Дослідження оцінки безпеки залишків ветеринарних препаратів у їжі людей: Загальні підходи до встановлення мікробіологічного щоденного допустимого прийому (ADI)
1. Вступ

1.1 Цілі робочої вказівки

Все, що нас цікавить стосовно ветеринарних протимікробних препаратів це безпечність їх залишків для кишкової флори людини. Завданнями цієї робочої вказівки є (1) описати кроки у визначенні потреби встановлення мікробіологічно допустимого щоденного прийому; (2) рекомендувати тест системи та методи для визначення концентрацій непомітного зворотнього ефекту та рівнів непомітного зворотнього ефекту для кінцевої точки проблеми здоров’я; (3) рекомендувати процедуру для отримання мікробіологічно допустимого щоденного прийому. Різні дослідження у цьому плані можуть бути корисними. Досвід, отриманий в результаті рекомендованих досліджень, може спричинити зміни до цієї робочої вказівки та її рекомендувати.
1.2 Основа

Кишкова флора відіграє важливу роль у підтриманні та захисті здоров’я окремих особин. Ця флора забезпечує важливі функції (1) метаболізм ендогенних та екзогенних структур та дієтичних компонентів; (2) продукування структур, які пізніше всмоктуються; (3) захист проти інвазії та колонізації патогенними організмами.
Протимікробні препарати можуть потенційно змінити екологію кишкової флори. Вони можуть дійти до товстої кишки через неповне поглинання або можуть всмоктуватись, циркулювати та потім виводитись через жовч або виділятись через слизову оболонку кишечника.
Мікробіологічні кінцеві точки проблеми громадського здоров’я, які потрібно розглянути при визначенні мікробіологічно допустимого щоденного прийому:

· Розрив бар’єру колонізації: бар’єр колонізації це функція нормальної кишкової флори, що обмежує колонізацію товстої кишки екзогенними мікроорганізмами, так як і надмірно швидкий ріст вроджених, потенційно патогенних мікроорганізмів. Кількість деяких протимікробних препаратів, яка потрібна для розриву цього бар’єру, встановлена та відомо, що вона має вплив на громадське здоров’я. 
· Збільшення популяцій резистентних бактерій: з метою цієї робочої вказівки, резистентність визначили як збільшення популяцій бактерій у кишковому тракті, які є нечутливими до тест препаратів або інших протимікробних препаратів. Цей ефект може бути результатом або набуття резистентності організмами, які були чутливими або відносного збільшення пропорції організмів, які є уже менш чутливими до препарату. Екстенсивний перегляд літератури не виявляє звітів стосовно впливу громадського здоров’я (напр., тривала протимікробна терапія, тривале перебування у лікарні, схильність до інфекцій та недієве лікування тощо), що з’являється як результат змін у пропорціях протимікробних резистентних бактерій у нормальній кишковій флорі людини. Однак, на основі розуміння мікробної екології, такі ефекти не можна виключати. 
Хоча вплив залишків протимікробних препаратів у продуктах харчування на кишкову флору людини був проблемою протягом багатьох років, ще не встановили гармонізований підхід до визначення граничної дози, що могла б руйнувати флору. Міжнародні регуляторні органи влади використовували підхід на основі формул для визначення мікробіологічно допустимого щоденного прийому протимікробних препаратів. Ці формули беруть до уваги відповідні дані, включаючи дані про мінімальну інгібуючу концентрацію (МІК) проти кишкової бактерії людини. Через складність кишкової флори, фактори мінливості традиційно включають у формулу. Однак, використання результатів факторів мінливості визначають традиційно та потрібно розробити більш відповідні тест системи, що дозволятимуть більш реалістичну оцінку мікробіологічно допустимого щоденного прийому без використання цих факторів. 
Ця робоча вказівка є спробою розглянути питання складності кишкової флори людини та зменшити мінливість при визначенні мікробіологічно допустимого щоденного прийому. Робоча вказівка визначає процес для визначення потреби у мікробіологічно допустимому щоденному прийомі та обговорює тест системи, що беруть до уваги складність кишкової флори людини. Ці тест системи можна використовувати для розгляду впливу залишків протимікробних препаратів на кишкову флору людини.

