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Nuovi dati sperimentali
sul profilo cinetico di
marbofloxacina nella tartaruga
comune (Caretta caretia)
dopo somministrazione
endovenosa

e intramuscolare
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Giordano Nardini?*,

La terapia antibatterica rappresenta un importante componente della gestione ve- Med Vet, PhD,

terinaria degli esemplari di Caretta caretta e marbofloxacina viene frequentemente
utilizzata in questa specie alla dose di 2 mg/kg. Lo scopo della ricerca € di appro-
fondire e confrontare dati gia presenti in letteratura sull’andamento cinetico di mar-
bofloxacina in Caretta caretta. Sono stati utilizzati 6 esemplari sani ai quali € stata
somministrata una singola dose di Marbocyl® 2%, pari a 2 mg/kg di marbofloxa-
cina: agli animali A, B, D per via endovenosa (IV) e agli animali C, E, F per via in-
tramuscolare (IM). Sono stati eseguiti prelievi di sangue alle seguenti scadenze
temporali: Gruppo IV 0, 10, 20, 30, 45 minuti, 1, 2, 4, 8, 12 ore, 1, 2, 2,5 giorni;
Gruppo IM 0, 30 minuti, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 12 ore, 1, 2, 2,5 giorni. L’analisi di mar-
bofloxacina € stata condotta con metodica HPLC-UV (A 295 nm). La definizione dei
parametri cinetici & stata effettuata sulla base dell’andamento concentrazione ema-
tica/tempo mediante un modello non-compartimentale. Le due modalita di som-
ministrazione determinano profili di concentrazioni ematiche molto simili,
specialmente dopo 2 ore (IV) e 4 ore (IM), per essere praticamente sovrapponibili
a 1 giorno. L'antibatterico risulta dosabile ancora all’ultima scadenza sperimentale
(2,5 giorni). Il volume di distribuzione risulta > 1 L/kg e, per via IM, marbofloxacina
€ caratterizzata da una biodisponibilita molto elevata (F = 131,43+12,06 %).
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INTRODUZIONE

La tartaruga comune (Caretta caretta) ¢ la specie di tar-
taruga marina pit diffusa nel Mediterraneo'?, ¢ quindi
possibile ritrovarla con una certa frequenza nei Centri
di Recupero italiani. Le presentazioni cliniche piu fre-
quenti in questa specie sono malattie infettive (batteri-

che e virali) ed episodi di tipo traumatico, nutrizionale
e parassitario™!. Numerosi sono i batteri responsabili di
infezioni in questi cheloni. I batteri pitt comunemente
isolati da esemplari spiaggiati di questa specie sono:
Psendomonas spp., Aeromonas spp., Escherichia coli, Pasten-
rella spp., Protens spp. e Vibrio>®"8. Spesso ¢ quindi ne-
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cessario attuare terapie antimicrobiche nel corso della
gestione clinica di esemplari spiaggiati.

I rettili mostrano differenze clinicamente rilevanti nella
distribuzione e nell’eliminazione degli antibiotici ri-
spetto ai mammiferi™'".

Di conseguenza per impostare una terapia antimicro-
bica adeguata ¢ necessario essere a conoscenza di far-
macocinetiche specifiche. I fluorochinoloni sono tra gli
antibatterici di frequente impiego nei rettili ed in Ca-
retta caretta per il loro ampio spettro d’azione. Sono inol-
tre caratterizzati da una buona maneggevolezza, da
caratteristiche cinetiche ottimali (es. ampio volume di
distribuzione, bassa percentuale di legame alle siero-
proteine), da bassi valori di minima concentrazione ini-
bente (MIC) verso i batteri sensibili ¢ da un’attivita
battericida prevalentemente di tipo concentrazione-di-
pendent€11’12’13’14.

