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Summary

Tetracycline antibiotics, including tetracycline (TC), chlortetracycline (CTC), oxytetracycline (OTC) and
doxycycline (DOX), are commonly used in veterinary medicine because of their broad-spectrum activity, cost
effectiveness and certain favourable pharmacokinetic properties. The use of antibiotics in feed for non-medicinal
purposes has been prohibited in the European Union. In Poland and other countries of the European Union,
there are official national programmes for controlling the use of TCs and all other antibacterials in feed. This
paper presents the pharmacological properties of TCs as well as the main reasons for and consequences of their
use in feed. It also presents a chromatographic method for detection of TCs in animal feeds. The method is
used in routine testing of food for the presence of tetracycline antibiotics. In the years 2015-2017, tetracycline
antibiotics were detected in 31 out of 126 feed samples analysed by this method.
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Intensywna produkcja zwierzeca oraz ciagly wzrost
zapotrzebowania na biatko pochodzenia zwierzecego
od lat zmuszajq do poszukiwania rozwiqzaﬁ ktore
przyczynlq si¢ do intensyfikacji produkcji zwierzece;,
ograniczenia wystepowania choréb bakteryjnych oraz
obnizenia kosztow produkcji w fermach wielkotowaro-
wych. Przez szereg lat stosowane byty antybiotykowe
stymulatory wzrostu (ASW) dodawane do pasz w celu
poprawy przyrostow masy ciata zwierzat rzeznych
oraz zapobiegania wystepowaniu chorob bakteryj-
nych. Od 2006 r. wprowadzono zakaz stosowania
ASW w krajach Unii Europejskiej (UE), a antybiotyki
w paszach moga by¢ podawane wytgcznie w postaci
pasz leczniczych, ktore zgodnie z obowigzujagcym
prawem wytwarzane sg na zlecenie lekarza wetery-
narii, w zaktadach zatwierdzonych przez wtasciwego
Wojewodzkiego Lekarza Weterynarii (WLW) oraz
stosowane pod nadzorem lekarza opiekujacego si¢
stadem. Od kilku lat obserwuje si¢ wzrost produkcji
przemystowych mieszanek paszowych. Swiatowa pro-
dukcja pasz przemystowych w 2016 r. wyniosta 1032
miliony ton, z czego okoto 3-7% produkcji przypada
w udziale paszom leczniczym (www.alltech.com).
W krajach nalezacych do UE pasze lecznicze to obec-
nie jedyna legalna droga podawania lekow weteryna-
ryjnych w paszach.

Substancje przeciwbakteryjne to najwicksza grupa
autoryzowanych substancji, ktore sg stosowane w for-
mie premiksow leczniczych do produkcji pasz leczni-
czych. Wytwarzanie pasz leczniczych moze odbywacé
si¢ w tych samych zaktadach i na tych samych liniach
technologicznych, co produkcja przemystowych mie-
szanek paszowych. Moze to skutkowac¢ obecno$cia
substancji przeciwbakteryjnych w paszach innych niz
lecznicze. Obecnos¢ substancji przeciwbakteryjnych
w paszach moze by¢ rowniez wynikiem ich zanie-
czyszczenia w trakcie transportu czy przechowywania,
a takze celowego lub nielegalnego zastosowania lekow
przez hodowcow.

Sposrod wielu dopuszczonych do stosowania
w lecznictwie weterynaryjnym substancji przeciwbak-
teryjnych jedng z najcze$ciej stosowanych grup lekow
s antybiotyki tetracyklinowe. W Polsce stanowig one
okoto 40% calkowitej sprzedazy weterynaryjnych
produktow leczniczych, sg rowniez jedng z najczescie]
stosowanych grup antybiotykéw do produkcji pasz
leczniczych (17).

Tetracykliny — charakterystyka

Pierwszym odkrytym przez Benjamina Duggara
przed ponad sze$cdziesigciu laty antybiotykiem
z grupy tetracyklin byta chlorotetracyklina, ktora
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nadata nazwe catej grupie tych zwigzkow. Antybiotyki
tetracyklinowe dzieli si¢ na zwiazki pochodzenia
naturalnego, wytwarzane przez drobnoustroje z ro-
dzaju Streptomyces, do ktorych naleza tetracyklina,
chlorotetracyklina i oksytetracyklina oraz zwigzki po6t-
syntetyczne, takie jak: doksycyklina, rolitetracyklina,
metacyklina, minocyklina 1 limecyklina. W latach 90.
XX w. na drodze syntezy chemicznej otrzymano nowg
grupe antybiotykow tetracyklinowych — glikocykliny,
ktérych przedstawicielem jest tigecyklina (15, 26).

