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STRESZCZENIE

Konwencjonalne leczenie zespotu oddechowego (BRD) opiera sie na podawaniu lekéw
przeciwbakteryjnych. Nowy preparat Resflor® poszerza zakres postepowania terapeutycznego
zapewniajgc wielokierunkowe podejscie do leczenia zapalenia ptuc u cielat. Wchodzacy w skiad
preparatu zwigzek z grupy niesterydowych lekéw przeciwzapalnych, fluniksyna, bardzo szybko
zmniejsza nasilenie objawow Klinicznych, takich jak duszno$é, osowiatos¢ i gorgczka,
umozliwiajgc jednoczesnie dziatanie leku przeciwbakteryjnego. Kliniczne dziatanie preparatu
obserwuje sie juz po uptywie 15 do 30 minut po podaniu leku. Posta¢ farmaceutyczna preparatu
Resflor® pozwala osiagnaé wyzszy, w poréwnaniu do preparatu Nuflor®, poziom florfenikolu w
ciagu pierwszych 24 godzin od podania i skuteczniej zapobiega zageszczeniu tkanki ptucnej. W
niniejszej publikacji przedstawiono wyniki badan przedklinicznych oraz préb klinicznych
przeprowadzonych w warunkach terenowych w Europie oraz Stanach Zjednoczonych.
Omdwiono rowniez wiasciwosci farmakokinetyczne decydujace o dawkowaniu florfenikolu i
fluniksyny wchodzacych w skiad preparatu Resflor®, a w tym badania potwierdzajace wysoki
stopien i skutecznosé¢ dystrybuciji florfenikolu do istotnych z klinicznego punktu widzenia tkanek.
Ponadto przedstawiono wyniki badania na doswiadczalnym modelu zakazenia Mannheimia
haemolytica, ktérego celem bylo poréwnanie skutecznosci preparatu Resflor® oraz innych
protokotéw leczenia. W warunkach terenowych skuteczno$é preparatu Resflor® oceniano
stosujac lek w siedmiu stadach bydia miesnego: pieciu na terenie Standéw Zjednoczonych,
natomiast dwodch znajdujacych sie we Francji. W ciggu pierwszych kilku godzin po podaniu
preparat Resflor® znacznie ztagodzit objawy zespotu oddechowego bydta jeszcze przed

osiggnieciem przez lek przeciwbakteryjny petnego dziatania.



Zespot oddechowy bydia (BRD) jest zasadniczg przyczyng zachorowan i upadkéw w stadach
bydla miesnego. Zespdt BRD, jak sie powszechnie uwaza, rozwija sie w nastepstwie
wzajemnego oddziatywania czynnikow stresowych uktadu odpornosciowego gospodarza oraz
patogendw — ostatecznie bakterie (zazwyczaj Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida,
ilub Haemophilus somnus [nazywany rowniez Histophilus somni]) wnikajg do dolnych drog
oddechowych prowadzgc do rozwoju zapalenia oskrzeli i ptuc.

W leczeniu choréb ukiadu oddechowego bydta rutynowo stosuje sie antybiotyk. Terapia
skojarzona z wykorzystaniem niesterydowego leku przeciwzapalnego (NLPZ) znaczaco
przyspiesza odpowiedz organizmu na leczenie, przejawiajacq sie spadkiem goraczki, i prowadzi
do szybszego ustapienia dusznosci."? Ponadto u cielat otrzymujacych jednoczeénie NLPZ
zageszczeniu ulega mniejszy obszar tkanki ptucnej.’ Przeprowadzone niedawno badanie
wskazuje, ze zwierzeta, u ktérych wystepowaty objawy choroby ptuc, cechowaty sie w okresie
tuczu nizszymi przecietnymi przyrostami masy ciata w porownaniu do osobnikow
nieprzejawiajacych wyraznych zmian wskazujacych na uszkodzenie ptuc.*

Powszechnie stosowanym u bydta lekiem z grupy NLPZ jest megluminian fluniksyny
(Banamine®/Finadyne® Roztwdr do wstrzyknieé, Schering-Plough Animal Health), natomiast
florfenikol (Nuflor® Roztwér do wstrzyknie¢, Schering-Plough Animal Health) jest czesto lekiem
przeciwbakteryjnym pierwszego wyboru, stosowanym w terapii zespotu oddechowego bydta.
Odmienna rozpuszczalno$¢ kazdego ze zwigzkéw ograniczata mozliwosé potaczenia ich w
jednym preparacie (Rycina 1), ktére to ograniczenie ostatecznie wyeliminowano — efektem jest
preparat Resflor® Roztwor do wstrzyknieé (Schering Plough Animal Health), ktory zawiera 300
mg florfenikolu i 16,5 mg fluniksyny w 1 ml roztworu. Podanie florfenikolu w dawce 40 mg/kg m.c.

sprawia, ze jednoczesnie aplikuje sie 2,2 mg fluniksyny/kg masy ciafa.

Podawanie jednego tylko preparatu, poza wygoda

stosowania, skraca czas i ogranicza naktady pracy zwigzane z

GO0~
(I leczeniem stada w przypadku wybuchu zespotu oddechowego,
N N CFy a mniejsza liczba wykonywanych iniekcji ogranicza stres
CHs zwierzat i poprawia jako$¢ miesa. Jest to pierwszy preparat

Flunixin (SCH 14714) NMG . . . . .
2[[2-methyl-3(trifluoromethylphenyl aminel-3- | Zawierajgcy fluniksyne i przeznaczony do podawania drogg

pyridinecarboxylic acid, N-methyl glucamine salt

o on podskérng, ktdra jest preferowanym sposobem aplikacji lekow

H G S w przypadku bydta miesnego, gdyz powoduje mniejsze

uszkodzenie tkanki miesniowe;.

CHCl,
Florfenicol (SCH 25298) )
[R-(R*§*)]-2,2-dichloro-N-[1-(fluoromethyl)- Rycina 1

2-hydroxy-2-[4-(methylsulfonyl)-phenyl]ethyl]- , .. . R .
acetamide Wz6r strukturalny megluminianu fluniksyny i florfenikolu




W warunkach terenowych, gdy oba preparaty podawano w jednakowej objetosci drogq iniekdji
podskérnej, Resflor® wywotywat stabszy odczyn tkankowy niz Nuflor®. Preparat Resflor® szybciej
przejawia dziatanie przeciwgoraczkowe i bardziej niz Nuflor® ogranicza rozwéj zmian w ptucach.
Ponadto optymalizacja formuly preparatu Resflor® pozwolita opracowaé mechanizm
podwyzszania szczytowego stezenia florfenikolu w osoczu ponad poziom mierzony po podaniu

preparatu Nuflor®.

UZASADNIENIE DAWKOWANIA PREPARATU - FARMAKOKINETYKA
LEKU

Optymalny stosunek florfenikolu do fluniksyny okreslono poréwnujac poziom kazdego ze
zwigzkow, oznaczony we krwi po podaniu preparatu Resflor® lub dopuszczonego do stosowania

produktu zawierajacego jedna z substancji czynnych (Nuflor® lub Finadyne®/Banamine®).

Uzasadnienie dawkowania florfenikolu

e Preparat Resflor® pozwala uzyskaé znacznie wyzsze (~30%) maksymalne stezenie
florfenikolu w 0s0czu (Crmax) W poréwnaniu do preparatu Nuflor®.

e Preparaty Resflor® i Nuflor® sg bioréwnowazne pod wzgledem parametréw AUC (miara ilosci
leku przedostajacego sie do krwiobiegu) oraz Twce (Czas, przez ktéry stezenie w osoczu
przewyzsza 1 pg/ml, tj. wartos¢ MICy, najmniej wrazliwego drobnoustroju, przeciw ktéremu
produkt wykazuje dziatanie).

e Uzasadnienie dawkowania preparatu Resflor®, ti. 40 mg florfenikolu na kg m.c., stanowi
poziom florfenikolu w osoczu co najmniej réwny stezeniu oznaczonemu po podaniu preparatu
Nuflor® w zalecanej dawce.

¢ Florfenikol ulega rozlegtej dystrybucji do waznych z terapeutycznego punktu widzenia tkanek.