Оскільки потрібні подальші дослідження, щоб підтвердити надійність та правильність усіх тест систем, описаних у цій робочій вказівці (див. Додаток А), ця робоча вказівка не рекомендує якусь конкретну систему для використання у прийнятті рішень. Натомість, ця робоча вказівка надає рекомендації для гармонізованого підходу до встановлення мікробіологічно допустимого щоденного прийому та радше  пропонує тест опції, ніж встановлення режимів дослідження.
1.3 Рамки робочої вказівки

Цей документ надає вказівки стосовно оцінки безпечності залишків ветеринарних препаратів у продуктах харчування щодо впливу на кишкову флору людини. Однак, це не обмежує вибір досліджень, що можна проводити для визначення безпечності залишків у продуктах харчування стосовно зворотніх ефектів на кишкову флору людини. Ця робоча вказівка не усуває можливість альтернативних підходів, що можуть запропонувати таке ж саме забезпечення безпечності, включаючи науково-обгрунтовані причини щодо того, чому мікробіологічні дослідження можна і не надавати.
2. Робоча вказівка
Якщо препарат, призначений для застосування продуктивним тваринам, має протимікробну дію, безпечність його залишків потрібно розглядати стосовно кишкової флори людини. Походження мікробіологічно допустимого щоденного прийому потрібне лише тоді, коли залишки потрапляють у товсту кишку людини і залишаються мікробіологічно активними.
2.1 Кроки у визначенні потреби у мікробіологічно допустимому щоденному прийомі

При визначенні потреби мікробіологічно допустимого щоденного прийому, рекомендують наступну послідовність кроків. Дані можна отримати експериментально або з інших відповідних джерел, напр., наукова література. 
Крок 1. Чи є залишки ветеринарного препарату або/та його метаболітами мікробіологічно активними проти представників кишкової флори людини?

· Рекомендовані дані:

· Дані МІК, отримані в результаті тест методів, від наступних відповідних видів кишкової бактерії (E.coli, та види Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium, Enterococcus, Eubacterium (Collinsella), Fusobacterium, Lactobacillus, Peptostreptococcus/Peptococcus).
· Відомо, що усвідомлення важливості цих мікроорганізмів є неповним та, що таксономічний статус цих організмів може змінитись. Відбір організмів повинен брати до уваги наукові знання.

· Якщо немає інформації, припустимо, що структура та/або його метаболіти є мікробіологічно активними.
Крок 2. Чи потрапляють залишки у товсту кишку?

· Рекомендовані дані:
· Поглинання, розповсюдження, метаболізм, виділення, біодоступність або схожі дані можуть надати інформацію щодо відсотка залишків, які потрапляють у товсту кишку.
· Якщо немає інформації щодо людей, використовуйте відповідні дані щодо тварин. Якщо немає інформації, припустимо, що 100 % залишків потрапляють у товсту кишку.
Крок 3. Чи залишаються залишки, потрапляючи у товсту кишку, мікробіологічно активними?
· Рекомендовані дані: 
- Дані, демонструючи спад мікробіологічної активності у дослідженнях інактивації in vitro препарату, розведеного з фекаліями, або дані досліджень in vivo, які визначають мікробіологічну активність препарату у фекаліях або вмісті товстої кишки тварин.  
Якщо відповідь на всі ці питання є «ні», тоді допустимий щоденний прийом не буде на основі мікробіологічних кінцевих точок та потрібно розглянути кроки, які залишились.
Крок 4. Визначити чи є наукове обґрунтування, щоб зменшити потребу у дослідженнях однієї або обох кінцевих точок проблеми. Потрібно брати до уваги доступну інформацію стосовно розриву бар’єру колонізації та появу резистентності препарату. Якщо неможливо прийняти рішення на основі доступної інформації, потрібно вивчити обидві кінцеві точки. 
Крок 5. Визначити концентрації непомітного зворотнього ефекту та рівні непомітного зворотнього ефекту для кінцевих точок проблеми, як визначено у кроці 4. Найвідповідніші концентрації непомітного зворотнього ефекту та рівні непомітного зворотнього ефекту використовують для визначення мікробіологічно допустимого щоденного прийому. 
2.2 Рекомендації для визначення концентрацій непомітного зворотнього ефекту та рівнів непомітного зворотнього ефекту для кінцевої точки проблеми

2.2.1 Розрив бар’єру колонізації

2.2.1.1 Виявлення розриву бар’єру колонізації

Зміни у бактеріальних популяціях є непрямими показниками можливого розриву бар’єру колонізації. Ці зміни можна спостерігати за допомогою різноманітних технік різних тест систем. Більш прямим показником розриву бар’єру є колонізація або надмірний ріст патогенів у кишковій екосистемі. Тест системи in vivo та складні тест системи in vitro можуть визначити розрив бар’єру, про що свідчить колонізація організму, доданого до тест системи.   