Tetracykliny stanowig grup¢ antybiotykow o sze-
rokim spektrum aktywnosci przeciwbakteryjnej. Me-
chanizm ich dziatania polega na hamowaniu syntezy
biatek poprzez wigzanie si¢ z podjednostka 30S bak-
teryjnego rybosomu, w wyniku czego nie dochodzi do
potaczenia tRNA z miejscem wigzania na kompleksie
rybosom-mRNA (5, 12, 26, 27, 32). Z uwagi na okres
aktywnosci, tetracykliny mozemy podzieli¢ na krétko
dziatajace (tetracyklina, oksytetracyklina i chloro-
tetracyklina) oraz dlugo dzialajace (doksycyklina
i minocyklina). Zakres aktywnosci przeciwbakteryjnej
tetracyklin obejmuje tlenowe i beztlenowe bakterie
Gram-dodatnie (Staphylococcus, Pneumococcus, Ente-
rococcus) 1 Gram-ujemne (Neisseria gonorrhoae, Vi-
brio cholerae, Shigella dysenteriae, Brucella). Ponadto
wykazujg dziatanie bakteriostatyczne w odniesieniu
do drobnoustrojéw z rodzaju Ricketsia, Chlamydia,
Mycoplasma, niektorych kretkow, a nawet pierwotnia-
koéw 1 pratkéw oraz wiruséw (3, 4, 18, 19, 26, 28, 32,
33). W odréznieniu od innych antybiotykow z grupy
tetracyklin, doksycyklina i minocyklina wykazujg ak-
tywnos$¢ skierowang przeciwko Staphylococcus aureus
1 niektérym gatunkom z rodzaju Streptococcus. Bak-
terie Gram-ujemne, wrazliwe na dziatanie tetracyklin
to: Pseudomonas multicoda, Klebsiella sp., Brucella
sp., natomiast wigkszo$¢ Pseudomonas aeruginosa jest
opornych na dziatanie tetracyklin (10).

Tetracykliny uznaje si¢ zaréwno za leki z wyboru,
jak rowniez za leki alternatywne w terapii wielu za-
kazen. Do najwazniejszych wskazan do stosowania
tej grupy lekow u zwierzat gospodarskich, zalicza si¢
schorzenia bakteryjne przewodu pokarmowego (za-
palenie blony $luzowej zotadka, zapalenie watroby),
uktadu oddechowego (zapalenie ptuc), uktadu moczo-
wo-plciowego (zapalenie wymion, macicy), a takze
stosowane sg w leczeniu zakazen bakteryjnych skory
1 zakazeniach uktadowych (21, 22, 26).

Tetracykliny podawane sg gtownie droga per os,
z wyjatkiem przezuwaczy, u ktérych ta droga podania
powoduje zaburzenia procesOw fermentacji w zwaczu
oraz moze doprowadza¢ do niszczenia mikroflory
zwacza, dlatego tez u tej grupy zwierzat zalecane jest
podawanie domig¢$niowe lub dozylne (24). U koni
réwniez nie nalezy podawac tetracyklin doustnie, gdyz
moga one zaburza¢ rozwdj saprofitycznej mikroflory
jelita $lepego.

Do nowych tetracyklin, jak dotad sporadycznie
stosownych w weterynarii zalicza si¢ rolitetracykline,
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minocykling oraz metacykling. Stosowanie minocykli-
ny i metacykliny opisano gtéwnie u psow i kotow (24).
Oprocz wymienionych zwigzkow, do grupy tetracyklin
naleza takze klomocyklina, limecyklina, meklocyklina
1 penimepicyklina stosowane w medycynie ludzkie;.
Glikocykliny, ktorych przedstawicielem jest tigecykli-
na, stosowane sg w leczeniu cigzkich zakazen bakteryj-
nych u ludzi. Mechanizm dziatania glikocyklin polega
na zakldceniu syntezy biatka bakteryjnego. Antybiotyk
charakteryzuje si¢ bardzo dobra dystrybucja w tkan-
kach i dlugim czasem pottrwania (15, 24).