Zasadnos¢ podawania okreslonej dawki folrfenikolu oceniano w oparciu o oznaczenie
bioréwnowaznosci florfenikolu po podskérnym (s.c.) podaniu preparatu Resflor® i Nuflor® Roztwor
do wstrzyknie¢ (300 mg/ml) w dawce 40 mg/kg m.c. (stanowiacej dawke preparatu Nuflor®
dopuszczong do podawania drogg podskorng). Badanie przeprowadzono w oparciu o losowy,
prowadzony w dwdch okresach i etapach, model doswiadczalny w ukfadzie krzyzowym.
Dwadziescia osiem (28) sztuk bydta opasowego (14 samcow i 14 samic) losowo przypisano do
jednej z dwoéch grup doswiadczalnych (I lub II) liczacych po 14 zwierzat (po 7 kazdej ptci).
Wymiany grup doswiadczalnych dokonano po 56-dniowej przerwie (okres eliminacji leku z

ustroju).



Probki krwi pobierano przed podaniem leku (godzina 0) oraz po uptywie 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 6,
8, 10, 12, 18, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 i 120 godzin od podania. Poziom florfenikolu w
osoczu pozyskanym z probek krwi oceniano standaryzowang metodg LC-MS/MS. Parametry
farmakokinetyczne w odniesieniu do kazdego zwierzecia we wszystkich fazach badania
wyliczono za pomoca oprogramowania WinNonLin® Professional Software Version 3.2 (Pharsight
Corporation, Mountain View, CA). Bioréwnowaznos¢ dwéch preparatow oceniono w oparciu o
wytyczne Amerykanskiej Agenciji ds. Zywnosci i Lekéw (US FDA Center for Veterinary Medicine
Bioequivalence Guidance®) oraz CVMP (Bioequivalence Guidelines).

Przebieg krzywych srednie stezenie w osoczu — czas (Rycina 2) wskazuje, ze koncowe fazy

po osiagnieciu wartosci Crmax 53 zblizone w przypadku preparatéw Resflor® i Nuflor®.

5
p
E 4
2
= =&~ MNuflor®
2 3 =8~ Resflor®
"
| =
i
g 2
=]
&)
B
=
Q
I | | | | I I
0 20 40 ] an 100 120
Time {hr}
Rycina 2

Zaleznos¢ pomiedzy srednim stezeniem florfenikolu w osoczu a czasem obserwowana u bydta po podskérnym

podaniu preparatow Resflor i Nuflor (wykres liniowy)

Niemniej jednak po podaniu preparatu Resflor®, w poréwnaniu do Nuflor®, odnotowano w ciagu
pierwszych 24 godzin wyzsze stezenie florfenikol w osoczu. Przyczyny tego zjawiska sg jeszcze
nie w petni wyjasnione. Tenze efekt nie wydaje sie by¢ zwigzany z dziataniem draznigcym, gdyz
odczyn tkankowy po iniekcji preparatu Resflor® jest zblizony do preparatu Nuflor®. W skiad
preparatu Resflor®, w przeciwienstwie do Nuflor®, wchodzi kwas cytrynowy petniacy role
stabilizatora. Bez dodatku takiego zwigzku pomiedzy fluniksyng a florfenikolem wytwarzajg sie
wigzania poprzeczne, co prowadzi do szybkiej dezaktywacji produktu. Po podaniu preparatu
Nufllor® drogg iniekcji, wchtanianie leku przebiega w dwdéch zasadniczych fazach: pierwsza
zachodzi szybko, gdy produkt ma jeszcze postacC roztworu, natomiast wraz z uptywem czasu
preparat wytrgca sie w postaci podobnej do Zelu substancji gromadzacej sie w przestrzeni

podskornej. Wcehtanianie florfenikolu z tej Zelopodobnej substancji jest wolniejsze i wtasnie ta

-4-



wilasciwosé sprawia, ze preparat Nuflor® jest produktem diugo dziatajagcym. Kwas cytrynowy
zawarty w preparacie Resflor® moze spowalniaé wytracanie sie tej substandji.

W Tabelach 1 i 2 przedstawiono parametry farmakokinetyczne florfenikolu.

Tabela 1. Parametry farmakokinetyczne florfenikolu odnotowane u bydia (n=28) otrzymujacego preparat

Resflor®
Coar T e AUC) ¢ AUC,(obs)  AUMCy,,  AUMCs(obs)  Tyz MRT (obs)  Tuyrcso
(ngimL)  (hr)  (ng+h/mL) (ug+hrimL] (ug*hrzfmL) (ug+he2fmL)  (hr) (hr) (hr)
Mean 4.31 5.46 132.76 156.04 4358175 9430.60 53668 5944 39.54
Std Error 0.21 032 392 3.94 158.57 909,55 3.95 5.39 1.73
% CV 1524 3130 15.64 13.38 19.15 56.08 3919 47.97 2313

Tabela 2. Parametry farmakokinetyczne florfenikolu odnotowane u bydta (n=28) otrzymujacego preparat

Nuflor®

Cnux Tmﬂx A.L‘Ch,._‘, AJ_TC_.’_.(DJKJ A.I.-‘}{(ﬁwr AJ_H\'{C@[’JF}S] T.I.I'I MRT [rnlﬁ_:' TMICQC"
{mgfmlL) {hr)  [mg*hrfmL) {mgehefmL)  (mgehrzfml) (nugvhr2fml)  (hr) {(hr) {hr)
Mean 313 6.00 122.59 165.31 4653.44 1513374 72.00 8742 30.14
Std Error Q.15 0.27 342 577 122.61 1736.34 5.212 6.79 1.45
% CV 24.50 2400 14.71 18.47 13.94 60,71 3833 4111 19.66
(obs) = ozn (oznaczona) Hr = godz. Mean = wartos¢ srednia Std Err = biad standardowy

% CV =

Analiza statystyczna, ktérej celem byto poréwnanie wartosci parametrow farmakokinetycznych
notowanych u samcow i samic, nie wykazata roznic we wskaznikach, takich jak Ci.x, AUC st Oraz
T.,, pomiedzy zwierzetami odmiennej pici.

Bioréwnowaznosé parametrow oceniano dla tgcznie dla wszystkich danych oraz oddzielnie
dla parametrow oznaczonych u samcow i samic. Poréwnanie danych metodg analizy warianc;ji
wykazalo, ze preparat Resflor® nie byt bioréwnowazny preparatowi Nufllor® pod wzgledem
parametru C.x. Przedziat ufnosci wynoszacy 90% dla przeksztatconego logarytmicznie
parametru Cpa dla preparatéw Resflor®i Nufllor® nie miescit sie w ustalonym przedziale od 80 do
125% wymaganym do wykazania biorownowaznosci, natomiast 90% przedziaty ufnosci dla
dwéch innych klinicznie istotnych parametrow, AUC.s i Twiceo, miedcity sie w granicach
bioréwnowaznosci, odpowiednio pomiedzy 80 a 125% oraz 80 a 120%.

Przecietna warto$¢ Cpax florfenikolu byta w przypadku preparatu Resflor® wyzsza o okoto
30% w poréwnaniu do preparatu Nuflor®, wskazujac, ze florfenikol jest tatwiej wchianiany z
formuty preparatu Resflor®. Catkowita ilo$¢ leku w krwiobiegu (AUC,.) oraz czas utrzymywania

sie stezenia ponad warto$¢ MICqg (Twiceo) Wynoszaca 1 pug/ml byty jednakowe dla obu preparatow
-5-



— stad oczekuje sie, ze preparat Resflor® przejawia skuteczno$é kliniczng, co najmniej réwng
preparatowi Nufllor®.

Florfenikol jest szybko rozprowadzany do tkanek. Opublikowane wczesniej wyniki badan
(Ryciny 3 i 4) potwierdzajg przenikanie florfenikolu do najwazniejszej tkanki, ti. do ptuc.
Florfenikol w ptucach i oskrzelach osiaga niemalze to samo stezenie, co w surowicy.® Ponadto
poziom antybiotyku jest jednakowy w zdrowej i zmienionej zapalnie tkance ptucnej.” Jako ze w
ciagu pierwszych 24 godzin po podaniu preparatu Resflor® notuje sie wyzszy, w poréwnaniu do
preparatu Nufllor®, poziom florfenikolu w osoczu, wydaje sie, ze stezenie leku w ptucach bedzie

rowniez wyzsze.
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Rycina 3
Zaleznos¢ pomiedzy srednim stezeniem florfenikolu w surowicy, wydzielinie oskrzelowej i ptynie tkankowym a
czasem po dwukrotnym podaniu preparatu Nuflor droga iniekcji domigsniowej (20 mg/kg m.c. w odstepie 48

godzin) u 6 cielat rasy miesnej (za: Varma, 1994).
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Rycina 4
Stezenie florfenikolu w tkance ptucnej (ug/g) u zdrowych cielat oraz cielat z zespotem BRD, oznaczone po
dwukrotnym podaniu preparatu Nuflor (20 mg/kg m.c.) drogq iniekcji domigesniowej w odstepie 48 godzin (za;

Varma i wsp., 1996).



