapenem mittels Bioassay und LC-MS bei

Einzeldosis und im Steady-State in den einzelnen Urin-Sammelperioden.
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5.2.2 Ceftriaxon

In der Abb. 5-6 sind die arithmetischen Mittel (x SD) der gemessenen
Serumkonzentrationen bei Einzeldosis und im Steady-State dargestellt. Anhand der

genannten Daten ist erkennbar, dass es zu keiner Akkumulation nach siebentégiger
intravenoser Gabe von 2 g Ceftriaxon kam.

Die mittels Agardiffusionsverfahren bestimmten Einzeldaten fur die Serumkonzentration

bei Einzeldosis und Steady-State von Ceftriaxon sind in Tab. 9-15 und 9-16 im Anhang
zu entnehmen.
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Abb. 5-6 Arithmetisches Mittel (+tSD) der gemessenen Serumkonzentrationen bei

Einzeldosis und im Steady-State nach Gabe von 2 g Ceftriaxon i.v.

In den Tab. 9-21 und 9-22 sind die berechneten pharmakokinetischen Daten der
einzelnen Probanden aufgefiihrt. Tab. 9-23 enthélt die pharmakokinetischen Daten im
geometrischen Mittel als Schatzwert fir die zentrale Tendenz. Die maximale
Serumkonzentration (Cmax) betrug 306 (26) mg/l nach einmaliger Gabe und 300 (16)
mg/l im Steady-State. Die berechnete Flache unter der Kurve (AUCgyose) €rgab fir die
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Einzeldosis 1557 (15) mg-h/l und 1463 (15) mg-h/l im Steady-State. Die Flache unter
der Kurve wurde wie bei Ertapenem mit Null gegen Unendlich fur die Einzeldosis und
mit Null bis 24 fir den Steady-State definiert. Die maximale Serumspitzenkonzentration
(Cmax) War in beiden Féllen nach 0,5 h (tnax) erreicht. Die mittlere Verweildauer (MRT)
lag fur die Einzeldosis bei 9,1 (16) h und fur den Steady-State bei 8,5 (14) h. Die
terminale Halbwertszeit (t12) wurde mit 7,5 (17) h nach einmaliger Gabe und 7,1 (12) h
im Steady-State bestimmt. Fur das Verteilungsvolumen in der terminalen Phase (Vz)
ergab sich ein Wert von 13,9 (15) | bei Einzeldosis und 14,0 (15) | am siebten Tag. Das
Verteilungsvolumen im Steady-State (Vss) lag nach einmaliger Dosierung bei 11,7 (16) |

und nach mehrfacher Dosierung bei 11,6 (16) I.

Die Einzeldaten der Urinkonzentrationen fur die Zeiten 0-6h, 6-12h und 12-24h sind aus
den Tabellen 9-17 und 9-18 im Anhang zu entnehmen. Tab. 9-19 zeigt die daraus
errechneten pharmakokinetischen Daten. Dabei ergab sich fur die Urin-Wiederfindung
(fu) ein Wert von 36,7 (18) % bei Einzeldosis und 42,3 (15) % im Steady-State. Die
totale Clearance (Cli) wurde mit 21,4 (18) ml/min bei Einzeldosis und 22,8 (18) ml/min
im Steady-State berechnet. Dabei betrug die renale Clearance (Cl.n) bei Einzeldosis
8,63 (9) ml/min und im Steady-State 9,60 (11) ml/min. Daraus ergab sich fur die non-
renale Clearance ein Wert von 12,5 (31) ml/min bei Einzeldosis und 13,0 (31) ml/min im
Steady-State.

5.2.3 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Neben der Frage nach Akkumulation der Studienmedikamente wurden die Daten noch
auf mogliche geschlechtsspezifische Unterschiede geprift. Diese wurden fur die phar-
makokinetischen Parameter von Ertapenem festgestellt und sind in Tab. 5-3 aufgefihrt.
Hierbei zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Flache unter der Kurve (AUCgose IiN
mg - h/l) fir Ertapenem mit einem P-Wert von: p<0,004, bei einer AUC nach Einzeldosis
von 711+45 fur Frauen und 9504151 fur M&nner sowie einer AUC im Steady-State von
770488 fur Frauen und 901+192 fir Manner. Die totale Clearance (Cli) von Ertapenem
war etwa 24% hdoher bei den weiblichen Probanden, wobei diese auch eine hohere
renale Clearance (Cln) Vvon 51% aufwiesen. Fir die pharmakokinetischen Daten von

Ceftriaxon ergaben sich keine signifikanten geschlechtspezifischen Unterschiede.

44



geometri- |geometri-| Geometrischer Mittelwert der
scher scher Frauen dividiert durch
Mittelwert | Mittelwert| geometrischen Mittelwert der p-Werte fur
der der Mannern (90% Konfidenzintervall | Geschlechts-
Frauen Manner in %) unterschiede
Cmax (mg/l) 259 269 97 (84-111) 0,66
AUC dose
(mg-h/l) 737 912 81 (72-90) 0,004
Cliot (ml/min) 22,6 18,3 124 (111-138) 0,004
Clren (Ml/min) 11,0 7,25 151 (112-205) 0,03
Clnren (Ml/min) 10,6 9,84 108 (73-160) 0,736
t1z (h) 4,14 4,70 88 (78-100) 0,095
MRT (h) 3,97 4,85 82 (74-91) 0,003
Vss (I) 5,39 5,32 101 (87-118) 0,884
Vz (l) 8,10 7,44 109 (89-133) 0,461
Chmin (Mg/l) 1,11 2,04 54 (37-79) 0,017
fu (%) 48,2 38,2 126 (93-170) 0,195

Tab. 5-3 Geschlechtsspezifische Unterschiede der pharmakokinetischen Parameter

5.3 Mikrobiologische Ergebnisse

Die Analyse der Stuhlproben erfolgte im Karolinska-Institut in Stockholm durch

Professor Nord, der diese untersuchte und statistisch auswertete. Tab. 5-4 zeigt die

mittlere Konzentration von Ceftriaxon und Ertapenem im Stuhl am vierten und am

achten Tag. An den Tagen -2, -1, 14, 21 und 35 wurde keine antimikrobielle Aktivitat

nachgewiesen.
Konzentration in mg/kg
Medikament Tag 4 Tag 8
MW | SD | MEDIAN | Grenzbereich | MW | SD | MEDIAN | Grenzbereich
Ertapenem | 37,2 |110 0,3 0-330 32,7197,3 0 0-292
Ceftriaxon | 152 [253| 24 0-657 258 | 296 161 0-806

Tab. 5-4 Konzentration von Ertapenem und Ceftriaxon im Stuhl an Tag 4 und 8
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5.3.1 Einfluss von Ertapenem auf die intestinale Mikroflora

Zur Untersuchung des Einflusses der Studienmedikamente auf die intestinale Mikroflora
wurden aerobe Keime (Escherichia coli, Enterokokken) sowie Hefen und anaerobe
Keime (Clostridien, Bacteroides, Bifido- und Lactobacilli) gewéhlt. Die Abb. 5-7 (links)
zeigt, dass sich wahrend der Gabe von Ertapenem die Anzahl der Enterokokken-
Kolonien signifikant erhdhte (p< 0,05), wogegen die Anzahl der E. coli-Kolonien
abnahm. Am achten Tag zeigte sich im Vergleich zu den vor Medikamentenapplikation
abgenommen Proben ein vermehrtes Wachstum von Hefe-Kolonien. Insgesamt

normalisierte sich die aerobische Mikroflora am Tag 35 wieder.
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Abb. 5-7 Einfluss von Ertapenem (links) und Ceftriaxon (rechts) auf die aerobe
intestinale Mikroflora.
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Abb. 5-8 (links) zeigt, dass sich die Anzahl der anaeroben Mikroflora insgesamt
wéahrend der Medikamentengabe verminderte, wobei die Anzahl der Bifidobakterien und
Bacteroides fragilis Gruppe signifikant vermindert wurde (p<0,05). Die Anzahl der
Lacrobacilli und Clostridien dagegen wurde nur geringflgig beeinflusst. Der Verlauf in

der Abbildung zeigt die Mittelwerte der Anzahl an Mikroorganismen pro Gramm Stuhl.
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Abb. 5-8 Einfluss von Ertapenem (links) und Ceftriaxon (rechts) auf die anaerobe
intestinale Mikroflora.
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5.3.2 Einfluss von Ceftriaxon auf die intestinale Mikroflora

Der in Abb. 5-6 (rechts) abgebildete Einfluss von Ceftriaxon auf die aerobe Mikroflora
zeigt, dass sich die Anzahl von Enterokokken-Kolonien deutlich vermehrte, wahrend die
Anzahl von E. coli-Kolonien signifikant abnahm (p<0,05). Am achten Tag der
Ceftriaxongabe zeigte sich keine signifikante Uberwucherung von Hefe-Kolonien und
die aerobe Mikroflora normalisierte sich an Tag 35 auf die Konzentration vor
Medikation.

Obwohl sich die anaerobe Mikroflora an Tag 35 wieder normalisiert hatte, zeigte sich
wahrend der Ceftriaxongabe eine signifikante Reduktion der anaeroben Stamme. Dies

betraf sowohl Lactobacillen, Bifidobakterien, Clostridien wie auch B. fragilis.

5.4 Vertraglichkeit

Wahrend der sieben Tage der Medikamentenapplikation wurde von den Probanden
eine Liste Uber subjektive Beschwerden gefihrt. In Tab. 5-5 und Tab. 5-6 sind die
Beschwerden nach Art, Dauer und Anzahl der Probanden in Zusammenhang mit dem
jeweiligen Studienmedikament aufgefuhrt.

Anzahl der Dauer der
Art der Beschwerden Probanden |Beschwerden
Durchfall 6 1-5d
konsistenzverminderter Stuhl 3 1-5d
Kopfschmerzen 4 1-4d
metallischer Geschmack im Mund 4 1-7d
Kaltegefuhl 1 2d
lokale Reizung der Punktionsstelle 1 1d
Durchfall und Erbrechen (nach
Ananas) 1 2d
Ubelkeit und Schwindel 1 1h

Tab. 5-5 Subjektive Beschwerden wahrend siebentégiger Ertapenemgabe

48



Anzahl der Dauer der

Art der Beschwerden Probanden |Beschwerden
Durchfall 6 1-10d
konsistenzverminderter Stuhl 3 2-7d
Kopfschmerzen 7 1-2d
metallischer Geschmack im Mund 1 7d
Sodbrennen 1 1d
lokale Reizung der Punktionsstelle 1 1d
Ubelkeit 1 1d
leichtes Schwindelgefiihl 1 2h

Tab. 5-6 Subjektive Beschwerden wéahrend siebentagiger Ceftriaxongabe

Die Studie wurde von allen Probanden planmalig beendet und es traten keine
schwerwiegenden Komplikationen auf. Uber Diarrhoe und verminderte Stuhlkonsistenz
wurde in beiden Studiengruppen am haufigsten berichtet (n=9). Uber Kopfschmerzen
wurde nach Applikation von Ceftriaxon haufiger geklagt (n=7), doch auch bei
Ertapenem traten sie noch bei fast der Halfte der Probanden auf (n=4). Ein metallischer
Geschmack im Mund trat haufiger nach Gabe von Ertapenem auf (n=4), bei Ceftriaxon

wurde nur von einem Probanden dariber berichtet. Jeweils ein Proband pro

Studiengruppe hatte Irritationen an der Infusionsstelle.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Methoden

6.1.1 Bioassay

Bei dem hier angewendeten Verfahren der Agardiffusion handelt es sich um eine auf
biologischer Basis aufgebauten Methode. Die Wachstumshemmung geeigneter
lebender Testkeime durch die antibakteriellen Substanzen wurde quantitativ erfasst und
ausgewertet. Die hier vorliegenden Ergebnisse der Serum-, Plasma- und Urinkon-
zentrationen wurden nach der von J.M. Andrews (3) beschriebenen Methode bestimmt.
Vorteile dieser Methode sind die Messung der gesamten biologischen Aktivitat der
Muttersubstanz sowie die Messung gegebenenfalls vorliegender aktiver Metaboliten.
Dies kann jedoch unter Umstanden zu erhohten Messwerten der Konzentration fiihren,
da eine Trennung der Konzentration von Muttersubstanz und aktiven Metaboliten nicht
maoglich ist. Nachteile konnen durch die starke Abhangigkeit von menschlichen
labortechnischen Fahigkeiten und Fertigkeiten (absolute Menge der eingebrachten
Testlosungen, Ablesetechnik) sowie von biologisch bedingten individuellen
Schwankungen der Hemmhofgréf3e (Keimsaat, Testkeim, Agarschichtdicke) entstehen.
Der Variationskoeffizient des hier zugrundeliegenden Agardiffusionsverfahrens lag fur
Ertapenem im Plasma zwischen 3,6% und 5,4% und im Urin zwischen 3,0% und 4,7%
sowie fur Ceftriaxon im Serum zwischen 3,7% und 6,9% und im Urin zwischen 5,7%
und 7,2%. Dies zeigte die Zuverlassigkeit der Methode zur Bestimmung von Ertapenem

und Ceftriaxon.