Wiasciwosci farmakokinetyczne

Wiasciwosci przeciwbakteryjne 1 farmakokinetycz-
ne antybiotykow tetracyklinowych predysponuja je do
stosowania w infekcjach wystepujacych uré6znych ga-
tunkow zwierzat. Zwykle podaje si¢ je doustnie lub po-
zajelitowo, w dawkach od 10 do 50 mg/kg masy ciata,
w zaleznosci od formy przygotowania leku i gatunku
zwierzat (24). Tetracykliny odznaczaja si¢ duza obje-
toscig dystrybucji (Vd >1 1/kg), co oznacza, ze tatwo
przenikaja do wigkszosci tkanek i ptynéw ustrojowych.
Po podaniu doustnym wysokie st¢zenie tetracyklin po-
jawia si¢ po uplywie 3-4 godzin, a po domi¢$niowym
Jjuzpo 1 godzinie Antybiotyki tetracyklinowe szybko
wchlaniajg si¢ z miejsca iniekcji, osiagajac wysokie
ste;zeme we krwi, wiekszosci plynow ustrojowych
1 tkankach. W najwyzszych stezeniach wystepuja
w nerkach, watrobie, Sledzionie, z6lci, ptucach oraz
w centrach kostnienia. Moga rowniez w niewielkim
stopniu przenika¢ do plynu moézgowo-rdzeniowego.
U drobiu nie$nego antybiotyki tej grupy przenikaja do
jaj bez wzgledu na droge podania (9, 32).

Okres biologicznego p01trwania (t,,) antybioty-
kow tetracyklinowych jest zréznicowany i zalezy od
wieku zwierzecia, postaci oraz drogi podania leku
(24). W przypadku chlorotetracykliny i tetracykliny
okres poltrwania antybiotyku we krwi wynosi od 1
do 9 godzin, w zalezno$ci od gatunku zwierzecia.
Oksytetracyklina szybko wchtania si¢ z przewodu
pokarmowego, osiaggajac wszystkie tkanki 1 plyny
ustrojowe z wyjatkiem ptynu mozgowo-rdzeniowe-
go. Dhugo$¢ okresu pottrwania dla tego antybiotyku
wynosi od 4 do 10 godzin w zaleznosci od gatunku
zwierzat. Polsyntetyczna doksycyklina odznacza sig
znacznie dtuzszym okresem poéltrwania w osoczu
(19-20 godzin), co pozwala na stosowanie tego leku
z mniejszg czestotliwoscig podawania w ciggu doby.
Doksycyklina wydalana jest z katem w postaci nie-
aktywnych metabolitow lub chelatow, nie powodujac
niszczenia saprofitycznej flory jelitowej (7, 14, 29).
Dtugi okres pottrwania, wigksze stezenie w tkankach,
zmniejszone wydalanie nerkowe dla doksycykliny
zapewniaja uzyskiwanie dobrych wynikow leczenia
zakazen bakteryjnych (9).

Proces wchtaniania tetracyklin moze by¢ zaburzony
przez mleko, leki zmniejszajace kwasowos¢ soku zo-
tadkowego, preparaty zelaza oraz zwigzki zawierajace
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wapi, magnez, glin, Zelazo, ktore uposledzajg wchia-
nianie tetracyklin z przewodu pokarmowego. W po-
rownaniu do pozostatych antybiotykow tetracykh-
nowych wchtanianie doksycykliny jest w mniejszym
stopniu zaburzone przez te dwu- 1 trojwartosciowe ka-
tiony, jednak nalezy unika¢ ich przyjmowania w ciggu
1-2 godzin od zazycia ktorego$ z tych antybiotykow.
Antybiotyki tej grupy ulegaja w ograniczonym stopniu
przemianom metabolicznym, gdyz okoto 1/3 podawa-
nej dawki ulega wydaleniu w stanie niezmienionym
glownie przez nerki i uktad pokarmowy, a takze z mle-
kiem (4, 22, 24, 28, 31, 32).