Складні організми (напр., Salmonella, Clostridium) повинні бути нечутливими до препарату, який досліджують. Схеми інокуляції з складними організмами повинні брати до уваги число організмів на одну дозу та кількість раз дослідження тест системи.
2.2.1.2 Тест системи та макет дослідження

2.2.1.2.1 Дослідження in vitro
Використання МІК для оцінки здатності препарату розривати бар’єр колонізації не бере до уваги складність кишкової флори людини. Внаслідок цього, МІК50 найвідповідніших  видів, для яких препарат є активний (див. секцій 2.1) спричиняє                                                  . Оцінка концентрацій непомітного зворотнього ефекту є заниженою тому, що серед інших причин, густина посівного матеріалу є нижчою ніж бактеріальна популяція у кишковому тракті. Внаслідок цього, це можна розглядати як варіант для визначення допустимого щоденного прийому.  Ізоляти потрібно отримати від багатьох здорових окремих особин, та включити мінімум 10 ізолятів з кожного виду, зазначеного у секції 2.1.

Кожне дослідження МІК чистої культури відповідного ізоляту надає дані для окремого штаму видів. Інші тест системи in vitro надають інформацію для сотень бактеріальних видів (> 108 бактеріальних клітин/г) для кожного посівного матеріалу фекалій. Кожен посівний матеріал потрібно досліджувати у двох            , щоб визначити ефект лікування. На основі всього вищесказаного, системи in vitro, які використовують культури фекалій, є в своїй основі міцніші та відповідніші, ніж тест системи МІК.
Інші тест системи, які обговорюватимуть пізніше, які моделюють кишкову флору, можуть спричинити більш відповідну концентрацію непомітного зворотнього ефекту та можливо вищий допустимий щоденний прийом.
У випадку суміші фекалій, суцільних та напівсуцільних культур прищеплювального матеріалу фекалій, існують нерозв’язані питання такі як вплив прищеплювального матеріалу фекалій (залежно від окремої особини та роду), швидкості розбавлення, тривалості дії препарату, та збіжності результатів дослідження.
2.2.1.2.2 Дослідження in vivo
Тест системи in vivo, використовуючи тварини з флорою схожою до флори людини (HFA) та звичайні лабораторні тварини, можуть допомогти визначити розрив бар’єру колонізації. У порівнянні з лабораторними тваринами, кишкова флора HFA тварин схожа до флори людини, за показниками меж бактеріальної популяції та метаболічної активності. Однак, кишкова флора, яку взяли в людини, може бути нестабільною у HFA тварин. Важливість стабільності вживленої флори та особливий склад флори невідомі. З технічних причин, звичайних лабораторних тварин можна досліджувати у великих кількостях, що дозволяє провести надійніший статистичний аналіз результатів.
Модель дослідження повинна брати до уваги такі фактори як, види тварин, стать, відмінність прищеплювального матеріалу серед донорів, кількість тварин на групу, режим харчування, метод сліпого відбору лікувальних груп, зменшення/викорінення капрофагії, утримання тварин в межах ізоляту, перехресна контамінація в межах ізоляту та спосіб введення препарату (напр., примусова відгодівля, питна вода). Тварин, які не мають бактерій, потрібно прищеплювати послідовно, спочатку штамом Bacteroides fragilis, а потім прищеплювальним матеріалом фекалій.  
2.2.2 Збільшення популяцій резистентних бактерій у товстій кишці людини (як визначено у секції 1.2)
Нижченаведена робоча вказівка висвітлює обговорення, які потрібно взяти до уваги при розгляді цієї кінцевої точки.

2.2.2.1 Виявлення змін популяцій резистентної бактерії

Дослідження, які проводять для визначення появи резистентності, повинні брати до уваги організми у кишковому тракті та задокументовані механізми резистентності до відповідного класу препаратів. Попередньо надана інформація стосовно розповсюдження резистентності у кишковій флорі людини, така як щоденна різниця в межах окремих особин та відмінність серед окремих особин, може бути корисною для розробки критерій для визначення появи резистентності. Розповсюдження МІК чутливих та відомих резистентних організмів може бути основою для визначення концентрації препарату, яку потрібно використовувати у селективному середовищі агару, щоб визначити кількість резистентних організмів у зразках фекалій. Оскільки активність препарату проти організму може різнитись через умови проведення досліджень, МІК організму, який росте на селективному середовищі агару потрібно порівняти з МІК, яку визначили за допомогою стандартних методів (напр., Національний Комітет з питань Клінічних Лабораторних Стандартів). Зміни у пропорціях резистентних організмів протягом долікувального періоду, періоду лікування та пост лікувального періоду можна визначити за допомогою техніки обчислення у середовищі з або без протимікробного препарату, застосовуючи фенотипний та молекулярний методи.