6.1.2 Massenspektrometrie

Bei der LC-MS/MS handelt es sich um ein Verfahren, bei dem durch die lonisation des
Analyts die Molekile im Raum gezielt transportiert, gefiltert und schlie3lich detektiert
werden konnen. Diese rein physikalische Methode eignet sich vor allem zur akkuraten
Quantifizierung endogener und exogener niedermolekularer Analyte in biologischen
Proben (79). Die Messungen weisen im Allgemeinen eine hohe Spezifitat und Richtig-
keit bei guter Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit auf. Jedoch sollte die Spezifitat
der Methode nicht Uberschatzt werden, da es bei der lonisation und Aufsplittung in

Mutter- und Tochterionen zu sogenannten ,In-source transformationen* kommen kann.
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Dies bedeutet, es kdnnten Konjugat-Metaboliten eines Analyts entstehen. Dies fihrt
dann unter Umstanden zu einer falschen Messung der Analyte, da konjugierte und nicht
konjugierte Analyte zu gleichen Teilen gemessen werden und die Methode verfalschen
kénnen (79).

Die hier durchgefuihrten Messungen zur Quantifizierung mit einem Mittelwert der QC-
Werte von 97,02 und einer guten Spezifitat zeigten jedoch, dass sich die Methode gut

eignet, um Ertapenem in Plasma und Urin nachzuweisen.

6.1.3 Methodenvergleich Bioassay/Massenspektrometrie

Beim Vergleich der Methoden mittels Vorzeichentest der Paardifferenzen nach Dixon
und Mood (65) zeigte sich, dass in allen vier Untergruppen die Ergebnisse des
Bioassay signifikant hoher waren als die Ergebnisse der LC-MS/MS mit pplasma<0,001
und puiin<0,01.

Die Vergleichsberechnung mittels Regressionsanalyse ergab eine Uberwiegende
Signifikanz fur den Vergleich der Ergebnisse von Plasma zwischen Bioassay und LC-
MS/MS. Dies ist jedoch fur die weitere pharmakokinetische Auswertung der
Plasmaproben nicht erheblich. Die Unterschiede der Ergebnisse in den Urinproben

erscheinen jedoch relevant.

Vergleicht man die hier gewonnen Ergebnisse mit anderen Studien, so berichtet
Majumdar et al. (45) Uber eine 44%-ige Urin-Wiederfindung fur die unveranderte
Substanz. Dies wirde den in dieser Studie per LC-MS/MS gemessenen Daten
entsprechen.

Die Bestimmung der Urinkonzentration per Bioassay ergab eine 77%-ige Urin-Wieder-
findung. Die 2001 verdffentlichten Ergebnisse von Wong et al. (84), bei der die
Konzentrationen von radioaktiv markiertem Ertapenem im Urin per ,liquid scintillation
spectrometry“ gemessenen wurden, zeigten eine 80%-ige Urin-Wiederfindung. Dies
ware also mit den hier per Bioassay gewonnenen Daten vergleichbar. Der Haupt-
metabolit von Ertapenem wird in Form eines offenen Ring-Metaboliten ausgeschieden
(22, 85) und soll laut Hersteller inaktiv sein. Daher sollte dieser durch den Bioassay

eigentlich nicht messbar sein. Da jedoch die Plasmadaten bei beiden Methoden
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vergleichbar gemessen wurden kdnnte eine gewisse Aktivitdt der Metabolite gegen den

im Bioassay verwendeten Keim vorgelegen haben.

Eine mdgliche Erklarung der unterschiedlichen Ergebnisse, vor allem bei den Daten der
Urinkonzentration, konnte auf die Instabilitdtt des Pharmakons nach dem Auftauen
zurtickzufihren sein. Die im Labor von Kurowski in Berlin vorgenommenen Messungen
der Plasma- und Unrinproben konnten laut diesem nur einmal gemessen werden, da
von einer gewissen Instabilitdt des Pharmakons ausgegangen wurde. Musson et al.
(49) beschreiben in ihrer 1998 erschienenen Arbeit eine Stabilitat von etwa acht
Stunden bei Raumtemperatur flr Ertapenem in Urinproben. Fur Plasmaproben betrug
diese sogar nur zwei bis vier Stunden. In einer von Koal et al. 2006 (42) veroffentlichten
Arbeit  wurde die Stabilitat ~ von Ertapenem ebenfalls untersucht.
Ertapenemkonzentrationen wurden hier per LC-MS gemessen. Nach der Messung
wurden die untersuchten Proben 24 Stunden bei 4C aufbewahrt und nochmals
gemessen. Die Ergebnisse waren mit 99,4+1,8 % reproduzierbar. Voraussetzung der
Stabilitat war in beiden Studien die sofortige Pufferung mit MES (pH 6,5) und die
Aufbewahrung bei -80C. Beides wurde in der hier vo rliegenden Studie befolgt. Da die
in der hier vorliegenden Studie gewonnenen Proben nach dem Auftauen sofort
gemessen wurden, erscheint die Methode der LC-MS valide fur die Messung der

Konzentration von Ertapenem.

6.2 Pharmakokinetik

Der Mdoglichkeit, die pharmakokinetischen Daten von verschiedenen Medikamenten zu
vergleichen, sind Grenzen gesetzt. Zum Einen kdnnen die Prozesse der Verteilung,
Metabolisierung und Elimination im menschlichen Organismus erheblichen
Schwankungen unterliegen, zum Anderen kann es zu Unterschieden bei den jeweiligen
Individuen durch Alter, Nahrung, Krankheit, Begleitmedikation und Galenik des
Pharmakons kommen.

Unterschiedliche Studiendesigns (Dosis, Applikationsart, Grbéf3e des Probanden- bzw.
Patientenkollektivs), unterschiedliche Methoden sowie verschiedene pharmako-

kinetische und statistische Auswertverfahren (Art des Kompartimentmodells, Normali-

52



sierung des Korpergewichtes) wirken sich ebenfalls begrenzend auf die Vergleichbar-
keit der pharmakokinetischen Daten aus (61).
Durch Anpassung der Dosis und des Dosierungsintervalles sowie Festlegung von

Sicherheitsbereichen, kénnen interindividuelle Unterschiede ausgeglichen werden.

6.2.1 Pharmakokinetik von Ertapenem

Im Folgenden sollen die hier gewonnen Ergebnisse mit den Ergebnissen anderer
Studien verglichen werden. Dazu werden die wichtigsten Ergebnisse nochmals
aufgefuhrt.

Nach einer einmaligen intravendsen Applikation von 1 g Ertapenem Uber 30 min
bestimmten wir eine maximale Serumkonzentration (Cmax) von 253 mg/l bei Einzeldosis
und 275 mg/l im Steady-State. Die Flache unter der Kurve (AUCgose) betrug 817 mg:-hl/l
bei Einzeldosis und 823 mg-h/l im Steady-State.

Bei der Frage nach einer eventuellen Akkumulation von Ertapenem nach siebentégiger
intraventdser Gabe zeigten die berechneten pharmakokinetischen Daten, dass es zu
keiner Akkumulation gekommen ist. Dies spiegelt sich auch in den Daten der von
Majumdar et al. 2002 vertffentlichten Studie wider (45). Hier wurden bei 6 mannlichen
Probanden bei Einzeldosis eine AUCy.24 von 480,7 mg-h/l und fir Steady-State (nach 8

Tagen i.v. Gabe von 1 g Ertapenem) eine AUCy.4 von 501,4 mg-h/l ermittelt.

Insgesamt zeigten die in der hier vorliegenden Studie errechneten pharmakokinetischen
Parameter hohere Werte, als in der Studie von Majumdar et al. (45) 2002 publiziert. So
lagen die dort errechneten Parameter von Cpax (Mmg/l) mit 154,9+22,0 und AUC..
(mg-h/l) mit 572,1+68,6, unter den hier errechneten Parametern. Da die Daten durch die
HPLC-Methode (High-Performance-Liquid-Chromatographie) gewonnen wurden, ist ein
direkter Vergleich sicherlich nicht sinnvoll, weil in der hier aufgefiihrten Studie zwei
unabhangige Methoden verwendet wurden. Diese erwiesen sich als vergleichbar, was
die gewonnenen Plasmadaten betraf. Hierzu siehe auch 6.2. Eine mdgliche Erklarung
fur die in dieser Studie hoheren Werte konnte sich dadurch ergeben, dass das mittlere
Korpergewicht nur bei 70+13 kg lag. Genauere Angaben zum Probandenkollektiv

wurden in der Studie von Majumdar et al. (45) nicht gemacht.
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In der von Chen et al. (17) 2006 veroffentlichten Studie wurde der Einfluss des
Korpergewichtes auf die pharmakokinetischen Daten untersucht. Hier wurde fur die
AUC;... (Ug-h/ml) bei Normalgewichtigen (BMI 22,5+1,9 kg/m?) ein Wert von 586 + 50,4
errechnet. Der mittlere BMI in der hier vorliegenden Studie lag bei 24,9+5,7 und ware
somit mit den Normalgewichtigen in der Studie von Chen et al. vergleichbar. Das
mittlere Koérpergewicht in dieser Gruppe lag bei 66,7+9,6 kg. Da die errechneten Werte
in der AUC in dieser Studie ebenfalls niedriger waren als in unserer, liegt der
Unterschied mdglicherweise in den verschiedenen Methoden begriindet. Auch in der
Studie von Chen et al. wurde zur Konzentrationsmessung die Methode der HPLC
verwendet. Die Etablierung der LC-MS/MS-Methode fur den Nachweis von Ertapenem
findet sich in der Veroffentlichung von Koal et al. (42). Dort sind jedoch keine
pharmakokinetischen Daten beschrieben. Daher gestaltet sich ein abschlieRender
Vergleich der in dieser Studie gewonnen Daten mit denen anderer Studien (17, 21, 45)
schwierig. Es kann nur vermutet werden, dass die Unterschiede sich in den

angewendeten analytischen Methoden oder der Durchfiihrung der Studien begriinden.