In Caretta caretta, Jacobson e colleghi* hanno valutato
le concentrazioni plasmatiche di enrofloxacina dopo
somministrazione orale, confermandone la buona ma-
neggevolezza ¢ la validita della cinetica, evidenziando
tuttavia come P'assorbimento per via orale sia forte-
mente influenzato dalla presenza di cibo.

I rettili spesso mostrano differenze clinicamente
rilevanti nella distribuzione e nell’eliminazione

degli antibiotici, se comparati ai mammiferi.
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La marbofloxacina (MBX) ¢ un fluorochinolone ad
esclusivo utilizzo in Medicina Veterinaria che, rispetto
ad enrofloxacina, presenta migliori caratteristiche ci-
netiche (es. biodisponibilita piu elevata ed emivita pit
lunga) a parita di spettro dell’azione antibatterica.
Sebbene MBX presenti profili cinetici differenti nelle
diverse specie animali sulle quali ¢ stato valutato, una
dose pati a 2 mg/kg sembra assicurare una buona ef-
ficacia terapeutica ed un valido profilo cinetico.

In letteratura sono presenti solo 2 studi di cinetica di
MBX in Caretta caretta, di cui uno soltanto descrive il
profilo cinetico per le vie endovenosa ed intramu-
scolare comunemente utilizzate in que-
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MATERIALI E METODI

Prova in vivo

Per la ricerca sono stati utilizzati 6 esemplari clinicamente
sani di Caretta caretta, presenti presso il “Turtle Point”
della Stazione Zoologica “Anton Dohrn” di Napoli.

Le tartarughe erano mantenute individualmente in va-
sche (1,5 x 1,0 x 0,6 m) della capacita di 1000 litri e di-
rettamente collegate al sistema di trattamento delle
acque della Stazione Zoologica. L’acqua presente nelle
vasche veniva prelevata a circa 1 km di distanza dalla
costa ¢ ad una profondita di 3 m. In ciascuna vasca,
'aerazione dell’acqua e la rimozione meccanica dei ma-
teriali di scarto sospesi erano assicurati da opportuni
sistemi (rispettivamente: SCL V5, Effepizeta Spa, Con-
correzzo, Italia; SHS 50-125/22/A, Lowara Stl, Mon-
tecchio Maggiore, Italia e LSC 48, Lacron-Waterco,
Sidney, Australia). 11 controllo della carica batterica, vi-
rale e fungina era assicurato da un sistema a raggi UV
(REX M-2PE140-C, WEDECO Ag, Herford, Germa-
nia), mentre la temperatura dell’acqua era mantenuta a
circa 21°C da un termoriscaldatore (RE/U 21, ZPCE,
Saint Barthélemy d’Anjou Cedex, Francia).

Durante I'intera prova sperimentale gli animali sono
stati mantenuti nelle condizioni ambientali standard
(temperatura e ciclo luce-buio) e hanno assunto una
dieta, che solitamente viene somministrata nel Centro,
a base di molluschi vari e pesce azzurro.

Gli animali (peso a digiuno variabile da 10 a 42,3 kg),
sono stati suddivisi in 2 gruppi sperimentali da 3 esem-
plari ciascuno, cercando di mantenere un peso corporeo
il pit possibile omogeneo all’interno di ciascun gruppo
(Tabella 1). A ciascun esemplare ¢ stata somministrata
una singola dose di Marbocyl® 2% iniettabile (Azienda
Terapeutica Italiana A.T.L s.r.l. Gruppo Fatro, Ozzano
Emilia-Bologna, Italia) pati a 2 mg/kg di peso corpo-
reo per via endovenosa (vena giugulare, tramite inie-
zione) al gruppo IV (tartarughe A, B e D) e per via
intramuscolare (muscolo pettorale) al gruppo IM (tar-
tarughe C, E ed F) (Tabella 1). La scelta del dosaggio di
MBX (2 mg/kg) si ¢ basata su dati della letteratura che
considerano questo dosaggio come terapeutico nella