Зміни у протимікробній резистентності можуть знаходитись під впливом факторів, але не впливу препарату (напр., стрес тварини), що потрібно брати до уваги тест системи тварин.   
2.2.2.2 Тест системи та модель дослідження

2.2.2.2.1 Дослідження in vitro
Тривалість впливу, яка потрібно для того, щоб розвинулась резистентність у популяції бактерій, може залежати від препарату, природи механізмів резистентності, та як вона розвивається у природі (напр., через передачу гена між клітинами, мутації гена). З цих причин, точні дослідження чистих культур для визначення кінцевої точки можна вважати не відповідними. Більше того, дослідження МІК не можна використовувати для визначення концентрацій непомітного зворотнього ефекту для збільшення у резистентних популяціях.

Визначені культури можуть надати корисну інформацію для визначення потенціалу резистентної популяції, яка може з’явитись через мутацію ізоляту та/або передачі гена серед ізолятів. Однак, ці тест системи не розроблені для визначення змін резистентних популяцій та не рекомендовані.
Тест системи, використовуючи короткотривале вплив препарату на суміш фекалій, не рекомендують використовувати для дослідження появи резистентності тому, що тривалості дослідження недостатньо, щоб оцінити зміни у резистентних популяцій.

Суцільні та напівсуцільні культури прищеплювального матеріалу фекалій надають засоби для оцінки довготривалого впливу препарату на бактерії. Посилайтесь на Додаток А стосовно питань, які потрібно розглянути щодо проведення дослідження та оцінки даних.
2.2.2.2.2 Дослідження in vivo
Зміни резистентних популяцій можна визначити у HFA-гризунів. Модель загального дослідження та супровідний протокол потрібно розробляти відповідно до рекомендацій, викладених у 2.2.1.2.2. тест система сприяє складній флорі, та буде джерелом визначаючих факторів генетичної резистентності. Система забезпечує більше дублювання, ніж системи суцільних та напівсуцільних культур. Різноманітність (непостійність) досліджень HFA-гризунів ще не до кінця дослідили, однак, це є корисним для визначення родових відмінностей. Існують також переваги проведення досліджень резистентності на звичайних лабораторних тваринах.

HFA-гризуни та звичайні лабораторні тварини надають можливість для оцінки появи резистентності одразу після довготривалого впливу препарату на бактерії. Посилайтесь на Додаток А стосовно питань, які потрібно розглянути щодо проведення дослідження та оцінки даних. 
2.3 Загальні рекомендації

· Зразки фекалій або бактеріальні ізоляти з людських донорів потрібно отримати від здорових суб’єктів, які не піддавали впливу протимікробних речовин протягом принаймі трьох місяців. 
· У випадку досліджень in vivo, види, відібрані для дослідження, можуть забезпечити (1) максимум незалежного дублювання; (2) достатню кількість фекалій для аналізу; та (3) мінімальну капрофагію. Потрібно розглянути оцінку обох родів, поки дані не показали, що лише один рід є відповідним.
· Потрібно розглянути питання статистики при розробці досліджень протимікробних залишків (див. Додаток В).
· Процеси періоду довалідації та періоду валідації, такі як ті, які розробили Організація економічної співпраці та розвитку з 1996, можна розглядати для послідовної валідації тест системи для оцінки впливу протимікробних препаратів на кишкову флору людини. Цей процес потрібно адаптувати та змінити для цього використання, залежно від тест системи, яка зараз в процесі валідації. 
· Моделі досліджень повинні брати до уваги невирішені питання впливу зберігання та умов інкубації на прищеплювальний матеріал фекалій. 