Aus den in dieser Studie gewonnen Daten ergab sich zusatzlich ein signifikanter
geschlechtsspezifischer Unterschied. Die AUC (mg-h/l) fir die Daten von Ertapenem
unterschied sich mit p<0,004 signifikant zwischen den weiblichen und mannlichen
Probanden. Dabei lagen die Werte am ersten Tag bei 711+45 mg-h/l fur die weiblichen
und 950+£151 mg-h/l fir die mannlichen Probanden sowie bei Werten vom siebten Tag
mit 770+88 mg-h/I fur die weiblichen und 901+192 mg-h/I fir die mannlichen Probanden.
Damit war die Plasmaclearance fur Ertapenem etwa 24% hoher bei den weiblichen
Probanden. Dieser Unterschied lasst sich vermutlich auf die 51% hdhere renale
Clearance bei den weiblichen Probanden zuriickfihren. Dieser geschlechtsspezifische
Unterschied scheint klinisch nicht relevant zu sein und wurde auch schon bei anderen
Medikamenten (Argatroban) beobachtet (72).
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6.2.2 Pharmakokinetik von Ceftriaxon

Das Breitspektrumantibiotikum Ceftriaxon ist ein seit Jahren gut etabliertes und mehr-
fach untersuchtes Antibiotikum. Es gibt bereits eine Vielzahl an Studien, die sich mit
den pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Parametern befassen (10, 18,
40, 57-59, 62, 86, 87). Die in dieser Studie durch Bioassay gemessenen Konzentra-
tionen aus Serum und die daraus berechneten pharmakokinetischen Parameter
zeigten, dass es bei Ceftriaxon zu keiner Akkumulation im Steady-State kam. Im
Folgenden werden die wichtigsten Daten nochmals aufgefuhrt.

Nach einer einmaligen intravendsen Applikation von 2 g Ceftriaxon tber 30 min,
bestimmten wir eine maximale Serumkonzentration (Cmax) von 306 mg/l bei Einzeldosis
und 300 mg/l im Steady-State. Der Zeitpunkt der Serumspitzenkonzentration (tmax) war
bei Einzeldosis und Steady-State jeweils nach 0,5 h erreicht. Die terminale
Halbwertszeit (t12) wurde mit 7,5 h bei der Einzeldosis und 7,1 h im Steady-State
errechnet. Diese Daten bestatigen die pharmakokinetische Voraussetzung fir die
maogliche einmalige Dosierung von Ceftriaxon.

Die Flache unter der Kurve (AUCgose) betrug 1557 mg-h/l bei Einzeldosis und 1463
mg-h/l im Steady-State. Die renale Clearence (Cl.n) lag bei der Einzeldosis bei 8,63
ml/min und im Steady-State bei 9,60 ml/min. Die Urin-Wiederfindung (fu) ergab fir die
Einzeldosis 37,7 % und fur den Steady-State 42,3 %.

Im Vergleich mit anderen pharmakokinetischen Studien ergaben sich nur geringe
Abweichungen. Die Studie von Chiu et al. (18) zeigte beim Vergleich von Einzeldosis
(ED) und Steady-State (SS) mit einer Flache unter der Kurve (AUC) von 973,12 mg-h/|
(ED) und 1075,40 mg-h/l (SS) sowie einer maximalen Plasmakonzentration (Cnax) VOn
128,7 mg/l (ED) und 136,4 mg/l (SS), dass es auch hier zu keiner Akkumulation nach
einer zehntagigen Gabe von Ceftriaxon kam. Die niedrigeren Werte im Vergleich zu der
hier durchgefiuihrten Studie sind durch die geringere Dosierung von 1 g pro Tag zu

erklaren.

Pollock et al. (62) beschreiben nach einer einmaligen Gabe von 2 g Ceftriaxon i.v. eine
maximale Plasmakonzentration (Cmax) Vvon 239+26 mg/l am ersten Tag und 260+24 mg/I
am vierten Tag sowie eine renale Clearance (Clien) von 523£94 ml/h am ersten Tag und

509£112 ml/h am vierten Tag. Die terminale Halbwertszeit (t12) lag jeweils bei 6,2 h am
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ersten Tag und am vierten Tag. Dies zeigt eine recht gute Vergleichbarkeit zu den in
dieser gewonnenen Studie erzielten Ergebnissen und spricht fur die Mdglichkeit der
Einmaldosierung.

Borner K. (10) beschreibt eine maximale Serumkonzentration (zum Zeitpunkt Omin nach
Infusion) von 258+40 mg/l und eine Urin-Wiederfindung von 51,2+8,9% Uber einen
Zeitraum von 24 Stunden, was die anteilige Elimination Gber die Niere bestatigt.

In der Studie von Patel et al. (58) wurde die Flache unter der Kurve (AUC) mit
1703+£203 mg - h/l berechnet, ein etwas hoherer Wert, als die in dieser Studie berech-
neten AUC. Allerdings wurde hier ein Zwei-Kompartimentmodell zur Berechnung der
pharmakokinetischen Parameter zugrundegelegt.

Die hier zum Vergleich beschriebenen Studien nutzten zur Konzentrationsbestimmung
von Ceftriaxon in der Hauptsache die Methode der HPLC. In der Studie von Granich
und Krogstad (35) wurde eine direkte Vergleichsmessung zwischen dem Bioassay und
der HPLC vorgenommen. Hier zeigte sich eine gute Vergleichbarkeit der beiden
Methoden bei einer Regressionsgleichung von y=0,995x + 1,904. Dies wirde fur die
gute Vergleichbarkeit der hier gewonnenen Ergebnisse mit den in anderen Studien
gewonnenen Ergebnissen sprechen. Dennoch ist nicht auszuschliel3en, dass sich die in
einigen Studien doch leicht abweichenden Ergebnisse (62) auf die unterschiedlichen
Methoden zurlickzufiihren lassen. Des Weiteren wurden bei einigen Studien Plasma-
statt Serumproben untersucht (10, 18, 40, 58, 62), was unter Umstanden ebenfalls zu
leichten Unterschieden fuhren konnte. Insgesamt zeigten die hier vorgelegten
Ergebnisse jedoch eine recht gute Vergleichbarkeit mit anderen pharmakokinetischen
Studien.

6.2.3 Vergleich von Ertapenem und Ceftriaxon

Im Folgenden soll auf die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen
Eigenheiten der beiden Studienmedikamente eingegangen werden, um diese
vergleichen zu kdnnen.

Bei Carbapenemen, welche eine zeitabhéngige Wirkung haben, ist der wichtigste
pharmakokinetische und pharmakodynamische Parameter (PK/PD) das Zeitintervall, in
dem die Plasmakonzentration die mittlere Hemmkonzentration Ubersteigt (T>MHK) (20).

Fur Carbapeneme wurde bisher ein T>SMHK von 30-40% des Dosierungsintervalles als
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ausreichend bewertet, wegen ihrer schnellen bakteriziden Aktivitat (48). Bei
Cephalosporinen wurde hingegen eine maximale bakterizidale Aktivitat erst ab einer
Konzentration Uber 50-60% MHK des Dosisintervalles gesehen (2). Beide hier
verwendeten Antibiotika zeigen eine hohe Proteinbindung. Einige Forscher glauben,
dass nur das ungebundene Antibiotikum Aktivitat zeigt, andere wiederum meinen, dass
die plasmagebundenen Teile als Reservoir dienen, da eine Herstellung des
Gleichgewichtes zwischen gebundenen und ungebundenen Fraktionen schnell
stattfindet (60).

Berucksichtigt man nun, dass eine T>MHK von 30-40% fur Ertapenem und eine T>MHK
von 50-60% flr Ceftriaxon bendtigt wird, und dass beide Antibiotika eine 5-10%-ige
freie Fraktion in der therapeutischen Konzentration aufweisen (45, 60), kénnen die
direkt gemessenen 12-Studenwerte von Ertapenem (11,8 mg/l) mit den 24-Studen-
werten von Ceftriaxon (10,3 mg/l) verglichen werden.

Interpretiert man diese Daten im Zusammenhang mit der minimalen Hemm-
konzentration (MHKgy) von Ceftriaxon und Ertapenem, welche in einer grol3en
Multicenter-Uberwachungsstudie (43) gewonnen wurden, zeigt sich, dass beide Anti-
biotika eine vergleichbare PK/PD fir Moraxella ssp., Pneumokokken und Haemophilus
influencae haben, welche héaufig ambulant erworbene Pneumonien hervorrufen.
Besonders glinstig waren die PK/PD Parameter von Ertapenem flr S. aureus, welcher
haufig Pneumonien bei alteren Patienten mit Komorbiditdt hervorruft. Dies konnte

erklaren, warum Ertapenem in dieser Patientengruppe eine gute Wirkung zeigte (77).

Im Vergleich zu Ceftriaxon ergab sich bei Ertapenem eine leicht erhéhte Konzentration
im Urin kurz nach der intravendsen Gabe, die dann aber schnell wieder abnahm, was
auf die kurzere Halbwertszeit und die Uberwiegend renale Eliminiation von Ertapenem
zurtckzufihren ist. Ertapenem zeigte sich bislang als erfolgreich in der Behandlung von
urologischen Infektionen (74), was sich in den hier gemessenen Konzentrationen im
Urin widerspiegelte. Des Weiteren scheint es gut vergleichbar mit Ceftriaxon fur die

Behandlung von komplizierten urologischen Infekten (38) zu sein.
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6.3 Mikrobiologische Veranderungen

Die Verabreichung von Antibiotika fuhrt haufig zu einer Veranderung in der natirlichen
mikrobiellen Flora im Darm, die im Verlauf der Behandlung dann zu Diarrhoe oder Pilz-
infektionen fuhren kann (71). Die individuelle Zusammensetzung der naturlichen
Mikroflora im Darm ist durch die Ernahrungs- und Lebensgewohnheiten des Einzelnen
bestimmt (54) und dient als Schutz vor der Kolonisation von potentiell pathogenen
Keimen oder Uberwucherung von kérpereigenen Mikroorganismen, wie Pilzen oder
Clostridium difficile. Die Méglichkeit des Kérpers, sich gegen diese Ansiedlung und das
Wachstum von opportunistischen Mikroorganismen zu wehren, nennt man Koloni-
sationsresistenz (7, 53). Fur diese ist der Erhalt der Anaerobierbesiedlung im Darm
entscheidend. Des Weiteren wird die Kolonisationsresistenz noch durch physiologi-
schen Faktoren wie Darmperistaltik, Speichel — und Schweil3sekretion sowie den pH-
Wert der Magensaftes beeinflusst (76).

6.3.1 Ertapenem

Die hier aufgefuhrte Studie war die erste, die sich mit der Veranderung der mikrobiellen
Darmflora nach der Verabreichung von Ertapenem befasste. In den Studien von Wong
et al. (84, 85) wurden 10 % des radioaktiv markiertem Ertapenem im Stuhl nachge-
wiesen. Normalerweise haben Carbapeneme eine recht geringe Elimination Uber den
Faeces mit entsprechend geringen Auswirkungen auf die intestinale Mikroflora (71). So
wurde in der Studie von Bergan et al. (9) der Einfluss von Meropenem auf die intes-
tinale Mikroflora untersucht. Dabei kam es &hnlich wie hier zu einer Abnahme der
Bacteroides-Kolonien und einer Zunahme der Enterokokken-Kolonien. Bei der Unter-
suchung des Einflusses von Imipenem auf die mikrobielle Mikroflora durch Kager et al.
(41) kam es zu einer Abnahme von Enterokokken-Kolonien, Bifidobakterien-Kolonien
und Baceroides-Kolonien. Die Konzentration im Stuhl lag bei einem Gramm Imipenem-
cilastatin alle 6 Stunden fur vier Tage zwischen 0,7 und 11.3 mg/kg. In beiden
vorbenannten Studien normalisierte sich die mikrobielle Darmflora nach Ablauf von zwei
Wochen nach Medikamentengabe. In der hier vorliegenden Studie wurden hohere
Konzentrationen wahrend der Medikamentengabe an Tag vier und an Tag acht (im
Mittel 37,2 mg/kg) im Stuhl gefunden, die sich im Rickgang der E. coli-Kolonien,
Bacteroides-Kolonien und der Bifidobakterien-Kolonien sowie einer Zunahme von Hefen
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und Enterokokken-Kolonien widerspiegelte. Weitere Studien zur Verdnderung der
Darmflora durch Ertapenem liegen bislang nicht vor.

