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Seznam zkratek

ACN — acetonitril

AMP — ampicilin

AMP/SUL — kombinace ampicilin/sulbaktam

ATB — antibiotikum

CEX — cefalexin

CLSI — klinické a laboratorni standardy

CPB - kardiopulmonalni bypass

ECC — mimotélni obéh

ECOFF - epidemiologicka hrani¢ni hodnota

EUCAST - Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti

GIT - gastrointestinalni trakt

HPLC - vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

IS — interni standard

LOD — mez detekce

LOQ — mez stanovitelnosti

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

MeOH — methanol

MF — mobilni faze

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace



NWT — non-wild-type (rezistentni kmeny)

PBP — proteiny vazajici penicilin

PD — farmakodynamika

PK — farmakokinetika

PK/PD - farmakokineticko/farmakodynamické vlastnosti

SPE - extrakce na pevnou fazi

SUL — sulbaktam

UV - spektroskopie v oblasti ultrafialového zafeni

WT — wild-type (citlivé kmeny)
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1. Uvod

Infekce v misté¢ chirurgického vykonu pfedstavuji vyznamnou komplikaci
kardiovaskularnich operact, ktera zvysuje mortalitu a morbiditu, vede k delsi hospitalizaci a
zvysSuje naklady na péci. Ve srovnani s béznymi chirurgickymi vykony je kardiochirurgie u
vétSiny pacienti specificka pouzivanim mimotélniho ob&hu. To mimo jiné ovliviiuje
farmakokinetiku profylakticky pouzivanych antibiotik. Jednim z nejpouzivanégjSich
antibiotik (ATB) pro kardiochirurgickou profylaxi je ampicilin. O populacni
farmakokinetice profylaktickych antibiotik pouzivanych v kardiochirurgii s pouzitim
kardiopulmonalniho bypassu jsou zatim k dispozici pouze omezené udaje. VétSina
publikovanych studii pouzivala individualni farmakokineticky pfistup nebo byla omezena
malym poctem krevnich vzorkl, coz vyluCuje kompartmentalni analyzu. Porozuméni
prubéhu a charakteristikam plazmatickych koncentraci antibiotika je vSak kliCové pro
ucinnou profylaxi. Pfesna znalost farmakokinetickych parametri umozni optimalizaci
davkovani a zaji§téni spravné terapeutické ucinnosti. Aby bylo dosazeno optimalnich
terapeutickych vysledkt, je dulezité dosahnout farmakokineticko-farmakodynamickych
(PK/PD) cila tohoto léciva. Cilem této prace je popsat a kvantifikovat prabéhy
plazmatickych koncentraci ampicilinu u pacient na mimotélnim obé&hu, analyzovat jeho
farmakokinetiku béhem kardiochirurgického vykonu a posoudit, zda bylo dosazeno
stanovenych PK/PD cili. V této praci budou pomoci HPLC/UV metody analyzovany
plazmatické koncentrace ampicilinu ziskané od 20 pacientd podstupujicich
kardiochirurgicky vykon s vyuzitim mimotélniho obéhu a od 20 pacienti bez vyuziti

mimotélniho obéhu.

Vysledky této prace by mohly piinést dilezité poznatky pro optimalizaci profylaxe

kardiochirurgickych vykoni s vyuzitim mimotélniho obéhu.
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TEORETICKA CAST

2. Ampicilin (AMP)
2.1. Zakladni charakteristika

Ampicilin (Obr. 1l.a) je semisyntetické [-laktamové antibiotikum ze skupiny
aminopenicilini. Chemicka struktura AMP je odvozena od penicilinového jadra, kdy je do
postranniho benzylpenicilinového fetézce piipojena aminoskupina. V dusledku této upravy
se puvodni spektrum penicilinu rozsifilo o Cetné gramnegativni bakterie, proto se
podskupina aminopenicilini oznaCuje také jako peniciliny s rozs§ifenym spektrem nebo
Sirokospektré peniciliny [1, 2]. Jako u vSech P-laktamovych antibiotik je nositelem
antimikrobialniho uc¢inku B-laktamovy kruh. Baktericidni ucinek je zalozen na inhibici
syntézy bakterialni stény prostfednictvim blokady proteini vazajicich penicilin (PBP) [1].
Vzhledem k tomu, ze je AMP vyznamné hydrolyzovan B-laktamazami, je podavan v

kombinaci s inhibitorem B-laktamaz sulbaktamem (SUL) [3].

Sulbaktam (Obr. 1.b) je semisynteticky inhibitor B-laktamaz, chemicky sulfon
kyseliny penicilanové. Obecné maji inhibitory B-laktamazy zanedbatelnou antimikrobialni
aktivitu, sulbaktam v§ak vykazuje mirnou antibakterialni aktivitu vici Acinetobacter spp. a

Neisseria spp [2, 4].
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Obr. 1: 1.a—struktura ampicilinu; 1.b — struktura sulbaktamu; 1.c — struktura sultamicilinu;

Na strukturach 1.a a 1.b jsou modie znazornén p-laktamovy kruh.
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Kombinaci AMP/SUL poté oznacujeme jako sultamicilin (Obr 1.c). Tato kombinace
je oznaCovana jako ko-léCivo, tedy spojeni dvou biologicky aktivnich 1é¢iv do jedné
molekuly, v tomto ptipad€ jsou esterové skupiny spojeny methylenovym mustkem [5, 6].
Vstiebavani AMP 1 SUL jako samostatnych molekul z gastrointestinalniho traktu (GIT) je
znacné omezené. Pokud jsou absorbovany jako jedna molekula, biologicka dostupnost po
oralnim uziti se zvySuje az na 80 % [2]. Spojenim obou latek je téz zvySena antimikrobialni

aktivita AMP 4-32krat [6].
3. Antimikrobialni aéinnost

Informace o citlivosti znamého nebo podezielého patogenu ma velky vyznam pro stanoveni
ATB terapie. Pro popis ucinnosti ATB vii¢i mikroorganismiim ¢i sledovani mikrobialni

rezistence je zavedeno nékolik parametrti popsanych dale v této kapitole.
3.1. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

Utinek antibiotik na mikroorganismy mtze byt riizn& odstuptiovan od subinhibiéni, pies
inhibi¢ni az po baktericidni pusobeni. Nejniz§i koncentrace, ktera je schopna bakterie za
standardnich podminek usmrtit, se nazyva minimalni baktericidni koncentrace (MBC).
Vysetiovani této hodnoty je vSak pracné a zdlouhavé a neni tedy rutinné provadéno. V praxi
ma mnohem vétsi vyznam minimalni inhibi¢ni koncentrace, tedy nejnizs§i koncentrace

antibiotika schopna zabranit ristu bakterii [1].

Hodnota MIC se urCuje za pomoci in vitro testi, kdy je bakterialni populace
vystavena riznym koncentracim daného ATB. Postupnym fedénim antimikrobialni latky
stanovujeme nejnizS§i koncentraci, ktera zabrariuje viditelnému ristu bakterii ve
standardizovaném médiu. Stanoveni hodnoty MIC by mélo spliiovat standardizovana
kritéria dle Institutu pro klinické a laboratorni standardy (CLSI) [7, 8]. Komise expertu
narodnich vybort a/nebo regulacnich organt poté definuje hrani¢ni hodnoty MIC (klinické
body zlomu — breakpointy). Klinicka interpretace naméfenych hodnot MIC rozdéluje
bakterie do tfi kategorii citlivosti: citlivé (C/S — antimikrobidlni aktivita spojena s
pravdépodobnosti terapeutického uspéchu), intermedialni (I — antimikrobialni aktivita
spojena s nejistym terapeutickym ucinkem) a rezistentni (R — antimikrobialni aktivita
spojena s vyssi pravdépodobnosti terapeutického selhani) [1, 31]. Breakpointy pouzivané k

vedeni terapie jsou poté vyjadieny jako S <X mg/l a R>Y mg/l [9, 10].
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MIC tedy nepfedstavuje koncentraci, kterou lze piimo srovnavat s
jakoukoli méfenou koncentraci antibiotika invivo. Zejména nepredpovida celkovou
bakterialni odpoveéd’, vzdy zalezi i na typu infekce. Podminky ristu bakterii in vitro se
vyznamné lisi od podminek in vivo [1, 25]. Pti 1éCbé zavaznych infekci je proto klinicka
interpretace hodnot MIC brana jako orientacni a rozhoduje se na zakladé ¢iselného vyjadrent

MIC (kvantitativni hodnota) [1].
3.2. Epidemiologicka hrani¢ni hodnota (ECOFF)

Hodnota ECOFF je urCovana na zakladé fenotypovych znakli a slouzi k definovani
bakterialni populace na tzv. wild-type (WT) a non-wild-type (NWT). U WT kment se
predpoklada dobra citlivost na podané ATB a nepfitomnost mechanismu rezistence. Pokud
je hodnota MIC pro bakterialni izolat nizsi nebo rovna ECOFF, oznacujeme bakterii jako
wild-type pro dané 1éCivo. Non-wild-type kmeny poté disponuji nékterym z mechanismu
rezistence vuci podanému ATB a jejich hodnota MIC je nékolikanasobné vétsi nez u WT

kmenu [8, 11].

Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti (EUCAST) popisuje ECOFF
jako zakladni souc¢ast procesu nastaveni klinického bodu zlomu. Hodnota ECOFF tedy muze
byt pouzita jako nastroj pii urCovani klinickych breakpointd, ale prilezitostné také jako
nahradni klinicky breakpoint [9]. Smyslem ECOFF je vsak primarné odliSeni kmend WT od

NWT, sledovani vyskytu a Sifeni rezistence v ramci bakterialni populace [1].
3.3. Antimikrobialni spektrum ucinku

Spektrum ucinku AMP pokryva jak grampozitivni, tak gram negativni bakterie. NejCastéji
se vyskytujici patogeny zpusobujici infekci v mist€ chirurgického vykonu (resp.
kardiochirurgického vykonu) jsou: Staphylococcus aureus, Enterobacterales a koaguléaza-
negativni  stafylokoky, predev§Sim  Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus

haemolyticus a Staphylococcus hominis [12, 13, 14].

Sulbaktam samotny vykazuje antimikrobialni uc¢inek proti nékterym druhtim
Acinetobacter spp., Neisseria spp a Bacteroides fragilis [2, 4]. Za tuto aktivitu je

zodpovédna vysokoafinitni vazba na PBP u téchto mikroorganismi [4].
3.3.1. Grampozitivni bakterie

Mezi grampozitivni bakterie in vitro citlivé na AMP/SUL patii Staphylococcus aureus

citlivy na meticilin/oxacilin, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis a S. saprophyticus
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citlivé na meticilin. Z kmenu streptokokti jsou uvadény Streptococcus agalactiae,
S. pyogenes, S. pneumoniae a S. viridans. Citlivost je popsana také u Enterococcus faecalis,

Gardnerella vaginalis a anaerobni Clostridium spp. [2, 4, 15, 16].
3.3.2. Gram negativni bakterie

Mezi citlivé gramnegativni bakterie patii Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Klebsiella species, Proteus mirabilis, P. vulgaris a Neisseria gonorrhoeae. Kmen
Escherichia coli neprodukujici B-laktaméazu se rovnéz tfadi mezi citlivé. Z anaerobnich
mikroorganismuavykazuji citlivost Bacteroides fragilis ¢i Fusobacterium nucleatum [2, 4,

15, 16].
3.3.3. Rezistentni kmeny

Pojmem antibioticka rezistence se popisuje schopnost bakterii adaptovat se na pritomnost
specifického ATB. Nékteré bakterialni druhy jsou piirozené odolné viéi dané skupiné
antibiotik, jiné vykazuji rezistenci ziskanou. Ziskana rezistence popisuje stav, kdy si
puvodné citliva bakterie vyvine odolnost viici antibiotiku. Tato rezistence se mize objevit v
disledku spontanni mutace v chromozomalni DNA, vymény bakterialnich plazmida ¢i
transpozont. Mezi dals§i mechanismy vzniku rezistence patii enzymaticka inaktivace ATB,
zmény permeability vnéj§i membrany, zvySena exprese efluxnich pump a modifikace
cilového mista bakterii [5, 6]. Prevalence ziskané rezistence riznych kmena se muaze lisit v

jednotlivych geografickych oblastech a v riznych ¢asovych obdobich [15].

V piipadé penicilinovych antibiotik mize byt rezistence zapfiCinéna tvorbou f-
laktamaz, zménou PBP v disledku mutace nebo omezenim pruniku bakterialni sténou
mikroorganismu [1]. Jako pfirozené rezistentni organismy k AMP/SUL jsou popisovany:
Staphylococcus aureus (meticilin-rezistentni), Acinetobacter baumannii, Citrobacter
freundii, Enterobacter cloacae, Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, Serratia
marcescens, Stenotrophomonas maltophilia, Chlamydia spp., Chlamydophila spp.,

Legionella pneumophila, Mycoplasma spp. a Ureaplasma urealyticum [2, 15].

Jako kmeny, u nichz se muze vyskytovat ziskana resistence, jsou popisovany:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus hominis, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis a Proteus vulgaris [4, 15].
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4. Indikace a kontraindikace
4.1. Indikace

AMP/SUL je indikovan pro 1écbu infek¢énich onemocnéni dychacich a mocovych cest,
infekénich postizeni kiize a mékkych tkani, gonokokovych infekci, infek¢ni endokarditidy a

také jako profylaktické zajisténi pacientu pii kardiochirurgickych vykonech [1, 3, 15].

Pti 1écbé infekci dolnich cest dychacich, jako je pneumonie nebo bronchitida, se
AMP/SUL jevi srovnatelné ucinny jako cefalosporiny druhé a treti generace [2]. Uplatnéni
nachazi také pii 1écbé zanéti hornich cest dychacich jako je sinusitida, otitis media Ci

tonzilitida [2, 15].

Kombinace AMP/SUL je ucinna pii 1écbé infekci mocCovych cest zpusobenych
bakteriemi rezistentnimi k AMP a u téchto infekci je stejné ucinny a bezpeCny jako
kombinace trimethoprim-sulfamethoxazol. V 1écbé kapavky zptasobené kmeny Neisseria

gonorrhoeae produkujicimi B-laktamazu se jevi stejné ucinny jako ceftriaxon [2].

V kardiochirurgii je AMP/SUL pouzivan jako profylaktické antibiotikum pfi
béznych vykonech i vykonech s pouzitim mimotélniho ob&hu [3, 17]. Pacienti podstupujici
kardiochirurgickou operaci jsou vystaveni riziku pooperacnich infekci v disledku
invazivniho pfistupu, zvysené riziko krvaceni navic dale zvysuje pravdépodobnost infekce.
Spravna antibioticka profylaxe mize snizit vyskyt infekci, a tim minimalizovat souvisejici
morbiditu a mortalitu. [18]. ACkoli AMP neni v této indikaci doporucovan jako 1ék prvni
volby (tou je cefazolin), je volen na zakladé doporuCeni mistnich antibiotickych stredisek
podle aktualni epidemiologické situace, zejména v piipadé vySsiho rizika vyskytu
gramnegativnich bakterii [17]. Ampicilin-sulbaktam prokézal lepsi profylaktickou ucinnost
nez cefazolin proti infekcim zplsobenym malym poctem meticilin-rezistentnich

Staphylococcus aureus a hranicné citlivych Staphylococcus aureus na modelu morcete [14].
4.2. Kontraindikace

Ampicilin by nemél byt podavan pacientim u nichz byla popsana hypersenzitivita na AMP
nebo jiné peniciliny. Intramuskularni podani je kontraindikovano u novorozenct, kojenct a
batolat mladsich nez 2 roky. Kontraindikovan je také u pacientli s popsanym jaternim
poskozenim po AMP [15]. Podani AMP je také kontraindikovano pii infekcni

mononukleoze, véetn€ obdobi rekonvalescence [1].
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5. Lékové interakce

Soucasné podavani probenicidu, zpomaluje renalni tubularni sekreci AMP/SUL a dochézi
tak k jejich zvySené plazmatické koncentraci, prodlouzeni biologického polocasu eliminace
a zvySenému riziku vyskytu nezadoucich uc¢inkt. Naopak u pacientd, ktefi soucasné uzivaji
methotrexat bylo pozorovano snizeni clearance methotrexatu a nasledné zvySeni jeho
toxicity. ZvySené riziko alergickych koznich reakci je popisovano pii sou¢asném podavani

alopurinolu [1, 2, 15].
6. Nezadouci ucinky

AMP/SUL je obecné dobfe snasen. Podobné jako vSechny B-laktamy mize i AMP zpusobit
reakce z precitlivélosti projevujici se jako kopfivka, horecka, exantém anafylaktoidni reakce

¢i anafylaktické reakce [1, 2].

Mezi casté nezadouci ucinky fadime bolest v misté vpichu po i.m. a i.v. podani,
flebitidu, prijem, nevolnost, vaginalni dysmikrobii a vyrazku. Jako méné casté pak
zaznamenavame vertigo, bolest hlavy ¢i trombocytopenii. K vzacnym a velmi vzacnym
projevam patii erythema multiforme, exfoliativni dermatitida, toxicka epidermalni
nekrolyza, Stevens-Johnsoniv syndrom, zmény krevniho obrazu, prechodné zvysSeni
transamindz, mirné zvySeni kreatinfosfokinazy a intersticialni nefritidu. Pfitomnost
vysokych koncentraci v mozkomisnim moku (napf. pfi meningitidé) muze vést
k neurotoxickym reakcim vcetné kieci. Z gastrointestinalnich nezadoucich uc¢inka se maze
vyskytnout nauzea, zvraceni, meteorismus a prajem. Terapie AMP/SUL byla spojena s
infekci vyvolanou Clostridium difficile. Pti vyskytu tézkého a neustupujiciho prijmu je tedy

tfeba zvazit moznost pseudomembrandzni enterokolitidy [2, 15].