sta specie!™'". Tabella 1 - Distribuzione del trattamento con marbofloxacina
Il limitato numero di soggetti che general- (dose singola pari a 2 mg/kg) negli esemplari inclusi nello studio
mente ¢ possibile reclutare negli studi su Peso a Marbocyl 2% Via di
Caretta caretta spesso non fornisce la ne- Esemplare digiuno (kg) (2 mg/kg) somministrazione
cess.ar%a potenza per una adeguata indagine A 29.45 2.95 ml v
statistica.
Sulla base di questo, lo scopo del presente B 27,00 2,70 ml v
studio, anch’esso condotto su pochi sog- Cc 42,28 4,20 ml IM
getti, ¢ quello di fornire ulteriori informa- D 10,00 1,00 ml IV
zioni sulla cinetica ematica di MBX in tale E 31.00 3,00 ml M
specie, andando ad integrare i dati gia di-

o F 39,00 3,90 ml IM
sponibili in letteratura.
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maggior parte delle specie animali (mammiferi e non) e
per tutte le vie di somministrazione.

Per la definizione del profilo cinetico di MBX, da cia-
scun animale sono stati eseguiti 13 prelievi di sangue
alle seguenti scadenze sperimentali: IV 0, 10, 20, 30, 45
minuti, 1, 2, 4, 8, 12 ore, 1, 2, 2,5 giorni; IM 0, 30 mi-
nuti, 1, 1,5, 2, 3, 4, 6, 8, 12 ore, 1, 2, 2,5 giorni. 1l san-
gue veniva prelevato dalla vena giugulare controlaterale
mediante provette in plastica con vuoto interno (Vacu-
test KIMA Arzergrande, Italia, 4 mL, litio-eparina). 11
quantitativo di sangue per ciascun prelievo era tale da
garantire una quantita di plasma pari a 1 mL. I cam-
pioni di sangue sono stati sottoposti a centrifugazione
per separare il plasma, quindi conservati in congelatore
alla temperatura di -20°C fino al momento delle deter-
minazioni analitiche.

La prova sperimentale ¢ stata effettuata in ottempe-
ranza alla legislazione vigente relativa al benessere degli
animali oggetto di sperimentazione e previa autorizza-
zione del Ministero della Salute (D.L. n® 116/1992 -
Autorizzazione Ministeriale - Decreto n® 10/2004-C ri-
lasciato in data 11/02/2004 dal Ministero della Salute).

A ciascun esemplare é stata sommini-
strata una singola dose di Marbocyl® 2%
iniettabile (Azienda Terapeutica Italiana
A.T.IL s.rl. Gruppo Fatro, Ozzano Emilia-
Bologna, Italia) pari a 2 mg/kg di peso

corporeo per via endovenosa (vena giugu-
lare) al gruppo IV (tartarughe A, B e D) e
per via intramuscolare (muscolo pettorale)
al gruppo IM (tartarughe C, E ed F).