6.3.2 Ceftriaxon

Wahrend der Gabe von Ceftriaxon zeigten sich an Tag vier eine mittlere Konzentration
von 152 mg/kg und an Tag acht 258 mg/kg im Faeces. Die hoheren Konzentrationen im
Vergleich zu Ertapenem waren zu erwarten, da Ceftriaxon etwa zur Halfte Uber die
Galle ausgeschieden wird. Dies zeigte sich auch durch die Veranderung in der mikro-
biellen Darmflora. Zum Einem nahm bei den aeroben Keimen die Anzahl an E. coli-
Kolonien ab, zum Anderen kam es zur Zunahme an Enterokokken-Kolonien und einem
vermehrtem Wachstum von Hefe-Kolonien. Auch bei den anaeroben Keimen kam es zu
einer Abnahme von Lactobacillen, Bifidobakterien-Kolonien, Clostridien-Kolonien sowie
B. fragilis-Kolonien. Zu vergleichbaren Ergebnissen kam es auch bei anderen
Untersuchungen. So zeigte sich in der Studie von Hoepelmann et al. (36) ebenfalls eine
Verminderung der E. coli-Kolonien und ein vermehrtes Wachstum von Hefe-Kolonien.
Die Studie von Nilsson-Ehle, Nord und Ursing (52) ergab ebenfalls eine Zunahme an
Enterokokken-Kolonien und Hefe-Kolonien und dem gegeniber eine Abnahme an
Staphylokokken, Streptokokken und Enterobakterien als Vertreter der anaeroben
Stamme.

Zu einer Abnahme von E. coli-Kolonien und Bacteroides-Kolonien kam es auch in der
Studie von Arvidsson et al. (5). Die Enterokokken-Kolonien und Lactobacillen nahmen
in dieser Studie zu.

Insgesamt erscheinen die in der hier vorgelegten Studie dargestellten Ergebnisse gut
vergleichbar mit bereits vormals getesteten Veranderungen der mikrobiellen intestinalen

Flora. Neuere Untersuchungen hierzu liegen derzeit nicht vor.

6.4 Vertraglichkeit

Die beiden eingesetzten Studienmedikamente zeigten eine gute Vertraglichkeit. Die
haufigsten unerwinschten Ereignisse waren Diarrhoe und verminderte Stuhlkonsistenz
(n=9) und traten in beiden Studienverlaufen gleich haufig auf. Dies zeigte sich auch in

den Ahnlichkeiten des Einflusses von Ceftriaxon und Ertapenem auf die intestinale
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Mikroflora. In diesem Falle konnte eine Beziehung zwischen den Ereignissen und den
Studienmedikamenten hergestellt werden.

Bei den anderen aufgetretenen Ereignissen, wie Kopfschmerzen oder Ubelkeit, war die
Beziehung zur Studienmedikation mdglich, aber nicht sicher. Insgesamt waren die
meisten unerwinschten Ereignisse von geringer Intensitat. Es wurde kein Abbruch

beobachtet.

Der Vergleich von unerwiinschten Ereignissen zwischen Ceftriaxon und Ertapenem
wurde in mehreren klinischen Studien mit untersucht (38, 51, 56, 74). Dort wurden als
haufigste unerwartete Ereignisse Diarrhoe und Ubelkeit angegeben, wobei der
prozentuale Anteil in den Ertapenemgruppen bei den Studien von Jimenez-Cruz (38)
und Navarro (51) etwas hoéher lag als in der Ceftriaxongruppe. Erbrechen und
Kopfschmerzen wurden ebenfalls als haufigere unerwiinschte Ereignisse in beiden

Medikamentengruppen angegeben.

Weitere Studien, in denen die Vertraglichkeit von Ertapenem unter anderem mit
getestet wurde (21, 34, 37, 64, 73), beschreiben ahnliche unerwartete Ereignisse.

In der Studie von Teppler et al. (73) wurde Diarrhoe als haufigste Nebenwirkung bei der
Verabreichung von Ertapenem beschrieben, dicht gefolgt von Irritationen an der Infu-
sionsstelle. Ubelkeit und Kopfschmerzen traten ebenfalls haufiger auf. In der Veroffent-
lichung von Cunha (21) wird Diarrhoe mit 5,5 % als haufigstes unerwiinschtes Ereignis
angegeben. Des Weiteren wurden lokale Reizungen an der Punktionsstelle (3,7 %),
Ubelkeit (3,1 %), Kopfschmerzen (2,2 %) und Erbrechen (1,1 %) registriert. Eine
ahnliche Verteilung der Haufigkeit der unerwarteten Ereignisse zeigt sich auch in den
anderen Studien. Einzig in der Studie von Graham et al. (34) waren die Irritationen an
der Infusionsstelle mit 6,3 % haufiger als die aufgetretenen Diarrhoen (5,5 %).
Insgesamt bestatigt sich der in der hier vorliegenden Studie gewonnenen Eindruck,

dass die haufigsten unerwiinschten Ereignisse gastrointestinaler Natur sind.

Vergleicht man die hier aufgetretenen unerwinschten Ereignisse wahrend der
Ceftriaxongabe mit anderen Studien (23, 29, 33, 47, 62, 70), so gab es auch dort
ahnliche Beobachtungen. So traten auch dort gehauft Diarrhoe, Ubelkeit und Erbrechen
auf. Von Irritationen an der Infusionsstelle wurde nicht in allen Studien berichtet, dafir

wurde aber bei einigen Patienten tber das Auftreten von Urtikaria berichtet. Diese trat
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unter Anderem in der Studie von Mendonca et al. (47), Dattwyler et al. (23) und Stiver et
al. (70) auf. Ahnliche Ereignisse wurden in der hier vorliegenden Studie nicht
beobachtet. Insgesamt erscheinen die unerwiinschten Ereignisse jedoch vergleichbar
mit in anderen Studien gemachten Beobachtungen und auch die Ereignisse in den

beiden Medikamentengruppen scheinen gut vergleichbar.
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7 Zusammenfassung

Ertapenem ist ein modernes und gegenuber seinen Vorgangern Imipenem und
Meropenem pharmakokinetisch verbessertes Carbapenem, das nicht in Kombination
mit anderen Mitteln gegeben und aufgrund seiner langeren Halbwertszeit nur einmal
taglich intravendés verabreicht werden muss. Die Untersuchung seiner
pharmakokinetischen Eigenschaften mit zwei unabh&ngigen Methoden sowie deren
Vergleich war ein Ziel dieser Studie. Zum Vergleich wurde das bereits gut untersuchte
und in seiner klinischen Anwendung und seinen pharmakokinetischen und mikrobiellen
Eigenschaften &hnliche Antibiotikum Ceftriaxon herangezogen. Des Weiteren wurde der
Einfluss der beiden Medikamente auf die mikrobielle intestinale Flora untersucht, da
Veréanderungen in der bakteriellen Zusammensetzung in diesem Bereich vermehrt mit

Selektions- und Resistenzentwicklungen zu sehen sind.

Die Untersuchung wurde an 10 freiwilligen, gesunden Probanden in einer offenen,
randomisierten, Crossover-Studie vorgenommen. Die Studie fand in zwei siebentagigen
Versuchseinheiten statt, zwischen denen eine Auswaschphase von vier Wochen lag. Je
funf Probanden erhielten entweder 1 g Ertapenem oder 2 g Ceftriaxon tUber eine Dauer
von 30 Minuten intravenés verabreicht. Es folgte die Abnahme von Plasma-, Serum-
und Urinproben Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Des Weiteren wurden
Stuhlproben zwei und einen Tag vor, sowie an Tag vier, acht, 14 und 35 nach
Erstinfusion gesammelt.

Die Konzentrationen von Ertapenem in Plasma und Urin wurden mit zwei unter-
schiedlichen validierten Methoden (Agardiffusionsverfahren und Massenspektrometrie)
gemessen, ausgewertet und verglichen. Die Konzentration von Ceftriaxon wurde nur
mittels Agardiffusionsverfahren gemessen. Es zeigten sich signifikant héhere Messer-
gebnisse bei den durch Agardiffusionsverfahren gewonnen Daten fur Ertapenem im
Vergleich zu den durch Massenspektrometrie gewonnenen Daten. Fir die Plasmadaten
waren diese Unterschiede jedoch fur weitere pharmakokinetische Auswertungen nicht
relevant. Die Unterschiede der gemessenen Urinkonzentrationen waren jedoch mit fast
50% hoheren Werten beim Bioassay relevant und lieRen sich eventuell durch eine
mogliche Empfindlichkeit durch den im Bioassay verwendeten Keim gegentber den
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Metaboliten von Ertapenem erklaren, welche etwa die Hélfte der Gesamtausscheidung

ausmachen.

Beim Auswerten der pharmakokinetischen Daten konnte in beiden Medikamenten-
gruppen keine Akkumulation nach siebentdgiger Gabe festgestellt werden. Bei
Ertapenem ergaben sich fir die maximale Serumkonzentration (Cnax) bei Einzeldosis
253 (15) mg/l und im Steady-State 275 (19) mg/l. Die Flache unter der Kurve (AUCgose)
bei Einzeldosis mit 817 (20) mg-h/l und fir den Steady-State 823 (19) mg-h/l berechnet.
Bei Ceftriaxon wurde eine maximale Serumkonzentration (Cmax) von 306 (26) mg/l nach
einmaliger Gabe und 300 (16) mg/l im Steady-State errechnet. Fiur die Flache unter der
Kurve (AUCyose) €rgaben sich fur die Einzeldosis 1557 (15) mg-h/l und 1463 (15) mg-h/l
im Steady-State. Die in Klammern gesetzten Zahlen entsprechen dem
Variationskoeffizenten in Prozent. Auflerdem waren trotz unterschiedlicher
pharmakodynamischer Parameter fur Carbapeneme und Cephalosporine die PK/PD
Parameter von Ertapenem vergleichbar denen von Ceftriaxon. Dies spiegelt sich auch
in &hnlicher klinischer Effektivitat in klinischen Studien wider.

Bei den Ergebnissen der im Stuhl gemessenen Konzentrationen der Studien-
medikamente zeigte sich, dass Ertapenem mit ca. 10% eine etwas hdohere
Ausscheidungsrate, im Mittel 37,2 mg/kg am vierten und achten Tag nach Erstinfusion
Uber den Stuhl, hat als andere Carbapeneme. Dies spiegelte sich auch hinsichtlich des
Einflusses auf die untersuchte mikrobielle Flora im Darm wider. So gab es einen
Ruckgang der E. coli-Kolonien, Bacteroides-Kolonien und der Bifidobakterien-Kolonien
sowie eine Zunahme von Hefen und Enterokokken-Kolonien. Die Konzentration im
Stuhl lag bei Ceftriaxon am Tag vier bei einer mittleren Konzentration von 152 mg/kg
und an Tag acht von 258 mg/kg. Hier wurde eine Abnahme bei den E. coli-Kolonien,
sowie eine Zunahme an Enterokokken-Kolonien und einem vermehrtem Wachstum von
Hefe-Kolonien beobachtet. Bei den anaeroben Keimen kam es zu einer Abnahme von
Lactobacillen, Bifidobakterien-Kolonien, Clostridien-Kolonien sowie B. fragilis-Kolonien.
Es zeigte sich also eine gute Vergleichbarkeit zwischen beiden Medikamenten in Bezug
auf die Veranderung der intestinalen Mikroflora. Dies war zunachst nicht zu erwarten,
sieht man sich altere Studien mit Imipenem und Meropenem an, bei denen kaum ein
Einfluss auf die Mikroflora beobachtet wurde. Daher erwies sich die Vergleichbarkeit der

beiden Medikamente als ein durchaus Uberraschendes Ergebnis dieser Studie.
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Bemerkenswert ist weiterhin, dass es bislang keine weiteren verdffentlichten
Untersuchungen zum Einfluss von Ertapenem auf die Stuhlflora gab.