2.4 Відхилення від мікробіологічно допустимого щоденного прийому

У випадку, коли можна визначити більш ніж одну величину для мікробіологічне допустимого щоденного прийому, у відповідності з нижчезгаданими методами, потрібно використовувати найбільш відповідну величину (стосовно людини). 
2.4.1 Розрив бар’єру колонізації

2.4.1.1 Відхилення ADI від даних досліджень in vitro
Якщо кінцевою точкою є розрив бар’єру колонізації, мікробіологічне допустимого щоденного прийому можна отримати  з даних МІК, суміші фекалій, тест системи напівсуцільних, суцільних культур.
ADI отриманий з даних МІК:

ADI = МІКвирах * маса вмісту товстої кишки (220 г/день) / частина дози перорально доступної мікроорганізмам * 60 кг маси людини
ADI отримують з тест систем in vitro:

ADI = концентрації непомітного зворотнього ефекту * маса вмісту товстої кишки (220 г/день) / частина дози перорально доступної мікроорганізмам * 60 кг маси людини

Концентрації непомітного зворотнього ефекту: концентрації непомітного зворотнього ефекту, отримані в результаті нижчої ніж 90 % довірчої межі для середніх концентрацій непомітного зворотнього ефекту з систем in vitro, потрібно використовувати, зважаючи на різноманітність даних. Внаслідок цього, у цій формулі фактори зміни не потрібні  для визначення мікробіологічне ADI.

Маса вмісту товстої кишки: величину у 220 г отримують від випадкових жертв.
Частина дози для перорального застосування, доступна мікроорганізмам. Частину дози для перорального застосування, доступної товстокишковим мікроорганізмам потрібно визначити на основі обчислювань in vivo для препарату, призначеного для перорального застосування. Альтернативно, якщо є достатньо даних, частину дози для перорального застосування, доступної товстокишковим мікроорганізмам можна визначити як 1 мінус частина дози для перорального застосування, знайдених в сечі. Дані, отримані на основі досліджень людини є кращими, але якщо їх нема, можна використовувати дані, отримані в результаті досліджень нежуйних тварин. У випадку відсутності даних, припускають, що метаболіти мають протимікробну дію, яка рівна дії первинного складу. Частину можна зменшити, якщо заявник надає кількісні in vitro та in vivo дані, щоб показати, що препарат неактивований протягом проходження у кишечнику.   
2.4.1.2 Відхилення ADI від даних досліджень in vivo
Мікробіологічне ADI це рівні непомітного зворотнього ефекту поділені на фактор зміни.

Фактори зміни для досліджень in vivo потрібно визначати як належно, беручи до уваги клас структури, протокол, число донорів та чутливість визначених вихідних змінних.  
2.4.2 Збільшення популяції резистентних бактерій

2.4.2.1 Відхилення ADI від даних досліджень in vitro
Якщо кінцевою точкою є збільшення популяції резистентних бактерій, концентрації непомітного зворотнього ефекту, отриманих з тест системи напівсуцільних, суцільних культур можна використовувати для визначення ADI.
ADI = МІКвирах * маса вмісту товстої кишки (220 г/день) / частина дози перорально доступної мікроорганізмам * 60 кг маси людини

Концентрації непомітного зворотнього ефекту: концентрації непомітного зворотнього ефекту, отримані в результаті нижчої ніж 90 % довірчої межі для середніх концентрацій непомітного зворотнього ефекту з систем in vitro, потрібно використовувати, зважаючи на різноманітність даних. Внаслідок цього, у цій формулі фактори зміни не потрібні  для визначення мікробіологічне ADI. Однак, де виникають проблеми внаслідок невідповідностей у якості та кількості даних досліджень in vitro, які використовують для визначення концентрацій непомітного зворотнього ефекту, можна очікувати фактор невизначеності. 
2.4.2.2 Відхилення ADI від даних досліджень in vivo
Мікробіологічне ADI є концентраціями непомітного зворотнього ефекту, розділених фактором невизначеності. 
Фактори невизначеності досліджень in vivo потрібно визначити, беручи до уваги клас структури, протоколу, числа донорів та чутливість обчисленних вихідних змінних. 
3. Словник

Словник включає термінологію, яку можна зустріти у Додатках та у тексті. 

	Мікробіологічно допустимий щоденний прийом 
	Визначення кількості речовини, вираженої на основі маси тіла, яку можна споживати щоденно протягом всього життя без будь-якого ризику для здоров’я людини.

	Протимікробна активність
	Ефект протимікробної речовини на популяцію бактерій.

	Протимікробна речовина
	Лікарська речовина, отримують біологічним шляхом або виробляють хімічно з протимікробною активністю як головний ефект.