Analisi marbofloxacina

Lestrazione e la purificazione di MBX dai campioni di
plasma ¢ stata eseguita secondo le indicazioni di Schnei-
der e colleghi', con lievi modifiche riguardanti la fase
acquosa di estrazione e la fase mobile cromatografica.
Ianalisi dei campioni incogniti e la validazione del me-
todo analitico, in termini di specificita, sensibilita e li-
nearita, sono state condotte mediante HPLC-UV
utilizzando un Sistema Beckman Gold (Gold Pro-
grammable Solvent Module 126 pump system, Gold
Autosampler system 507, Beckman Programmable De-
tector Module 168 as diode UV Detector and a control
station IBM Thinkcenter - Software 32 Karat). E stata
impiegata una colonna Phenomenex Gemini C18 5 pm
(250 x 4,6 mm) mantenuta a temperatura ambiente. La
fase mobile (flusso 0,7 mIL./min) era costituita per un
85% da H3PO4 0,01M e per il restante 15% da una so-
luzione di CH3CN (85:15 v/v). Il volume di iniezione
era pari a 50 pL.. Le analisi sono state condotte in spet-
trofotometria UV ad una lunghezza d’onda di 295 nm.
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Nelle condizioni cromatografiche utilizzate, MBX ¢
contraddistinta da un tempo di ritenzione pari a circa
9,5 minuti, mentre ofloxacina (SI) presenta un tempo di
ritenzione di circa 11,5 minuti, evidenziando la buona
specificita del metodo. I campioni “bianchi”, costituiti
da plasma prelevato subito prima del trattamento
(tempo 0), non presentano interferenti in corrispon-
denza dei tempi di ritenzione sopra citati. La metodica
¢ caratterizzata da un’elevata sensibilita con limiti di ri-
levabilita (LOD) e di quantificazione (LOQ) risultati ri-
spettivamente di 3 ppb e di 5 ppb. La correlazione tra
la concentrazione degli analiti ed il rapporto tra I'area
del picco di ciascuno standard e quella del relativo stan-
dard interno ¢ risultata lineare (R* = 0,998) nel range di
concentrazione utilizzato che ¢ particolarmente ampio
(5-10000 ppb).

Le analisi dei campioni sono state eseguite in confor-
mita alla Norma ISO 9001 per la quale il Dipartimento
di Scienze Mediche Veterinarie ¢ certificato.

Elaborazione cinetica

La definizione dei principali parametri cinetici di MBX
¢ stata cffettuata sulla base dell’andamento concentra-
zione ematica/tempo, a partire dalle concentrazioni pla-
smatiche di MBX riscontrate in ogni singolo animale ed
utilizzando il software WinNonlin Prof 6.1 (Pharsight
Corp, St Louis, Mo).

Sulle concentrazioni plasmatiche di MBX ¢ stata con-
dotta un’analisi non-compartimentale. Per ciascun ani-
male sono stati calcolati: concentrazione massima
(Cinax)> tempo di picco (T, ), emivita della fase ter-
minale (t1 /) ), area sotto alla curva dal tempo 0 fino
all'ultima concentrazione misurabile (AUCy, (), volume
apparente di distribuzione (Vd), volume di distribuzione
corretto per la frazione di dose assorbita (Vd/F), vo-
lume apparente di distribuzione allo steady state (V),
body clearance (CI), body clearance corretta per la fra-
zione di dose assorbita (Cl/F), biodisponibilita (F).

La buona distribuzione di MBX, per entrambe le
vie di somministrazione, &€ dimostrata dagli ele-
vati valori del volume di distribuzione: Vd, Vd/F

e Vss sono superiori o poco inferiori a 1 L/kg
(Tabella 2).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Per tutto il periodo sperimentale e per entrambe le vie
di somministrazione, in nessuna tartaruga oggetto della
sperimentazione sono state rilevate reazioni avverse al-
l'antibiotico (sistemiche o nel sito di iniezione). 11 con-
sumo di cibo, e lattivita generale degli esemplari sono
rimasti inalterati e non si sono evidenziati atteggiamenti
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Per entrambe le modalita di
somministrazione, MBX risulta
ancora dosabile all’ultima sca-
denza sperimentale (2,5 giorni),
inoltre 1 livelli ematici sono
molto simili (Figura 1), special-
mente dopo 2 ore (IV) e 4 ore
(IM), per divenire praticamente

Conc. MBX (ngfmL)

sovrapponibili a 1 giorno, ana-
logamente a quanto riportato da
Lai e colleghi®, sebbene i tempi
di prelievo siano leggermente
diversi. .a somministrazione IM

0 4 8

Tempo (ore)

12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60

risulta caratterizzata da una bio-
disponibilita elevata (Tabella 2).
La buona distribuzione di MBX,
per entrambe le vie di sommi-

Figura 1 - Andamento delle concentrazioni plasmatiche di marbofloxacina in Caretta caretta
per somministrazione endovenosa ed intramuscolare di una dose singola pari a 2 mg/kg. Gli
indicatori blu indicano valori medi per la somministrazione endovenosa. Gli indicatori rossi in-

dicano valori medi per la somministrazione intramuscolare.