Die vergleichbaren Ergebnisse beim Einfluss auf die intestinale Mikroflora spiegelten
sich auch in den unerwinschten Ereignissen wider, die eine gleiche Anzahl an
gastrointestinalen Ereignissen in beiden Medikamentengruppen aufwiesen. Insgesamt

stellten sich beide Medikamente in dieser Studie als gut vertraglich dar.
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9 Tabellenanhang

Tab. 9-1 Zeitlicher Ablauf der Studie

Tag Termine Zeit Untersuchungen esond.
Mo0.07.10.2002 | Voruntersuchung 7:00 - 10:00 nichtern
Di 08.10.2002 | Voruntersuchung 7:00 - 10:00 niichtern
Tag -2 Mo 28.10.2002 8:00 - 10:00 | Stuhl
Tag -1 Di 29.10.2002 | 8:30 Aufklarung! 8:00 - 10:00 | Stuhl
Tag 1 Mi 30.10.2002 | Studientag / Infusion | 7:00 - 21:00 niichtern
Tag 2 a_ | D031.10.2002 | Infusion 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls nichtern
Tag 3 V' |Fr 01.11.2002 | Infusion 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls ndchtern
Tag 4 Q Sa 02.11.2002 | Infusion 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls/klin.Chem./Stuhl | nlichtern
Tag 5 9 S0 03.11.2002 | Infusion 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls nichtern
Tag 6 L | Mo 04.11.2002 | Infusion 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls nichtern
Tag 7 \ U) Di 05.11.2002 |Studientag/ Infusion | 7:00 - 21:00 nichtern
Tag 8 & Mi 06.11.2002 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls/klin.Chem./Stuhl | nlichtern
Tag 9 Do 07.11.2002 Temp./Puls anrufen
Tag 10 _ Fr 08.11.2002 Temp./Puls anrufen
Tag 11 ‘ Sa 09.11.2002 Temp./Puls anrufen
Tag 14 Di 12.11.2002 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls/klin.Chem./Stuhl | niichtern
Tag 21 Di 19.11.2002 8:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls./Stuhl
Tag 35/!ragl Di 03.12.2002 |Studientag/ Infusion | 7:00 - 21:00 | Temp./RR/Puls/klin.Chem./Stuhl | niichtern
Tag 2 Mi 04.12.2002 | Infusion 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls nichtern
Tag 3 Do 05.12.2002 | Infusion 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls ndchtern
Tag 4 Fr 06.12.2002 | Infusion 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls/klin.Chem./Stuhl | nlichtern
Tag 5 0 |sa07.12.2002 |infusion 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls niichtern
Tag 6 O |So008.12.2002 | Infusion 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls nichtern
Tag 7 O |Mo09.12.2002 |Studientag/ Infusion | 7:00 - 21:00 nichtern
Tag 8 \ 'C | Di 10,12.2002 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls/klin.Chem./Stuhl | niichtern
Tag 9 [ @) | Mil1.12.2002 Temp./Puls anrufen
Tag 10 ﬁ' Do 12.12.2002 Temp./Puls anrufen
Tag 11 = |Fr 13.12.2002 Temp./Puls anrufen
Tag14 | Ay | Mo 16.12.2002 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls/klin.Chem./Stuhl | nlichtern
Tag21 | "V [ Mo 23.12.2002 8:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls./Stuhl
Tag 35 J Mo 06.01.2003 7:00 - 10:00 | Temp./RR/Puls/klin.Chem./Stuhl | nlichtern
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Tab. 9-2 Probandenkollektiv: Einzeldaten, Mittelwert, Median

Korperoberflache

Crea-Clearance

Probanden-Nr. [Geschlecht Alter |Gewichtin kg | GréRe in cm (qm) (ml/min/1,73m ?
01TH m 39 102 186 2,26 118,01
02 ON m 30 79 190 2,08 111,50
03 DU m 37 65 169 1,75 91,99
04 BJ m 36 73 174 1,88 123,40
05 CC m 25 63 177 1,78 100,49
06 CP w 38 69,2 160 1,72 104,07
07 SH w 40 68 172 1,80 110,31
08 KB w 30 54,5 165 1,59 101,55
09 KL w 37 61 174 1,72 92,77
10 AJ w 32 68 167 1,77 99,85
N 10 10 10 10 10 10,00
Mittelwert 34,4 70,27 173,4 1,835 105,39

+/- SD 4,88 12,98 9,19 0,20 9,77

Min 25 54,5 160 1,59 91,99
Max 40 102 190 2,26 123,40
Median 36,5 68 173 1,775 102,81
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Tab. 9-3 Aufnahmeprotokoll

Voruntersuchung

Probandennummer: Kirzel: Datum:
Einverstandniserklarung liegt unterschrieben vor? Ja() Nein ( )
Anamnese:

Alter: Geschlecht: m() w()
Geburtsdatum: Nationalitat:

Beschwerden, Erkrankungen, Operationen

Herz/Kreislauf: Nein ( )Ja ()

Lunge: Nein ( )Ja ()

Neuro (Epilepsie, Nein ( )Ja ()
Psyche)

Hamatologisch: Nein ( )Ja ()

Chron. Erkrankungen:  Nein ( )Ja ()
Weitere Fragen:

Rauchen: Nein ( )Ja () Pack years.................
Alkohol: Nein ( )Ja () wielviel g/d............... (1Bier = 15g)
Allergie: Nein ( )Ja () WOQEJEN: ...ccevnvrrree.
Drogen: Nein ( )Ja () welche:.......ccveeenen.
Tropenurlaub: Nein ( )Ja () (Vo L
Antibiotikatherapie: Nein ( )Ja ()

< 3 Monate

sonstige Medikamente: Nein ( )Ja ()

Schwangerschaft: Nein ( )Ja ()

Stuhlgang:

Korperliche Untersuchung:

KorpergroRRe: m Gewicht: kg BMI: kg/mz
Blutdruck (sitzend): mmHg
Puls: /min Temperatur:

Kopf/Hals (LKS):

Mundhoéhle/Rachen:

Pulmo:

Herz:

Abdomen:

GefalRstatus:

ZNS:

Untersucher:
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Tab. 9-4 Laborwerte Voruntersuchungen der 10 Probanden

Probanden

Parameter Einheit -Nr.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
im Blut
Natrium mmol/l 139 142 142 140 141 138 140 139 139 138
Kalium mmol/l 4,4 4,4 4,5 4,1 4,4 4 4,2 4,3 4,1 4,4
Glucose mg/dI 84 88 96 87 94 96 93 87 89 1,3
Kreatinin mg/dI 1,1 1,02 0,91 0,87 1,04 0,82 0,77 0,71 0,74 0,78
Harnstoff mg/dI 36 25 31 22 29 16 31 22 31 28
Bilirubin mg/dI 0,45 1 1,08 0,54 0,63 0,57 0,55 0,52 0,83 0,76
Triglyceride mg/dI 113 92 148 88 119 300 75 46 45 138
Cholesterin mg/dI 232 182 227 199 236 232 221 135 176 194
CRP mg/| <1 <1 <1 <1 1 <1 <1 <1 <1 <1
AP ull 111 137 148 127 102 83 66 94 94 118
ALAT ull 28 6 28 7 15 8 7 23 6
ASAT ull 13 8 11 7 10 9 7 13 7
GGT ull 17 8 10 10 17 7 9 19 7
HBDH ull 110 95 108 105 93 113 102 93 94 97
LDH ull 174 147 148 152 150 169 157 140 143 148
Eiweil} ull 78 75 77 73 78 78 72 69 78 75
HIV neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Hepatitis B neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Hepatitis C neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Ferritin ng/mi 112 68 176 61 73 29 5 19 10 19
Quick % >100 >100 >100 98 94 >100 >100 >100 >100 >100
PTT sec 27 28 26 26 30 25 32 26 28 27
INR 0,95 0,96 0,95 0,99 1,01 0,95 0,98 0,93 0,95 0,93
Ery N/pl 5,12 5,92 5,62 5,25 5,87 4,51 4,02 4,59 4,28 4,56
HB g/dI 16,1 17,3 16,2 15,6 16,5 14,1 11,7 14,2 13,6 14,2
HK % 46,8 51,6 48,1 46,2 50,1 40,9 34,4 40,3 39 40,9
MCH pg 91,5 87,1 85,5 29,8 28,1 31,2 29,2 31 31,8 31,1
Thrombo N/nl 218 302 221 201 204 291 321 167 201 190
Leuko N/nl 55 53 6,2 4.3 57 6,4 51 7,1 53 6,4
Stab % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Segm % 46 50 62 67 45 44 44 61 43 62
Lymph % 37 34 29 25 39 45 43 24 43 30
Atyp Lymph % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eos % 6 6 3 1 6 3 3 5 3 1
Baso % 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0
Mono % 11 10 6 6 9 7 9 10 10 7
im Urin
Nitrit %] %] %) 4] 4] %) %] %) %] %)
Eiweil mg/24h %] %] %) 4] 4] %) %] %) %] %)
Ph-Wert 5 5 5 6 5 6 8 6 5 5
Ery N/pl %] 2 %) %] %] 4] %] 0] %] 4]
Keton mmol/24h %] %] %) %] %] 4] a 4] %] 4]
Glucose mg/dl %] %] %) %] %] %) a 4] %] 4]
Bakterien %] %] (%) %] %] (%) (1) (1) 0 )
Urobilirogen pg/d normal | normal | normal normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal
Bilirubin %] 4] %) %] %] %] %] %) %] %)
Leukos %] 1 %) %] %] %] %] (1) %] ()
Kristalle %] %] %) 4] 4] %) %] %) %] %)
Zylinder %] %] %) 4] 4] %) %] %) %] %)
Drogen-
screning neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
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Tab. 9-5 Validierung tber 3 Tage fur Ceftriaxon

Ceftriaxon - in SERUM inmg/ | Ceftriaxon - in PUFFER in mg/l
Angenommene 1. Tag 2. Tag 3. Tag Angenommene 1. Tag 2. Tag 3. Tag
Konzentration: 0,87 0,84 0,73 Konzentration: 0,83 0,84 0,70