	Збалансований дизайн
	Статистичний дизайн збалансований, якщо кожна комбінація величин або рівнів усіх факторів у дизайні (фактори лікування, цікаві фактори такі як рід, або блокуючи фактори) мають таке ж число експериментальних одиниць або реплікатів. Частково збалансований дизайн не є збалансованим, але комбінації лікувань та інших факторів з’являються постійно, аналіз залишається відносно простим.

	Культура партії
	Культура, в якій ані субстрат ані відходи не забирають до закінчення інкубації, період інкубації короткий, до 24 годин.  

	Блокуючий фактор
	Експериментальний фактор, чиї величини або рівні визначають групи експериментальних одиниць, які є схожими або, реакція яких є схожою. 

	Складний організм
	Організм, який додали експериментально до тест системи, щоб оцінити розрив бар’єру колонізації.

	Колонізація
	Утворення мікроорганізмів у кишковому-шлунковому тракті.

	Бар’єр колонізації
	Функція нормальної кишкової флори, що обмежує колонізацію товстої кишки екзогенними мікроорганізмами так як і надмірно швидкий ріст природних, потенційно патогенних мікроорганізмів.

	Тварини з флорою схожою до флори людини
	Безмікробні тварини, яким вживили фекальну флору людини.  

	Ефект взаємодії 
	Ефекти лікування, що піддались змінам через присутність інших факторів. Напр., ефект лікування може бути більшим або меншим у самців, ніж у самок, або може змінюватись з часом. 

	Кишкова флора
	Нормальна мікробна флора товстої кишки.

	Мінімальна інгібуюча концентрація
	Найнижча концентрація протимікробної структури, що затримує ріст тест організму, як визначено стандартизованими тест процедурами.

	МІК50
	Концентрація протимікробної структури, при якій затримують 50 % досліджуваних ізолятів в межах відповідного роду.

	Мікробіологічно ADI
	ADI, визначене на основі мікробіологічних даних.

	Концентрація непомітного зворотнього ефекту
	Найвища концентрація, що не спостерігали, яка може викликати будь-який зворотній ефект у дослідженні. 

	Вихідна змінна 
	Особливий фактор, отриманий у експерименті. Особливі вихідні змінні потрібно визначити як частину протоколу та це є вимірювання, які зробили під час дослідження. 

	Напівсуцільні культура
	Культура, де субстрат або/та відходи додають або/та забирають у спосіб, підтримуючи фіксований об’єм інкубації.

	Коротколанцюгові жирні кислоти
	Змінні жирні кислоти, що продукує кишкова флора. Основними кислотами є оцтова, пропіонова та масляна. 

	Тверда фаза
	Макрочастинки у in vitro тест системах. 

	Завершений дизайн
	Статистичний дизайн є завершений, якщо усі комбінації факторів або груп у дизайні хоч раз спостерігались. Незавершений дизайн це дизайн, при якому не проводили дослідження для деяких комбінацій факторів.

	Суцільні культура
	Культура, яка підтримує постійний ріст мікроорганізмів за допомогою постачання поживного середовища та знищення використаного, підтримуючи постійне мікробне навантаження в межах фіксованого об’єму інкубації. 

	Звичайна лабораторна тварина
	Лабораторна тварина з природньою вродженою кишковою флорою.

	Копрофагія 
	Поглинання фекалій.

	Описана культура
	Мікробна культура, мікробні види якої є відомими.

	Швидкість розчинення
	Швидкість постачання та видалення середовища з системою суцільної культури. Швидкість розчинення контролює швидкість мікробного росту в межах системи суцільної культури.  

	Прищеплювальний матеріал донора (фекальний)
	Фекальну флору отримали від людей та використали, щоб засіяти тест систему. Фекальну флору вважають еквівалентною кишковій флорі. 

	Залишки препарату
	Препарат, включаючи усі похідні, метаболіти та продукти розпаду, що залишаються у або на продуктах харчування.

	Експериментальна одиниця
	Стандартний суб’єкт, який лікують та роблять на основі якого різня обчислення. Зразки включають всю тварину або особливий орган або тканину, клітку, яка містить декілька тварин, клітинну культуру.

	Факторний дизайн
	Експериментальний дизайн, що включає комбінації числа факторів, включаючи фактор лікування, кожен з яких має два або більше величин або рівнів. Інші фактори можуть включати нашарування (напр., рід) або блокуючи фактори (напр., клітка). Типово вихідну змінну обчислюють на основі числа експериментальних одиниць на кожній комбінації рівнів різних факторів. Статистичний аналіз даних включає багатофакторний аналіз зміни.