nistrazione, ¢ dimostrata dagli
elevati valoti del volume di distri-
buzione: Vd, Vd/F e Vg  sono
superiori o poco inferiori a 1
L/kg (Tabella 2), contratiamente

Tabella 2 - Parametri cinetici (valori medi + DS) di marbofloxacina al ‘,ﬁlon Ot,te,m\m da. Lai e C OHe_.
in Caretta caretta per somministrazione endovenosa ed intramuscolare ghi”. L'attivita antibattetica di
di una dose singola pari a 2 mg/kg MBX in molte infezioni sistemi-

Parametri v M che (es. traumi e polmoniti) ¢

quindi supportata anche dal pa-

Cmax Lol 2L Sl U1 rametro cinetico che descrive
Tmax h 0,17+0,00 0,67+0,29 Pentita e la velocita della distri-
t1/2)2 h 11,76+1,322 12,78+1,142 buzione, solitamente elevata per
AUC) st ug-h/mL 20,11+3,49 26,42+4,21 la buona capacita del fluorochi-
nolone di penetrare nei tes-

vd L/kg 1,71x0,36 s . .
suti'”'®. Per quanto riguarda i

Vd/F L/kg 1,410,27 processi di eliminazione, benché
Vss L/kg 0,94+0,05 non siano state eseguite elabo-
cl mL-h/kg 100,45+18,79 razioni StatiStiChC, le emivite
della fase di eliminazione appa-

cIF mt-h/kg R iono simili per le vie IV edplrl)\/[,

= ‘@ UBILAEETZ e con valori di clearance (Cl e

aMedia armonica.

Cmax: concentrazione massima; Ty, tempo di picco; t1/9; 5, emivita della fase terminale;
AUCIast’ area sotto alla curva dal tempo 0 fino all’'ultima concentrazione misurabile; Vd, vo-
lume apparente di distribuzione; Vd/F, volume di distribuzione corretto per la frazione di dose

Cl/F) molto supetioti a quelli di
Lai e colleghi'®, ma ben correlati
alle altre ricerche presenti in let-

teratura!®!’18,

assorbita; Vgg, volume apparente di distribuzione allo steady state; Cl, body clearance; CI/F

body clearance corretta per la frazione di dose assorbita; F, biodisponibilita.

particolari. Queste osservazioni concordano con

quanto riportato da diversi Autori in sperimentazioni

analoghe su Caretta caretta>'®

11,12

, come pure su altre specie

animali'""? e come, piu in generale, riguardo ai fluoro-

chinoloni'*!. In Figura 1 ¢ possibile osservare ’anda-
mento delle concentrazioni medie (£DS) di MBX alle
diverse scadenze sperimentali in funzione del tempo

per le due vie di somministrazione.

CONCLUSIONI

Anche in Caretta caretta MBX ha
dimostrato una buona tollerabilita senza effetti secon-
dari clinicamente rilevanti.

Per gli antibatterici la determinazione dei protocolli
terapeutici (dosi e intervalli tra le dosi) ¢ legata al rap-
porto PK/PD; per i fluorochinoloni, che sono prin-
cipalmente concentrazione-dipendenti, i rapporti
AUC/MIC e Cp,,/MIC delle popolazioni batteri-
che sensibili e/o piu resistenti, sono quelli che forni-



Anno 29, n° 5, Ottobre 2015

scono le migliori indicazioni®. In questo studio, non
¢ stata prevista 'estrapolazione PK/PD, anche in ra-
gione del fatto che le MIC di MBX nei confronti delle
principali specie batteriche isolate da Caretta caretta
restano ancora sconosciute®.

