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Jelen disszertdcio célja az amoxicillin-klavulansav kombindcionak a baromfi-
gyogyaszatban valo potencialis alkalmazasdhoz tudoményos eredményekkel szolgalni.
Jelenleg a kombinacié az Eurdpai Unidban és az USA-ban nem rendelkezik baromfira
hivatalos MRL-értékkel, igy élelmiszer-termelé dallatokban nem alkalmazhato. Az
amoxicillinnel szemben széleskoérben kialakult rezisztencia miatt azonban a jovOben
esetlegesen szoba johet a baromfi bizonyos fertdzd korképeinek kezelésére, a megfeleld
engedélyezési eljarast kovetden. Vizsgalataink az aldbbi hidrom cél koré csoportosultak,

melyek mindegyike fontos informacidval szolgalhat a kombinacid jovobeni alkalmazasahoz:

1. Célunk volt a két hatéoanyag farmakokinetikdjdnak megismerése
hazitytkban ¢és pulykdban intravénds és szajon at vald alkalmazast
kovetden. Osszehasonlitottuk tovabba a hatéanyagok kinetikai viselkedését
az adott allatfajon beltl, mivel a kombinacié hatékonysdganak

megitéléséhez ezen informaciok ismerete is sziikséges.

2. Erzékenységi vizsgalatainkban E. coli, S. enterica és P. multocida torzseket
vizsgéltunk, célunk volt ezekre a baktériumfajokra az aktudlis MICsy és
MICy, értékek meghatarozasa, valamint az érzékeny torzsek aranyanak
meghatarozdsa amoxicillinre, illetve a klavuldnsavval potencialt

hatéanyagra.

3. Stabilitasi vizsgalatainkban a hatéanyagok bomlékonysagat vizsgaltuk
kiilonbozé keménységi foka ivovizmintakban, kiilonbozd pH-értékeken,
valamint fém- ¢és mianyag itatdedényben, ivovizben. Ezen vizsgélataink
eredményei a baromfi- ¢s sertéstenyésztésben leggyakrabban alkalmazott,
ivovizben vald alkalmazhatdsaggal kapcsolatban hordoznak fontos

informaciokat.



1. Az amoxicillin-klavulansav kombinacié farmakokinetikaja hazityikban és pulykaban

intravénas és szajon at valo alkalmazast kovetéen

Hazityukban ¢és pulykdban az amoxicillin-klavulansav kombinacié szajon at valo
adasat kovetd bioldgiai hasznosuldsardl ¢€s farmakokinetikai paramétereirdl nem all
rendelkezésre irodalmi adat, holott a két hatdanyag felszivodasa és diszpozicidja a
szervezetben dontden meghatarozza klinikai alkalmazhatdsdgukat, a beadas lehetséges
modjait, a dozist és az alkalmazasi gyakorisagot.

Az amoxicillin-klavulansav kombinaci6 farmakokinetikdjat mindkét allatfajban
kétfazisu, kéthetes cross-over vizsgalatban elemeztiik. Kisérleteinkben 12, Ross fajtaju, tojo
brojlercsirkét és 12, BUT-6 hibrid, hathetes tojé pulykat hasznaltunk Az allatokat két
csoportra osztottuk, és 6-6 allatot intravéndsan és per os kezeltilk 10 mg/ttkg amoxicillin és
2,5 mg/ttkg klavulansav dézisaval, majd tobb idépontban (5., 10., 20., 30., 45., 60., 90., 120.,
150. perc, valamint 3., 4., 5., 6., 7. és 8. ora) vért vettiink heparinozott csévekbe. A mintakat
centrifugaltuk, majd validalt RP-HPLC moddszerrel, UV-detektaldssal meghataroztuk a
hatéanyagok plazmakoncentracidjat. Az eredmények alapjan a legjobban illeszkedd
farmakokinetikai modellnek intravénds beadas esetén a kétrekeszes, per os beadast kdvetden
az egyrekeszes modell bizonyult. Ezen modellek és szamitdégépes szoftver (Kinetica 4.4)
segitségével meghataroztuk az aldbbi farmakokinetikai paramétereket.