0,85 0,71 0,82 0,85 0,90 0,83
0,8 0,83 0,82 0,81 0,8 0,78 0,77 0,75
mg/l 0,85 0,77 0,81 mg/l 0,85 0,80 0,79
0,87 0,81 0,82 0,85 0,87 0,90
0,77 0,79 0,77 0,72 0,76 0,87
0,79 0,81 0,80 0,78 0,86 0,84
0,79 0,78 0,77 0,80 0,88 0,79
0,79 0,82 0,79 0,74 0,84 0,81
0,80 0,79 0,85 0,79 0,80 0,76
Mittelwert: 0,82 0,79 0,80 | Mittelwert: 0,80 0,83 0,80
STABW 0,04 0,04 0,03 | STABW 0,05 0,05 0,06
rel. STABW: 4,54% 4,57% 4,23% | rel. STABW: 5,79% 5,72% 7,37%
ges. Mittelwert: 0,80 ges. Mittelwert: 0,81
ges. STABW: 0,04 ges. STABW: 0,05
rel. STABW: 4,56% rel. STABW: 6,37%
Wiederfindung 100,50% Wiederfindung 101,49%
Angenommene 1. Tag 2. Tag 3. Tag Angenommene 1. Tag 2. Tag 3. Tag
Konzentration: 8,48 7,92 7,54 Konzentration: 8,11 7,42 7,98
7,95 7,66 7,41 8,18 7,87 8,08
8 8,30 7,66 7,92 8 7,97 8,60 7,88
mg/l 8,04 8,18 7,54 mg/l 7,97 8,22 8,47
7,72 7,79 7,92 7,83 8,72 8,17
7,70 8,03 7,57 7,67 8,27 7,41
8,10 7,52 7,96 7,10 8,70 7,95
7,75 8,03 7,57 7,10 8,70 7,88
7,83 7,90 7,57 7,50 7,76 7,54
8,38 8,43 8,23 8,00 8,70 7,67
Mittelwert: 8,03 7,91 7,72 | Mittelwert: 7,74 8,30 7,90
STABW 0,29 0,27 0,26 | STABW 0,39 0,47 0,31
rel. STABW: 3,56% 3,43% 3,43% | rel. STABW: 5,08% 5,70% 3,92%
ges. Mittelwert: 7,89 ges. Mittelwert: 7,98
ges. STABW: 0,29 ges. STABW: 0,45
rel. STABW: 3,73% rel. STABW: 5,65%
Wiederfindung 98,58% Wiederfindung 99,75%
Angenommene 1. Tag 2. Tag 3. Tag Angenommene 1. Tag 2. Tag 3. Tag
Konzentration: 4,00 3,63 3,87 Konzentration: 4,10 4,01 3,71
4,12 3,91 3,76 3,57 3,83 3,76
4 4,10 3,84 4,04 4 3,76 3,92 3,70
mg/l 4,24 4,28 3,65 mg/l 3,63 4,00 3,60
4,57 4,60 3,70 4,10 4,13 4,01
4,00 4,00 4,12 4,10 4,43 3,60
4,10 3,57 3,66 4,45 3,78 4,20
3,93 4,00 3,73 4,10 3,93 4,01
4,10 3,52 3,73 3,78 4,00 4,50
4,10 3,60 3,73 4,50 4,29 4,50
Mittelwert: 4,13 3,90 3,80 | Mittelwert: 4,01 4,03 3,96
STABW 0,18 0,35 0,16 | STABW 0,32 0,20 0,35
rel. STABW: 4,30% 8,87% 4,24% | rel. STABW: 7,97% 4,99% 8,73%
ges. Mittelwert: 3,94 ges. Mittelwert: 4,00
ges. STABW: 0,27 ges. STABW: 0,29
rel. STABW: 6,92% rel. STABW: 7,17%
Wiederfindung 98,50% Wiederfindung 100,00%
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Tab. 9-6 Validierung tber 3 Tage fur Ertapenem

Ertapenem - in PLASMA in mg/ | Ertapenem - in PUFFER in ma/ |
Angenommene 1. Tag 2. Tag 3. Tag Angenommene 1. Tag 2. Tag 3. Tag
Konzentration: 0,50 0,50 0,51 Konzentration: 0,54 0,53 0,49

0,49 0,47 0,45 0,51 0,51 0,47
0,5 0,52 0,47 0,46 0,5 0,52 0,50 0,53
mg/l 0,51 0,46 0,47 mg/l 0,48 0,48 0,46
0,49 0,49 0,52 0,54 0,50 0,47
0,47 0,46 0,46 0,53 0,51 0,51
0,44 0,48 0,47 0,48 0,51 0,52
0,49 0,48 0,47 0,53 0,53 0,52
0,47 0,47 0,47 0,46 0,53 0,49
0,48 0,51 0,47 0,50 0,53 0,52
Mittelwert: 0,49 0,48 0,48 | Mittelwert: 0,51 0,51 0,50
STABW 0,02 0,02 0,02 | STABW 0,03 0,02 0,03
rel. STABW: 4,67% 3,47% 4,68% | rel. STABW: 5,51% 3,32% 5,08%
ges. Mittelwert: 0,48 ges. Mittelwert: 0,51
ges. STABW: 0,02 ges. STABW: 0,02
rel. STABW: 4,27% rel. STABW: 4,73%
Wiederfindung 96,00% Wiederfindung 101,33%
Angenommene 1. Tag 2. Tag 3. Tag Angenommene 1. Tag 2. Tag 3. Tag
Konzentration: 1,11 1,05 0,98 Konzentration: 1,07 1,04 0,97
1,03 1,05 1,03 1,03 0,97 0,96
1 1,00 1,01 0,99 1 1,06 1,00 1,00
mg/l 1,08 1,16 1,00 mg/l 1,09 1,08 0,99
1,00 0,96 0,97 1,07 1,05 0,99
1,08 1,06 0,97 1,06 0,98 1,00
0,95 0,88 1,01 1,11 0,98 0,98
1,05 1,01 1,05 1,01 0,96 0,96
0,96 0,98 0,98 1,05 0,98 0,98
1,01 0,98 0,97 1,04 0,96 0,96
Mittelwert: 1,03 1,01 1,00 | Mittelwert: 1,06 1,00 0,98
STABW 0,05 0,07 0,03 | STABW 0,03 0,04 0,02
rel. STABW: 5,12% 7,29% 2,77% | rel. STABW: 2,72% 4,19% 1,63%
ges. Mittelwert: 1,01 ges. Mittelwert: 1,01
ges. STABW: 0,05 ges. STABW: 0,05
rel. STABW: 5,39% rel. STABW: 4,49%
Wiederfindung 101,21% Wiederfindung 101,27%
Angenommene 1. Tag 2. Tag 3. Tag Angenommene 1. Tag 2. Tag 3. Tag
Konzentration: 3,84 3,67 4,02 Konzentration: 3,77 4,07 3,90
3,75 3,72 3,95 4,06 4,01 3,90
4 3,81 4,05 4,02 4 4,09 3,98 3,80
mg/l 3,69 3,69 3,92 mg/l 4,00 3,98 3,80
3,66 3,93 3,89 3,98 3,95 4,01
3,75 3,93 4,01 4,18 4,05 4,00
3,69 3,89 3,77 3,96 4,00 4,06
3,82 3,96 3,97 4,09 4,23 4,16
3,82 3,96 3,81 4,06 4,08 3,97
3,64 4,18 3,97 4,06 4,14 4,30
Mittelwert: 3,75 3,90 3,93 | Mittelwert: 4,03 4,05 3,99
STABW 0,07 0,16 0,09 | STABW 0,11 0,09 0,16
rel. STABW: 1,97% 4,18% 2,21% | rel. STABW: 2,72% 2,11% 3,91%
ges. Mittelwert: 3,86 ges. Mittelwert: 4,02
ges. STABW: 0,14 ges. STABW: 0,12
rel. STABW: 3,57% rel. STABW: 2,96%
Wiederfindung 96,48% Wiederfindung 100,53%
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Tab. 9-7 Plasmakonzentration (mg/l), Bioassay bei 1g Ertapenem i.v., Einzelldosis

Prob.Nr ZEITinh

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 4,0 6,0 8,0 12,0 24,0

01TH 225,00 157,80| 130,50| 115,90| 107,40 93,60 60,90 44,10 26,10 12,40 2,00

02 ON 243,70 | 162,40 | 127,40| 125,40 91,40 78,50 63,40 40,60 23,70 10,50 1,40

03 DU 373,29 | 277,20 223,80| 161,58 | 141,54| 106,40 76,60 54,34 37,71 16,50 2,86

04 BJ 238,86 | 173,64 | 140,45| 125,35 91,70 75,49 60,92 38,45 25,75 14,33 1,80

05 CC 282,70 | 218,90 | 169,94 | 143,67 | 121,37 92,80 75,32 45,81 34,00 15,70 2,22

06 CP 270,48 | 214,90| 152,28 | 113,00 | 112,78 76,58 52,21 35,87 23,06 10,14 0,87

07 SH 245,13 | 173,30| 136,54 | 121,10 96,74 67,42 55,48 36,60 23,74 11,23 1,60

08 KB 296,91 | 200,46| 191,03 | 153,84 | 146,54 88,65 67,99 38,45 24,32 11,23 0,82

09 KL 282,72 | 187,10 | 149,72 | 129,44 | 121,26 87,79 68,13 40,78 30,17 12,10 1,29

10 AJ 349,23 | 195,62 | 139,94 | 121,40 93,34 71,83 54,34 30,18 21,23 9,06 0,98

MW 280,80 | 196,13 | 156,16 | 131,07 | 112,41 83,91 63,53 40,52 26,98 12,32 1,58
+SD 48,46 35,24 30,58 16,42 20,21 11,96 8,45 6,53 531 2,45 0,65
Min 225,00 | 157,80| 127,40| 113,00 91,40 67,42 52,21 30,18 21,23 9,06 0,82
Max 373,29 | 277,20 223,80 | 161,58 | 146,54 | 106,40 76,60 54,34 37,71 16,50 2,86

Median 276,59 | 191,36| 145,09| 125,38 | 110,09 83,15 62,16 39,53 25,04 11,67 1,50

Tab. 9-8 Plasmakonzentration (mg/l), Bioassay, 1 g Ertapenem i. v., Steady-State

Prob.Nr ZEITinh

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 4,0 6,0 8,0 12,0 24,0

01TH 211,02 | 153,50 | 143,68 | 119,66 97,76 78,16 59,96 45,66 31,07 15,75 2,37

02 ON 295,26 | 202,42 | 152,76 | 127,72 97,76 83,61 58,00 34,57 24,88 11,56 1,27

03 DU 352,23 | 246,24 | 221,12 | 166,40 | 137,70 99,09 88,46 54,31 33,12 15,85 2,17

04 BJ 303,30 | 194,06 | 152,64 | 143,54 | 106,26 85,76 62,31 41,89 31,35 14,39 1,60

05 CC 335,79 | 242,00 | 216,96 | 168,40 | 147,54 96,42 86,12 49,33 35,75 16,24 2,35

06 CP 348,87 | 246,24 | 181,32 | 130,32 | 116,08 84,18 61,41 36,25 25,93 9,29 0,91

07 SH 260,61 | 185,56 | 137,32 | 133,90 | 115,54 72,07 54,52 34,84 26,70 9,80 1,08

08 KB 291,90 | 201,10| 161,62| 152,60 | 108,52 75,17 51,44 33,48 19,46 5,68 0,68

09 KL 291,30 | 2038,12| 156,74| 132,40| 111,28 77,38 60,36 36,87 26,82 10,35 1,19

10 AJ 285,60 | 192,02 | 150,20 | 119,34 96,90 72,74 50,37 31,38 18,90 7,50 0,85

MV 297,59 | 206,63 | 167,44 | 139,43 | 113,53 82,46 63,30 39,86 27,40 11,64 1,45
+SD 42,41 29,98 29,59 17,80 17,02 9,35 13,30 7,63 5,54 3,75 0,64
Min 211,02 | 153,50 | 137,32 | 119,34 96,90 72,07 50,37 31,38 18,90 5,68 0,68
Max 352,23 | 246,24 | 221,12 | 168,40 | 147,54 99,09 88,46 54,31 35,75 16,24 2,37

Median 293,58 | 201,76 | 154,75| 133,15| 109,90 80,89 60,16 36,56 26,76 10,96 1,23
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Tab. 9-9 Plasmakonzentration (mg/l), LC-MS/MS, 1g Ertapenem i.v., Einzeldosis

Prob.Nr ZEIT inh

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 4,0 6,0 8,0 12,0 24,0
01 TH 267,9 173,6 148 125,9 111,4 92,4 73,5 41,3 33,2 9,3 35
02 ON 304,6 212,4 188,3 127,9 107,4 92,1 45 28,8 20,6 10,9 4,5
03 DU 288 254,9 212,4 158 147,9 109,8 84,8 57 30,2 19,4 1
04 BJ 249,5 185,8 105,6 92,6 65,8 48,6 43,5 29,8 22 13 2,8
05 CC 264,1 204,9 147,8 113,4 117,5 77,4 63 41 32,3 13,8 2,4
06 CP 217 142,7 136,6 84 66,7 54 45,1 26,9 17,3 8,4 1
07 SH 194,5 151,2 113,7 103,3 81,3 59,6 43,1 32,1 20,3 10,6 2,1
08 KB 283,6 182 139 102,5 83,1 50,5 48,2 27,5 16,2 6,8 1
09 KL 205,4 148,8 135,8 119 92,4 63,4 54,3 38,6 24,4 10,6 15
10 AJ 281,5 154,5 110,9 108,7 99,8 77,6 37,6 26,1 14,1 9 1,3
MV 255,61 | 181,08 | 143,81 | 113,53 97,33 72,54 53,81 34,91 23,06 11,18 2,11
+SD 37,87 35,26 33,84 20,89 25,13 20,73 15,28 9,70 6,80 3,55 1,20
Min 194,50 | 142,70 | 105,60 84,00 65,80 48,60 37,60 26,10 14,10 6,80 1,00
Max 304,60 | 254,90 | 212,40| 158,00| 147,90| 109,80 84,80 57,00 33,20 19,40 4,50
Median 266,00 | 177,80| 137,80 | 111,05 96,10 70,40 46,65 30,95 21,30 10,60 1,80