7. PK/PD charakteristika

Farmakokineticko-farmakodynamické souvislosti popisuji vztah mezi podanou davkou a
ucinkem. Na zakladé klinickych studii a simulaci (napf. Monte Carlo simulace) byly
formulovany optimalni terapeutické cile a postupy platné pro > 90 % pacientt, k zajisténi
maximalni antibiotické aktivity pfi zachovani maximalni bezpecnosti. Pfi 1écbé zvlastnich
skupin pacienti s nestandardnimi PK parametry mohou tato doporuceni selhat a je nutno

pfistoupit s individualizaci farmakoterapie [1, 2, 19].
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Ampicilin vykazuje u€inek zavisly na Case a parametrem jeho ucinnosti je doba, po
kterou zlstava volna frakce koncentrace 1é¢iva nad minimalni inhibi¢ni koncentraci (f T >
mic) patogenu. Konsenzudln€ je to minimalné 50 % davkovaciho intervalu, u kriticky
nemocnych pacientt by ale méla byt tato doba co nejdelsi, v idealnim pripadé cely davkovaci
interval (100 % f'T > mic) [1, 19, 20]. Retrospektivni klinickd hodnoceni v§ak naznacuji, ze
je zapotiebi vétSi expozice 1éCivu, pfiCemz navrhovanym terapeutickym cilem je
koncentrace volné frakce B-laktamu az Ctyfikrat vyssi nez MIC po cely davkovaci interval
(100 % f'T > 4mic) [21]. Nedosazeni PK/PD cile je spojeno s terapeutickym selhdnim a
zvySenou mikrobialni rezistenci [20]. Zustava vSak nejasné, jaka PK/PD expozice je
nejvhodnéjsi pro maximalni pfinos pro pacienta [21]. Ewoldt a kol. (2022) provade¢li anketu
mezi holandskymi odborniky na téma: bariéry a facilitatory pro terapeutické monitorovani
B-laktamu. V jedné z pokladanych otazek se 21 respondentt zeptali, k jakému PK/PD cili by
smetovali 1écbu B-laktamem. Odpovedi mezi respondenty se zna¢né lisili, jak uvadi tabulka

C. 1, avSak nejvice z dotazanych odbornikt se priklani k PK/PD cili 100 % f'T > 4mic [22].

Tab. 1: Mozné PK/PD cile pro B-laktamova antibiotika: (n = 21); f—
volna frakce 1é¢iva, T — ¢as, MIC — minimdlni inhibi¢ni koncentrace,
ECOFF - epidemiologicka hrani¢ni hodnota dle EUCAST.

PK/PD cil B-laktamu odpovédi [%]
50%fT>mic 14
100 % f T > mic 38
100 % f T > axmic 43
100 % f T > mic ecorr 10
Nevim 24

8. Doporucené davkovani

Aminopeniciliny bez kombinace s inhibitorem -laktaméz se prednostné pouzivaji u infekci
zpusobenych listeriemi, hemofily neprodukujicimi B-laktamazu a u infekci zptisobenych
Enterococcus faecalis. Ampicilin je Castéji podavan v kombinaci s inhibitorem -laktamaz
sulbaktamem [1]. Z toho diivodu je nasledujici davkovani uvadéno pro ko-ampicilin, ktery

byl pouzit i u pacientd zahrnutych do této prace.

Ampicilin/sulbaktam je podavan intravendzné nebo intramuskularné v dil¢ich

davkach 1,5-12 g denn¢ s intervaly po 6—8 hodinach [3]. Doporucena davka pro dospélé

17



pacienty (véetné geriatrickych pacientl) se pohybuje v rozmezi 1,5 - 3 g za den, podavana
ve 3-4 dil¢ich davkach po dobu 5-14 dni. Jednotliva intramuskularni davka se pohybuje v
rozmezi 1,5-3 g po 6 hodinach, podana hlubokou intramuskularni injekci. U pacientd
s t€zkou poruchou funkce ledvin (clearance kreatininu <30 ml/min) se obvykla udrzovaci
davka ampicilinu podava v prodlouzeném davkovacim intervalu 12 az 48 hodin. Dialyza
odstratfiuje AMP/SUL z ob&hu pacienta, a je tedy doporuceno podat standardni davku tésné
po dialyze, nasledovanou davkovacim intervalem po 48 hodinach az do pfisti dialyzy [1, 3,
15]. Pii profylaxi u chirurgickych vykona je pfi tvodu do anestezie podavano 1,5-3 g
AMP/SUL [3]. V piipade komunitnich infekci, nevyzadujicich hospitalizaci, se AMP/SUL

podava také v peroralni Iékové forme [1].
8.1. Profylaktické davkovani AMP

Profylaktické podéavani antibiotika je preexpozi¢ni podavani antimikrobialni latky za tcelem
minimalizace pfipadnych infekénich komplikaci [23]. Pro spravné podanou ATB profylaxi
jsou dulezité Ctyfi body: 1. vhodna volba antimikrobialni latky, 2. nacasovani prvni davky,

3. opétovné podani davky a 4. ukonceni podavani [24].

Vybér antimikrobialni latky je ovlivnén opera¢nim postupem a souvisejicimi
rizikovymi faktory. Specificky zvolené ATB by mélo zajistit pokryti ocekavané
mikrobiologické flory v misté operaniho zakroku. Pfi vybéru profylaktického ATB hraji
roli také funkce ledvin, alergie, jiz probihajici infekce ¢i jiné komorbidity [25] Idealni

profylaktické antibiotikum je spise baktericidni nez bakteriostatické [24].

Profylaxe by méla byt aplikovéana intravendzné nejdiive 60 min a nejpozdeji 15 min
pfed zacatkem vykonu, vétSinou pfi uvodu do anestezie [3, 23, 24]. Néktera ATB
(vankomycin, fluorochinolony) je vhodné, kvili jejich PK vlastnostem, podavat s vét§im
odstupem, nejcastéji 120 minut pied incizi [23]. Antibiotikum musi dosahnout adekvatnich
koncentraci v séru a tkanich, doporuc¢ena davka tedy je stanovena na zakladé distribu¢niho
objemu a hmotnosti pacienta. Adekvatni koncentrace antibiotika je poté definovana jako
koncentrace vys$si nez MIC ocekavanych patogena [24]. Pro vétSinu vykonu je dostacujici
jedna predoperacni davka ATB. Pokud vSak délka operace presahne vice nez dva biologické
polocasy dané antimikrobialni latky, je nutno podat dalsi davku. Opakované podani by mélo
vychazet nejen z biologického polocasu konkrétniho antibiotika, ale také z clearance
kreatininu pacienta, pfipadné je tfeba zohlednit velké krevni ztraty (cca 1500 ml krve).

Interval podani dalsi davky ATB se vétsinou pohybuje v rozmezi 2-4 hodin od uvodni davky
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[23, 24]. Postproceduralni podavani by mélo byt ukonceno do 24, maximalné 48 hodin od

zacatku profylaxe [25, 26].

9. Farmakokinetika

Ampicilin i sulbaktam maji velmi podobné farmakokinetické vlastnosti, a to i pacientd s
renalni insuficienci. Dosahuji podobné maximalni sérové koncentrace po parenteralnim
podani, vykazuji stejnou renalni clearance, biologicky polocas a biologickou dostupnost [1,

15]
9.1. Absorpce

Ampicilin se po oralnim podani absorbuje z GIT v rozmezi 30-55 % [27]. Spatna biologicka
dostupnost AMP vedla k vytvoreni ko-1éCiva sultamicilinu, jehoz biologicka dostupnost
presahuje 80 % [2]. Absorpci muze také vyznamné snizit piijem potravy [1]. NejcCastéjsi

podani AMP/SUL je vSak parenteralni, kdy biologicka dostupnost dosahuje 100 % [2, 15].

Maximalni plazmatické koncentrace po intravendzni davce AMP/SUL (1 g/ 0,5 g) u
dospélych pacientt jsou 15-21 mg/l pro AMP a 28-39 mg/l pro SUL. Pii stejné davce je
koncentrace AMP a SUL po intramuskularnim podani 11-12 mg/l a 16-17 mg/1 [3].

9.2. Distribuce

Ampicilin penetruje do vétsiny télesnych tkani a s vyjimkou ledvin a jater jsou tkanoveé
koncentrace niz§i nez sérové hladiny. Velmi dobfe penetruje do kozni tkan€, zenského 1
muzského pohlavniho ustroji a peritonealni tekutiny, dobfe pronika do dolnich cest
dychacich, mocovych cest, jater, zluci, svalti a tuku. Naproti tomu existuje vysoka variabilita
pruniku AMP do prostaty [2, 15, 27]. Ampicilin za normalnich okolnosti nepronika
hematoencefalickou bariérou, avSak béhem zanétlivych procesi (meningitida) dojde ke
zvySeni permeability membrany a je umoznén jeho prinik do CNS. Placentarni bariérou
prostupuje jak AMP, tak SUL, v plodové vodé vSak nedosahuji terapeutickych koncentraci
[2, 15]. Detekovatelné koncentrace ampicilinu se vyskytuji 1 v matefském mléce, jeho

koncentrace je vSak zanedbatelna [28].

Distribuc¢ni objem AMP a SUL se pohybuje okolo 0,3 1/kg, respektive 0,2-0,3 I/kg,
coz pro 75 kg clovéka predstavuje zhruba 23 1. Vazba obou latek na plazmatické proteiny je

nevyznamna a pohybuje se v rozmezi 20-28 % pro AMP a v 25 % pro SUL [1, 15].
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9.3. Metabolismus

Zdravi jedinci metabolizuji asi 10-20 % podané davky, kdy je AMP hydrolyzovan na
B-laktamovém kruhu za vzniku 5R,6R-penicilové kyseliny, 5S,6R-penicilové kyseliny,

piperazin-2,5-dionu a dal$ich neidentifikovanych metabolita [1, 27].
9.4. Exkrece

Vice nez 75 % davky AMP/SUL se vyluCuje moc¢i v nezménéné podobé Castecné
glomerularni filtraci a ¢astecné tubularni sekreci. Naproti tomu méné€ nez 1 % SUL a méné
nez 3 % AMP se vylucuje zluci. Prestoze jsou hladiny AMP/SUL ve zlu¢i nizsi nez v séru,
u znatného potu organismil prevysuji MIC [2]. Cast 1&iva vyloudeného Zludi je
reabsorbovana ze stieva, ale tento cyklus je pravdépodobné pouze nevyznamnym faktorem

pfi udrzovani sérovych koncentraci AMP [29].