	Фекальна суспензія
	Фекалії людини або тверді фекалії, мінімально розведені у анаеробному буфері.

	Підживлена культура
	Культура, яку час від часу підживлюють поживним середовищем. Порції підживленої культури можуть виводитись у попередньо визначені терміни. Не підтримують об’єм постійної культури.

	Фактори систематичної різниці, що впливає на вихідні змінні
	Така зміна є систематичною в тому сенсі, що вона представляє вплив, який дійсно присутній. Систематична різниця відрізняється від випадкової різниці, яку не можна передбачити. Причиною систематичної різниці можуть бути фактори такі як рід, або фактори такі як особливий ізолятор.

	Тест система
	Метод, який використовують, щоб визначити вплив протимікробних залишків на кишкову флору людини.

	Фактор невизначеності
	Фактор виправлення, що бере до уваги характеристику даних дослідження, як описано у 2.4.1.2, 2.4.2.1 та 2.4.2.2.


Додаток А

Питання, які потрібно дослідити у тест системах та трактуванні даних
1. Експериментальні умови

Дані, отримані в результаті досліджень суцільного потоку, напівсуцільного потоку та                  , знаходяться під впливом умов росту (напр., середовище росту, кислотність, швидкість розчинення). Різні види бактерій можуть мати різну швидкість розчинення при експериментальних умовах, які використовують для тест системи. Якщо швидкість розчинення культури перевищує швидкість росту видів бактерій, тоді ці види остаточно знищать в тест культурі. Тест система потрібно розробити так, щоб звести до мінімуму збереження різних бактерій, та зберегти складність первинного прищеплювального матеріалу.

Протимікробні речовини можуть впливати на швидкість росту різних груп бактерій. Це може прихвести до втрати компонентів змішаних культур через зниження швидкості росту нижче рівня розчинення, який використовували у тест системі, що може спричинити вимивання деяких компонентів флори з культури.  Мала швидкість розчинення може звести це до мінімуму. 

На протимікробну чутливість впливає фізична стан організмів, який знаходиться під впливом умов росту у тест системі. На основі вищесказаного, подальшу роботу проводитимуть, щоб визначити вплив різних умов росту на концентрацію непомітного зворотнього ефекту, отриману в результаті розриву бар’єру колонізації та збільшення популяції резистентних бактерій.

Число факторів потрібно зазначити у протоколі для тест систем in vivo. Напр., крос-контамінація є важливим питанням при проведенні досліджень на тваринах в межах ізолятору без бактерій. Протокол потрібно розробити так, щоб звести до мінімуму крос-контамінацію.   
2. Прищеплювальний матеріал
Склад кишкової флори може бути різною серед окремих особин та резистентних організмів. Популяції бактерій є відносно стабільними в межах окремої особини, але це не стосується груп резистентних бактерій.
Потрібно використовувати численні донори, щоб вивчити відмінності флори між окремими особинами. Прищеплювальні матеріали не беруть до уваги відмінності флори між особинами. В результаті цього, тест системи, що надають перевагу використанню фекального прищеплювального матеріалу, отриманого з окремих донорів, для визначення впливу залишків протимікробних препаратів на кишкову флору. На додаток, склад прищеплювального матеріалу донора потрібно взяти до уваги при трактуванні результатів досліджень. 
3. Тривалість досліджень

Потрібно визначити оптимальний час інкубації, щоб мати змогу спостерігати за змінами у популіціях бактерій у фекальних культурах. Більше того, у випадку складних довготривалих тест систем in vivo та in vitro, важливо визначити період, протягом якого цілісність та складність кишкової флори залишаються стабільними та представляють кишкову флору.
Додаток В