A legfontosabb  farmakokinetikai  értékek intravénds beadast  kovetden
brojlercsirkében a kovetkezOk voltak: a megoszlasi felezési id6 amoxicillin esetében
0,1140,01 h, klavulansavnal 0,10+0,01 h volt, az eliminacids felezési idok 1,28+0,05 h és
1,15+0,06 h voltak. A latszolagos megoszlasi térfogat amoxicillin esetében 1,44+0,06 1/kg,
mig klavulansavnal 1,17+0,08 1/kg-os értéket mutatott. A clearance értékek 0,78+0,03 I/h/kg
¢s 0,71 1/h/kg, az MRT 0,88+0,03 h és 0,78+0,07 h voltak az amoxicillin és a klavulansav
esetében. Per os applikaciot kovetden a felszivodasi felezési idok 0,15+0,01 h és 0,16+0,01 h,
az eliminacios felezési i1dok 1,284+0,05 h, illetve 1,27+0,07 h voltak az amoxicillin és
klavulansav esetében, a maximalis plazmakoncentracidonal a két hatdoanyag aranya megfelelt a
kombinacio hatékony aranyanak (amoxicillin 3,46+0,11 pg/ml, klavulansav 1,08+0,05 pg/ml;
~3,2:1). A szdjon at vald alkalmazast kovetden a bioldgiai hasznosulds brojlercsirkében
amoxicillinnél 63,8+2,6%, mig klavuldnsavnal 65,743,1%. Pulykdban az amoxicillin és a

klavuldnsav megoszlasi felezési ideje intravénas beadast kovetden 0,11+£0,01 h, illetve



0,12+0,02 h voltak, az eliminacids felezési idok 1,28+0,03 h, illetve 1,18+0,12 h-nak adodtak.
A clearence értéke amoxicillin esetében 0,78+0,12 (1/h)/kg, mig klavulansavnal 0,61+0,03
(I/h)/kg volt. A MRT-érték 0,89+0,05 h és 0,92+0,05 h volt amoxicillinnél és klavuldnsavnal.
A megoszlasi térfogat amoxicillin esetében 1,45+0,03 1/kg, mig klavulansav esetében
1,04+0,08 I/kg-os értéket mutatott. Per os beadas esetén a két hatdanyag felszivodasi felezési
ideje gyakorlatilag megegyezett (0,13£0,01 h), amoxicillin esetében 1,284+0,05 h,
klavulansavnal pedig 1,27+0,07 h eliminacios felezési 1d6t tapasztaltunk. A maximalis
plazmakoncentraci6 a hatéanyagok fenti sorrendjében 3,20+0,12 pg/ml-nek, illetve 1,05+0,12
ug/ml-nek adédott, amelynek eléréséhez 0,48+0,01 h, illetve 0,48+0,02 h-ra volt sziikség. Az
amoxicillin szdjon 4t vald biologiai hasznosuldsa pulykdban  60,2+2,6%-nak, mig a
klavulansavé 60,7+6,3%-nak bizonyult.

A két allatfajban a hatdéanyagok farmakokinetikdjanak Osszehasonlitdsakor szdmos
kiilonbséget tapasztaltunk az amoxicillin és a klavulansav szajon at vald beadésat kovetden,
valamint a klavulansav intravénas alkalmazasakor. Fontos megemliteniink a két hatdanyag
szajon at valo biologiai hasznosuldsaban tapasztalt kiilonbségeket, amely amoxicillin esetében
szignifikdnsan nagyobb (p<0,05) volt csitkében (F=63,8+2,6%), mint pulykaban
(F=60,2+2,6%). A klavulansav esetében hasonld jelenséget figyeltink meg, a per os
hasznosulds szignifikdnsan nagyobb  volt csirkében (F=65,7+3,1%), mint pulykaban
(F=60,7+6,3%). Ezek az eltérések ugyan matematikailag szignifikdnsnak bizonyultak, klinikai
szempontbol  viszont nem jelentdsek. Vizsgalataink alapjan kijelenthetd, hogy
farmakokinetikai szempontbol a kombinacid alkalmazasanak a fenti két allatfajban nincs

akadalya.