Eliminac¢ni polocas obou latek se pohybuje v rozmezi 1-1,3 hodiny. Eliminace AMP
i SUL je pfi rendlni insuficienci postizena shodné a pii poklesu clearance kreatininu na 5
ml/min, dochézi ke zvySeni polo€asu z 1 hodiny na 20 hodin [15, 27]. Zpomaleni eliminace
AMP/SUL muze nastat také po soucasném podani probenicidu, ktery castecné blokuje

tubularni sekreci [29].

10. Vyuziti mimotélniho obéhu (ECC)

Ve srovnani s béznymi chirurgickymi vykony je kardiochirurgie specificka vyuzivanim
kardiopulmonalniho bypassu (CPB) s mimotélnim obéhem [30]. Zatimco ostatni organy lze
docasné od prutoku krve odstavit, u srdce toto mozné neni. Pouziti CPB s ECC nam
umoziuje obejit pacientovo srdce a plice a udrzovat kardiorespiracni funkce béhem operace.
Kromé¢ prosté vymeény krevnich plynd musi CPB zajistit i ukony spojené s udrZovanim

acidobazické rovnovahy nebo regulace télesné teploty [18, 31].

Do obvodu CPB je krev odvadéna pasivné pomoci gravitace. Systém vyuziva zilni
drenaz krve z kanylace pravé strany srdce (pifes pravou sifi do horni a dolni duté zily) a jeji
odvod do zasobniku. Cerpadlo pohani krev ze zasobniku pres oxygenator, nasledné vyménik
tepla a okysli¢ena krev je svadéna do ascendentni aorty. Za zvlastnich okolnosti je mozné

krev svadét zpét cestou femoralni nebo axilarni tepny [18, 31].

Provadéni CPB je spojeno s navozenim systémové hypotermie v rozmezi 28-32 °C.

Hypotermie snizuje naroky tkani na perfuzi okysli¢enou krvi a pritok CPB muze byt snizen.
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[31, 32]. Eugene A. a kol (2019) uvadi vzrustajici trend provadét operace v mirné hypotermii
az normotermii (~34-36 °C) [32]. Do stavu mirné hypotermie byli uvedeni i pacienti této

studie, jichz primérna télesna teplota byla 34,55 °C (33,5-35,7 °C).

Cela intervence CPB muze trvat od <1 hodiny az po nékolik hodin. V nasem pftipadé

trvalo zapojeni CPB v priméru 103 minut (46-172 min).

Ukonceni CPB predstavuje proces, kdy se kardiopulmonalni funkce prevadéji z
pristroje zpét na pacienta. Pacienta je nutno uvést do normotermie, oteviené srdecni dutiny
je nutno odvzdusnit a predejit tak vzduchové embolii. Po seymuti svorek, jez branili toku
krve do srdce béhem operace, by mélo dojit ke spontannimu obnoveni srde¢niho rytmu,
pfipadn€é je nutno zahajit defibrilaci myokardu. Dale provadime kontrolu kalémie,

hypoxémie a sledujeme také srdecni rytmus a funkci komor [33].
10.1. Ovlivnéni farmakokinetiky v dasledku ECC

Neni piekvapivé, ze farmakokinetické parametry v populaci pacientd podstupujicich
kardiochirurgicky vykon se mohou znacné liSit od bézné populace. Vyuziti ECC se v
poslednich desetiletich stalo zlatym standardem pro vétsinu kardiochirurgickych vykonda,
zejména pro bypassy koronarnich tepen, opravy nebo nahrady chlopni ¢i operace aorty. Na
druhé strané vyuziti ECC ma vliv na farmakokinetiku antibiotika podavaného v ramci
antimikrobialni profylaxe. Zmeény nastavaji zejména v distribu¢nim objemu a clearance [30,

17].
10.1.1. Distribu¢ni objem

Ke zvyseni distribu¢niho objemu, zejména hydrofilnich 1é¢iv (napf. B-laktamy) mize dojit
v disledku hemodiluce. Pied zahajenim CPB je okruh naplnén az dvéma litry krystaloidniho
roztoku a pfi jeho vedeni mohou byt podavany dalsi tekutiny ¢i krevni produkty [18]. V
disledku toho muze dochazet k podstatnému diluénimu snizeni koncentraci sérového

albuminu, coz muze zménit vazbu 1éCiv na plazmatické proteiny [34].

Styk krve s neendotelizovanym povrchem hadic a oxygenatoru ECC muze vést k
rozvoji systémové zanétlivé reakce, spojené s uvolfiovanim prozanétlivych cytokini. Béhem
zanétlivé reakce mohou patologické zmeény prispivat ke zvySeni distribucniho objemu a
clearance ATB. Tyto zmény vedou ke snizeni plazmatickych koncentraci ATB a vyzaduji

pfizptisobeni davky [35].
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10.1.2. Clearance

Clearance 1éciva muaze byt zvysSena hyperdynamickym stavem béhem systémové zanétlivé
reakce a zménénou vazbou na plazmatické proteiny. Tyto dva faktory mohou vést ke snizeni

plazmatické koncentrace ATB a maji vliv na jeho ucinek [36].

Na druhé strané hypotermie a organova dysfunkce béhem CPB mohou clearance
snizit. Béhem hypotermie clearance klesa v disledku snizeni prutoku krve ledvinami a jatry,
snizuje se tedy rychlost eliminace 1éCiva. Vysledkem jsou vyssi plazmatické koncentrace

ATB a mozné nezadouci ucinky [37].
10.1.3. Sekvestrace ATB

Sekvestrace 1éCiva v okruhu CPB miiZze podstatné snizit jeho plazmatické koncentrace.
Nachylna k adsorpci na povrch mimotélnich okruhti jsou zejména lipofilni 1é¢iva, ackoliv i
hydrofilni latky mohou vykazovat jistou adsorpci (u vankomycinu az 33 %). Mira
sekvestrace v okruhu CPB vSak nebyla u vétSiny ATB zkoumana. Existuji vSak data ze studii

jinych mimotélnich okruht, jako je ECMO, potvrzujici sekvestraci ATB v okruhu [18].

Léky podavané pred zahajenim CPB mohou byt sekvestrovany v plicnim ob&hu
v dobé, kdy jsou plice doCasné izolovany od systémové cirkulace. Po ukonceni CPB a
obnoveni ventilace bude 1é¢ivo recirkulovano a jeho plazmatickd koncentrace se zvysi.
Ackoli tento jev nebyl studovan u antibiotik, byl pozorovan u fentanylu a jeho potencialni

vyznam si zaslouzi dal§i pozornost [18].

Vzhledem ke skuteCnosti, ze mira mortality a morbidity je vys§i u pacienti
podstupujicich kardiochirurgicky zakrok s CPB nez bez CPB, mél by byt kladen diraz na

dulezitost antibiotické profylaxe pii chirurgickém zakroku s pouzitim CPB [12].
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PRAKTICKA CAST

11. Material a metody
11.1. Chemikalie

Acetonitril (ACN), methanol (MeOH) a voda HPLC ¢istoty, byly zakoupeny od firmy VWR
(Stibrna skalice, Ceska republika). Ampicilin sodna sdl, &istota >95% byl dodan firmou
Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA). Cefalexin monohydrat (CEX),
,pharmaceutical primary standard grade“ byl zvolen jako interni standard (IS) a byl
zakoupen od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Hydrogen fosfore¢nan draselny a 85%
kyselina o-fosfore¢na byly ziskany od firmy Penta (Praha, Ceska republika). Pacientim byl
podavam piipravek Unasyn, tedy kombinace 2 g AMP a 1 g inhibitoru B-laktamézy
sulbaktamu (Pfizer, Praha, Ceska republika).

11.2. Pristroje

Béhem experimentt byly pouzity nasledujici pfistroje: analytické vahy XP205 Delta Range
(Mettler Toledo, USA), centrifuga Z 323 K (Hermle, Némecko), kapalinovy chromatograf
UHPLC s UV detekci LC — 20A Prominence (Shimadzu, Japonsko), koncentrator vzorku
Stuart SBH CONC/1 (Cole-Parmer, Velka Britanie), blokovy termostat Stuart SBH200D/3
(Cole-Parmer, Velka Britanie), magnetickd michacka MR 1000 (Heidolph, Némecko), pH
metr RS-232C (Shott, Ceska republika), ultrazvukova digitalni ¢istici lazen K-10 (Kraintek,
Slovensko), vakuova pumpa Scanvac Vac Save (LaboGene, Dansko), Visiprep™ SPE
Vacuum Manifold (Supelco-Sigma Aldrich, Némecko), vodni lazen WNE (Memmert,
Némecko), vortex IKA MS3 Basic (Sigma — Aldrich, Némecko). Kardiopulmonalni bypass
byl provadén pomoci systému nepulzatilni valeckové pumpy modelu S5 Stockert (Stockert
S5, skupina Sorin) s oxygenatorem Terumo FX 25 (hardshell rezervoar, integrovany

arterialni filtr) jako standardni (ECC).
11.3. Prislusenstvi

Experimenty byly provedeny za pomoci nasledujiciho piislusenstvi: ultrafiltracni zkumavky
Centrifree (Merck, Némecko), SPE kolonky Discovery DSC-18 (Supelco-Sigma Aldrich,
Ceska republika), analyticka kolona Luna Omega Polar C18 (Phenomenex, USA), 250x4,6
mm, odbérové zkumavky Vacuette 3 ml LH (Dialab, Ceska republika), predkolony Polar
C18 (Phenomenex, USA).
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11.4. Software programy

Pouzité softwarové programy zahrnuji: MS Excel 2019 (Microsoft, Praha, Ceska republika),
LC Solution (Shimadzu, Japonsko), Monolix Suite verze 2021R1 (Lixoft SAS, Francie),
MW Pharm 3.30 (MEDI\WARE, Praha, Ceska republika / Groningen, Nizozemi).