Rozleglg tkankowa dystrybucie sygnatu radioaktywnego florfenikolu znakowanego C
wykazano w badaniu technikg autoradiografii (Ryciny 5 -11). Preparat Resflor® zawierajacy
florfenikol znakowany "C wykorzystano w badaniu, podczas ktérego oceniano rozktad sygnatu
radioaktywnego w istotnych z terapeutycznego punktu widzenia tkankach. Zdrowemu cieleciu
podano droga podskérng jedng dawke preparatu 'C - Resflor®, a 6 godzin po podaniu
(szacowana wartos¢ Tmax) Ciele poddano eutanazji. Z uwagi na wielko$¢ zwierzecia niemozliwe
byto wykonanie autoradiografii catego ciata. Pobrano natomiast wycinki okreslonych tkanek, ktére
natychmiast zanurzono w mieszaninie heksanu i suchego lodu w celu szybkiego zamrozenia
oraz zachowania wiasciwego anatomicznego ksztattu. Z uwagi na elastycznos¢ struktur
tworzacych pluca, tchawice i pluca jeszcze przed zamrozeniem wypetniono zawiesing 1%
karboksymetylocelulozy. Podczas manipulacji tkanka ptucng przed jej zamrozeniem szczegdlng
uwage zwracano na unikniecie naciggania badz ucisku ptuc. Niemniej jednak mniejsze pfaty ptuc
zostaly nieznacznie rozciggniete (Ryciny 5 i 6), co przyczynito sie do wychwytu stabszego

sygnatu "C z tych wiasnie miejsc.
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Rycina 5
Pluco zatopione w zmrozonym bloku karboksymetylocelulozowym pobrane od cielecia, ktéremu podano -

florfenikol (preparat Resflor zawierajacy florfenikol znakowany izotopem radioaktywnym).

Zamrozone tkanki umieszczono w specjalnym pojemniku, ktéry nastepnie wypetniono
schtodzonym 1,5% wodnym roztworem karboksymetylocelulozy, po czym caty pojemnik
zamrozono zanurzajgc go w mieszaninie heksan-suchy 16d. Po zmrozeniu catego bloku, poprzez
nawiercenie w nim otworéw, pobrano prébki do kontroli jakosci (KJ; w celu potwierdzenia
jednakowej grubosci wycinkéw) oraz celem opracowania krzywej wzorcowania (KW; pomiar

ilosciowy).



Rycina 6

Autoradiogram wycinka (o grubosci 30 mikronéw) ptuca uzyskany poprzez ciecie bloku przedstawionego na
poprzednim zdjeciu. W tkance plucnej (pecherzyki i oskrzela) widoczny jest wysoki poziom sygnatu
radioaktywnego, ktoéry na przewazajacej powierzchni ptuc zblizony jest do poziomu oznaczanego w petnej krwi.
Mniejsze ptaty pluc, widoczne ponad platem gtéwnym, zdaja sie wykazywa¢ mniejsze natezenie sygnatu
radioaktywnego pochodzacego od 14C-florfenikolu, co najprawdopodobniej jest artefaktem, gdyz ptaty ptuc sa
jakby nieco rozciagniete (Rycina 5) i w efekcie daja stabszy sygnal. Poziom radioaktywnosci jest szczegdlnie

wysoki w chrzgstce tchawiczej/oskrzeli.

Rycina 7
Przekréj poprzeczny glowy cielecia, ktéremu podano preparat Resflor® zawierajacy florfenikol znakowany "C.

Wszystkie standardowe probki przygotowano dla docelowych stezen radiowegla w
heparynizowanej petnej krwi bydlecej, do ktérej dodano rézne ilodci glukozy znakowanej C i

nastepnie wprowadzono do wywierconych wczesniej otworéw w zamrozonym bloku.
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Rycina 8

Autoradiogram wycinka (o grubosci 30 mikronéw) tkanki pozyskanego poprzez ciecie zmrozonego bloku
przedstawionego na Rycinie 7. Wysoki poziom radioaktywnosci widoczny jest w skérze, tkance migsniowej
(jezyk) oraz tkance gruczotowej (gruczoly slinowe). Malzowiny nosowe réwniez wydzielaja wysoki poziom
sygnatu radioaktywnego pochodzacego od florfenikolu znakowanego c. Wyraznie widoczne jest przenikanie
sygnatu do tkanki nerwowej (mézg i rdzen kregowy). Wyniki te sa spdjne z parametrami farmakokinetycznymi
odnotowanymi przez De Craene i wsp.,s, ktérzy podaja, ze florfenikol dobrze wnika do ptynu mézgowo-

rdzeniowego u cielat, a dostepnosé zwiazku po jednym podaniu wynosi 46% dostepnosci w osoczu.

Przekroje strzatkowe o grubosci okoto 30 um pozyskano za pomocg dwurecznego mikrotomu
o duzej powierzchni ostrza, znajdujagcego sie w komorze zamrazalniczej (Leica Microsystems,
Inc., Deerefield, IL). Pozyskane wycinki poddano nastepnie liofilizacji, pozostawiajac je w
komorze mikrotomu na okoto 24 godziny. Liofilizowane wycinki umocowano na ramce do
oprawiania plakatéw, po czym przykryto przejrzystg folig polietylenowa przed przytozeniem do
Swiezo wyczyszczonych (BAS Imaging Plate Eraser, Fuji Photo Film Co., Ltd., Japonia) ptytek
obrazujgcych (BAS-MS 40 x 25 cm Fuji) znajdujacych sie w kasecie do naswietlan, ktorg

nastepnie na czas ekspozycji umieszczono w kasie otowiane;.

Po ekspozyciji trwajacej okoto 96 godzin wykonano skanowanie umocowanych na oprawach
wycinkéw (skaner FUJIFILM BAS-2500 scanner, Fuiji Biomedical Products, Japonia) pod kontrolg
oprogramowania umozliwiajacego analize obrazu (SeeScan2, version 2.0.43.66 Lablogic, Wielka
Brytania). Pomiary densytometryczne skali szarosci przeprowadzono za pomocg
oprogramowania analizy obrazu SeeScan2. Jednakze w okresie opracowywania niniejszej
publikacji wyniki petnej analizy nie byly dostepne. Autoradiogramy w skali szaro$ci wybarwiono
wykorzystujac oprogramowanie SeeScan2, dzieki czemu miejsca o wysokiej gestosci
radiograficznej majq ,ciepta”’ barwe, natomiast obszary o matej gestosci lub pozbawione sygnatu
przedstawia ,chtodny” kolor. Stgd uszeregowanie miejsc od wysokiej do niskiej koncentraciji
sygnatéw w tkankach jest przedstawione, odpowiednio, jako barwa czerwona > z6tta > zielona >

niebieska.



Nasilenie sygnatu radioaktywnego pochodzacego od znakowanego florfenikolu w tkance
ptucnej jest podobne do stezenia oznaczanego w petnej krwi (Rycina 6). We wszystkich
pozostatych strukturach uktadu oddechowego, takich jak chrzgstki tchawicze / oskrzeli (Rycina 6)
oraz matzowiny nosowe (Rycina 8), obserwuje sie rowniez bardzo wysokie stezenia. Wnikanie do
tkanek miekkich, jak skora i miesnie, oraz tkanek miekkich dalszych odcinkow konczyn, jest
znaczne (Rycina 10). Wysoki poziom aktywnosci florfenikolu znakowanego "C stwierdza sie w
tkance gruczotowej, takiej jak gruczoty slinowe (Rycina 8). Wyraznie widoczne jest ponadto
przenikanie do tkanek, ktdrych penetracja przez antybiotyki jest zwykle staba, mianowicie do
mdézgu (Rycina 8), kosci i chrzgstek stawowych (Rycina 10), jak rowniez do réznych struktur gatki

ocznej, a szczegolnie do tkanki gruczotéw tzowych (Rycina 11).

