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I Cil metodiky

Antimikrobika hraji v humdanni i1 veterindrni medicin¢ nezastupitelnou roli pro 1écbu
bakterialnich infekci a v souc¢asné dobé€ nejsou k dispozici zadna alternativni 1é¢iva, ktera by
zajistila 1écbu bakteridlnich infekci. V poslednich letech doslo k vyraznému poklesu objevil a
zavadéni novych molekul antimikrobik do klinické praxe. Z tohoto diivodu je klicovym
problémem soucasné mediciny zachovat G¢innost v soucasnosti vyuzivanych antimikrobik,
ktera je vazn¢ ohrozena zvysujici se prevalenci rezistence mikroorganizmu. K omezeni vzniku
a rozvoje rezistence zasadni mérou pfispiva optimalné definované davkovani antimikrobik,
které je vyvozeno na zaklad¢ znalosti farmakokinetickych (PK) a farmakodynamickych (PD)
vlastnosti danych latek, které definuji pottebné expozice antimikrobidlnich latek pro maximalni

ucinek na bakterie.

Farmakokinetika popisuje pohyb 1éCiva v téle v zavislosti na Case, zabyva se procesy absorpce
1é¢iva z mista podani, distribuce v téle, metabolismu, konjugace a eliminace 1éCiva z organismu.
Mezi nejcastéji pouzivané PK parametry patii biologicka dostupnost 1é¢iva v krevnim séru nebo
v misté infekce v zavislosti na ¢ase (%) nebo distribu¢ni objem Vd, ktery pfedstavuje intenzitu
distribuce 1é¢iva v krevnim séru nebo do télesnych tkani. Dalsi dalezity parametr je polocas
eliminace (t1/2) — doba, za kterou koncentrace 1é¢iva v organismu klesne na polovinu. Znalost
(t1/2) umoziuje predikci ¢asu potiebného k eliminaci 1é¢iva z organismu nebo akumulaci 1é¢iva

pfi opakovaném davkovani.

PD parametry jsou definované jako vztahy mezi kiivkou koncentrace antimikrobika v séru jako
zastupny klinicky ukazatel pro koncentrace antimikrobika v misté infekce, pomér vrcholu
kiivky koncentrace a MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) nebo MPC (mutant preventivni
koncentrace) (Cmax/MIC nebo Cmax/MPC), pomér plochy pod kiivkou koncentrace a MIC
nebo MPC (AUC/MIC nebo AUC/MPC) a doba, po kterou koncentrace antimikrobika ptekroci
MIC nebo MPC (T> MIC nebo T> MPC). Stanoveni T> MIC a T> MPC je dilezité¢ u
antimikrobialnich latek s G¢inkem zavislym na Case (napft. beta-laktamova antibiotika nebo
makrolidy). U antimikrobik s u¢inkem zavislym na koncentraci (napt. fluorochinolony nebo

aminoglykosidy) je zasadni definovat Cmax/MIC nebo AUC/MIC.



Védecke a klinické studie a data k ur¢eni PK a PD vlastnosti antimikrobiélnich latek, potiebné
ve veterinarni mediciné k predikci ucinnych dévkovacich schémat pro vSechny typy
antimikrobik proti vS§em béznym infekcim a platné pro v§echny druhy zvitat, nejsou v Zadnych
databazich dohledatelné. V soucasné dob¢ jsou ve veterindrni mediciné PK a PD vlastnosti u
pouzivanych veterinarnich antimikrobik definovany v pfevazné vétSin€ jen pro velkd
hospodafska zvifata. Protoze je velmi dobie zndmo, Ze se PK a PD parametry velmi 1i§i mezi
cilovymi druhy zvitat, dokonce i mezi jednotlivymi v€kovymi kategoriemi v ramci druhu, nelze

definovand data zobecnit pro vSechna zvitata.

U driibeZze a zejména u brojlerd kura domaciho byly PK a PD vlastnosti antimikrobik
definovadny pouze u omezeného spektra antimikrobidlnich latek a dostupnd data byla
generovana pied desitkami let, byla méfena jinymi, méné pfesnymi metodami nez je
pozadovano dnes podle smérnic EU. Tehdy chovand plemena kura domaciho méla jiny
geneticky zaklad v ramci $lechténi, brojlefi dnes nejcasteji chovanych plemen Ross a Comb
jinak utilizuji potravu, maji jiné denni pfirtstky, coz souvisi s mnozstvim pfijimané potravy a
tekutin a tim 1 moznosti medikovat krmivo nebo pitnou vodu. Z diivodl nedostatku relevantnich

dat nejsou mozné registrace novych povolenych veterinarnich 1é¢ivych piipravka pro dritbez.