Dziatanie toksyczne i inne niepozadane

Tetracykliny sg na ogot dobrze tolerowane, ale nie
mozna wykluczy¢ wystepowania powaznych dziatan
niepozadanych, wyrazajacych si¢ fototoksycznoscia
oraz przebarwieniem z¢bow. Reakcje fototoksyczne
sa wywotywane przez wszystkie tetracykliny, wydaje
si¢ jednak, Zze wystepuja one rzadziej w przypadku
stosowania doksycykliny lub minocykliny. Odktadanie
si¢ tetracyklin w tkance kostnej moze prowadzi¢ do
zahamowania wzrostu koscca, a takze przebarwienia
zgbow, ze wzgledu na tworzenie chelatow z jonami
metali, ktore wbudowuja si¢ w tkanke kostng, hamu-
jac jej wapnienie, powodujac tamliwos¢ kosci oraz
hipoplastyczne szkliwo zebow (18). Z tego powodu
antybiotyki te sg zwykle przeciwwskazane do stosowa-
nia u samic ci¢zarnych oraz u zwierzat ponizej pierw-
szego miesigca zycia. Przy stosowaniu najnizszych
dawek tetracyklin obserwuje si¢ opoznienie wzrostu
ztamanych kos$ci. Szybkie podanie tych lekow moze
by¢ przyczyna wstrzasu anafilaktycznego, hipotensji
1 zapasci, szczegolnie w przypadku koni. Podanie
terapeutyczne duzych dawek tetracykliny moze do-
prowadzi¢ do wystgpienia efektow hepatotoksycznych,
wsrdd ktorych najpowazniejsze jest ostre sthuszczenie
z martwicg watroby. Smiertelne zaburzenia w czynno-
$ci nerek stwierdzono po zastosowaniu duzych dawek
oksytetracykliny u bydla z septicemia i endotoksemia.
Stosowanie wysokich dawek tetracyklin moze zmniej-
sza¢ tempo syntezy bialek zw1erz¢cych (dziatanie
przecwvanabohczne) ktoére przejawia si¢ niewydolno-
$cig nerek oraz zwigkszeniem st¢zenia mocznika we
krwi (22). Zaznacza si¢ to szczegdlnie w biosyntezie
enzymow, zwlaszcza tych biorgcych udziat w proce-
sach trawienia i wchianiania. Tetracykliny zmniejszaja
aktywno$¢ enterokinazy prawie o 100%. Diugotrwata
terapia moze by¢ przyczyng zaburzenia czynnosci szpi-
ku kostnego. Oksytetracyklina podana dozylnie moze
by¢ przyczyna zwyrodnienia tluszczowego watroby
oraz ci¢zkiej martwicy proksymalnych kanalikow
nerkowych (22). Ponadto tetracykliny moga zaktocac
rozwdj prawidlowej flory jelitowej oraz wywotywac
zaburzenia przewodu pokarmowego w postaci wy-
miotow, wzdec 1 biegunek. Przy wysokich stezeniach
tetracyklin dochodzi do niszczenia flory jelitowe;,
takze u zwierzat monogastrycznych, powodujac ogra-
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niczenie syntezy i dostgpnosci witamin z grupy B 1 K
w jelicie grubym. Jak stwierdzono, leki te moga by¢
ponadto przyczyng kwasicy metabolicznej i zaburzen
réwnowagi elektrolitowej. Niektorzy autorzy wskazuja
réwniez na dziatania mutagenne i teratogenne tetracy-
klin, przez co antybiotyki te powinny by¢ stosowane
racjonalnie i ostroznie, szczegolnie przy podawaniu
douktadowym (13).