Rycina 9
Przekroj poprzeczny stopy i nadgarstka cielecia ktéremu podano preparat Resflor® zawierajacy florfenikol

znakowany "“C.

Rycina 10

Autoradiogram wycinka (o grubosci 30 mikronéw) tkanki pozyskanego poprzez cigecie zmrozonego bloku
przedstawionego na Rycinie 9. Wyraznie widoczne jest przenikanie “C do miesni, Sciegien, chrzastki stawowej
oraz tkanki miekkiej stopy, natomiast brak jest sygnatu w obrebie $ciany racicy, gdyz jest to w zasadzie martwa
i nieunaczyniona tkanka, do ktérej nie przenika zaden lek. Wysokie natezenie sygnatu radioaktywnego cechuje

istote gabczastg kosci/szpiku, natomiast nie jest notowane w istocie korowe;j.
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Rycina 11

Autoradiogram wycinka (o grubosci 30 mikronéw) tkanki na wysokosci gatki ocznej. Po uplywie 6 godzin od
podania preparatu poziom sygnatu radioaktywnego w cieczy szklistej nieznacznie przekracza granice
wykrywalnosci. Znacznie silniejszy sygnat pochodzacy od "C- florfenikolu stwierdza sie w innych strukturach
gatki ocznej, a szczegdlnie w gruczotach tzowych, naczyniéwce, twardéwce oraz teczéwce. Fragment soczewki

widoczny w liofilizowanym preparacie nie jest wykrywalny w badaniu technika autoradiografii.

UZASADNIENIE DAWKOWANIA FLUNIKSYNY

e Po podaniu preparatu Resflor® droga podskoérna, fluniksyna ulega szybkiemu wchtanianiu.

o Przebieg krzywych srednie stezenie fluniksyny w osoczu — czas w ciggu 1 godziny po
dozylnym podaniu preparatu Finadyne® i podskérnym (s.c.) preparatu Resflor® jest bardzo
podobny. W oparciu o takie wyniki zatozono, ze dawka fluniksyny w preparacie Resflor®
powinna byé taka sama jak zawarto$é w preparacie Banamine® /Finadyne®, tj. 2,2 mg/kg asy
ciata. Z uwagi jednak na nizszg biodostepnosé, optymalng dawke fluniksyny zawartg w
preparacie Resflor® ustalono i potwierdzono w warunkach klinicznych u bydta z zespotem
BRD.
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Optymalne stezenie fluniksyny okreslono poréwnujgc parametry farmakokinetyczne dla
fluniksyny po jednokrotnym jej podaniu drogg dozylng (Banamine®/Finadyne®) badz podaniu
jednej dawki preparatu Resflor® droga podskérna.

Badanie opierato sie na losowym, prowadzonym w dwéch okresach i etapach oraz w
uktadzie krzyzowym schemacie do$wiadczalnym. Dwanascie sztuk bydta (6 samcow i 6 samic) w
wieku opasowym losowo przydzielono do dwéch grup (I lub II) liczacych po 6 zwierzat kazdej
ptci). Poczatkowo bydto w grupie | otrzymato fluniksyne jednokrotnie w dawce 2,2 mg/kg m.c.
droga podskdrng w postaci preparatu Resflor® Roztwor do wstrzyknie¢, natomiast zwierzetom w
grupie Il podano dozylnie te sama dawke fluniksyny w preparacie Banamine®/Finadyne®. Po
uptywie co najmniej 47-dniowego okresu przerwy w grupach zastosowano odwrotne leczenie.
Prébki krwi pobierano w czasie 0 (przed podaniem) oraz 5, 10, 15, 30, 45 i 60 minut, a nastepnie
2,3,4,6, 8, 12, 18, 24 i 36 godzin po podaniu. W osoczu pozyskanym z probek krwi poziom
fluniksyny oznaczono standaryzowang metodg LC-MS/MS.

Zebrane w Tabeli 3 parametry farmakokinetyczne wyliczono niezaleznie od modelu
kompartmentowego za pomoca oprogramowania WinNonlin® Professional Version 3.2 (Pharsight

Corporation, Mountain View, CA).

Tabela 3. Przecietne wartosci parametréw farmakokinetycznych dla fluniksyny odnotowane po zastosowaniu u
bydta

Resflor® (8C)
Coe Tow  AUG,,  AUCy(ohs) Ty MRT (ohs) F* P
(ngimL) (hv]  (ngehefmL}  (ng+hrfmL) (he) (h) (%) (%)
N 12 12 12 12 12 12 12 11
Mean 290057 1.31 10199.96 10859.32 6,89 5.08 16.56 69.45
SE 1414.35 0.28 954.41 9589.65 0.90 052 8.45 501
%CV 169 73 32 32 45 12 38 4

Finadyne®Banamine® (IV)

Conax T AU, AUCsabs) Ty MRT (obs)
{ngfmL]) {hr) (ng*hrimL)  (ng*hrfmL) (hr) (hr)
N - - 12 12 12 12
Mean - - 13956.35 14675.86 6.22 4.28
SE - - 952.08 §95.94 146 1.17
% CV - - 24 1 81 95

*F {bioavail ability} was calculated as AUC{Restlor® SCHAUC {Finadwme® [V) # 100
#¥Excludes an ancmalous result from one animal
SE — biad standardowy
* F (biodostepnos¢) obliczono wedtug wzoru: AUC(Resflor® s.c.) / AUC(Finadyne® i.v.) « 100

** z wytaczeniem nieprawidlowego wyniku odnotowanego u jednego zwierzecia
-12 -



Na Rycinie 12 zamieszczono wykres przedstawiajacy krzywa srednie tezenie w osoczu — czas
po podskérnym podaniu preparatu Resflor® i dozylnym Banamine®/Finadyne®. Po podaniu
dozylnym wysokie Cn.x odnotowano, jak oczekiwano, niemalze natychmiast, a wchtanianie
fluniksyny po podskérnym podaniu preparatu Resflor® bylo szybkie, osiagajac warto$é T max
wynoszaca przecietnie 1,31 godziny. Analizujgc krzywe: przecietne stezenie — czas, wyraznie
widoczne jest, ze kohcowa faza wchtaniania jest niemalze réwnolegta i podobna po podaniu
podskérnym (Resflor®) i dozylnym (Banamine®/Finadyne®), co potwierdza zblizony okres
péttrwania obu postaci preparatéw (wartosé sredniazOS: 6,89+ 0,90 godzin dla podania s.c. i

6,22+ 1,46 godzin w przypadku iniekcji i.v.).

100000
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Ed
= 100 —Fmee. . —=— LV Finadyne®/Banarmine®
2 P g —8— 5.C. Resflore
B F--"-'-.’T-_.T"--L_
€ 100 =T N
g T T
E 10 — — e
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Rycina 12

Zaleznos¢ sredniego stezenia fluniksyny w osoczu od czasu po podaniu bydiu obu pici (n=12) preparatu

Resflor® droga podskorng i Finadyne®/Banamine® droga dozylna.

W ciggu 1 godziny od podania przecietne stezenie fluniksyny w osoczu jest zblizone w
przypadku iniekcji dozylnej preparatu Banamine®/Finadyne® i podskérnej preparatu Resflor®, co
wskazuje, ze optymalna dawka fluniksyny w preparacie Resflor® wynosi wiasnie 2,2 mg/kg m.c.,
tak jak zalecone dawkowanie fluniksyny zawartej w preparacie Finadyne®/Banamine®. (Dawka
fluniksyny stosowana u bydia jest nieco odmienna zaleznie od rynku zbytu. W Stanach
Zjednoczonych zalecana dawka podawana dozylnie wynosi 1,1 — 2,2 mg/kg m.c. W niektorych
postaciach preparatu, np. Finabiotic®/Finoxaline® podawana droga domie$niowa dawka réwna
jest 2 mg/kg m.c.) Jako ze warto$é AUC po podskdrnym podaniu preparatu Resflor® jest o 25 do
30% nizsza w stosunku do wartosci oznaczonej po dozylnym podaniu tej samej dawki w postaci
preparatu Finadyne®/Banamine®, zasadno$é¢ dawkowania fluniksyny potwierdzono w badaniu

przeprowadzonym w warunkach klinicznych.
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SZYBKOSC PRZEJAWIANIA DZIALANIA PRZECIWGORACZKOWEGO

Dziatanie przeciwgoragczkowe fluniksyny jest doskonale udokumentowane, natomiast jak
dotad nie oznaczano momentu, w ktérym lek zaczyna je przejawia¢. W tym celu u 15 sztuk bydta
pochodzacych ze stada opaséw w stanie Texas, przejawiajgcych objawy zespotu oddechowego,
zastosowano preparat Resflor® (n=8) lub Draxxin® (tulatromycyna, Pfizer Animal Health) (n=7).
Pierwsze ciele zakwalifikowane do badania przydzielono do grupy leczonej preparatem Resflor®,
natomiast kolejne do grupy otrzymujacej Draxxin®, po czym kwalifikacje prowadzono
naprzemiennie az do pogrupowania wszystkich 15 cielat. Po podaniu lekéw cieptote wewnetrzng
mierzono rektalnie w odstepach 5-minutowych przez pierwsze 2 godziny, a nastepnie, co
godzine.