Situace je nyni takova, Ze jsou kufatiim z nutnosti podavana léciva, ktera nemaji pozadovanou
ucinnost, a tim je umoznén vznik a S$ifeni rezistentnich bakteridlnich populaci plvodcu
nejruznéjSich onemocnéni nebo jsou podavana antimikrobika kategorie ,,B* (rozdéleni
antimikrobik podle Evropské 1€kai'ské agentury), takzvanad antimikrobika 3. volby, kterd by
m¢éla byt podavana jen v krajnim ptipadé€, kdy ostatni moznosti 1é¢by selzou a jejich moznost
pouziti ve veterindrni medicing je jeSté vice omezena nez v mediciné humanni. Dokonce se
vazné uvazuje o jejich zékazu pouzivani k 1é¢bé zvirat. Jsou to u€inné antimikrobika s Sirokym
spektrem Uc¢inku, ke kterym je tfeba zachovat citlivost bakteridlnich populaci. V piipadé
brojlerovych kutat a driibeze obecné se jedna predev§im o fluorochinolony, zejména hojné
pouzivany enrofloxacin, ktery je ucinny na vétSinu vyskytujicich se infekci bakteridlniho
ptvodu u kufat, je relativné levny a ma kratké ochranné lhiity. Casté pouzivani enrofloxacinu
muze zvysit prevalenci bakterii rezistentnich na fluorochinolony a snizit u¢innost terapie
ostatnimi chinolony u infekci lidi i zvifat z divodu mozné zkiiZzené rezistence. Piesto je
aplikace enrofloxacinu v chovech dribeze vzhledem k Sirokému spektru ucinnosti proti
infekcim rizné etiologie mnohem c¢astéjs$i v porovnani s jinymi antimikrobidlnimi latkami. Tyto

informace vychazeji z Gidajii o spotiebach antimikrobialnich latek v CR, které jsou od roku 2000



v souladu se Zakonem o léCivech a Ak¢nim planem Narodni antibiotické politiky (Usneseni
vlady, 2009) shromazd’ovany a analyzovany v Ustavu pro statni kontrolu veterinarnich

biopreparati a 16¢iv v Brné (USKVBL).

Cilem metodiky je poskytnout alternativni veterinarni 1éCivo k enrofloxacinu a dalSim
fluorochinolonim formou doporuc¢eného postupu 1écby brojleri sulfamethoxazolem
v kombinaci s trimethoprimem. Uplatnéni doporucené¢ho postupu v praxi piispéje nejen ke
snizeni ekonomickych ndkladii chovateli z divodu ucinné 1éCby bakterialnich infekei
v chovech brojlert, ale také povede k plnéni cilti Narodniho antibiotického programu CR
v oblasti uvazlivého pouzivani antibiotik a piedchdzeni nebo omezeni Sifeni rezistenci

bakterialnich populaci k antibiotikiim.

1)) Vlastni popis metodiky

Predkladana metodika predstavuje komplexni postup pro 1écbu bakterialnich infekci brojlera
od odbéru klinickych vzorkli z nemocnych brojlert k bakteriologickému vySetfeni a stanoveni
citlivosti/rezistence izolati bakteridlnich patogenii k antibiotikiim a interpretaci vysledki, ze

které vychazi nasledna doporucena 1écba.

Metodika doporucuje 1écbu veterinarnim lé¢ivym piipravkem s optimalizovanou davkou a
sloZzenim antimikrobialnich substanci — kombinaci sulfamethoxazolu s trimethoprimem pro
dosazeni maximalni u¢innosti 1écby bakterialnich infekcei u cilového druhu zvitete, chovnych
plemen brojler kura domaciho, stanovenych na =zakladé provedenych novych
farmakokinetickych studii a ovéfenych 1écbou experimentalni infekce brojlerti virulentnim

kmenem aviarné patogenni Escherichia coli.

I a) Odbér vzorku k laboratornimu vySeti-eni

Zakladem spravné a ucinné 1é¢by bakteridlnich infekci je vzdy piesna identifikace, ptipadné
dalsi typizace pivodce onemocnéni. Odbér klinickych vzorkli se provadi in vivo nebo post
mortem. Misto odbéru vzorkl je zvoleno podle klinickych ptiznaki onemocnéni. In vivo je

v ptipad¢ brojleri mozné provést jen odbér trusu, individudlni odbéry, napft. rektalni vytéry



nebo vytéry dychacich cest se neprovadi. Post mortem se odebiraji podle klinickych projevi
onemocnéni pred thynem nebo utracenim a podle patologicko-anatomického nélezu zménéné
¢asti postizenych vnitinich organti, vzorky exsudatu v duting bfi$ni a hrudni, fibrinové nalepy

z povrchu organd, stéry ze vzduSnych vakii, obsah stfev nebo vzorky kize.

Odebrané klinické vzorky se po odbéru ulozi do chladiciho boxu a co nejrychleji, nejpozdéji
vSak do 24 hodin, se dopravi do laboratofe k dalSimu zpracovani. Stéry je nutné uchovavat a
pievazet na tamponech s transportnim médiem z ditvodu kratkodobého ptezivani bakterii ve
vnéjS$im prostiedi. Jestlize neni mozné klinicky material ptepravit do laboratote béhem 24 hodin

po odbéru, je nutné vzorky zamrazit a do laboratofe je dopravit v tomto stavu.