Przyczyny wystepowania tetracyklin w paszach

Tetracykliny sg jedng z grup autoryzowanych lekow
przeciwbakteryjnych dopuszczonych do stosowania
w terapii zwierzat rzeznych. W przypadku obecnej
intensywnej hodowli duzych stad zwierzat gospodar-
skich nastawionej na szybkie zyski, nie ma mozliwosci
wyeliminowania pojawiajacych si¢ infekcji bakteryj-
nych, z tego wzgledu w hodowlach przemystowych
antybiotyki czg¢sto podawane sg catej grupie zwierzat
w wodzie lub w postaci paszy leczniczej. Pasze lecz-
nicze jak juz wspomniano wytwarzane sa w wytwor-
niach pasz posiadajacych zezwolenie WLW. Zdarza
si¢, ze w tej samej wytworni 1 na tej samej linii tech-
nologicznej produkowana jest pasza lecznicza i pasza
bytowa. Wykorzystywanie tych samych linii techno-
logicznych do produkcji obu rodzaju pasz moze skut-
kowa¢ przeniesieniem pewnych ilo$ci, niebedacych
dawkami leczniczymi substancji przemwbakteryjnych
do pasz bytowych. Pojawiajace si¢ zameczyszczeme
poprodukcyjne pasz nazywane jest zanieczyszcze-
niem krzyzowym (cross-contamination). Takie pasze
moga zosta¢ wprowadzone do zywienia catych grup
zwierzat bez §wiadomosci realnego zagrozenia dla
zwierzat oraz produktéw pochodzenia zwierzgcego.
Kolejna przyczyng wystepowania zanieczyszczen
pasz bytowych substancjami przeciwbakteryjnymi,
w tym antybiotykami z grupy tetracyklin mozna uznaé
transport i/lub przechowywanie. Niewlasciwy proces
czyszczenie lub jego brak w przypadku transportu,
przechowywania i dozowania do karmnikéw dla
zwierzat po wczesniejszym stosowaniu paszy lecz-
niczej moze by¢ kolejng z przyczyn nie§wiadomego
wprowadzania niskich stezen tetracyklin do zywienia
zwierzat rzeznych. Opisane powyzej drogi wprowa-
dzania lekow weterynaryjnych do pasz bytowych sa
fatwe do wyeliminowania, poniewaz podstawowym
wymogiem w celu zapobiegania temu zjawisku jest
odpowiednie czyszczenie miejsc 1 urzadzen, ktoére
miaty kontakt z paszami leczniczymi.

Pomimo kontroli gospodarstw i wytwoérni pasz
przez pracownikow Inspekcji Weterynaryjnej w Polsce
stwierdzane sg przypadki celowego wprowadzenia
lub niewtasciwego zastosowania substancji przeciw-
bakteryjnych do pasz bytowych. Przyktadem moze
by¢ uzycie produktu leczniczego niezgodnie z jego
przeznaczeniem, np. podanie do paszy substancji
przemwbakteryjnej przeznaczonej do rozpuszczenia
w wodzie poprzez jej wymieszanie z t3 pasza lub po-
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sypanie paszy lekiem. Zdarzaja si¢ przypadki uzycia
preparatow przeznaczonych do podania iniekcyjnego
z pasza. Nalezy wch pod uwage nieuczciwg prakty-
ke hodowcow zwigzang ze stosowaniem zakazanych
w krajach UE antybiotykowych stymulatoréw wzrostu,
ktore moga by¢ stosowane w celu poprawy konwersji
paszy oraz zwigkszenia dziennych przyrostow masy
ciala zwierzat rzeznych. Wymienione przyczyny
obecnosci substancji przeciwbakteryjnych w paszach
bytowych nie sa obojetne dla organizmu zwierzat oraz
niosg ryzyko dla zdrowia konsumenta spozywajacego
zywno$¢ pochodzenia zwierzgcego.

Konsekwencje stosowania tetracyklin
u zwierzat gospodarskich

Stosowanie lekow przeciwbakteryjnych, w tym
antybiotykow z grupy tetracyklin w chowie zwierzat
gospodarskich poza ewidentnymi korzy$ciami nie-
sie ze sobg szereg niebezpieczenstw. Jednym z nich
jest mozliwo$¢ wystepowania reakcji alergicznych
u konsumentow. Reakcje alergiczne (bezposrednie lub
odlegle w czasie, ujawniajace si¢ przy okazji ponow-
nego zetkn1¢c1a z leklem) wystepuja w ostatnich latach
coraz czesciej 1 stajq si¢ coraz wickszym problemem.
Moga objawia¢ si¢ wysypkami skérnymi, stanami
astmatycznymi, a u osob wrazliwych doprowadzaé
do wystgpienia wstrzasu anafilaktycznego. Ponadto
tetracykliny mogg prowadzi¢ do uszkodzenia watroby,
zaburzen zotagdkowo-jelitowych, a nawet wykazywac
dzialanie kancerogenne (9, 18, 26).