La generale assenza di effetti indesiderati nelle tarta-
rughe oggetto della sperimentazione ed i parametri
cinetici favorevoli che descrivono MBX sommini-
strata alla dose di 2 mg/kg IV ed IM, suggeriscono
che questo fluorochinolone possa essere adatto per il

trattamento di infezioni batteriche anche in questi
esemplari, sebbene, analogamente a quanto sottoli-
neano studi precedenti'>!®
approfondimenti soprattutto per dosaggi ripetuti,
comprendenti anche la valutazione del rapporto
PK/PD.

Inoltre, considerato che I'enrofloxacina puo dare le-
sioni necrotiche nel punto di inoculo®, saranno utili
future valutazioni a lungo termine durante I'impiego
clinico.

, sono necessari ulteriori

PUNTI CHIAVE

In letteratura sono presenti solo 2 studi di cinetica di marbofloxacina in Caretta caretta, di
cui uno soltanto descrive il profilo cinetico per le vie endovenosa ed intramuscolare comu-
nemente utilizzate in questa specie per la somministrazione delle terapie antibiotiche.

Gli animali sono stati suddivisi in 2 gruppi sperimentali da 3 esemplari ciascuno, sono stati
mantenuti nelle condizioni ambientali standard (temperatura e ciclo luce-buio) ed hanno as-
sunto la normale dieta.

L'estrazione e la purificazione di MBX dai campioni di plasma & stata eseguita utilizzando
ofloxacina come standard interno e previa estrazione dell’analita con fase organica.

Per entrambe le modalita di somministrazione la marbofloxacina risulta ancora dosabile al-
I'ultima scadenza sperimentale (2.5 giorni).

La buona distribuzione di marbofloxacina, per entrambe le vie di somministrazione, & di-
mostrata dagli elevati valori del volume di distribuzione, Vd, Vd/F e Vss sono superiori o
poco inferiori a 1 L/kg, contrariamente a studi precedenti ma in accordo con studi di cine-
tica nelle altre specie animali (mammiferi, volatili, rettili).

Update on pharmacokinetic profile of marbofloxacin in loggerhead sea turtles
(Caretta caretta) after intravenous and intramuscular injection

Summary

Abntibiotic therapy represents an essential aid in the treatment of sick or injured loggerhead sea turtle (Caretta caretta). Mar-
bofloxacin is commonly used in loggerhead sea turtles at 2 mg/ kg similarly to other species. The aim of the study was to increase
our understanding of marbofloxcacin pharmacokinetic in Caretta caretta. Six healthy turtles were divided in two groups: the I
group (subjects A, B, D) and the IM group (subjects C, E, F). Each animal received a single dose of Marbocyl® 2%, corre-
sponding to 2 mg/ kg of marbofloxacin. The drug was administered via intravenous (IV") and intramuscular (IM) routes. After
the administration, 13 blood samples were collected at different times: for IV group at 0, 10, 20, 30, 45 minutes, 1, 2, 4, 8, 12
hours and 1, 2, 2,5 days; for IM group at 0, 30 minutes, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 12 hours, and 1, 2, 2,5 days. A HPLC-U1”
(N 295 nm) analytical method was used to measure marbofloxacin concentrations in blood. The pharmacokinetic behavior of the
drug was best described by a non-compartmental model. The plasma concentration profiles of marbofloxacin were similar for the
two administration routes and the residual concentrations at 1 day were almost identical. The nolecule was detected up to 2,5 days.
The apparent volume of distribution was >1 1./ kg. The IM route resulted in a rapid and complete marbofloxacin absorption
=131, 43£12,06%).
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European Society of Veterinary Endocrinology

Summer School of
Veterinary Endocrinology 2016

Bologna, 26" June—1* July 2016

The course will provide participants with advanced teaching in canine and feline clinical endocrinology.
Lecture sessions will be both interactive and didactic. Language: English only.

TARGET: Residents, academic staff involved in veterinary internal medicine, veterinary surgeons with specific
interest in veterinary endocrinology.
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Program and registration at http://www.esve.org/
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