Na Rycinie 13 przedstawiono poréwnanie pomiaréw cieptoty wewnetrznej po podaniu
preparatu Resflor® (kolor niebieski) i parametréw farmakokinetycznych (kolor czerwony)
omoéwionych powyzej. Szybkiemu wchtanianiu fluniksyny z preparatu Resflor® towarzyszy

obserwowane juz po uptywie krétkiego czasu dziatanie przeciwgorgczkowe.
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Rycina 13

Celem wykresu jest zobrazowanie farmakokinetyczno-farmakodynamicznej (pK — PD) zaleznosci w odniesieniu
do fluniksyny wchodzacej w skiad preparatu Resflor®. Przecigtne stezenia fluniksyny w osoczu (kolor
czerwony) po podskérnym podaniu preparatu Resflor®, odnotowane w przedstawionym powyzej badaniu,
naniesione sa na wykres przedstawiajacy srednia temperature rektalng (kolor niebieski) mierzong u 8 zwierzat z
zespotem BRD (naturalne zakazenie). Wykres, pomimo braku bezwzglednej zaleznosci pK-PD powodowanej
dziataniem florfenikolu prowadzacym do spadku temperatury, obrazuje jednak szybkosé¢ wchianiania
fluniksyny z preparatu Resflor® i towarzyszacy temu spadek temperatury rektalnej. Juz w przeciggu 15 do 30

minut od podania preparatu Resflor® wyraznie widoczny jest spadek goraczki.
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Na Rycinach 14 i 15 zebrano dane dotyczace preparatu Draxxin®. Zwierzeta otrzymujace
preparat Draxxin®, pomimo naprzemiennej kwalifikacji do badania, wykazywaly poczatkowo
(przed leczeniem) znacznie wyzsza Srednig temperature rektalng w poréwnaniu do grupy
leczonej preparatem Resflor®. Przyjmujac ten parametr (poczatkowg temperature) za
wspdizmienna, u bydta, ktére otrzymato preparat Resflor®, odnotowano wyraznie nizsza $rednig
temperature rektalng po uptywie 0,33, 0,58, 0,67, 0,75, 0,92, 1,0, 1,08, 1,16, 1,25, 1,33, 1,45, 1,5,
1,58, 1,67, 1,75, 1,83, 1,92, 34, 5, 6, 7, 9, 10, 11 i 12 godzin po podaniu w poréwnaniu do
zwierzat otrzymujacych preparat Draxxin®. Pomimo przyjecia wspétzmiennej i z uwagi na wyzsza
poczatkowa $rednig temperature rektalng w grupie Draxxin®, poréwnanie nalezy poddaé
krytycznej ocenie, gdyz grupa bydta otrzymujacego preparat Draxxin® moze przedstawiaé
odmienng populacje (ij. stan kliniczny tych zwierzat w momencie kwalifikacji do badania mogt by¢

gorszy niz osobnikéw w grupie Resflor®).

Rycina 14
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Poréwnanie sredniej temperatury
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Rycina 15

Poréwnanie zmian przecietnej
temperatury rektalnej u bydia ze
stada zlokalizowanego w stanie
Teksas, w ktorym rozpoznano
zesp6tl oddechowy i podijeto
leczenie podajac preparat Resflor®

lub Draxxin®.
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Fluniksyna — badania kliniczne potwierdzajace zasadnos¢ dawkowania

e W leczeniu bydla z zespotem oddechowym, ktory rozwingt sie po zakazeniu drogg
naturalng, nie zaobserwowano jakiegokolwiek korzystnego dziatania zwigzanego ze

zwiekszaniem zawartosci fluniksyny w preparacie Resflor®.

Dziewiecdziesigt sze$¢ (96) sztuk bydta przejawiajacego typowe objawy choréb ze strony uktadu
oddechowego losowo przypisano do jednej z trzech nastepujacych grup doswiadczalnych,

otrzymujacych lek w objetosci 20 ml/150 kg masy ciata:

Leczenie Dawkowanie Droga podania Liczba zwierzat /
Leczenie
Resflor® 1X | florfenikol 40 mg/kg s.C 32
+ fluniksyna 2.2 mg/kg
Resflor® 2X* | florfenikol 40 mg/kg s.C 32
+ fluniksyna 4.4 mg/kg
Nuflor © florfenikol 40 mg/kg s.Cc 32

*Podwajne stezenie (tj, 33 mg/ml) fluniksyny w poréwnaniu do postaci preparatu Resflor® 1X (16.5 mg/ml)

Cieptote wewnetrzng mierzono rektalnie w réznych punktach czasowych w okresie catego
badania. Wyniki przedstawione sg na Rycinie 16. Poczawszy od godziny O w dniu 0 badania az
po dzien 1, we wszystkich grupach doswiadczalnych zaobserwowano spadek przecietnej
temperatury rektalnej, a w grupie otrzymujacej preparat Nuflor® spadek ten byt najmnigjszy. W
opisywanym badaniu korzySci wynikajace z zastosowania fluniksyny sg wyraznie widoczne.
Dziatanie przeciwgoraczkowe byto zblizone w obu grupach otrzymujacych Resflor® i
jednoczesnie silniejsze w poréwnaniu do podania preparatu Nuflor®.

W 6 dniu badania cieleta poddano eutanazji celem oceny zakresu oraz charakteru i stopnia
zageszczenia tkanki ptucnej powodowanej rozwojem zespotu BRD. Podczas badania sekcyjnego
kazde ptuco usunieto z jamy klatki piersiowej nie naruszajac jego struktur, nastepnie wykonano
zdjecie cyfrowe, a poszczegolne platy ptuc po prawej i lewej stronie oceniono wykorzystujgc skale
opisujaca stopien zageszczenia piuc, opartg o badanie poprzez ogladanie i omacywanie. Oceny
(wynik w %) dokonywano przypisujgc wartos¢ wedtug nastepujacej skali: 0,1, 5, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100.
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Rycina 16

Wplyw zawartosci fluniksyny w preparacie Resflor® na skutecznosé dziatania przeciwgoraczkowego u bydta z
zespotem BRD. We wszystkich trzech schematach leczenia preparaty podano jednokrotnie drogg podskérng w
dawce 40 mg florfenikolu/kg m.c. (20 mi/150 kg m.c.). W grupie Resflor® 1X dawka fluniksyny wynosita 2,2
mg/kg m.c., natomiast w grupie Resflor® 2X 4,4 mg/kg m.c. W oparciu o pomiary wykonywane po uplywie 2, 6 i
10 godzin od podania wykazano, ze w grupach Resflor 1X i 2X dziatanie przeciwgoraczkowe bylo silniejsze niz
w grupie Nuflor® (P< 0,0001), co byto widoczne jeszcze 24 godziny po podaniu leku (P< 0,02). W ktérymkolwiek
punkcie pomiarowym pomiedzy grupami Resflor® 1X i 2X nie zaobserwowano jakiejkolwiek réznicy w dziataniu

przeciwgorgczkowym leku.