Nadmierne i nieracjonalne stosowanie tetracyklin,
jak rowniez innych substancji przeciwbakteryjnych
w terapii choréb zwierzat gospodarskich moze pro-
wadzi¢ do powstawania drobnoustrojow opornych na
dziatanie tej grupy zwiazkow oraz do wystepowania
ich pozostatosci w zywnos$ci pochodzenia zwierzecego,
przez co moga negatywnie oddziatywac na zdrowie
konsumenta.

Konsekwencja nadmiernego i niewtasciwego sto-
sowania antybiotykow z grupy tetracyklin moga by¢
takze straty ekonomiczne. Produkty spozywcze pocho-
dzenia zwierzg¢cego, w ktorych stwierdzono obecnosé
antybiotyku w niedozwolonych stezeniach (powyzej
maksymalnego limitu pozostatosci), podlegaja wyco-
faniu z rynku 1 nie mogg by¢ dalej wykorzystywane
do spozycia przez ludzi (8).

Innym istotnym problemem, wynikajagcym z dos$¢
duzej stabilnosci antybiotykow tetracyklinowych, jest
zdolno$¢ ich kumulacji w srodowisku zewngtrznym,
tj. wodzie, glebie, $ciekach, nawozach naturalnych
(1, 2, 11, 23, 30). Odchody zwierzece pochodzace
z wielkostadnych hodowli stosowane sg jako nawozy
organiczne 1 wlasnie tg droga substancje lecznicze
najczesciej dostaja si¢ do srodowiska naturalnego,
zaburzajac rownowage flory 1 fauny glebowej (16).
Ponadto poprzez cz¢$ciowe hamowanie procesu
rozktadu materii organicznej moga stanowi¢ jedng
z przyczyn eutrofizacji wod (20).
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Obecno$¢ pozostatosci tetracyklin moze réwniez
utrudnia¢ prawidlowa ocen¢ sanitarno-weterynaryjna
surowcoOw zywnosciowych, poniewaz poprzez hamo-
wanie wzrostu drobnoustrojéw moga prowadzi¢ do
uzyskania fatszywych wynikéw badan oceniajacych
mikrobiologiczng jakos¢ zywnosci (25).

Przyczyny wystepowania pozostatosci tetracyklin
W Zywnosci

Dominujacy udziat antybiotykow tetracyklinowych
w lecznictwie wynika z ich korzystnych wlasciwosci
terapeutycznych zwigzanych z szerokim spektrum
dziatania przeciwbakteryjnego, wtasciwosciami far-
makokinetycznymi i farmakodynamicznymi oraz
tatwoscig aplikacji (8). U zwierzat gospodarskich
antybiotyki tetracyklinowe mogg by¢ podawane z pa-
sz3, wodg lub parenteralnie. Wszystkie drogi aplikacji
leku mogg skutkowacé pojawieniem si¢ pozostatosci
tych zwigzkow w tkankach i1 narzadach zwierzat lub
produktach pochodzenia zwierzgcego. Uwaza sig, ze
wystepowanie tego rodzaju pozostatosci jest wynikiem
nieprzestrzegania okresow karencji niezbednych do
eliminacji leku z organizmu zwierzecia, niewtasci-
wego podawania leku, niezgodnego ze wskazaniami
dawkowania lub ich stosowania u gatunkow zwierzat,
dla ktorych nie sg przeznaczone. Kolejng przyczyna
wystepowania pozostatosci antybiotykow w tkankach
jestich podawanie przez hodowcow, bez nadzoru leka-
rza weterynarii, a takze przypadkowe zanieczyszczenie
paszy, np. po procesie produkcji pasz leczniczych.
Ponadto na pojawienie si¢ pozostalosci lekow wete-
rynaryjnych w zwierzecych tkankach jadalnych maja
wpltyw uwarunkowania biologiczne, ktore dotycza
glownie indywidualnych réznic w biodostepnosci lub
eliminacji substancji, zaleznych od wieku, plci i ga-
tunku zwierzecia. Interakcje z innymi, réwnolegle po-
dawanymi lekami wystepuja rzadko, lecz ich efektem
moze by¢ spowolnienie metabolizmu 1 gromadzenie
si¢ w tkankach pozostatosci, ktore nie ulegty procesom
przemiany. Inng przyczyna wystgpowania pozostatosci
antybiotykéw w produktach pochodzenia zwierzg¢cego
moze by¢ stosowanie substancji przeciwbakteryjnych
w niskich dawkach w paszy lub wodzie, co moze
prowadzi¢ do ich obecnosci w jadalnych tkankach
zwierzat rzeznych, narzadach oraz mleku i jajach.