Tab. 9-10 Plasmakonzentration (mg/l), LC-MS/MS, 1 g Ertapenem i. v., Steady-State

Prob.Nr ZEITinh

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 4,0 6,0 8,0 12,0 24,0
01 TH 193,4 166,2 142,4 118,7 97,9 58,5 48,7 314 22,1 115 2,8
02 ON 251,4 199,4 131,9 128,1 87,8 69,4 53,3 29,4 21,3 11,9 15
03 DU 351,5 239,7 184,3 182,3 141 115,8 86,5 43,5 28,3 14,5 2,1
04 BJ 263,6 200,6 166,4 102,5 73,6 64,7 48,7 31,2 15 7,5 1,2
05 CC 280 209,5 184,9 137,2 123,9 84,8 74,3 49,7 33,4 21,6 3,3
06 CP 338,4 225,1 160,7 133 112,8 44,1 31,4 19,4 13,1 6,8 1
07 SH 257,8 215,1 188,7 134,1 102,9 54,1 429 21,8 15,9 7 0,9
08 KB 256,8 194,2 171,3 110 101 84,3 57,5 23,8 16,1 5,2 1,1
09 KL 352,9 192,5 151,4 111,3 104,7 80,4 67,6 38,9 27,2 10,8 1,3
10 AJ 250,8 163,1 115,8 101,7 84,8 62 46,9 31,1 17,7 6,3 1,3
MV 279,7 200,5 159,8 125,9 103,0 71,8 55,8 32,0 21,0 10,3 1,7
+SD 51,97 23,84 24,34 23,76 19,54 20,40 16,24 9,61 6,72 4,97 0,82
Min 193,40 | 163,10| 115,80| 101,70 73,60 44,10 31,40 19,40 13,10 5,20 0,90
Max 352,90 | 239,70 | 188,70 | 182,30| 141,00| 115,80 86,50 49,70 33,40 21,60 3,30
Median 260,70 | 200,00| 163,55| 123,40 | 101,95 67,05 51,00 31,15 19,50 9,15 1,30
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Tab. 9-11 Urinkonzentrationen (mg/l), Bioassay, 1g Ertapenem i.v., Einzeldosis

Prob.-Nr Zeitin h UR 2an
Oh-6h [6h-12h | 12h - 24h %
01TH | 1.833,50| 315,80 76,92 81,38
02 ON | 1.600,50| 333,20 41,42 69,74
03 DU 450,00 70,58 65,62 72,11
04 BJ 687,00 347,00 96,63 76,64
05 CC 968,75 79,45 30,85 43,62
06 CP | 1.153,20| 191,95 34,04 89,51
07 SH | 1.038,20| 179,83 98,60 90,06
08 KB | 2.193,00| 188,60 93,44 79,83
09 KL 516,10 159,70 50,34 97,54
10 AJ 550,10 82,85 22,65 76,58
MW 1099,04| 194,90 61,05 77,70
+ SD 600,32| 105,27 29,09 14,77
MIN 450,00 70,58 22,65 43,62
MAX 2.193,00| 347,00 98,60 97,54
MEDIAN ] 1.003,48 184,22 57,98 78,24

Tab. 9-12 Urinkonzentrationen (mg/l), Bioassay, 1g Ertapenem i.v., Steady-State

Prob.-Nr Zeitin h UR 2an
Oh-6h [6h-12h | 12h - 24h %
01TH | 1.229,00, 227,60 49,89 75,96
02 ON 997,00 150,40 47,46 62,44
03 DU 731,20 86,10 74,34 84,57
04 BJ 767,50 105,40 44,79 42,85
05 CC 447,00 104,35 60,80 36,78
06 CP | 4.270,70| 219,60 36,34 99,76
07 SH 509,20 113,80 55,56 73,64
08 KB | 1.988,00| 196,00 39,00 69,58
09 KL 994,00 107,60 84,72 89,27
10 AJ 591,00 115,80 48,90 67,47
MW 1252,46| 142,67 54,18 70,23
+ SD 1151,28 52,58 15,32 19,50
MIN 447,00 86,10 36,34 36,78
MAX 4.270,70| 227,60 84,72 99,76
MEDIAN 880,75 114,80 49,40 71,61
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Tab. 9-13 Urinkonzentrationen (mg/l), LC-MS/MS, 1g Ertapenem i.v., Einzeldosis

Prob.-Nr Zeitin h UR 2sn
Oh-6h |6h-12h | 12h - 24h %
01TH | 2.160,00| 212,00 51,10 84,32
02 ON | 1.012,00| 226,00 26,30 44,6
03 DU 309,20 63,90 36,80 50,67
04 BJ 408,00 41,40 24,90 23,8
05 CC 592,00 60,90 22,50 28,11
06 CP 804,00 94,70 24,90 58,74
07 SH 448,00 66,60 64,10 38,02
08KB | 1.344,00f 117,00 65,40 49,28
09 KL 310,40 91,60 38,00 58,93
10 AJ 287,60 46,50 25,50 42,01
MW 767,52 102,06 37,95 47,85
+ SD 600,36 65,84 16,61 17,29
MIN 287,60 41,40 22,50 23,80
MAX 2.160,00| 226,00 65,40 84,32
MEDIAN 520,00 79,10 31,55 46,94

Tab. 9-14 Urinkonzentrationen (mg/l), LC-MS/MS, 1g Ertapenem i.v., Steady-State

Prob.-Nr Zeitin h UR 24n
Oh-6h | 6h-12h | 12h - 24h %
01TH 680,00 172,00 30,30 44,87
02 ON 764,00 99,50 30,30 46,56
03 DU XXX 56,90 50,80 XXX
04 BJ 532,00 66,20 22,90 28,5
05 CC 286,80 63,30 31,30 22,88
06 CP 720,00 131,00 33,60 27,39
07 SH 346,40 98,00 33,10 52,03
08 KB 952,00 97,10 22,50 33,78
09 KL 708,00 108,00 65,60 68,48
10 AJ 716,00 77,60 38,40 75,37
MW 633,91 96,96 35,88 44,43
+ SD 210,18 34,93 13,15 18,44
MIN 286,80 56,90 22,50 22,88
MAX 952,00 172,00 65,60 75,37
MEDIAN | 708,00 97,55 32,20 44 .87
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Tab. 9-15 Serumkonzentration (mg/l), Bioassay bei 2g Ceftriaxon i.v., Einzelldosis

Prob.Nr ZEITinh

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 4,0 6,0 8,0 12,0 24,0

01TH 247,50 | 213,62 | 138,74 99,73 97,46 85,63 76,57 73,94 51,52 34,00 13,05

02 ON 262,20 | 185,17 | 142,60| 135,76 | 119,56 91,94 78,67 66,69 58,12 37,08 12,07

03 DU 275,08 | 204,10 | 198,28 | 158,11 | 116,67 | 113,89 95,26 90,18 53,09 45,18 15,13

04 BJ 335,20 | 189,23 | 151,46| 137,64 | 116,58 94,60 90,93 61,56 55,12 47,41 10,70

05 CC 300,06 | 199,45| 182,55| 145,04 | 124,79| 103,76 | 100,58 69,84 58,78 49,11 14,95

06 CP 486,48 | 237,96 | 195,90 | 162,50 | 140,88| 129,93 | 108,34 90,53 68,16 47,50 14,65

07 SH 210,98 | 159,06 | 107,24 98,33 91,13 76,81 68,11 45,17 37,67 29,89 6,07

08 KB 397,58 | 188,00| 172,50 | 146,10| 128,30| 100,79 97,16 71,34 54,05 33,76 9,68

09 KL 275,08 | 217,75| 150,85| 134,43 | 130,56 95,64 89,24 71,14 57,92 40,68 19,35

10 AJ 356,30 | 227,60 146,87 | 136,57 | 116,76 | 100,58 99,66 67,37 56,10 32,68 11,80

MW 314,65| 202,19 | 158,70 | 135,42 | 118,27 99,36 90,45 70,78 55,05 39,73 12,75
+SD 81,59 23,16 28,42 21,37 14,85 14,75 12,51 13,11 7,63 7,15 3,61
Min 210,98 | 159,06 | 107,24 98,33 91,13 76,81 68,11 45,17 37,67 29,89 6,07
Max 486,48 | 237,96 | 198,28 | 162,50 | 140,88 | 129,93 | 108,34 90,53 68,16 49,11 19,35

Median § 287,57 | 201,78 151,16| 137,11| 118,16 98,11 93,10 70,49 55,61 38,88 12,56

Tab. 9-16 Serumkonzentration (mg/l), Bioassay bei 2g Ceftriaxon i.v., Steady-State

Prob.Nr ZEITinh

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 4,0 6,0 8,0 12,0 24,0

01TH 246,50 | 161,80| 143,90| 153,70 | 106,50 | 103,20 84,45 76,16 62,32 45,80 16,00

02 ON 306,50 | 197,50| 160,00 | 143,00 | 121,60| 104,70 84,16 71,76 58,10 39,00 13,50

03 DU 316,00 | 240,13 | 222,31 | 219,59 | 172,54 | 147,79 | 108,71 95,63 73,26 51,81 17,88

04 BJ 303,20 | 214,90| 191,30| 144,90| 137,20| 106,30 | 102,49 73,77 57,30 43,00 12,00

05 CC 330,44 | 206,95| 186,22 | 143,52 | 128,56| 121,80 | 104,58 85,29 54,68 47,73 13,30

06 CP 265,20 | 198,06 | 162,36 | 150,01 | 137,92 | 127,03 97,27 67,45 54,68 29,82 10,23

07 SH 234,60 | 150,40 | 118,40| 111,40 92,40 78,42 62,70 45,78 40,80 23,10 6,00

08 KB 399,20 | 239,40| 199,00 | 157,00 | 147,80| 117,33 93,15 72,76 64,60 30,50 7,50

09 KL 302,28 | 217,70 | 200,87 | 163,59 | 149,35| 120,44 | 105,91 80,78 63,73 44,10 16,20

10 AJ 324,18 | 223,02 | 182,16 | 152,94 | 147,74 | 109,72 | 100,64 68,68 55,12 31,96 12,83

MW 302,81 | 204,99 | 176,65| 153,97 | 134,16 | 113,67 94,41 73,81 58,46 38,68 12,54
+SD 47,07 29,73 30,65 26,97 23,08 18,17 14,00 12,99 8,51 9,35 3,79
Min 234,60 | 150,40 | 118,40| 111,40 92,40 78,42 62,70 45,78 40,80 23,10 6,00
Max 399,20 | 240,13 | 222,31| 219,59 | 172,54| 147,79| 108,71 95,63 73,26 51,81 17,88

Median §| 304,85| 210,93 | 184,19| 151,48| 137,56 | 113,53 98,96 73,27 57,70 41,00 13,07

82



Tab. 9-17 Urinkonzentrationen (mg/l), Bioassay, bei 2g Ceftriaxon i.v., Einzeldosis