II b) Izolace a identifikace puivodce onemocnéni

Odebrané vzorky se zpracuji béznymi a dostupnymi zakladnimi bakteriologickymi
kultivacnimi postupy a metodami — kultivaci stért a vytéri nebo klinického a sek¢niho
materidlu na krevnim agaru, pfipadné na XLD agaru a McConcay agaru. Obvykla doba
inkubace primokultur je 22 - 24 hodin, pti 37°C + 1°C. P#i podezieni na nélez kolonii
patogennich bakterii se suspektni kolonie izoluji na krevnim agaru s naslednou inkubaci 22 —
24 hodin pii 37°C + 1°C. Po ziskani &isté bakterialni kultury nasleduje identifikace patogenu,
pro kterou je doporuceno vyuziti metody MALDI — TOF (Matrix Asisted Laser
Desorption/Ionization — Time of Flight). Patogenni bakterie, které jsou identifikaci potvrzeny
jako ptivodce onemocnéni, mohou byt dale podle druhu a vlastnosti jednotlivych patogent dale
typizovany za ucelem zjisténi jejich virulence. Zakladnimi typizatnimi metodami jsou
sérologické metody (pro urCeni sérotypti u identifikovaného druhu bakterii, pokud jsou
popsany) nebo molekularné diagnostické metody, napt. PCR (pro zjisténi pfitomnosti genti

virulence u identifikovaného druhu bakterii, pokud jsou popsany).

II ¢) Stanoveni citlivosti k antibiotikiim

Vysetieni citlivosti/rezistence k antibiotikim musi byt provedeno zcela v souladu se zadvaznymi
mezinarodnimi metodikami podle Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) nebo European

Committee on Antimicrobial Susceptibility testing (EUCAST) a na zakladé vysledkl vysetieni



jsou izolaty zatazeny do tii kategorii citlivosti: citlivy — intermediarni — rezistentni. Pfi
provedeni vysetieni je dulezité dodrzet podminky ptipravy inokula (hustota, ¢erstvost), pouzit
spravna kultivaéni média a dobu a podminky kultivace, které se ¢asto podle druhu patogeni
odlisuji. K vySetfeni je mozné pouzit difuzni metody (diskovéa difizni metoda) nebo dilucni
metody (agarova, bujonova dilucni nebo mikrodiluéni metoda). Kombinaci obou metod je
komer¢né vyrabény E-test. Pti provedeni difuznich metod zjistujeme na agarech zoény inhibice
kolem diskli se znamym obsahem antibiotik a pfi provedeni dilu¢nich metod zjiStujeme
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) antibiotik, které zabrainuji riustu jednotlivych
bakterianich populaci. Pomoci E-testu zjistujeme hodnoty MIC na zakladé velikosti zony

dufuze kolem papirového prouzku s obsahem antibiotika pomoci stupnice uvedené na prouzku.

Podle velikosti zony inhibice nebo podle zjistené MIC stanovime, zda je bakterie citliva,
intermedidrni nebo rezistentni k vySetfovanym antibiotikim. Pokud je u vySetfovaného
bakterialniho izolatu — ptivodce onemocnéni zjisténa citlivost ke kombinaci sulfamethoxazol
s trimethoprimem, mlizeme zahajit [éEbu onemocnéni dle nasledujiciho doporuceného postupu.
Pfestoze je mechanismus ucinki obou téchto substanci rozdilny, tak spole¢né v kombinaci obé
ucinné latky blokuji dva nasledné stupné biosyntézy DNA, které jsou zasadni pro bakterie, které
si samy syntetizuji kyselinu dihydrolistovou a tetrahydrolistovou. Sulfamethoxazol soutézi na
zaklad¢ anti-metabolické interference s para-aminobenzoovou kyselinou o enzym
dihydropterat-syntetazu a brani tak tvorbé dihydropteroové kyseliny. Trimethoprim
kompetitivn¢ inhibuje enzym dihydrofolat-reduktazu a tim zabranuje redukci kyseliny listové
na dihydrolistovou a tetrahydrolistovou kyselinu. Timto vzdjemnym dvojim plisobenim
ucinnych substanci dochdzi k depleci zédkladniho kofaktoru biosyntézy nukleovych kyselin
(DNA). Cilem kombinovaného ptisobeni sulfamethoxazolu a trimethoprimu je snizeni rizika
vzniku rezistentnich kment bakterii a dosaZzeni maximalniho synergického antimikrobniho

ucinku vici fadé grampozitivnich i gramnegativnich bakterii.