2. Baromfibol izolalt E. coli, S. enterica és P. multocida baktériumtorzsek érzékenysége

az amoxicillin-klavulansav kombinaciora

Baktérium-érzékenységi vizsgalataink soran hazityukbol és pulykéabdl izolalt E. coli
(n=103), P. multocida (n=85) és S. enterica (n=118) fajba (S. Enteritidis (n=71), S. Infantis
(n=18) ¢és S. Typhimurium (n=29) szerovariansok) tartozo torzsek amoxicillinnel, illetve
amoxicillin-klavulansavval szembeni érzékenységét vizsgaltuk agarhigitdsos mddszerrel. A
vizsgalat részeként meghataroztuk az adott torzsre jellemzé MIC-értéket, tovabba az osszes
baktériumtorzs 50%-anak, illetve 90%-anak novekedését gatld antibiotikum-koncentraciokat

1s (MICsy és MICy értékek). Ezen eredményeinket osszevetettiik a CLSI altal meghatarozott



un. break-point-értékekkel, igy meghatdroztuk az adott baktériumfajon beliil az érzékeny,
mérsékelten érzékeny és rezisztens torzsek aranyat.

Az amoxicillin-klavuldnsav kombindci6o alkalmazasakor E. coli esetében a MICs
értéke 8 pg/ml, a MICy értéke pedig 32 pg/ml lett. Ebben a fajban nagyfoku és gyakori
rezisztenciat tapasztaltunk. Az amoxicillinre érzékeny E. coli torzsek aranya 41,7%, mig a
klavulansavval potencialt hatoanyagra 64,1% volt. A rezisztens térzsek aranyanak csokkenése
a klavulansav széles spektrumu laktamazgatld tulajdonsdganak koszonhets. A tovéabbi
rezisztens torzsek feltételezhetden AmpC-tipusi laktaméazokat termelnek vagy a
porincsatornak csokkent expresszidjaval Osszefiiggésben csokkent sejtfal-permeabilitassal
rendelkeznek. S. enmterica esetében a klavulansavval potencirozott amoxicillinre vonatkozd
MICsp 1 pg/ml, mig a MICy 2 pg/ml volt. Az amoxicillinre a toérzsek 94%-a, mig az
amoxicillin-klavuldnsavra a torzsek 97,6%-a bizonyult érzékenynek. A P. multocida esetén az
amoxicillin-klavuldnsav kombinacié alkalmazéasakor a MICs, érték 1 pg/ml, a MICy, érték
pedig 4 pg/ml volt. A vizsgéalatunkba bevont torzseknél az amoxicillinre érzékeny torzsek
aranya 82,3%, mig a kombindciora érzékenyeké 98,8% volt. A pasteurelldk és egyéb
tapigényes baktériumok korében megfigyelhetd laktamaz-termelés okozta rezisztencia tehat
nagyrészt attorhetd a kombinécio alkalmazasaval.

Elmondhatjuk, hogy pasteurelldk (MICgop=4 pg/ml) és salmonelldk (MICgy=2 pg/ml)
esetében a kombinacid a vizsgalt 12,5 mg/ttkg dozisban mérsékelt hatékonysagu, és a ddzis
novelése nélkiil nem képes biztos hatdst elérni ezen korokozdk altal okozott vérfertézésekben.
E. coli (MICyy=32 pg/ml) okozta szisztémas fertézésekben a gyodgyszer szintén nem képes
terapias koncentracidt elérni a vérplazmaban, csupan a bélbeli magasabb gyogyszer-
koncentracio jatszhat szerepet a baktériumok gyéritésében, ¢s igy a septicaemia
megel6zésében. Tovabbi megoldast jelenthet a doézis novelése is, amely magasabb Cpax
értékeket, igy hosszabb T>MIC intervallumot biztosit. Igy t5bb, septicaemiat okozé E. coli
torzs ellen is hatékonnya valna a kombinacid, bar az erre a fajra jellemz6 MICqo-érték (32
ug/ml) elérése csak jelentdsen magasabb adaggal lenne elérhetd, amely nem lenne
gazdasagos. Pasteurelldk és salmonelldk esetében a ddzis novelése jelentdsen javithatja a
terapia sikerességét, hiszen igy a Cyax emelkedésével egyre tobb torzs valna érzékennyé az
antibiotikumra. Osszességében elmondhaté tehat, hogy az amoxicillin-klavulansav
kombinacio 12,5 mg/ttkg-os dozisa csak korlatozottan alkalmazhaté a baromfi olyan, nagy
gazdasagi jelentoségli, baktérium okozta fertdézésében, mint az E. coli, salmonelldk vagy