11.5. Pacienti a odbér vzorku

Vzorky krve byly ziskany v ramci prospektivni farmakokinetické studie provadeéné ve
Fakultni nemocnici Olomouc. Studie byla provedena v souladu se zasadami Helsinské
deklarace a byla schvalena etickou komisi Fakultni nemocnice Olomouc 16. ¢ervna 2016

(¢j. 17-31540A). Od kazdého pacienta byl ziskan pisemny informovany souhlas.

Do studie byli zatazeni dospéli pacienti podstupujici kardiochirurgicky vykon s i bez
CPB. Vylu€ovacimi kritérii byly sérovy kreatinin >200 umol/l nebo chronicka dialyza, body
mass index <17 nebo >35 kg/m?, jaterni poskozeni s elevaci jaternich enzymd v séru nad
3xULN, pfedchozi podani studovaného antibiotika ve 3 dnech pifedchazejicich
profylaktickému podani a pouziti extrakorporalnich eliminanich metod béhem operace.

Studijni populace zahrnovala pacienty s mimotélnim obéhem i bez n¢j.

Pred operacnim vykonem byla zjis§téna aktualni hmotnost a vySka pacientt, zakladni
laboratorni parametry a byla pouzita aktualni hodnota plazmatické koncentrace kreatininu
stanovena Oddelenim klinické biochemie FN Olomouc. Hodnota odhadované glomerularni

filtrace (eGFR) byla vypoctena pomoci vzorce CKD-EPI.

Pacientiim zarazenym do studie byl podan intraveno6zni bolus 3 g pfipravku Unasyn
30-60 min pred zah4jenim operace. V predem stanovenych intervalech, 15, 30, 45, 60, 120
a 180 min po podani ATB a pred ukoncenim operace, pfipadné v Case spusténi a ukonceni
ECC, byly pacientim odebrany az 3 ml plné krve do vakuové zkumavky s lithium heparinem
a odstaveny na led. B€hem operace bylo odebrano pét az devét krevnich vzorki o celkovém
objemu nepifesahujicim 15 ml. Thned po skonceni operace byly vzorky pteneseny do

laboratofe Ustavu farmakologie LF UPOL, kde byla odstfedénim plné krve ziskana plazma.
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11.6. Metody
11.6.1. Priprava vzorku

Vzorky plné krve byly pro oddéleni krevnich elementt od plazmy zcentrifugovany pii 2500
RPM, 4 °C po dobu 20 min. Vzorky plazmy, které nebyly analyzovany okamzité, byly

uchovavany pfi teploté -80 °C.

Pro méteni 1€Civ v lidské krevni plazmé je tfeba vzorek na analyzu pfipravit a zbavit
jej plazmatickych proteina. Literatura uvadi jako nejcast€jsi pfipravy vzorku extrakci na
pevnou fazi (SPE), precipitaci a ultrafiltraci. VSechny uvedené zptusoby byly autorkou tohoto
textu experimentalné ovéfeny a detailn€ji popsany v diplomové praci Stanoveni ampicilinu
v lidské krevni plazmé pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie [38]. Pro

preanalytické zpracovani byla jako nejvhodnéjsi metoda zvolena SPE.

Pro stanoveni celkové frakce AMP bylo odebrano 100 pl plazmy a smichano s 20 pl
roztoku CEX. Nasledné bylo k plazmé pfidano 50 pl 1M kyseliny ortofosfore¢né a 50 pl
vody. Takto pfipraveny vzorek byl ptipraveny pro SPE za pomoci kazet se 100 mg faze DSC
18. Dle parametri urenych vyrobcem a optimalizaci se postup extrakce fidil nasledujicim

schématem:

1 ml 1ml 100 pl 2ml 1ml
100 % ACN Hz0 vzorku Hz0 70 % ACN

.

Obr. 2: Schéma postupu extrakce na tuhé fazi

Vzorek ziskany z elu¢niho kroku byl odpaten do sucha pod proudem dusiku pii 40 °C

a poté rekonstituovan ve 110 pl smési vody a MeOH (75:25, v/v).
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Postup stanoveni volné frakce AMP byl az na prvotni krok shodny s postupem
stanoveni celkové frakce. Plazma o objemu 400 pl byla napipetovana do ultrafiltracni
zkumavky Centrifree a centrifugovana po dobu 30 min pfi 23 °C a 5000 RPM. Po
centrifugaci bylo 100 pl filtratu smichano s 20 pl roztoku CEX, 50 pul 1M kyseliny
ortofosfore¢né a 50 ul vody. Proces SPE, zakoncentrovani a rekonstituce vzorku byl shodny

jako pfi piipraveé vzorku pro stanoveni celkové frakce.
11.6.2. HPLC analyza

Pro stanoveni ampicilinu v lidské krevni plazmé byla zavedena a validovana HPLC metoda
s UV detekci a vyuzitim kolony Luna® Omega Polar C18 Column (250 x 4 mm;5 pum). Eluce
probihala v isokratickém modu, kdy jako mobilni faze (MF) byl pouzit 15 mM roztok
dihydrogenfosforecnanu draselného (pH 3,3) a methanol (75:25, v/v). Souhrn podminek
HPLC analyzy je zaznamenam v tabulce ¢. 2. Reprezentativni chromatogram analyzy je
znazornén na grafu ¢. 1. Do metody nebylo zahrnuto stanoveni sulbaktamu, jelikoz se

predpoklada, ze neovlivituje farmakokinetiku AMP [3, 39].

Tab. 3: Souhm podminek HPLC analyzy; MF A — mobilni fize A; MF B — mobilni faze B; IS —
interni standard

Parametry Hodnoty

Analytickd kolona C18 Polar, 250x4,6 mm, 5um castice
MF A 15mM KH,PO,, pH=3,3

MF B methanol:acetonitril (75:25; v/v)
IS cefalexin

Pratok 1,4 ml/min

Teplota kolony 30°C

Detekce UV 210 nm

Nastrik 25 ul

Doba analyzy 20 min
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Graf. 1: Reprezentativni chromatogram analyzy: Modra kiivka pfedstavuje blank plazmy,
¢erna kiivka predstavuje analyzu pacientského vzorku obsahujici AMP (1) a IS (2).

11.6.3. Validace metody

Kalibrace AMP byla provedena v rozsahu 2-300 mg/l. Pivodni kalibracni fada v rozmezi
10-300 mg/1 (10; 20; 40; 60; 80; 100; 150 a 300 mg/l.) se pii méfeni pacientskych vzorka
ukézala jako nedostacujici a byla doplnéna druhou kalibracni fadou pro stanoveni nizkych
koncentraci AMP v rozsahu 2-18 mg/l (2; 2,5; 5; 10; 15 a 18 mg/l). Kazdy kalibra¢ni bod
kiivky byl méfen nejméne¢ Sestkrat. Vynesenim plochy piku v zavislosti na koncentraci byly
ziskany linearni kalibra¢ni kfivky s hodnotou spolehlivosti R? = 0,9998447 pro vyssi

koncentrace a R? = 0,9990546 pro niz§i koncentrace.

Vsechny body kalibracnich fad byly pouzity pro stanoveni presnosti a preciznosti
meéfeni mezi dny (intraday). Pro méfeni pfesnosti a preciznosti v ramci jednoho dne
(interday) byly pfipraveny vzorky v koncentracich 2; 5; 10; 18; 60 a 300 mg/l. Vysledky
interday a intraday méteni pro validaci metody jsou pfesné a precizni, kdy chyba nepresahuje
hranici 15 %. Roztok IS byl pro kalibraci vysSich koncentraci pfipraven v koncentraci 0,24

mg/l a pro méfeni nizsich koncentraci zfedén na 0,03 mg/1.

Pro stanoveni limitu kvantifikace (LOQ) a limitu detekce (LOD) byly pfipraveny
vzorky plazmy s koncentraci AMP 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 10 a 20 mg/l. Tyto
vzorky byly pfipraveny v Sesti opakovanich. LOQ pro kalibra¢ni rozmezi 10-300 mg/1 a 2-
18 mg/1 byl stanoven jako 10 mg/l a 2 mg/l, LOD byl pro obé kalibracni fady stanoven jako
0,5 mg/l.

27



Pro testovani stability AMP v plazmé& byl roztok uchovavan v lednici pfi 3 °C a
zamrazeny pii -70°C. Méfteni ukazalo, ze se AMP v plazmé vyrazné€ nerozpada, rozdil
koncentraci neptresahl mez 15 %. Chlazené vzorky byly méfeny po jednom a dvou dnech.
Neni vhodné plazmu uchovavat chlazenou déle, 1 pfi podminkach s nizsi teplotou dochazi k
degradaci plazmatickych proteinti, coz by mélo vliv na vyslednou koncentraci AMP.