IId) Farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti sulfamethoxazolu a

trimethoprimu

Pro provedeni farmakokinetickych studii byly pouzity tyto Ccisté 1é¢ivé substance

Sulfamethoxazol (Registracni ¢islo CAS: 723-46-6) a Trimethoprim (Registracni ¢islo CAS:



738-70-5), v chemické cistoté¢ odpovidajici Evropskému Iékopisu (Ph.Eur.). Pro kvantitativni
hodnoceni pohybu 1é¢ivych substanci v organizmu cilového zvitete v zavislosti na Case, ktery
zavisi v hlavni mife na daném 1éCivu, na cesté podani a na plsobeni organizmu na 1é¢ivo, a
s pouzitim matematickych ptistupt, byly ur€eny PK parametry, které nam umoznily srovnavat
1é¢ivé substance mezi sebou a stanovit optimalni davku. PK experimenty byly provedeny na
cilovém zvifeti - testovacim systému brojlerti kura domaciho, hybridni linie ROSS 308. Druh
hybridni linie nemél na vysledek vliv, hybridni linie ROSS byla zvolena z divodu snadné
dostupnosti brojlerti v chovech v Ceské republice a vyhodné standardizaci. Dnes jsou k vykrmu
urCeny specialni masné hybridy, a to pfevazné ROSS a COBB, kteii tak patfi mezi
nejrozsitenéjsi plemena v uzitkovych chovech. Pro tyto hybridy jsou stanoveny propracované
technologické postupy vykrmu a spocitany presné parametry uzitkovosti, které by méli jedinci
v daném dni véku pii dodrzeni stanovenych podminek dosahovat, a proto se dal pokus lépe
standardizovat. Vybér biologického testovaciho systému byl dale zalozen na ziskani vzorkt o
dostate¢ném objemu. Biologické testovaci systémy byly zdravi jedinci cilového druhu, u nichz
bylo mozno o¢ekéavat bezproblémovy piijem krmiva a vody, a tim zabezpecit pfijem testované

polozky.

Do provedenych studii byli zafazeni jednodenni brojleti obojiho pohlavi, pomér pohlavi nemél
na studii vliv. Pokusna zvitata byla krmena ad libitum standardni krmnou smési dle receptury
BR1 (BIOSTAN), odpovidajici dané vékové kategorii bez antikokcidik z divodu moznych
interferenci s testovanymi léCivymi latkami a ovlivnéni spravnosti vysledkli pfi analyzach
biologického materidlu. Krmna smés byla pouzivana po celou dobu studii. Po celou dobu
pokusu byl zajistovan welfare jednotlivych brojlerti v souladu se zdkonem 246/1992 Sb.
Klimatické a svételné podminky, velikost prostor ustdjeni, krmeni a napajeni zvitat bylo
nastaveno tak, aby odpovidalo pozadavkiim na odchov brojlerii, bylo denné¢ kontrolovano a
upravovano. Manipulace s brojlery byla Setrnd a byla omezena na nejmensi moznou miru.
Brojleti byli chovéni ve vétsich skupinéach, v poctech odpovidajicich prostoru chovného boxu,
po dobu 14 dnii potiebnych k aklimatizaci. K jejich rozdéleni do mensSich skupin doslo az v den
zacCatku aplikace davek testovanych 1éCiv (15. den studie). Primérna ziva hmotnost brojlert v
den aplikace (16. den zivota) dle technologického postupu ¢ini 593 g, skute¢né naméfena
hmotnost byla vrozmezi 450 — 535 g. Roztok pro aplikaci byl pfipraven nafedénim
veterinarniho 1é¢ivého ptipravku o fixni kombinaci sulfamethoxazolu s trimethoprimu v
hmotnostnim poméru 5 : 1 do pitné vody, takto pfipraveny roztok byl kutatim jednotlivé

aplikovan v objemu 1 ml per ordlné pomoci sttikacky se sondou.



Postupné¢ byly uskutecnény dvé PK studie. Prvni studie byla ,pilotni“. V obou
studiich probihala v experimentalnich stajich VUVeL experimentalni &ast studie se zvifaty a

laboratorni ¢ast studie byla provedena ve spole¢nosti TEKRO s.r.o0. Praha.

Kinetika zmény plazmatickych koncentraci cilovych analytd sulfamethoxazolu a
trimethoprimu v zavislosti na ¢asovych intervalech byla méfena na analytickych zafizenich
vyuzivajicich vysoce citlivych a pfesnych metod na zékladé¢ kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii typu triple-Q (LC-MS/MS) a orbitrap s vysokym rozliSenim (LC-
MS/MS-HR). Pouzité¢ analytické metody pro stanoveni koncentraci cilovych analyti ve
vzorcich kufecich sér byly validovany v plném rozsahu dle mezinarodnich standardi pro
biochemické metody ve veterinarni mediciné: pokynu CVMP/VICH/591/98 VICH GL 2 a
pokynu EMEA/CVMP/VICH/463202/2009 VICH GL 49. Zakladni parametry hmotnostni
spektrometrie pro molekuly cilovych analytu jsou uvedeny v nésledujici tabulce (Tabulka 1) a
ptiklad namétené¢ho chromatografického spektra s vyznaCenymi integrovanymi plochami pikt
pro urceni koncentrace analytu trimethoprimu a hmotnostniho spektra v odpovidajicim

retencnim Case analytu pro konfirmacni identifikaci molekuly analytu je uveden na Obrazku 1.