pasteurellak okozta septicaemia.



3. Az amoxicillin-klavulansav kombinacio stabilitas-vizsgalata

Vizsgalataink sordn két — amoxicillin-trihidratot és kalium-klavulanatot 4:1 ardnyban
tartalmazé — 62,5% 0Ossz-hatéanyagtartalmi vizoldékony porkészitmény stabilitasat
vizsgaltuk. Célkitlizésiink harom kérdés koré csoportosult a.) a hatéanyagok feloldast kovetd
stabilitasa kiilonb6z6 keménységli foku ivovizmintakban; b.) a hatéanyagok feloldast kovetd
stabilitdsa kiilonb6z0 pH-ju oldatokban; c.) a hatdanyagok feloldast kovetd stabilitdsa
ivovizben, fém- és miianyag itatdedényben. Ezeknek megfelelden vizsgaltuk az amoxicillin és
a klavulansav bomlésat kiilonb6z6 keménységi foku ivovizmintadkban (német keménységi fok,
nk® = 2, 6, 10), kiilonbozé pH-ju pufferoldatokban (pH = 3,0, 7,0, 10,0, a foszfatpuffer
molaritasa 0,2 M), valamint miianyag- és fémedényben (csapvizzel, pH=7,09).

A porkészitmények feloldasat kovetden az egyes oldatokbdl kozvetleniil elkészitésiik
utan (,,0.” ora, 100 % -os koncentracio), majd a 2., 6., 12. és 24. 6rdkban mintat vettiink, majd
a hatéanyagok koncentracioit validalt RP-HPLC mddszerrel, UV-detektalassal hataroztuk
meg. A hatéanyagok koncentracioinak logaritmikus csokkenése az 1d6 fiiggvényében a
vizsgalt oldatokban linearisnak bizonyult, tehat elsérendii kinetikat kovetett. A kornyezeti
tényezok hatdsanak vizsgalatakor a koncentracid-csokkenés logaritmikus gorbéinek
meredekségét hasonlitottuk ossze kétmintas Student-féle t-probaval.

Eredményeinket  Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy mindharom vizsgalati
elrendezésben matematikailag és gyakorlati szempontbdl is jelentds kiilonbségeket talaltunk a
hatéanyagok stabilitasat illetden. A vizkeménység csupan enyhén befolyasolta a hatéanyagok
bomlasi sebességét, azonban mindkét hatéanyag stabilabb volt az alacsonyabb keménységi
foku ivovizben. Az amoxicillin savas kdzegben volt a legstabilabb, a pH novelése jelentosen
novelte bomlési sebességét. A klavulansav bomlasanak sebessége mindhdrom vizsgalt pH-
értéken kifejezettebb volt az amoxicillinnél. Savas kozegben a laktamaz-inhibitor kifejezett
bomlasnak indult, ezért az itatoviz savanyitdsa a kombinacié ivovizben vald adagolasakor
ellenjavallt. Megallapitottuk, hogy a kombinacié stabilitasa els6sorban a jéval bomlékonyabb
klavulansavtol flige. Az enzimgatldé minden keménységi fokon (semleges pH-értéknél),
mindhdrom pH-értéknél (milanyag itatdban, semleges kozegben) gyorsabban bomlott az
amoxicillinnél. Fém itatoedényben azonban az amoxicillin bomlasanak sebessége gyorsult fel
jelentdsen. A referencia-termék stabilabbnak bizonyult fémedényben, de ennek ellenére az
amoxicillin-klavuldansav kombinacié fém itatoedényben vald alkalmazasa nem javasolt.
Ajéanlasaink alapjan a hatoanyagokat kozel semleges kémhatdsu ivovizben, miianyag