Статистичні питання для розгляду при розробці досліджень залишків протимікробних препаратів
Визначили дві широкі кінцеві точки поточного стану громадського здоров’я, розрив бар’єру колонізації та збільшення популяцій резистентних бактерій. Експериментальний дизайн повинен залежати від того, які питання потрібно розглядати та брати до уваги деякі вихідні змінні. Зразок дизайну для цих тест систем включає вибір тест системи, застосування лікувань та доопрацювання систем. Вибір тест систем залежить від характеристик шлунково-кишкового тракту людини, який потрібно представити у вигляді тест системи. Оскільки дослідження МІК є простими у дизайні, багато нижчеобговорених питань не застосовують до цього методу. 
Експериментальна одиниця є центральним компонентом дизайну дослідження. Для тест систем in vivo, напр., одиницею може бути окрема тварина або ціла клітка. Якщо клітки по груповані в межах ізолятора, можна застосовувати деякі або всі види лікування, призначені тваринам у різних клітках в межах кожного ізолятору. У цьому випадку, ізолятор стає блокуючим фактором, так як очікують, що клітки в межах одного ізолятору реагуватимуть однаково. Використання блокуючих факторів є важливим засобом для зменшення систематичних відхилень. Іншим питанням є те, чи потрібно включати інші систематичні фактори такі як стать, чи потрібно використовувати факторіальний дизайн. Якщо існують численні фактори, тоді дизайн включає вибір комбінацій, які потрібно включити. У завершеному, збалансованому дизайні, усі комбінації представлені та з’являються однакову кількість разів. Можливі також незавершені дизайни, так як і різні види часткового балансу. Для таких дизайнів потрібно досліджувати відхилення, але такі дизайни корисні тоді, коли, напр., експериментальні ресурси обмежені. Прикладом незавершеного дизайну є дизайн стандартного переходу в два періоду.

Потрібно вирішити, як лікувати експериментальні одиниці. У деяких випадках лікування у дві стадії, включаючи лікування препаратом та виділення антитіл бактеріями, є необхідним.у таких випадках потрібно мати три групи тварин, які лікують протимікробними препаратами, разом з відповідними контрольними групами. Вибір рівнів лікування протимікробними препаратами залежить від доз, але повинен включати як і рівні впливу та відсутність впливу. Тривалість та метод введення препарату залежить від тест системи. Важливим аспектом деяких досліджень є еволюція ефекту з часом та потрібно проводити повторні обчислення вихідних змінних. Спільними питаннями є синхронізація та час між обчисленнями, та відхилення через відсутність даних.

Контроль над випадковим відхиленням через біологічну непостійність та помилку в обчисленнях залежить від числа експериментальних одиниць та числа зразків. Це число можна визначити на основі попередніх даних про тест систему та вихідних змінних, або ж з попереднього досвіду та визначення розміру зразка. Потрібно включити достатнє число досліджень, щоб точно визначити ефект лікування та відповідні ефекти взаємодії, напр., ефект лікування може змінюватись з часом. У деяких дослідженнях, є важливим дослідити такі ефекти взаємодії як частину статистичного аналізу. Іншим типом розмноження є змішування зразків калу тварин з одної клітки або змішування зразків калу різних донорів. В обох випадках, ми отримуємо користь від визначення середнього значення, але не від здатності оцінити відхилення серед реплікатів. Змішування може скрити окремі ефекти (лікування та/або прищеплювального матеріалу), та, однак, їх застосування потрібно розглядати в рамках цілей дослідження.   
Додаток С

Обчислення  МІКобч

МІКобч отримують з нижчої ніж 90 % довірчої межі для середньої МІК50 найбільш відповідних видів, до яких застосовують препарат. Нижчу 90 % довірчу межу вираховують, використовуючи змінені дані. Таким чином, середнє та стандартне відхилення визначають, використовуючи змінені величини МІК50. це також означає, що нижчу ніж 90 % довірчу межу потрібно потім вернути у вихідне положення для отримання правильної величини. Формула довірчої межі така:
Нижча ніж 90 % довірча межа = середня МІК50 – StdDev/√n * t0.10df
де:  середня МІК50 є серединою змінених МІК50 величин,

StdDev – це стандартне відхилення змінених МІК50 величин,

n – число величин МІК50, яке використовують у підрахунках,

t0.10df – це 90ий процентиль з центрального t-розповсюдження з df-рівнями свободи, та df= n-1.
Визначте МІК50 відповідного виду (див. секцію 2.1). МІК50 визначають на основі сумарної величини тих видів, які не були резистентними до структури. Таким чином, МІКобч визначають на основі МІК50 тих видів, до яких застосовують структуру.  Упевніться, що усі величини МІК50 не характеризують як «</=», у такому випадку їх можна використовувати у визначенні МІКобч.

Приклад обчислення

Можна використовувати будь-яку зміну величин МІК50. Однак, розведення препарату (1:2) використовують у процедурі дослідження МІК50, основна зміна надасть величини з обчислень у цілих числах. У наступному прикладі, величини МІК50 змінили наступним чином:

Log2(МІК50) - Log2(мін(МІК50)/2)