Kontrola laboratoryjna pasz
w kierunku wykrywania tetracyklin

W celu zapewnienia wlasciwej jakosci produkowa-
nych przemystowych mieszanek paszowych oraz pasz
leczniczych, w Polsce 1 UE prowadzona jest kontrola
pasz w kierunku wykrywania substancji przeciwbak-
teryjnych. Krajowy Plan Urzedowej Kontroli Pasz,
aktualizowany kaZdego roku, przewiduje badania tzw.
czynnikow zagrozen typu chemicznego, do ktorych
zaliczane s3 migdzy innymi substancje przeciwbak-
teryjne (antybiotyki, sulfonamidy, chinolony) oraz
niedozwolone antybiotykowe stymulatory wzrostu.
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Dziatania te realizowane sa w ramach zadan Inspekcji
Weterynaryjnej. Dodatkowo, do badan przesytane sa
probki pasz z indywidualnych gospodarstw oraz probki
pasz niedocelowych z wytworni pasz produkujacych
pasze lecznicze w ramach kontroli producenckie;.

Wszystkie probki w pierwszym etapie badan kiero-
wane s3 do przesiewowego badania metodg mikrobio-
logiczng. Badanie wykonane tg3 metodg moze wskazaé
obecno$¢ substancji przeciwbakteryjnych, bez mozli-
wosci identyfikacji substancji. Uzyskany w badaniu
przesiewowym wynik dodatni lub watpliwy wymaga
zastosowania metod potwierdzajacych wykonywa-
nych z zastosowaniem technik chromatograficznych.
Zardéwno badania przesiewowe, jak 1 potwierdzajace
koordynowane sg przez Zaktad Higieny Pasz (ZHS)
— Krajowe Laboratorium Referencyjne Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach. Do badan pobierane sg
wszystkie rodzaje pasz ze szczegdlnym uwzglednie-
niem mieszanek paszowych stosowanych w Zywieniu
kur niosek, trzody chlewnej oraz mieszanek dla brojle-
row typu Finiszer z catego kraju, zar6wno z wytwoérni
pasz, jak rowniez bezposrednio z gospodarstw zajmu-
jacych sie chowem zwierzat gospodarskich.

W prowadzonych badaniach nalezy wzig¢ pod uwa-
ge fakt, ze mieszanka paszowa jest niezwykle ztozong
matrycg badawczg. W paszy oprdcz nasion zbdz, soi,
sruty/makuchu rzepakowego czy stonecznikowego,
dodatkow pochodzacych z krwi lub mleka, thuszczoéw
zwierzgcych 1/lub roslinnych dodawanych jest sze-
reg innych substancji pochodzenia naturalnego, jak
1 syntetycznego, tj.: aminokwasy, zakwaszacze, ziota
i/lub ekstrakty ziotowe, enzymy, a takze dodatki wi-
taminowe, mineralne lub mineralno-witaminowe. Ze
wzgledu na sktad paszy w niektorych przypadkach ba-
danie mikrobiologiczne moze skutkowac otrzymaniem
wyniku fatszywie dodatniego ze wzgledu na obecnos¢
sktadnikoéw, ktore moga wptywaé na zahamowanie
wzrostu drobnoustrojow testowych (np.: zakwaszacze,
kokcydiostatyki dodane do mieszanki paszowe;j), dlate-
go tez wazne jest stosowanie w praktyce laboratoryjnej
metod pozwalajacych na jednoznaczne potwierdzenie
obecnosci substancji przeciwbakteryjnej w paszach.
W tym celu opracowywane i wdrazane sg do praktyki
laboratoryjnej metody chromatograficzne z roznymi ty-
pami detekcji. W analizie niskich stezen antybiotykow
tetracyklinowych w paszach ze wzgledu na ztozony
charakter matrycy i znaczng ilo$¢ substancji mogacych
potencjalnie interferowac z analizowang substancja,
najkorzystniejszym rozwigzaniem wydaje sig zastoso-
wanie chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas,
ktéra umozliwia jakosciowe i ilo§ciowe oznaczenie ba-
danych antybiotykow. W ZHS PIWet-PIB opracowano
i wdrozono do rutynowych badan kontrolnych antybio-
tykoéw tetracyklinowych w paszach procedurg umoz-
liwiajaca w jednym toku postgpowania analitycznego
okreslenie obecnosci i ilosci tych zwigzkow. W przy-
padku metod analitycznych stosowanych w kontroli
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PASZA