itatoedényben kell feloldani, az i1voviz savanyitdsa (pl. almaecettel) ellenjavallt. Ezen



koriilmények kozott mindkét hatdanyag koncentracidja a kezdeti koncentracido 90%-a koriili
értéken, illetve e felett marad kb. 6 oran keresztiil. Szamitani kell tovabba arra, hogy kemény
vizben a hatéanyagok bomldsa kismértékben felgyorsul. A fenti okok miatt csokkend
antibiotikum-koncentracié ugyanis hatastalan vérplazma-koncentraciok kialakuldsdhoz, az
antibakterialis terapia sikertelenségéhez vezethet, tovabba hozzajarul a bakterialis rezisztencia

terjedéséhez.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Meghataroztuk brojlercsirkében és pulykdban a két hatoanyag farmakokinetikai
paramétereit intravénds és szajon at valo alkalmazast kovetden, valamint az antibiotikumok
per os biologiai hasznosuldsat mindkét baromfifajban. A szakirodalomban elséként megadtuk
az amoxicillin-klavuldnsav kombinacido per os biologiai hasznosulasat pulykaban és a

klavulansav per os hasznosuladsat brojlercsirkében.

2. Megallapitottuk, hogy az aminopenicillin ¢és a laktamaz-inhibitor farmakokinetikai
tulajdonsagai igen hasonléak mind intravénas, mind per os alkalmazést kovetéen mindkét
allatfajban, amely a kombinécid egyik fontos jellemzdje. A két allatfajban kapott paraméterek
Osszehasonlitdsakor matematikailag szignifikans, de bioldgiailag, klinikailag nem jelentds a
per os biologiai hasznosuldsban vald eltérés, mely magasabb volt brojlercsirkében, mint

pulykaban.

3. Meghataroztuk tovabba Magyarorszagon izolalt, fontos baromfi-pathogén
baktériumok (E. coli, S. enterica és P. multocida) esetében az amoxicillinre €s az amoxicillin-
klavulansav kombinaciéra az aktudlis 50%-0s és 90%-os minimalis gatlo-koncentracio-
értekeket (MICsy €s MICqg), melyekrol magyarorszagi szakirodalom nem all rendelkezésre,
sOt, nemzetkozi szakirodalomban is csak elvétve taldlhatdé naprakész adat. Salmonelldk
(MICop=2 pg/ml) és pasteurelldk (MICgop=4 pg/ml) esetében relative alacsony, E. coli esetén
igen magas, MICyy=32 pg/ml értékeket tapasztaltunk.

4. Stabilitas-vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy kiilonb6z6 német keménységi
foku ivovizben, kiilonb6zé pH-értékeken, illetve milanyag és fém itatdedényben hogyan
valtozik a kombinacios partnerek bomlékonysdga. Tapasztalataink alapjan kijelenthetjiik,
hogy a kombinacioban a legtobb esetben a klavuldnsav bomlésa joval kifejezettebb. Ez igaz a
kiilonbozé keménységi foku ivovizmintdkban, a kiilonb6zé pH-ju oldatokban és mianyag
itatoedényben, ivovizben is. Fém itatéedényben az amoxicillin bomlésa jelentésen meghaladta

az enzimgatld bomlasi sebességét.

5. Az amoxicillin-klavulansav kombinacié ivovizben valdé alkalmazasakor a

vizoldékony porkészitmények feloldasdhoz az elméletileg optimélis kozeg a lagy, kozel



semleges pH-ju 1ivoviz, illetve a milanyag itatoedény. Ezen koriilmények kozott a
hatéanyagok koncentracidja 6 d6ran keresztiil a kezdeti koncentracid-értékek 90%-a koriili,

illetve e feletti értéken mérhetd.
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