Zamrazené vzorky byly méfeny druhy, osmy a tficaty den od zamrazeni.

Parametry validace metody jsou souhrnné uvedeny tabulce €. 4. Postup pro validaci
byl odvozen z doporuceni Evropské 1ékové agentury (EMA - European Medicines Agency).
Pro kalibraci a validaci byla vyuzita kontrolni plazma od tii zenskych a tii muzskych darcq,

ziskana z Transfuzniho oddéleni FN Olomouc.

Tab. 3: Souhrn validacnich parametrai HPLC metody pro stanoveni AMP; HPLC analyzy. LOQ - limit

kvatifikace; LOD — limit detekce.

Parametr AMP nizké AMP vysoké
koncentrace koncentrace

Rozsah kalibracéni krivky [mg/ml] 2-18 10-300

Korelaéni koeficient [R?] 0,9991 0,9998

LOQ [mg/l] - namérend 210,2 10+1,6

LOQ [mg/l] - teoretickd 1,7 9,0

(dle pfimé metody signdlu IUPAC)

LOD [mg/l] 0,5 0,5

Vytéznost [%] 90 90

12. Vysledky a diskuze

Cilem této prace je popsat a kvantifikovat pribéhy plazmatickych koncentraci ampicilinu,
popsat jeho farmakokinetiku pti opera¢nim vykonu, a urit, zda bylo dosazeno stanovenych

PK/PD cilu.
12.1. Farmakokinetické vztahy

Do této prace bylo zafazeno celkem 40 pacientd (31 muzi, 9 Zen), z nichz polovina
podstoupila operaci s pouzitim CPB a polovina bez n¢j. Pacienti, jez podstoupili

kardiochirurgicky vykon bez CPB, zde pifedstavuji kontrolni skupinu. Jejich demografické
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a laboratorni charakteristiky jsou uvedeny v tabulce ¢. 4. Mezi pacienty s podporou ECC a
bez ni nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily v demografickych a laboratornich
charakteristikach s vyjimkou vysky, télesné teploty pacientd a délky trvani operace. Vykony
s podporou ECC byly v pruméru o 79 min delsi, s hodnotou P = 0,00003 (v tabulce
zaokrouhleno za Ctyfi desetinnd mista jako <0,0001). Pacienti podstupuyjici
kardiochirurgicky zakrok jsou obvykle star§i nez bézna populace, maji zhorSené renalni
funkce a Casto se vyskytuje nadvaha, 1 kdyz v poslednim parametru se studovana populace
nebude prilis$ lisit od jinych skupin dospélych pacienti. U takové populace 1ze ocekavat
rozdily ve farmakokinetickych parametrech ve srovnani se zdravymi dobrovolniky, na

kterych jsou farmakokinetické charakteristiky 1é¢iv bézné popisovany.

Tab. 4: Demografické a laboratorni charakteristiky pacienti; CPB — kardiopulmonalni bypass; n —
neuvedeno

Parametr Pacienti s CPB Pacienti bez CPB P hodnota

Veék [roky] 64 +12 65+11 0.6305
Vyska [cm] 167 +8 174+ 7 0.0262
Viéha [kg] 83+14 84 +11 0.8006
Plazmatickad

koncentrace 91+21 87 +35 0.8516
kreatininu [umol/l]

Odhadovand

glomeruldrni 1.07+£0.21 1.19+0.3 0.2592

filtrace [ml/s/1,75 m?]

Télesnad teplota [°C] 34.6+0.5 36.4+0.4 <0.0001

Doba trvdni
operacniho 203 £ 62 124 + 37 <0.0001
vykonu [min]

Doba zapojeni CPB

. 114.33 £35.78 n n
[min]

Od kazdého pacienta bylo ziskano pét az devét krevnich vzorkl v zavislosti na délce
trvani operace, kdy celkem bylo analyzovano 273 vzorki. Maximalni plazmatické
koncentrace po bolusovém podani AMP se ve skupiné s CPB pohybovaly v rozmezi 131,34
+ 28,02 mg/l a ve skupin€ bez CPB 133,23 + 4736 mg/l. Z toho vyplyva, ze pramérné

maximalni plazmatické koncentrace AMP, podavaného intraven6zné profylakticky pred
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kardiochirurgickym vykonem, jsou vyznamné vys$i, nez uvadi v registracni dokumentace
pouzitého pfipravku Unasyn. Koncentrace uvedené v registracni dokumentaci vSak byly
ziskany od populace zdravych dobrovolnikd, ktera se od zde uvadéné populace

kardiochirurgickych pacientli mize znacné lisit.

Vysledky popsané v této praci jsou naopak v souladu, s jiz diive publikovanymi
vysledky Wildfeuera a kol. (1991), jehoz populace pacient se blizila t€¢ nasi a u nichz
maximalni sérova koncentrace dosahuje prumérné 134,3 + 15,8 mg/l. Wildfeuer do své
studie zahrnul 16 pacient (7 mazu, 9 zen), ktefi podstoupili kardiochirurgickou operaci a
jako profylaktické zajisténi jim byl podavan AMP/SUL v davce 2 g/1 g intraven6zné po
dobu 3 az 6 dni. Primémy vék populace byl 59,4 + 8,57 let, hmotnost 74,93 + 9,78 kg,

s normalni renalni 1 hepatalni funkci [40].

Také Yokoyama a kol. (2015) se zabyval farmakokinetikou u pacientti podstupujici
kardiovaskularni operaci s CPB. Ve své studii s 8 pacienty (6 muzi, dvé Zeny) pozoroval
dosazené plazmatické koncentrace, které se z uvedeného grafu daji odhadnout v rozmezi 45—
130 mg/1 (odhadnuty prameér ~80 mg/1), po podani intravendzni davky AMP/SUL 1 g/ 0,5 g
po dobu 0-51 min pfed zahajenim operace. Primérny vék populace byl 61,9 + 12,4 let,
hmotnost 56,4 + 9,5 kg. Koncentrace dusiku mocoviny v krvi byla 6,85 £ 1,25 mmol/l,

kreatininu v séru 97,2 + 35,4 (umol/l) a clearance kreatininu 65,6 + 25,7 ml/min [12].

Na zakladé namérenych koncentraci z prubéhu operaci a demografickych udaja
pacienti bylo mozno provést analyzu populacni farmakokinetiky. Populacni
farmakokinetika byla analyzovana doc. PharmDr. Martinem Simou, PhD.
z Farmakologického ustavu 1. l1ékarské fakulty Univerzity Karlovy, ktery pro tuto praci
poskytl jak odhady parametrd, tak jejich finalni vypocty. Dvoukompartmentovy model s
linearni eliminaci z centralniho kompartmentu nejlépe odpovidal udajim o koncentraci
AMP. Model s proporcionalni chybou byl ve vSech modelech nejpiesnéjsi pro rezidualni a
mezipacientskou variabilitu. Farmakokineticky model byl parametrizovan z hlediska
clearance (CL), objemu centralniho kompartmentu (V1), objemu periferniho kompartmentu
(V2) a interkompartmentalni clearance (Q). Jednotlivé udaje jsou poté zobrazeny v tabulce
¢. 5. Vramci sestavovani PK modelu bylo definovano, ze hlavnim PK parametrem,
odpovédnym za dosazeni cilové hodnoty PK/PD, je clearance. Proto je eGFR, jako

nejvhodnéjsi kovariat clearance ampicilinu, kliCovym parametrem urcujicim u¢innou 1écbu.
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Tab. 5: Odhady dosazené pomoci kone¢ného popula¢niho farmakokinetického modelu ampicilinu;
pop — populacni; CL — clearance; eGFR — glomerularni filtrace odhadnuté podle vzorce CKD-EPI; V1
— objem centralniho kompartmentu; V2 —objem periferniho kompartmentu; Q — interkompartmentalni
clearance; BW — t¢lesna hmotnost; RSE — relativni smérodatna odchylka; SD — standardni odchylka;
n — neuvedeno.

Parametr Odhad RSE [%] SD
CL_pop [I/hod] 0.065 20.5 0.31
CL _eGFR 0.57 23.7 n
V1 _pop[l] 2.69 40.5 0.27
Vi BW 0.015 30.4 n
Q_pop [I/hod] 0.19 8.34 0.24
V2_pop [l] 3.24 52.3 n
V2 BW 0.016 41 0.35

Jak ukazuje tabulka €. 5, hodnota RSE naznacuje, ze vSechny PK parametry v modelu
byly pfesné odhadnuty. Pouze RSE pro distribu¢ni objem periferniho kompartmentu mirné
presahl hodnotu 50 %, coz ukazuje na niz§i miru presnosti modelu pro tento parametr.
Hodnoty v tabulce €. 5 nelze brat jako konkrétni hodnoty distribu¢niho objemu a clearance,
hodnoty je nutno dosadit do rovnic popisujicich PK parametry, které jsou uvedeny nize. Z
téchto vypocti poté ziskame finalni hodnoty vhodné ke klinické interpretaci. VypocCty
zahrnuji tedy jak zaklady hodnot (uvedeny v tabulce €. 5), tak tu cast, kterd je dana

kovariatou (napt. hmotnosti) v na§em souboru pacientd.

log (CL) = log (CLpop) + BcLeGFR X eGFR + 1y,
log (V1) = log (V1,,p) + Bylgw X BW +1n,1;
log(V2) = log(V2,0p) + Bv2pw X BW +1,2;

log(Q) = log (onp) + Ng

Primérna hodnota centralniho a periferniho distribucniho objemu AMP,
normalizovana podle télesné hmotnosti, je tedy 0,12 + 0,02 I/kg a 0,15 £ 0,03 1/kg. Z toho
vyplyva, ze celkovy distribu¢ni objem ampicilinu nabyva hodnot 0,27 + 0,05 l/kg, coz
odpovida distribuci pfevazné do extracelularni tekutiny. Ackoliv byl ocekavan nartst
distribu¢niho objemu, jeho hodnoty odpovidaji registracni dokumentaci. Primérna clearance

AMP u typického pacienta s eGFR 1,5 ml/s/1,73 m? byla 1,17 = 0,05 I/h. Toto pozorovani
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je také v souladu se Souhrnem udaji o pfipravku Unasyn, ktery uvadi, ze 85 % ampicilinu

se vylucuje v nezménéné formé do moci [15].