Catkowity obszar zageszczonej tkanki ptucnej (%) wyliczono dla kazdego zwierzecia wedtug
ponizszego, opublikowanego w innych pracach®, réwnania:
Zageszczona tkana ptucna ogdtem (%) = 10% x (czes¢ doczaszkowa ptata doczaszkowego
ptuca lewego+ czes¢ doogonowa ptata doczaszkowego ptuca lewego) / 2 + 27% x ptat
doogonowy lewy + 5% x ptat dodatkowy + 30% x ptat doogonowy prawy + 8% x ptat srodkowy
ptuca prawego + 20% x (czes¢ doczaszkowa plata doczaszkowego ptuca prawego + czesé

doogonowa ptata doczaszkowego ptuca prawego) / 2

W grupach doswiadczalnych w 6 dniu badania odsetek zageszczonej tkanki ptucnej wynosit
przecietnie 22,8% w grupie Nuflor®, 14,4% w grupie Resflor® 1X, a 13,5% w grupie Resflor® 2X
(Rycina 17). W dwoch grupach zwierzat, ktére otrzymaty preparat Resflor®, catkowita
powierzchnia zageszczonej tkanki ptucnej byta istotnie statystycznie nizsza w poréwnaniu do
grupy Nuflor®, natomiast réznica pomiedzy dwoma grupami Resflor® nie byla istotna

statystycznie.
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Wplyw leczenia na stopien zageszczenia tkanki ptucnej oceniany w 6 dniu badania. U zwierzat z grupy Resflor®
1X lub 2X stopien zageszczenia tkanki ptucnej byl mniejszy niz u bydla leczonego preparatem Nuflor®.
Pomiedzy obiema grupami Resflor® nie zaobserwowano jakichkolwiek réznic wzgledem powierzchni

zageszczonej tkanki ptucnej.

Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze z uwagi na brak statystycznych réznic pomiedzy dwoma
preparatami nie obserwuje sie korzystnego dziatania zwigzanego ze zwiekszeniem zawartoSci
fluniksyny w preparacie Resflor® ponad dawke 2,2 mg/kg masy ciata. W obu grupach
dos$wiadczalnych, ktérym podano preparat Resflor®, odnotowany spadek cieptoty wewnetrznej i
zmniejszenie nasilenia zmian w plucach przewyzszaty wartosci tych parametréw oznaczone w

grupie Nuflor®.
Mannheimia haemolytica — doswiadczalny model zakazenia

Czterdziesci dwa (42) klinicznie zdrowe cieleta zakazono patogenem przyczyniajgcym sie do
rozwoju zespotu BRD i w pierwszym dniu badania (przed zastosowaniem leczenia) losowo, w
oparciu o mierzong rektalnie cieptote wewnetrzng, przypisano do jednej z dwoch grup

doswiadczalnych:

* Grupa 1: n =12, Resflor®, 40 mg florfenikolu/kg, jednokrotnie, s.c.
* Grupa 2: n = 12, Micotil® 300, 10 mg tylnikozyny/kg, jednokrotnie, s.c.
* Grupa 3: n = 12, Baytril® 5%, 5 mg enrofloksacyny/kg/dzien, przez 33 dni, s.c.

* Grupa 4: n = 6, nieleczona

W badaniu wykorzystano patogenny szczep Mennheimia haemolytica wyizolowany od bydta

z zapaleniem ptuc, ktdry okreslono jako wrazliwy w warunkach in vitro na florfenikol, tylmikozyne
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oraz enrofloksacyne (CEBIPHAR Ve3858, typ A1). Po potudniu w dniu 0 zwierzetom
wprowadzono dotchawiczo 10 ml inokulat zawierajacy okoto 108JTK/ml, a nastepnie powtdrnie
zakazono drogg donosowg w potudnie pierwszego dnia badania.

Leczenie wprowadzono po podaniu drugiego inokulatu woéwczas, gdy co najmniej 50%
zwierzat przejawiatlo objawy ze strony ukiadu oddechowego i cieplote wewnetrzng
przekraczajacq 39,9°C. W opisywanym modelu badania u wiekszosci cielat goraczke i objawy ze
strony uktadu oddechowego obserwowano poczgwszy od godzin rannych pierwszego dnia
doswiadczenia.

Zmiany cieptoty wewnetrznej przedstawione sg na Rycinie 18 oraz w Tabelach 4 i 5. Po
uptywie okoto 3 godzin od zastosowania leczenia (dzien pierwszy + 3 godziny) u cielat, ktére
otrzymaty preparat Resflor® érednia temperatura rektalna byta znaczaco nizsza w poréwnaniu do
grup Micotil®, Baytril® lub nieleczonej, natomiast po uptywie niespetna 6 godzin od podania leku
przecietna temperatura rektalna u cielat z grupy Resflor® byta wyraznie nizsza niz u zwierzat,
ktore otrzymaty preparat Baytril®. Rankiem kolejnego dnia (dzien 2, rano), rednia temperatura

rektalna u cielat z grupy Resflor® byfa istotnie nizsza w poréwnaniu do grup Micotil® lub

nieleczone;.
40.4 — Rycina 18
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% 206 — N wywotanym
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@ \ ptuc. W ciagu
2 202 -
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Tabela 4. Poréwnanie temperatury rektalnej pomiedzy badanymi grupami w doswiadczalnym modelu
zakazenia Mannheimia haemolytica w okresie od 1 do 3 dnia badania

Day 1 pv +3 hrs Day 1 PM +6 hrs Day 2 am Day 2 rM Daxy 3

BResflor | Micotil | Baytril | Resflor | Micotil | Baytrl | Resflor | Micotil | Baytnl | Resflor| Micotil | Baytril | Resflor | Micotil | Baytril
Micodl® L ns ¥ s hs
Bavtril® L ns ok ns ns ns ns ns ns ns
Untreated| ns ns ns s ns ok ns ok * ns * ok ok i

ns = no statistical difference
P =005
=P=001

Day 1 PM +3 hrs = dzien 1 po potudniu + 3 godz. Day 2 AM=dzien 2,rano  Day 2 Pm= dzien 2 ,po potudniu

Untreated = grupa nieleczona  ns = brak roéznicy statystycznej

Tabela 5. Poréwnanie temperatury rektalnej pomiedzy badanymi grupami w doswiadczalnym modelu zakazenia

Mannheimia haemolytica w okresie od 4 do 6 dnia badania.

Day 4 Day 5 Day 6
Restlar | Micotil | Baytril | Resflar | Micotil | Bavtril | Besflor | Micatil | Bavtril
Micotl® ns ns s
Baveril® ns ns ns ns ns ns
Untreated|  #* ol o s ¥ o ol ¥ W

ns = no statistical difference
*P =005
*=P 2001

Untreated = grupa nieleczona  ns = brak réznicy statystycznej

W opisywanym modelu badania w grupie zwierzat, ktdre otrzymaly preparat Resflor®, nie
odnotowano zadnego upadku, natomiast 3 w grupie Micotil® i po jednym w grupach Baytril® oraz
nieleczonej (Rycina 19). Stopien zageszczenia tkanki ptucnej, w ktérym réznice nie byly
statystycznie istotne, byt jednak liczbowo nizszy u cielat leczonych preparatami Resflor® i Baytril®

w poréwnaniu do grup Micotil® lub nieleczonej (Rycina 20).
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Rycina 19
Zaleznos¢ przezywalnos¢
cielat — czas w 4 grupach

doswiadczalnych sztucznie

zakazonych Mannheimia
haemolytica.

Rycina 20

Srednia powierzchnia

zageszczonej tkanki ptucnej w
4 grupach doswiadczalnych
sztucznie zakazonych

Mannheimia haemolytica.



TERENOWE PROBY KLINICZNE — STANY ZJEDNOCZONE | EUROPA

Skutecznos¢ preparatu Resflor® w warunkach terenowych oceniano w 7 stadach bydta
miesnego: 5 na obszarze Standéw Zjednoczonych, a 2 zlokalizowanych we Francji. W Stanach
Zjednoczonych  ocena  skutecznosci ograniczata sie do oznaczenia dziatania
przeciwgoraczkowego. Z uwagi na podobienstwo parametréw farmakokinetycznych florfenikolu
pomiedzy preparatami Resflor ®i Nuflor®, w badaniu oceniano jedynie skutecznos¢ fluniksyny. We
Francji natomiast skutecznosé¢ preparatu Resflor® oceniano catosciowo jako rutynowa metode

leczenia zespotu oddechowego.