Stanoveni zdkladnich farmakokinetickych parametri (Cmax, Tmax a AUC) bylo provedeno v
souladu s mezinarodnimi standardy. Vypoctené hodnoty zékladnich PK parametri
veterinarnich 1é¢ivych substanci trimethoprimu a sulfamethoxazolu v séru brojlerit po
jednorazové a opakované oralni aplikaci - Cmax, Tmax a AUC jsou uvedeny v nésledujicich
tabulkédch (Tabulky 2 a 3). Ptiklady grafického vyhodnoceni pribéhu farmakokinetickych

kiivek je uveden na Obrazcich 2 a 3.



Tabulka 1. ldentifikace analytu trimethoprimu a sulfamethoxazolu pomoci parametru MA (mass
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Tabulka 2. Prehled farmakokinetickych parametri fixni kombinace ucinnych latek
Sulfamethoxazolu a Trimethoprimu p7i davkovani 33 mg (27,5 mg + 5,5 mg) na lkg zivé
hmotnosti po jednorazovéem a opakovaném podani; pilotni PK studie (Cnax je maximalni
koncentrace v séru, Tmax je Cas maximalni koncentrace v séru, ke je rychlostni konstanta
absobce, t1,> znaci eliminacni polocas, AUC; znaci plochu pod kiivkou koncentrace v case od

0 do t, AUCx znaci celkovou plochu pod kifivkou koncentrace)

Jednorazové podani Opakované podani (3 dny)
Parametr + SD Sulfamethoxazol | Trimethoprim | Sulfamethoxazol | Trimethoprim
Cmax (png/ml) 47,1 £15,3 2,1+1,0 35,58 1,59
Tmax (h) 1 1,5 1 2,2
Kel (1/h) 0.004 6 +0.000 3| 0.009 +0.001 - -
ty (h) 1,92 0,88 1,64 0,75
AUCt (ng.h/ml) 89,676 26,9 2,901 + 1,4 85,86 £ 24,1 2,702 £1,2
AUC» (ng.h/ml) 94,612 +28 4 2,907 £ 1,5 91,10 £25,2 2,705+ 1,2

Tabulka 3. Prehled farmakokinetickych parametrii fixni kombinace ucinnych latek
Sulfamethoxazolu a Trimethoprimu pri davkovani 45 mg (37,5 mg + 7,5 mg) na lkg zZivé

hmotnosti po jednordzovéem a opakovaném podani;

PK druhé studie (Cpax je maximalni

koncentrace v séru, Tmax je cas maximalni koncentrace v séru, ke je rychlostni konstanta
adsobce kq je rychlostni konstanta eliminace, t1/2 znaci eliminacni polocas, AUC znaci plochu
pod krivkou koncentrace, Vp znaci distribucni objem, CI znaci clearance)

Jednorazové podani Opakované podani
Parametr + SD
Sulfamethoxazol | Trimethoprim | Sulfamethoxazol | Trimethoprim
Cmax (ng/ml) 58,657 1,289 95,790 1,133
T max [min] 65,51 47,30 49,28 36,37
Ke [min] 0,00415+0,00018 0,00755 + 0,00462+0,00018 | 0,00802+0,00053
0,00036
Ka [min] 0,03793 + 0,04554 + 0,05481+0,01227 | 0,06597+0,01557
0,00582 0,00898
ti2 [min] 167,06+6,08 91,80+3,56 149,94+4,89 86,45+4,66
AUC 12,79+2,93 176,55+38,03 14,90+3,35 149,77+72,82
(SMX
[pg/ml/min]
TMP
[ng/ml/min])
Vo [ml] 267,3+33,6 2092,8+257,9 175,8+22,4 2676,7+411,3
Cl [ml/min] 1,109 15,799 0,813 21,457




Obrazek 1: : Chromatogram a hmotnostni spektrum trimethoprimu v redalném vzorku séra a
vcase Tmax farmakokinetické kiivky po ordlni aplikaci brojleru kura domdciho. VSechny
nameérené chromatograficke data byly automaticky integrovany a kvantitativni koncentrace
byly stanoveny na zdakladé matricové (sérum) kalibracni krivky s pridavkem izotopicky
znacenych internich standardit Trimethoprim-D9 a Sulfamethoxazole-13C6.
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Obrdzek 2: Casovy pritbéh PK kiivky pro zménu koncentrace v séru brojlerii po jednordzové
oralni aplikaci Sulfamethoxazolu, davkovani 27,5 mg/kg zivé hmotnosti (body na kiivce
predstavuji priomér + SD).
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Obrdzek 3: Casovy pritbéh PK kifivky pro zménu koncentrace v séru brojlerii po jednordzové
oralni aplikaci Trimethoprimu, davkovani 5,5 mg/kg Zivé hmotnosti (body na krivce predstavuji
priumer + SD).
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Farmakokinetické vlastnosti (experimentdlné ovéiené v provedenych studiich)

Absorpce
Po perordlnim podani brojlerim se obé 1éCivé latky rychle a velmi dobfe absorbuji z

gastrointestindlniho traktu do systémové cirkulace.