Yokoyama a kol. (2015) u své skupiny pacientd s CPB poté popisuje distribucni
objem 15,8 +4,11(10,7-20,7 1). Tato skupina se vSak od nasi li§i uvedenou clearance, ktera
je popisovana jako 7,72 + 2,72 l/hod (4,01-13,11 1/hod). Autoti vSak uvadi jako limitaci
studie nizky pocCet pacientt, kvili kterému nebyla pozorovana zadna korelace mezi clearance

1éCiva a clearance kreatininu, prestoze je AMP 1éCivo vyluCované ledvinami [12].

Volna frakce AMP byla stanovena pouze u n€kolika vybranych pacientd. Jelikoz
vazba 1éCiva beéhem opera¢niho vykonu muze kolisat, bylo rozhodnuto, Ze tento jev bude
podroben dal§imu zkoumani a nebude zahrut do vysledku této prace. Presto je zde alespori
ilustraéné uveden priklad prub€hu volné frakce AMP v tabulce ¢. 6. Ampicilin se na
plazmatické bilkoviny vaze ze zhruba 20-28 % [1, 15], ¢emuz zhruba odpovidaji i procenta

vazané frakce na konci operace modelového pacienta €. 1.

Tab. 6: Prub¢h volné frakce AMP u pacienta €.1.

Pacient €. 1

Cas [min]

. o o o
od podani ATB Volna frakce [%] Vazana frakce [%]

15 87.9 12.1
30 84.1 15.9
80 76.1 23.9
95 68.8 31.2
110 68.3 31.7
130 67.9 321
170 67.0 33.0

12.2. PK/PD vztahy

Jak jiz bylo v teoretické casti nastinéno, nejCastéji oCekavané patogeny, proti kterym
profylaxi cilime jsou Staphylococcus aureus, Enterobacterales a koagulaza-negativni
stafylokoky. Jelikoz klinické vysledky AMP uzce souvisi s dobou, kdy koncentrace ATB
prevySuje hodnotu MIC, bylo nutné dohledat MIC pro jednotlivé patogeny a piipadné 1
doporucené postupy pro blize nespecifikované patogeny. Tyto informace kazdorocné
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aktualizuje vybor EUCAST [9], ze kterého byla data Cerpana i v pripadé této prace. Na
obrazku €. 3 jsou znazornény vybrané patogeny s jejich nejpravdépodobnéjsi distribuci MIC.
Modré sloupce znaci distribuci nejpravdépodobnéjsi MIC pro kmeny WT a Cervené pro
kmeny NWT. Posledni hodnota modrych tisecek je poté oznacena jako breakpoint, ktery je
mozno dosadit do vztahi: S <X mg/l a R>Y mg/l. Pro patogeny na grafech s Sedymi sloupci
je mozno odecist nejpravdépodobnéjsi hodnotu MIC, ale neni zde specifikovana hodnota

breakpointu.

V ptipadé, Ze neni specifikovano, na jaky patogen je cileno, je mozné pouzit tzv.
,,PK-PD non-species related breakpoints®, které se pouzivaji pouze v ptipad¢, ze v tabulkach
EUCAST nejsou uvedeny zadné zlomové body pro jednotlivé druhy nebo jina doporuceni.
Pokud je MIC vys$si nez PK/PD breakpoint, nedoporucuje se pouziti pripravku. Pokud je
MIC nizsi nebo rovna bodu zlomu, je doporuCovano, aby byl pfipravek pouzivan s
opatrnosti. Pro AMP i AMP/SUL jsou tyto breakpointy stanoveny nasledovné: S <2 mg/l a
R> 8 mg/l. Hodnota MIC 8 mg/l je také podle EUCAST povazovéana za breakpoint pro

Enterobacterales [9]
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Obr. 3: Vybrané patogeny s jejich nepravdépodobnéjsi distribuci MIC; modré sloupce oznacuji WT kmeny; cervené sloupce oznacuji NWT kmeny: Sed¢€ sloupce nejsou specifikovany z hlediska

WT/NWT.
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Po vyneseni jednotlivych koncentra¢nich bodt v zavislosti na Case jejich odebrani
do grafu, bylo mozné sestavit vizualni zaznam prabehu plazmatickych koncentraci AMP
béhem operace. Obrazek €. 4.a az 4.d predstavuje reprezentativni grafické zaznamy prabéhu
plazmatickych koncentraci AMP u pacientti ve skupin€ s ECC a bez ECC. Zaznamy vSech
pacientd jsou poté k nahlédnuti v pfiloze ¢. 1 a ¢. 2. Jednotliva oznaleni pacientu
nedodrzujici klasické chronologické Cislovani vychazi z odpovidajicich protokolti o odbéru
vzork(, viz piiloha &. 3 a 4. Cervena oblast grafii na obrazku 4.a a 4.b vyznaduji &as zapojeni
ECC v prubéhu operace. Grafy na obrazku 4.c a 4.d oznacuji kontrolni skupinu pacientti bez
zapojeni CPB, proto u nich vyznaceni ¢ervené usecky chybi. Na vSech grafech jsou takeé

vykresleny preruSovanymi ¢arami breakpointy S <2 mg/l a R> 8 mg/l.

Pouze u jednoho pacienta ve skupiné s ECC byl zaznamenan pokles plazmatickych
koncentraci AMP pod stanovené breakpointy, a to u pacienta €. 46 s koncentraci na konci
operace 5,80 mg/l. Vysvétleni pro tuto situaci je ziejmé celkova délka operace, ktera
prekrocila dobu péti hodin. V tomto pfipadé by bylo vhodné podat dalsi davku antibiotika
[23, 24]. Také pacienti ¢. 11 a 48 se na konci operace blizili hranici 8mg/l, a to
odpovidajicimi plazmatickymi koncentracemi 9,37 mg/l a 9,96 mg/l. Nejvyssi plazmaticka
koncentrace AMP na konci vykonu byla zaznamenana u pacienta ¢. 7 s hodnotou 36,41 mg/l1.
Primeérma plazmaticka koncentrace ECC skupiny na konci operacniho vykonu byla 15,84 +

6,87 mg/l.

U pacientt €. 94 a 112 ve skupiné bez ECC klesla plazmaticka koncentrace na konci
operace pod breakpoint 8 mg/l, konkrétné na hodnotu 3,23 mg/l a7,38 mg/l. Breakpointu se
blizily také posledni méfené koncentrace AMP pacienti ¢. 95 a 99 s hodnotami 8,67 mg/l a
8,15 mg/l. U této skupiny nebylo predpokladano, ze by se plazmatické koncentrace AMP na
konci operacniho vykonu blizily hrani¢nim hodnotam. Vysvétleni pro tuto situaci mohou
byt zejména interindividualni variabilita populace ¢i pomémé dlouhy operacni vykon.
Napriklad u pacienta ¢. 99 byl AMP podan téméf hodinu pfed samotnym opera¢nim
vykonem a s celkovou délkou operace témér tfi hodin je jiz atakovéana hranice, kdy je
doporucovano podat dalsi davku profylaktického ATB [23, 24]. U pacienta €. 94 plazmaticka
koncentrace AMP 120 min po podani je 36,04 mg/l a pii ukon¢ovani operace o 20 min
pozdéji koncentrace klesla na 3,23 mg/l. V tomto pfipadé se s nejvétsi pravdépodobnosti
jednd o chybu méfeni ¢i odbéru vzorku. Nejvy$si méfend konecnd koncentrace byla
pozorovana u pacienta ¢. 100 s hodnotou 81,31 mg/l. Primérné konecné koncentrace této

skupiny se pohybovaly v rozmezi 23,80 + 18,47 mg/I.
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Obr. 4: Reprezentativni grafické zdznamy prub&éhu plazmatickych
koncentraci AMP u pacientu ve skupin¢ s ECC (4.a, 4.b) a bez ECC
(4.c. 4.d). Cervena &ast grafu zna&i zapojeni mimotélniho obéhu; ¢erna
prerusovana ¢ara znaci MIC 8 mg/l; Seda pieruSovana ¢ara znaci MIC
2 mg/l.