Prob.-Nr Zeitin h UR 2an
Oh-6h [6h-12h | 12h - 24h %
01 TH 943,20 158,80 92,50, 37,78
02 ON 636,90 254,40 238,40, 37,82
03 DU 310,80 97,80 103,90| 33,51
04 BJ 636,90 147,20 130,40 34,71
05CC | 1.287,60| 114,00 173,20| 39,65
06 CP | 2.393,00| 193,20 187,90| 51,83
07 SH 552,40 117,00 85,90| 24,96
08 KB | 1.135,20 85,50 151,70 37,11
09 KL 367,00) 207,60 279,50 37,32
10 AJ 1.149,00| 146,20 93,50| 37,65
MW 941,20 152,17 153,69| 37,23
+ SD 612,10 53,13 66,28 6,59
MIN 310,80 85,50 85,90| 24,96
MAX 2.393,00| 254,40 279,50| 51,83
MEDIAN 790,05 146,70 141,05 37,49

Tab. 9-18 Urinkonzentrationen (mg/l), Bioassay, bei 2g Ceftriaxon i.v., Steady-State

Prob.-Nr Zeitin h UR 24n
Oh-6h |6h-12h | 12h - 24h %
01TH 1.012,20| 300,60 102,20 43,4
02 ON 436,00 216,60 140,50 42,25
03 DU 541,60 115,00 149,30 46,69
04 BJ 845,40| 163,90 113,30| 54,76
05CC | 1.591,80| 191,00 164,40 41,08
06 CP | 2.100,00| 181,60 106,60 43,38
07 SH 788,40 109,80 133,20 27,91
08 KB | 1.970,40| 156,00 149,40 42,09
09 KL 552,60 222,80 241,60 44,28
10 AJ 1.507,20| 107,40 117,40 42,39
MW 1134,56| 176,47 141,79 42,82
+ SD 612,40 60,53 40,65 6,55
MIN 436,00 107,40 102,20, 27,91
MAX 2.100,00| 300,60 241,60 54,76
MEDIAN 928,80 172,75 136,85 42,89

83




Tab. 9-19 Pharmakokinetische Daten von Ertapenem per LC-MS bei Einzeldosis

P10 1 Co Aljofo' Choe | Clen | Clwen | twz | MRT | Vss | Vz | Cmn | fu

(mg) |(mg:h) | (miminy | @iminy | @) | ) D) o | man | @)
L 268 | 947 | 17,60 | 1530 | 235 | 507 | 509 | 538 | 772 | 350 | 843
) 305 | 936 | 17,80 | 835 | 946 | 698 | 563 | 601 | 108 | 450 | 446
2 288 | 1175 | 1420 | 7,22 | 697 | 314 | 441 | 376 | 385 | 1,00 | 507
. 250 | 748 | 2230 | 546 | 1680 | 539 | 547 | 731 | 104 | 280 | 238
: 264 | 943 | 17,70 | 505 | 1260 | 436 | 480 | 519 | 667 | 240 | 281
6 217 | 646 | 2580 | 1530 | 10,50 | 386 | 419 | 649 | 863 | 1,00 | 587
: 195 | 704 | 2370 | 920 | 1450 | 494 | 507 | 719 | 101 | 210 | 380
o 284 | 709 | 2350 | 11,70 | 11,80 | 4,06 | 370 | 523 | 827 | 1,00 | 493
o 205 | 772 | 2160 | 12,90 | 873 | 404 | 465 | 602 | 755 | 150 | 589
0 | 282 | 723 | 2310 | 980 | 1330 | 457 | 408 | 564 | 913 | 1,30 | 42,0

MW 255,6 | 830,1 20,73 10,03 10,70 4,64 4,72 5,82 8,31 2,11 47,8

+SD 37,87 | 164,22 3,67 3,71 4,11 1,05 0,62 1,05 2,05 1,20 17,29

Min 194,50 | 645,75 | 14,20 5,05 2,35 3,14 3,70 3,76 3,85 1,00 23,80

Max | 304,60 |1174,90| 25,80 15,30 16,80 6,98 5,63 7,31 10,77 4,50 84,32

Median | 266,00 | 759,85 | 21,95 9,50 11,15 4,47 4,77 5,83 8,45 1,80 46,94

Tab. 9-20 Pharmakokinetische Daten von Ertapenem per LC-MS im Steady-State

Prob. - Cinax AUCo. Cliot Clren Clyren tue MRT Vss Vz C min fu

Nr. >24

(mg/l) [(mg-h/l)y | (ml/min) | (ml/min) (h) (h) () O | mal | (%)

(ml/min)
1 193 754,3 22,10 9,90 12,20 5,48 5,27 6,99 10,5 2,80 44,9
2 251 797,0 20,90 9,73 11,19 4,18 4,44 5,57 7,57 1,50 46,6
3 352 1130,0 14,70 - - 4,27 4,33 3,83 5,46 2,10 -
4 264 733,7 22,70 6,47 16,20 4,42 3,84 5,24 8,70 1,20 28,5
5 280 1086,2 15,30 3,50 11,80 4,66 5,47 5,03 6,19 3,30 229
6 338 742,6 22,40 6,10 16,30 4,32 3,26 4,39 8,39 1,00 27,4
7 258 745,9 22,30 11,62 10,70 3,90 3,48 4,66 7,54 | 0,900 52,0
8 257 756,2 22,00 7,40 14,60 4,12 3,51 4,64 7,85 1,10 33,8
9 353 919,1 18,10 12,40 5,73 3,67 4,13 4,50 5,76 1,30 68,5
10 251 684,8 24,30 18,32 6,00 4,07 3,98 5,82 8,58 1,30 75,4
MW 279,7 835,0 20,48 9,49 11,64 4,31 4,17 5,07 7,65 1,65 44.4

+SD 51,97 | 156,58 3,29 4,36 3,86 0,49 0,74 0,90 1,53 0,82 18,44

Min 193,40 | 684,77 | 14,70 3,50 5,73 3,67 3,26 3,83 5,46 0,90 22,88

Max | 352,90 |1130,05| 24,30 18,32 16,30 5,48 5,47 6,99 10,48 3,30 75,37

Median | 260,70 | 755,26 | 22,05 9,73 11,80 4,23 4,06 4,85 7,71 1,30 44,87
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Tab. 9-21 Pharmakokinetische Daten von Ceftriaxon per Bioassy bei Einzeldosis

P10 1 Co Aljofo' Choe | Clen | Clwen | twz | MRT | Vss | Vz | Cmn | fu
(mg) |(mg:h) | (miminy | @iminy | @) | ) D) o | man | @)

L 248 | 1431 | 2330 | 9,90 | 1343 | 821 | 994 | 139 | 166 | 131 | 37.8

) 262 | 1465 | 2270 | 941 | 1334 | 719 | 908 | 124 | 141 | 121 | 37.8

2 275 | 1740 | 1920 | 72 | 1197 | 852 | 1001 | 115 | 141 | 151 | 335

. 335 | 1557 | 21,40 | 7,94 | 1350 | 645 | 841 | 108 | 120 | 10,7 | 347

: 300 | 1734 | 1920 | 847 | 1080 | 806 | 986 | 114 | 134 | 150 | 396

6 486 | 1945 | 17,10 | 960 | 750 | 718 | 855 | 879 | 10,7 | 147 | 518

: 211 | 1068 | 3120 | 820 | 2300 | 613 | 764 | 143 | 166 | 607 | 250

o 308 | 1521 | 21,90 | 860 | 1330 | 647 | 757 | 996 | 123 | 968 | 371

o 275 | 1763 | 1890 | 840 | 1047 | 10,35 | 12,40 | 141 | 169 | 194 | 373

10 | 356 | 1532 | 21,80 | 890 | 1290 | 7,13 | 840 | 110 | 134 | 118 | 377

ww | 3146 | 15755 | 21,67 | 866 | 1302 | 757 | 919 | 11,81 | 1400 | 12,75 | 37,2
+SD | 81,59 | 24032 | 388 | 082 | 399 | 126 | 144 | 185 | 213 | 361 | 659
Min | 210,98 |1067,68| 17,10 | 719 | 750 | 613 | 757 | 879 | 1065 | 6,07 | 24,96
Max | 486,48 |194472| 3120 | 990 | 2300 | 1035 | 12,40 | 1432 | 1693 | 1935 | 51,83
Median | 287,57 |154436| 2160 | 854 | 1310 | 718 | 882 | 11,44 | 1378 | 1256 | 37,48

Tab. 9-22 Pharmakokinetische Daten von Ceftriaxon per Bioassy im Steady-State

Prob. - AUC,.

N Crnax o Cliot Clien Clhren ti MRT Vss Vz C min fu

(mg/l) |(mg-h/l) | (ml/min) | (ml/min) (mlmin) (h) (h) 0 (0 (mg/l) (%)
1 247 1460,1 22,80 9,90 12,98 8,05 10,43 14,3 15,9 16,0 43,4
2 307 1432,8 23,30 9,78 13,48 7,65 9,21 12,9 15,4 13,5 42,3
3 316 1869,9 17,80 8,3 9,54 7,85 9,40 10,1 12,1 17,9 46,7
4 303 1522,2 21,90 11,94 10,00 6,94 8,45 11,1 13,2 12,0 54,8
5 330 1599,5 20,80 8,52 12,30 7,08 8,75 10,9 12,8 13,3 41,1
6 265 1360,3 24,50 10,60 13,90 6,65 7,81 11,5 14,1 10,2 43,4
7 235 982,9 33,90 9,43 24,50 6,03 7,24 14,7 17,7 6,00 27,9
8 399 | 1501,7 | 22,20 9,30 12,90 5,37 6,45 8,59 10,3 7,50 42,1
9 302 1631,9 20,40 9,00 11,43 8,14 9,57 11,7 14,4 16,2 44,3
10 324 1441,1 23,10 9,76 13,40 7,56 8,46 11,7 15,1 12,8 42,4
MW 302,8 | 1480,2 23,07 9,65 13,44 7,13 8,58 11,75 14,10 12,54 42,8

+SD 47,07 | 225,39 4,24 1,05 4,16 0,91 1,18 1,84 2,11 3,79 6,56

Min 234,60 | 982,90 | 17,80 8,28 9,54 5,37 6,45 8,59 10,32 6,00 27,91

Max | 399,20 |1869,91| 33,90 11,94 24,50 8,14 10,43 | 1474 | 17,71 | 17,88 | 54,76

Median | 304,85 | 1480,89 | 22,50 9,60 12,94 7,32 8,61 11,61 | 14,25 | 13,07 | 42,88
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Tab. 9-23 Pharmakokinetische Parameter, Einzeldosis (ED) und Steady-State (SS)
von Ertapenem und Ceftriaxon fur beide Geschlechter [geometrisches Mittel

(% Variationskoeffizent)]

Parameter Ertapenem Ceftriaxon
ED SS ED SS

Crmax (Mg/l) 253 (15) 275 (19) 306 (26) 300 (16)
AUC g4ose (mg-h/l) | 817 (20) | 823 (19) | 1557 (15) | 1463 (15)
Tmax (D) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,5 (0)
Cliot (Ml/min) 20,4 (18) | 20,2 (16) | 21,4(18) | 22,8(18)
Clren (Ml/min) 9,38 (37) | 8,62 (46) | 8,63(9 9,60 (11)
Claren (Ml/min) 9,63(38) | 11,0(33) | 12,5(31) | 13,0(31)
t1z (h) 4,5 (23) 4,3 (11) 7.5 (17) 7,1 (12)
MRT (h) 4,7 (13) 4,1 (18) 9,1 (16) 8,5 (14)
Vss (1) 57(18) | 50(18) | 11,7 (16) | 11,6 (16)
Vz () 8,0 (25) 7,5 (20) 13,9 (15) | 14,0 (15)
fu (%) 45,1 (36) | 41,2 (42) | 36,7 (18) | 42,3 (15)
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