Distribuce

Maximalni koncentrace (Cmax) kazdé slozky v séru bylo dosazeno za kratkou dobu po
jednordzovém podani: hodnoty Tmax se pohybuji okolo 1 hodiny. Maximdalni sérové
koncentrace vykazuji vyrazné rozdily u kazdého oSetfené¢ho zvifete, naméfeny byly na
hladindch Cmax = 1,3 az 2,1 pg/ml pro trimethoprim, resp. Cmax VvV rozmezi 47-59 pg/ml
sulfamethoxazolu. Distribuce obou ucinnych slozek byla u brojleri rozdilna; trimethoprim ma
vice lipofilni fyzikdlnéchemicky charakter, tedy Iépe pronikal do tkéni, naopak
sulfamethoxazol mé vice hydrofilni charakter, ztohoto divodu se 1épe distribuoval v
intersticidlnim prostoru a v séru byly namétfeny vyrazné vyssi koncentrace. Distribu¢ni objem
Vd sulfamethoxazolu byl 267 ml a trimethoprimu byl 2093 ml po jednorazové aplikaci, a 176

ml u sulfamethoxazolu a 2677 ml u trimethoprimu po opakované aplikaci (3 dny).

Biotransformace

Obé slozky kombinace byly primdrné metabolizovany v jatrech, sulfamethoxazol hlavné

acetylaci a konjugaci s kyselinou glukuronovou, trimethoprim hlavné oxidaci a hydroxylaci.

Eliminace

Obé 1éCivé substance a jejich metabolity se vylucuji ledvinami a diky jejich fyzikalné
chemickym vlastnostem (hydrofilité/lipofilit¢) byla eliminace ze séra rychlejsi u trimethoprimu
v porovnani s sulfamethoxazolem. Elimina¢ni polocas ti2 byl u trimethoprimu < 1,5 hodiny,
zatimco eliminacni polocas t12 sulfamethoxazolu byl v rozmezi 2—3 hodiny. A v souladu s tim
byly i odpovidajici vyc¢islené hodnoty Cl (clearance), vyssi u trimethoprimu 15,8 ml/min po
jednorazové aplikaci, 21,5 ml/min po opakované aplikaci a nizs$i u sulfamethoxazolu 1,1 ml/min
po jednorazové aplikaci, respektive 0,8 ml/min po opakované aplikaci. Méfitelné koncentracni
hladiny na arovni LOQ (Limit kvantifikace dany pouzitou analytickou metodou) téchto
substanci v krvi (séru) brojlerd, Ize nalézt jeste v ¢ase 6 hodin u trimethoprimu, v ¢ase 14 hodin,

po jednorazové aplikaci odpovidajici davky.



Inhibi¢ni u¢innost kombinace trimethoprimu a sulfamethoxazolu byla hodnocena stanovenim
MIC této kombinace u 114 terénnich izolath aviarn€ patogenni Escherichia coli (APEC)
provedenim bujonové mikrodiluéni metody podle mezindrodné zavaznych metodik vydanych

EUCAST a CLSI (Tabulka 4).

V mikrotitra¢nich destickach byla v fedici fad¢ 1:2 nafedéna kombinace trimethoprimu a
sulfamethoxazolu v hmotnostnim poméru 1:19. Testované koncentrace
trimethoprim/sulfamethoxazol byly v rozmezi 0,5/9,5 mg/l — 64/1216 mg/l. Do kazdé¢ jamky
bylo podle pfesné¢ uvedeného postupu (EUCAST, CLSI) inokulovdno pozadované mnoZzstvi
bakterialni kultury o poZadované denzité. Po nasledné kultivaci 18 hodin pii 35 °C byly
odecitany vysledky. Jako MIC byla zaznamenédna prvni koncentrace testované kombinace
trimethoprimu a sulfamethoxazolu v fedici fadé€, ktera viditelné zabranila rastu bakteridlni
kultury (¢ira jamka bez zakalu). Jako kontrola kvality testovani bylo provedeno soubézné
testovani referencniho kmene E. coli ATCC 25922, u kterého je stanoveno odpovidajici

rozmezi namétené koncentrace pro kombinaci trimethoprimu a sulfamethoxazolu.

Rozdéleni izolath do kategorii citlivosti (citlivé a rezistentni) bylo provedeno podle
interpretacnich kritérii (= breakpointi) uvedenych pro E. coli (Enterobacterales) v EUCAST.
Citlivé izolaty maji MIC v rozmezi od <0,5/9,5 mg/l do 2/38 mg/ml a rezistentni izolaty mayji

hodnotu MIC vyssi nez 4/76 mg/1.

Tabulka 4. Distribuce MIC (minimalni inhibicni koncentrace) u izolatit APEC (n = 114)

koncentrace Pocet izo- | Vyjadieno
trimethoprim/sulfamethoxazol lati v %
>64/1216 20 17,6
64/1216 2 1,8
32/608 0 0
16/304 0 0
8/152 0 0
4/76 1 0,9
2/38 1 0,9
1/19 3 1,6
<0,5/9,5 87 76,3




I1e) Doporuceny postup lééby brojleri sulfamethoxazolem v kombinaci s

trimethoprimem

vvvvvv

vhodnymi antimikrobidlnimi latkami. Je tfeba nezapomenout, Ze je antibiotickou lécbu
zapotiebi kombinovat s dobrou zoohygienickou praxi — zejména je dulezita Cistota prostredi a

vybaveni stéji, spravné vétrani a dostatek prostoru pro zvitata.