36



Z PK/PD hlediska je AMP cCasové zavislé antibiotikum, a pro jeho ucinnost je tedy
urcujici Cas, po ktery je plazmaticka koncentrace volné frakce antibiotika udrzovana nad
MIC (f T > mic). Zatimco studie na zviratech in vivo definovaly f T > mic mezi 40 % a 70 %
davkovaciho intervalu jako nezbytné, retrospektivni klinickd hodnoceni naznacila, ze je
zapotiebi vétsi expozice léku, pfiCemz se u kriticky nemocnych pacienti navrhuje
koncentrace B-laktamu az 100 % fT > 4mic [21]. Jak bylo nastinéno v kapitole PK/PD
charakteristika ani mezi odborniky nepanuje shoda, jaky PK/PD cil je nejvhodné;jsi sledovat.
Pro tuto praci byly zvoleny dva nejcastéji skloriované cile, a to 100% T>mic a
100 % T > smic, ackoliv chirurgicka profylaxe jisté nevyzaduje tak vysoky PK/PD cil jako je
tomu u kriticky nemocnych pacientd. Proto je i vramci této populace pacientd cil

100 % T > mic povazovan za vice nez dostacujici.

Vsichni pacienti, zafazeni do této prace, na konci operace udrzeli plazmatickou
koncentraci ampicilinu nad breakpointem MIC 2 mg/l udavanym EUCAST, a tedy u vSech
pacientt bys dosazen cil 100 % T > mic. Cil 100 % T > 4amic byl dosazen u sedmnacti pacientd
ze 20, coz znaci 85% dosazeni PK/PD cile mezi vSemi pacienty a 95% dosazeni cile ve
skupiné s CPB. Koncentrace AMP nad MIC 8 mg/l, povazované za breakpoint pro
Enterobacterales, byla udrzena 85 % pacientd, ackoliv dva z pacienti vykazovali jiz
hrani¢ni hodnoty. Pokud bychom i je zahrnuli do skupiny, jez cil nesplnili, dosazeni PK/PD
cile pro 100 % T > mic hodnotu 8 mg/l by bylo 75 %. U skupiny s ECC tento cil splnilo 95
% pacientu. Jak jiz bylo zminovano vyse, hodnota 100 % T > savic je jeden ze zvolenych cilt
pro B-laktamy. Jelikoz v§ak takto vysokych hodnot neni potteba pii profylaktickém podavani
dosahovat, cil 100 % T > 4mic pro hodnotu MIC 8mg/l nebyl primarné sledovan. Pouze
informativné uvadime, Ze by tento cil splnil jeden pacient ze skupiny ECC a pét pacientt

z kontrolni skupiny bez ECC.
12.3. Omezeni prace

Jedno z omezeni této prace vyplyva ze skutecnosti, ze bylo hodnoceno pouze dosazeni cilové
hodnoty PK/PD, nikoliv klinické vysledky. Jako dalsi nedostatek této studie se mize jevit
rozhodnuti nestanovovat plazmatické koncentrace SUL. Sulbaktam se podava v kombinaci
s B-laktamovymi antibiotiky jako inhibitor B-laktamazy, rozhodnuti pro jeho vynechéni
souvisi s jeho zanedbatelnym antimikrobialnim ucinkem a predpokladem Zze neméni
farmakokinetiku AMP. Vzhledem k tomu, Ze cilem bylo sledovat dosazeni PK/PD cile tykaji

se ampicilinu, jsme presvédceni, ze vynechani analyzy sulbaktamu neméa zadny vliv na
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vysledky studie. Dal§i omezeni studie vyplyva ze stanoveni pouze celkové, nikoli
nenavazana frakce koncentraci AMP, ackoliv do PK vypoctl byl zahrnut korekeni faktor
28 % pro prumérnou vazbu AMP na plazmatické bilkoviny. Bylo zjisténo, ze nevazana
frakce se mize béhem CPB zvysit v disledku dilu¢niho snizeni plazmatického albuminu
[34], a tak by potencialni vliv CPB mohl vést k prodlouzeni doby do potieby dalsi davky.
Tato skutec¢nost by tedy pouze zlepSovala dosazeni PK/PD cile AMP.
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13.Zavér

Prestoze tato studie byla zaméfena na mozny negativni vliv CPB na farmakokinetiku
ampicilinu a dosazeni PK/PD cild, tato hypotéza nebyla potvrzena. Klicovym vysledkem
této prace je tedy zjisténi, ze pouziti CPB u pacientt podstupujicich kardiochirurgicky vykon
nema vyznamny vliv na farmakokinetiku ampicilinu ani dosazeni PK/PD cile a funkce
ledvin pacienta jsou hlavni kovariat, ktery je zdkladem dosazeni cilové PK/PD hodnoty. Tato
prace je také soucasti jedné z prvnich studii [17], ktera zkoumala vliv této modality na
farmakokinetiku ampicilinu pomoci pfimého srovnani s vnitini kontrolou a jedna se také o
jeden z nejvétsich soubort dat zabyvajici se farmakokinetikou ampicilinu u této specifické

populace.
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15. P¥ilohy

Priloha ¢. 1: Grafické zaznamy pribéhu plazmatickych koncentraci AMP u pacienti ve skupiné s ECC.
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2: Grafické zaznamy prubéhu plazmatickych koncentraci AMP u pacientii ve skupiné bez ECC.
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Priloha &. 3: Vzorovy protokol o odbéru vzorki u pacientii s ECC

Lékaiska fakulta e,
Univerzity Palackého &7 FAKULTNI NEMOCNICE
v Olomouci 0LOMOUC

Protokol o odbéru vzorkd

5
Cislo pacienta: 47 /UNA/PUMP RC:

Datum operace (dd/mm/rrrr):ij_l_/é’fi Cas zahdjeni operace (incize) (hh:mm): 0ﬁ ?

Cas podani profylaktického ATB {(hh:mm): l_:_il— PHpravek a davka: (Am Sy GE) AT

Zkumavku oznatit €[SLO-VZOREK (nap¥. 17-4), odebrat z arteridIniho katetru, ulo¥it na ledovou t¥isf.

Vzorek ‘esny ¢as odbéru Hematokrit
1.) 15 minut po podani: ﬁ_ 4

30 minut po podéni 3_12

(pokud jeté nenl spustén CPB)

@ pfed spusténim CPB 110
Cas spusténf CPB: iz4

4)/ 15 minut po CPB g‘ fl
» 30 minut po CPB
@ 60 minut po CPB A9 @

7. 120 minut po CPB

@/ pted odpojenim CPB /M:K

Cas ukonéeni CPB: /f,__?_Z/
9, (pred dalsi ddvkou ATB) 4.
Fed ukoncenim operace A2 00
Perioperacni informace: /
podané transfiznf p¥pravky (objem a Casy):

minimaIni krevni tlak: 1 2L Mﬁf/}s(,(’_
minimdélin{ teplota: ljcﬂ °C

diuréza béhem operace: _ /=~ ~

4.{0&’ ml
¢asy a objemy podanych infuzf (mlmo transfuze) LAMEECF NI Tao—€ 7
Paprbs Fecno) s fo 4 //,0 / A cd @ GV, ,/fdc,147 '/ 24 {
dévky a &as vazopresori: Mm‘i\ 4= oS ,‘”at :}d 7 £ 4 (7 5 :

Informace k CPB

Priming: A/’ o0

Flow: 4,4 £ Ihe vk

Ustav farmakologie

Lékafska fakulta Univerzity Palackého v Clomouci
Hnévotinska 3 | 778 00 Clomouc | T: 585 632 556
jan.strojil@upol.cz | www.If.upol.cz
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Piiloha &. 4: Vzorovy protokol o odbéru vzorku u pacientii bez ECC

Lékarska fakulta
Univerzity Palackého FAKULTN[ NEMOCNICE
OLOMOUC

v Olomouci
Protokol o odbéru vzorkd

Cislo pacienta: é /UNA/PUMP RC:—

Datum operace (dd/mm/rrrr) i/é/z_dg Cas zahdjeni operace (incize) (hh:mm): _Q_Z_E\

Cas podani profylaktického ATB (hh:mm): i_\g_é‘ P¥ipravek a davka: VMR (0 4 % AV

Zkumavku oznadit €ISLO-VZOREK (na

o
=3

Vzorek
1. 15 minut po podani:
2. 30 minut po podéni
(pokud jesté neni spustén CPB)

=
<

es 'é/7s odbéru Hémgtokrit
3

g

“Aq

S

Cas spusténi CPB:

&

15 minut po CPB

30 minut po CPB

60 minut po CPB
120 minut po CPB
pred odpojenim CPB

N

Nousw
[
P

g

L

26y

R R ﬁﬁ&tﬂ Pef

3

Cas ukonéeni CPB:

8. (pfed dalsi ddvkou ATB) B -
. 9. pied ukonéenim operace /IL% 26 é/;
Perioperaéni informace: N ¢ 0 ’ C/g

g 4 7J 4 )
podané transfizni piipravky (objem a &asy): /L — ‘/D/("t“’cﬂ‘/ ( 0wl
minimdlni krevni tlak: 9@/ 9(
L

L i n J49 .

minimalni teplota: [ C ;

SN
diuréza béhem operace: /C() ml

(73 Vi e / 5 4 i 74 / -
&asy a objemy podanych infuzi (mimo transfize): o 4/’ s /)\ “iav 6/% e
77

“_ Nl 7 7
dévky a &as vazopresor(: / = /7 6 el &/ // NORARDLE pi 1 fo

sh
Informace k CPB /

Priming: /{ 3".)0 QVQ-/

Flow: ‘\’ll 1"/ "“\J«L

Ustav farmakologie

Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
Hnévotinska 3 | 779 00 Olomouc | T: 585 632 556
jan.strojil@upol.cz | www.If.upol.cz
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