Préby kliniczne przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych

Proby kliniczne przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych oparte byty o Slepy,
kontrolowany grupg poroéwnawczg dodatnig i ujemna, prowadzony w wielu osrodkach model
doswiadczalny. Do badania klasyfikowano wytgcznie cieleta przejawiajace ostre objawy kliniczne
zespotu BRD, . osowialo$¢, nieprawidlowe parametry oddechowe oraz gorgczke
(=40,3°C).Cieleta wykazujace objawy kliniczne wspétistniejacej choroby ogdlnej innej niz zespot
oddechowy, konajace badz przejawiajace zaburzenia fizykalne i/lub behawioralne potencjalnie
zakiocajace przebieg badania zostaty wykluczone z do$wiadczenia. Po zakwalifikowaniu do
badania, cieleta losowo przypisano w proporcji 1:1:1 do jednej z 3 ponizszych grup

doswiadczalnych:

e Leczenie 1: Roztwor fizjologiczny
e Leczenie 2: Nuflor®

e Leczenie 3: Resflor®

U kazdego cielecia zastosowano przypisane leczenie podajac jednokrotnie dawke 20 mi/150
kg m.c., drogq iniekcji podskdrnej w okolice szyi. Podawana w jednym miejscu objeto$¢ wynosita
maksymalnie 10 ml. Po podaniu leku cieleta przemieszano w kojcach i kazdy kojec byt
reprezentatywny dla wszystkich grup doswiadczalnych.

Pomiar temperatury rektalnej wykonano po uptywie 6 godzin (+1 godzina) od podaniu leku.
Wszystkie osoby dokonujgce pomiardw cieptoty wewnetrznej nie posiadaty informacji o rodzaju
zastosowanego leczenia ani tez nie uczestniczyty badz byty obecne w trakcie podawania leku. Za
kryterium ukonhczenia badania przez kazde zwierze przyjeto dokonanie pomiaru cieptoty

wewnetrznej zastosowaniu leczenia.
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Populacja bydta miesnego objetego badaniem byta réznorodna i obejmowata cieleta czystych
ras oraz krzyzéwek, pochodzace z pdinocnej oraz potudniowo-wschodniej czesci Standw
Zjednoczonych. Wsréd typowych reprezentowanych w badaniu ras nalezy wymieni¢
nastepujace: Angus, Hereford, Brahman, Simmental oraz Charolais. Populacja doswiadczalna
obejmowata zaréwno samce, jak i samice, w proporcji 2:3.

Badaniem objeto tgcznie 525 cielat, ktére poddano leczeniu. Po wykluczeniu 14 zwierzat z
powodu naruszenia kryteribw doswiadczalnych, skuteczno$é leczenia oceniano u 511 cielat
(Tabela 6), natomiast bezpieczenstwo terapii analizowano uwzgledniajgc wszystkie 525 zwierzat.
Najwazniejszg zmienng w opisywanym badaniu byla mierzona rektalnie cieptota wewnetrzna.
Temperature rektalng mierzono u kazdego zwierzecia przed leczeniem oraz po uptywie 6 godzin
(£1 godzina) od podaniu leku. Oceniano ponadto bezpieczenstwo stosowania terapii obserwujac i
odnotowujgc dziatania niepozadane od momentu podania leku do zakohczenia badania po

uptywie 6 godzin.

Tabela 6. Lokalizacja obiektow badawczych oraz klasyfikacja grup doswiadczalnych w klinicznych prébach

terenowych przeprowadzonych w Stanach Zjednoczonych

Site Treatment
Saline Nuflor® Resflor®
Mo. Treated Mo Eligible® No. Treated Mo, Eligible® No. Treated Mo, Eligible®

Texas (Site 1) 23 13 12 21 12 21
Idaho 18 18 18 18 18 18
Nebraska 47 45 46 45 47 47
Texas (Site 2) 31 18 3l 28 3l 28
Colorado 56 56 57 56 57 57
TOTAL 175 170 175 G 175 172

*Ma. eligible = numbers of calves qualifying for the efficacy portion of the statistical analysis

Site — lokalizacja  Treatment — schemat leczenia  Saline — roztwor fizjologiczny No. Treated - liczba zwierzat
leczonych No. Eligible* - liczba zwierzat zakwalifikowanych (Site 2) — obiekt 1 TOTAL - ogdlem

*No. eligible = liczba cielat uwzglednionych w etapie analizy statystycznej oceniajacej skutecznosc leczenia

Kryteria doswiadczalne zostaty wypetnione w przypadku 511 cielat, ktére uwzgledniono w
analizie statystycznej. W 6 godzinie badania przecietna temperatura rektalna w grupie, ktéra
otrzymata roztwér fizjologiczny, wynosita 40,7°C, w grupie Nuflor® 40.0°C, natomiast u zwierzat,
ktérym podano Resflor®, 39,2°C (Rycina 21). W obu grupach doswiadczalnych Nuflor® i Resflor®
temperatura rektalna byta statystycznie istotnie nizsza (P<0,0001 dla obu grup) w poréwnaniu do
grupy, ktéra otrzymata roztwor fizjologiczny, a w grupie Resflor® statystycznie istotnie nizsza
(P<0,0001) niz w grupie Nufrlor®.
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Rycina 21
Wplyw leczenia na srednig temperature rektalng u bydia z zespotem BRD w badaniach prowadzonych w

Stanach zjednoczonych.

Spadek temperatury w stosunku do wartosci wyjéciowej wynosit $rednio 0,15°C w grupie
zwierzat, ktdrym podano roztwér fizjologiczny, w grupie Nuflor® 0,68°C, natomiast 1,55°C w
grupie Resflor®. W tej ostatniej 6 godzin po zastosowaniu leczenia odnotowano najwyzszy
spadek temperatury w odniesieniu do wartosci wyjsciowej (Rycina 22). W grupach Nuflor® i
Resflor® spadek cieptoty wewnetrznej byt statystycznie wyzszy niz u zwierzat, ktére otrzymaty
roztwor fizjologiczny (P=0,0007 dla grupy Nuflor® i P<0,0001 dla grupy Resflor®), zas w grupie
Resflor® spadek ten byt statystycznie wiekszy niz w grupie Nuflor® (P<0,0001).

4 —
35 - - Saline
B vuter

3 e

Rycina 22
Wplyw leczenia na spadek (+ OS) temperatury rektalnej u bydta z zespotem BRD w badaniach prowadzonych w

Stanach zjednoczonych.
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W trakcie badania u Zzadnego zwierzecia nie zaobserwowano jakichkolwiek dziatan
niepozadanych. Badane produkty i preparat kontrolny byly dobrze tolerowane przez wszystkie
objete badaniem cieleta.

Opisywane kluczowe badanie terenowe przeprowadzono celem ustalania, czy skojarzone
podawanie cieletom z zespotem BRD florfenikolu i megluminianu fluniksyny (Resflor®) w jednej
podskérnej iniekcji przejawia skuteczniejsze dziatanie przeciwgorgczkowe niz rutynowo
stosowania antybiotykoterapia (Nuflor®) oraz roztwor fizjologiczny (kontrola ujemna).

Wyniki oraz analiza danych potwierdzaja, ze zastosowanie preparatu Resflor® prowadzi w
ciggu 6 godzin (+ 1 godzina) od podania leku do spadku $redniej temperatury rektalnej o co
najmniej 1,11°C, a tenze spadek cieploty wewnetrznej jest statystycznie istotny w poréwnaniu do

grup, w ktdrych zastosowano preparat Nuflor® (P<0,0001) oraz roztwor fizjologiczny (P<0,0001) .

Préby kliniczne przeprowadzone w Europie

W badaniach przeprowadzonych we Francji wykorzystano S$lepy, kontrolowany grupg
dodatnia, prowadzony w wielu osrodkach model doswiadczalny. Cieletom przejawiajagcym objawy
kliniczne w postaci osowiatosci (ocena = umiarkowana osowiato$¢), zaburzenia czynnosSci
uktadu oddechowego (fj. co najmniej dwa z nastepujacych objawdw: zwiekszona czestos¢
oddechoéw, dusznos¢, kaszel, sluzowo-ropny wyptyw z nosa) oraz goraczki przekraczajacej
40,3°C w spos6b losowy przypisano leczenie z zastosowaniem preparatu Resflor® badz Nuflor®.
Z badania wykluczono zwierzeta konajace lub wykazujace chorobe ogdlng, inng niz zespét BRD.
Celem zapewnienia obiektywnosci badania, oba testowane produkty opakowane byly w
identyczne fiolki, oznaczone jedynie kodem przypisanym leczeniu, ktory nie byt znany zadnym
uczestniczacym w badaniu pracownikom farm.