Pouziti klinicky aplikované farmakokinetiky na cilovém druhu zvifete bylo hlavnim nastrojem
k predikci koncentrace 1éCiva v ustaleném stavu, druhym nastrojem bylo pouziti hodnoceni
antimikrobni €innosti ,,in vitro*“. Na zaklad¢ téchto pouzitych experimentalnich ptistupti bylo
mozno optimalizovat a individualizovat davkovani za rGznych podminek (rGzna davka,
jednorazova nebo opakovand aplikace). Porovndnim Cmax a AUC s mikrobiologickou
ucinnosti kazdé ze zkoumanych uc¢innych latek byla stanovena G¢inna davka jejich kombinace

a opakovana davka.

Navrzené nové sloZeni a déavkovani veterinarniho I[éCivého pfipravku obsahujiciho

sulfamethoxazol v kombinaci s trimethoprimem je pro brojlera kura doméciho podané:

Sulfamethoxazolu + trimethoprim v hmotnostnim poméru 4 : 1. DalSi vyhodou je v tomto
pripadé davkovani 20 mg (v kombinaci 16 mg sulfomethoxazolu + 4 mg trimethoprimu)

na 1 kg Zivé hmotnosti.

Ptipravek mize byt podany v jedné davce nebo v opakované davce po dobu 3 — 5 dnti. Je
vhodny zejména pro podavani pii 1écbé bakteridlnich infekci brojlertt v rané fazi vykrmu
driibeze, optimaln¢ po prvnich 14 dnech Zivota dribeze, ale Ize ho podat i v pozdéjsSich dnech
v prubéhu celého cyklu vykrmu za ptredpokladu dodrzeni piedepsanych ochrannych Ihiit.
Bakteridlnimi infekcemi se rozumi zejména infekce dychacich cest, infekce kiize a infekce

meékkych tkani u dritbeze.

Ptipravek lze podavat optimalné v pitné vod€ nebo krmivu. Pro dosazeni homogenniho pokryti
celého hejna je vSak vhodné;jsi aplikace 1éCiva v pitné vod¢€. Veterinarni 1€Civy ptipravek mize

déle obsahovat alespont jednu pomocnou latku, vybranou ze skupiny zahrnujici nosice, jako



jsou piirodni polymery (naptiklad chitosan, kyselina alginova, karageny, arabskd guma,
pektiny) nebo syntetické polymery (naptiklad kopolymery na bazi N-(2-hydroxypropyl)
methakrylamidu, derivaty ply(ethylenglykolu)) nebo latky upravujici chutové vlastnosti

(naptiklad cukry: laktozu, maltozu, kyselinu citronovou).

Veterinarni 1é¢ivy ptipravek dle predkladaného technického teSeni lze pfiipravit prostym
smichanim sulfamethoxazolu s trimethoprimem ve vySe uvedeném poméru, popiipadé jejich
rozpusténim ve vod¢ nebo fyziologickém roztoku. Piipadné mize byt k ucinné slozce piidana
pomocna latka, jako jsou ptirodni polymery (naptiklad chitosan, kyselina alginova, karageny,
arabskd guma, pektiny) nebo syntetické polymery (napfiklad kopolymery na bazi N-(2-
hydroxypropyl) methakrylamidu, derivaty ply(ethylenglykolu)) nebo latky upravujici chutové

vlastnosti (naptiklad cukry: laktézu, maltézu, kyselinu citronovou).

Takto je poskytnuta pfesn¢ definovand a bezpecna 1éciva smés s optimalné stanovenym
davkovanim, vhodna pro masné i nosné linie dribeze, kterd ve vysoké ucinnosti dosahuje
maximalniho synergického antimikrobniho uUCinku vac¢i tadé grampozitivnich 1
gramnegativnich bakteriim a zarovenl vyznamné snizuje rizika vzniku rezistentnich kment
téchto bakterii. U¢innost navrhované 1é¢by je ovéfena 1é¢bou experimentalni infekce 10-

dennich brojlerti aviarné patogennimi kmeny E. coli.

Pro srovnani:

Nyni pouzivané slozeni registrovanych veterinarnich ptipravkl obsahujicich sulfamethoxazol
a trimethoprim:

Sulfamethoxazol + trimethoprim v hmotnostnim poméru 5 : 1. Doporucené davkovani 30

- 45 mg na 1 kg zivé hmotnosti (dle doporuc¢eného davkovani u konkrétniho pripravku).