Przed zastosowaniem leczenia oraz w przypadku jego niepowodzenia, celem wykonania
badan hodowlanych i lekowrazliwosci mikroorganizmoéw, od zwierzat pobierano wymaz z czesci
nosowej gardta. U kazdego cielecia zastosowano przypisane wczesniej leczenie, podajac
jednokrotnie dawke 20 ml/150 kg m.c. drogg iniekcji podskérnej w okolice szyi. Podawana w
jedno miejsce objetos¢ leku nie przekraczata 10 ml. Po zastosowaniu leczenia cieleta
przemieszano w kojcach i kazdy kojec byt reprezentatywny dla wszystkich grup doswiadczalnych.
W dniu 0, po uptywie 5 do 8 godzin od podania leku, dokonano pomiaru cieptoty wewnetrznej, a
nastepnie poczawszy od pierwszego az do 10 dnia prowadzono obserwacje poszczegdlnych
zwierzat w kojcach kazdego dnia o jednakowej porze. Objawy kliniczne, tj. osowiatosC i
zaburzenia oddychania, oceniano przed leczeniem w dniu 0, pie¢ do 8 godzin (docelowo 6
godzin) po podaniu leku i raz dziennie, rano, od pierwszego do 10 dnia badania. Poczawszy od 4

dnia i az do 10, stan kliniczny cielat oceniano codziennie podczas ,obserwacji w kojcach”, pod
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katem objawow wskazujacych na pogtebiajacy sie proces chorobowy. Pomiary temperatury
rektalnej wykonywano jedynie u zwierzat osowiatych (= nieznaczna osowiatos¢) iflub
przejawiajgcych zaburzenia czynnosci oddechowej (co najmniej dwa z wyzej wymienionych
objawéw ze strony uktadu oddechowego). Z grupy takich cielat zwierzeta o cieptocie wewnetrznej
przekraczajacej 40,0°C sklasyfikowano jako ,niepowodzenie leczenia”, wykluczono z badania i
poddano rutynowemu leczeniu zespotu oddechowego, natomiast osobniki, ktorych temperatura
nie przekraczata 40,0°C, pozostawiono w badaniu i ponownie wprowadzono do kojcéw.

Doswiadczenie przeprowadzono na 2 farmach zlokalizowanych we Francji: w Saint Martin
sur le Pré oraz Devillac. Badaniem objeto gtéwnie byczki ras Blonde d’Aquitaine oraz Charolais,
lacznie 211 sztuk, z ktdrych 107 zaliczono do grupy Nuflor®, a 104 do grupy Resflor®.

Gtéwng zmienng w opisywanym badaniu byla mierzona rektalnie cieptota wewnetrzna. U
kazdego zwierzecia pomiaru dokonano przed leczeniem oraz 6 godzin (od 5 do 8 godzin) po
podaniu leku. Wyjsciowa cieptota wewnetrzna (czas 0) nie byta istotnie rozna pomiedzy cieletami
Z grup Nuflor® i Resflor®, natomiast 6 godzin po podaniu leku temperatura rektalna w tych
grupach byta znaczaco (P< 0,001) nizsza (Rycina 23). Spadek temperatury byt wyzszy (P<

0,001) w grupie Resflor® w poréwnaniu do grupy Nuflor®.
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Rycina 23
Wplyw leczenia na srednig temperature rektalng. Preparaty Nuflor® i Resflor® obnizaja mierzong rektalnie

cieptote wewnetrzna (P< 0,001), a spadek temperatury byt wyzszy u zwierzat leczonych preparatem Resflor®.

W obu grupach liczba przypadkow niepowodzenia leczenia byta zblizona (Rycina 24),
natomiast preparat Resflor® znacznie szybciej niz Nuflor® (P< 0,01 dla obu parametréw
oznaczanych 6 godzin po zastosowaniu leczenia) zmniejszyt osowiatos¢ zwierzat (Ryciny 25 i
26) oraz zlagodzit objawy ze strony uktadu oddechowego (Ryciny 27 i 28). W kolejnych punktach

czasowych roznice byly mniej znaczace. W zadnej z grup nie odnotowano upadkéw.
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Rycina 24
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Rycina 25
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Rycina 26
B ol . o
B Depressed Wplyw leczenia na czestotliwos¢ pojawiania sie

podaniu leku.
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Rycina 27

Wplyw leczenia na ocene czynnosci
oddechowych (liczba nastepujacych
objawoéw klinicznych: wzrost
czestosci oddechéw, dusznosé,
kaszel i $luzowo-ropny wyplyw z

nosa).



Rycina 28
= :::E:ﬂ Wplyw leczenia na przebieg oddychania oceniany 6 godzin

po podaniu leku.

Resflor®

W oparciu o wyniki badania metoda dyfuzyjng wedtug Kirby-Bauera oraz oznaczanie wartosci

MIC wszystkie wyizolowane patogeny uznano za wrazliwe na dziatanie florfenikolu (Tabela 7).

Tabela 7. Najmniejsze stezenie hamujace (MIC) drobnoustrojow wyizolowanych od bydita z wymazéow

pobranych z czesci nosowej gardia*

MIC (nugfmL) No. Isolates | MIC;, | MIC,,
Dilution | 0.12 0.25 0.5 1 2 4
Isolate
Mannheimia haemolytica 5 128 13 146 0.5 0.5
Pastewrella madeocida 2 41 & 50 0.2 0.5
Haemophilus somnus 2 14 16 0.2 0.25

*Cattle were swabbed at enrollment and at time of treatment failure (if it occurred).
Based an CLSI breakpoints, all isolares were sensirive o florfenicol.

No. Isolates — liczba izlatow Dilution - rozcienczenie Isolate — izolat
* wymazy pobierano w momencie kwalifikacji do badania oraz w przypadku niepowodzenia leczenia (jesli wystapito) w

oparciu 0 wartosci graniczne zgodne z kryteriami NCCLS. Wszystkie izolaty uznano za wrazliwe na florfenikol.

Preparat Resflor® byt dobrze tolerowany przez cieleta z zespolem BRD. W badaniach
terenowych przeprowadzonych w Stanach Zjednoczonych czy Francji nie zaobserwowano
jakichkolwiek dziatan niepozgdanych zwigzanych ze stosowanym leczeniem. W prébach
klinicznych przeprowadzonych we Francji codziennie oceniano ponadto reakcje w miejscu
podania — w grupie, ktéra otrzymata preparat Resflor® odczyn tkankowy (obrzek) odnotowano u
mniejszej liczby zwierzat (Rycina 29). Wsrdd cielat z obrzekiem w miejscu iniekcji, nasilenie

odczynu tkankowego byto mniejsze u osobnikéw, ktére otrzymaty preparat Resflor® (Rycina 30).
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Rycina 29
Odsetek zwierzat z wyraznym
odczynem tkankowym po podaniu

leku.

Rycina 30

Nasilenie zmiany w miejscu iniekcji
oceniano u kazdego cielecia z
wyraznym obrzmieniem, mierzac (w
cm) dtugosé, szerokos¢ i gtebokos¢
zmienionej tkanki. Objetos¢ leku
oszacowano matematycznie
wykorzystujac ponizszy wzor:
objetos¢ = 1 (dlugos¢ x szerokosé x
gltebokos¢)/6). Podczas 4 i 6 dnia
badania pomiedzy grupami nie
odnotowano statystycznie istotnych

réznic (P= odpowiednio 0,08 i 0,07, w

Obecnie dostepny jest juz preparat o ,wartosciowej” z farmakologicznego punktu widzenia

formule, zawierajacy dwie powszechnie wykorzystywane w lecznictwie weterynaryjnym

substancje czynne. Preparat Resflor® jest potaczeniem fluniksyny, tj. NLPZ, i diugo dziatajacego

leku przeciwbakteryjnego, florfenikolu, w dobrze tolerowanym roztworze. NLPZ juz w ciggu

pierwszych kilku godzin od podania znaczaco tagodzi objawy kliniczne zespotu BRD, zanim

jeszcze lek przeciwbakteryjny osiggnie petne dziatanie. Ponadto skojarzone stosowanie tych

dwoch substancji czynnych ogranicza stopien zageszczenia tkanki w zmienionych zapalnie

ptucach u bydta oraz poprawia parametry farmakokinetyczne skfadnika przeciwbakteryjnego.
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