Dodrzovani ochrany zvirat
V provedenych PK studiich byl dale uplatnén:
e Zéikon €. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani v platném znéni
e Vyhléaska ¢. 419/2012 Sb. o ochrané pokusnych zvifat v platném znéni
e Experimentalni &ast studie probéhla v prostorach experimentalnich staji VUVeL na
zaklad¢ opravnéni k pouzivani experimentalnich zvifat rozhodnutim Ministerstva ze-
médelstvi €.j. 5050/2020-MZE-18134, spisova znacka 160Z215806/2019-18134, jehoz
platnost je do 24. 3. 2025.



e Experimentalni &ast studie probéhla dle schvalenych projekti pokusit VUVeL 23-2018,
¢.j. 39317/2019-MZE-18134 a 24-2018, ¢.j. 75253/2018-MZE-17214.
Pouzité postupy ziskavani dat pro vyvoj 1éCiv byly v souladu s mezinarodnimi standardy na

provedeni farmakokinetickych studii, pritkkaz G¢innosti antibiotik a kombinaci 1éCiv.

III) Srovnani ,,novosti postupia‘

Stanovené nové slozeni veterindrniho 1é¢iva uréeného k 1é¢be brojlert je navrzeno na zaklade
provedeni ptesnych PK a PD studii dle zdvaznych postupt, které definuje Evropska 1ékova
agentura (EMA), laboratorni analyzy odebranych vzorka ze zvitat byly provedeny novymi a

modernimi metodami s vyuzitim hmotnostni spektrometrie.

U driibeZze a zejména u brojlerd kura domaciho byly PK a PD vlastnosti antimikrobik
definovany pouze u omezené¢ho spektra antimikrobidlnich latek a dostupnd data byla
generovana pied desitkami let, byla méfena jinymi, méné pfesnymi metodami nez je
pozadovéno dnes podle smérnic EU. Tehdy chovand plemena kura doméaciho méla jiny
geneticky zaklad v ramci $lechténi, brojlefi dnes nejcasteji chovanych plemen Ross a Comb
jinak utilizuji potravu, maji jiné denni pfirtistky, coz souvisi s mnozstvim pfijimané potravy a
tekutin a tim 1 moznosti medikovat krmivo nebo pitnou vodu. Z diivodl nedostatku relevantnich

dat nebyly mozné registrace novych povolenych veterinarnich 1é¢ivych piipravkii pro dribez.

Lécba noveé navrzenym veterinarnim 1écivym piipravkem ma oproti vSem podobnym, doposud

pouzivanym produktiim, tyto technické vyhody:

- obsahuje kombinaci antimikrobidlnich 1é€ivych latek voln€ pouZzitelnych ve veterinarni me-
dicin¢ bez jakychkoli restrikci, ¢astecnych omezeni ¢i zékazu pouziti,

- doporucené davkovani je optimalizovano pro dribez, zejména pro brojlery kura domaciho,
v zavislosti na dosazené hmotnosti a souvisejicim véku a vede k vyznamnému snizeni uzi-
vani (naduzivani) antimikrobik,

- pouziti stanovené¢ho optimalniho sloZeni pfipravku a optimalnich davek (vyznmné snize-
nych oproti zavedené praxi) mize piispét k omezeni rozvoje a predevsim Sifeni rezistence

bakterii ke kombinaci trimethoprimu a sulfamethoxazolu vlivem selek¢cniho tlaku,
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- navrzené vyznamné snizeni ¢inné davky antimikrobik vede k celé fad¢ pozitivnich efektt
v ramci vyuzivani téchto 1éCiv ve veterinarni medicing, naptiklad: G€innou ochranu kura
domaéciho s minimalizovanou zatézi jeho organismu, zkracenim ochranné lhiity pro pouziti
v potravinovém fetézci, snizeni rezidualni zatéze Zivotniho prostiedi po vylouceni zbytka
1é¢iv a jejich metabolitl z organizmu na farmach a jejich okoli, zejména uziti u odpadnich

vod.

IV)  Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika ma slouzit veterinarnim Iékatfiim a chovatelim kuftat pro ucel konzultace mozné nové
navrzené 1écby bakterialnich infekci brojlert. Uplatnéni metodiky se projevi ve zkvalitnéni
terapie infekci brojlerti bakteridlniho ptivodu kontrolovanym cilenym davkovanim navrzenych
antimikrobik s fizenou optimalizovanou G¢innosti, zlepSenim zdravotni situace v chovech kurat
a v dlouhodobém horizontu muiize piispét k omezeni naduzivani antibiotik ve veterinarni

mediciné a tim omezit Sifeni nezadoucich rezistenci bakteridlnich populaci k antibiotikiim.

V) Ekonomické aspekty

Naklady na zavedeni postupii uvedenych v metodice jsou minimdalni, metody izolace,
identifikace, typizace a testovani antimikrobialnich rezistenci je u jinych bakterialnich piivodct
onemocnéni zvitat ve veterinarnich diagnostickych laboratofich bézné provadéno a je cenové

dostupné.

Ekonomicky pfinos uplatiiovani doporucenych lé€ebnych postupti je vyznamny pro chovatele
hospodafskych zvitat, kterym se zlepSenim zdravotni situace v chovu snizi néklady na 1é¢bu

nemocnych zvifat a zvysi ekonomické vynosy v dusledku produkce kvalitnich potravin.
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