¥

Ekstrakcja: bufor Mcllvaine’a — Na,EDTA
(pPH=4)

¥

WYTRZASANIE

¥

WIROWANIE

¥

SPE Strata-X-CW
Kondycjonowanie: metanol, woda
Przemywanie: woda, metanol, 2% kwas mrowkowy
w acetonitrylu
Elucja: 2% kwas mréwkowy w metanolu

¥

Odparowanie eluatu
w strumieniu azotu
w temperaturze 45°C

¥

Rozpuszczenie osadu:
1 ml 0,1% kwasu mréwkowego w wodzie

¥

ANALIZA LC-MS
Faza ruchoma: 0,1% kwas mrowkowy
w wodzie : 0,1% kwas mréwkowy w acetonitrylu
Kolumna: Kinetex C18 100 x 4.6;
przeptyw fazy ruchomej 0,5 ml/min

N\ J

Ryc. 1. Schemat analizy prébki paszy

A YN N Y MY
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substancji przeciwbakteryjnych (antybiotykow, chino-
lonoéw i sulfonamidow) obecnie nie sg dostepne zadne
regulacje unijne dotyczace zastosowanej aparatury
pomiarowej oraz sposobu walidacji opracowanych
metod. Z tego wzgledu opracowang w ZHS metodg
poddano walidacji zgodnie z zaleceniami Decyz;ji
Komisji Europejskiej 2002/657/WE odnoszacg si¢ do
wynikéw metod analitycznych i ich interpretacji dla
zywnosci pochodzenia zwierzecego (6).

W latach 2015-2017 w ZHS przeprowadzono badania
pasz w kierunku wykrywania substancji przeciwbak-
teryjnych, w tym ASW w ramach kontroli urzgdowej
oraz w ramach badan ustugowych. Badaniom prze-
siewowa metoda mikrobiologiczng poddano tgcznie
286 probek pasz. W wyniku badania przesiewowego
126 probek pasz skierowano do badania potwierdza-
jacego metodg instrumentalng w kierunku obecnos$ci
antybiotykow z grupy tetracyklin. Potwierdzajace
badanie chromatograficzne wskazato na obecnos$¢ an-
tybiotykow tetracyklinowych w 31 probkach (24,6%)
skierowanych do analizy potwierdzajacej. Najczgsciej
stwierdzanymi antybiotykami w paszach byly chlo-
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rotetracyklina i doksycyklina. |
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Ryc. 2. SIM chromatogram §lepej prébki paszy
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Ryec. 3. SIM chromatogram probki paszy fortyfikowanej oksytetracyklina, tetracykling,
chlorotetracykling i doksycykling na poziomie 300 pg/kg
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zywnosci 1 produktow po-
chodzenia zwierzgcego. Dane
dotyczace sprzedazy lekoéw oraz liczba uzyskanych
wynikéw niezgodnych potwierdzaja, ze tetracykliny
sa jedna z najczesciej stosowanych grup lekéw we-
terynaryjnych w leczeniu zwierzat. Badania wyko-
nane w latach 2015-2017 potwierdzaja przydatno$¢
opracowanej metody chromatograficznej do analizy
pasz w kierunku wykrywania tetracyklin. Prowadzone
badania wykazaly, ze w blisko 25% skierowanych do

14

121
10

Liczba préobek niezgodnych

2015

2016

2017

Ryec. S. Liczba uzyskanych wynikéw niezgodnych w latach
2015-2017

Ryec. 4. SIM chromatogram niezgodnej probki paszy, w ktorej stwierdzono doksycykline

Tab. 1. Liczba prébek zbadanych, wynikéw dodatnich oraz
zakresy stezen dla oznaczonych tetracyklin w prébkach pasz

Liczba prébek Liczba
skierowanych L . Zakres stezen
£ dobadai | wikOW | Antybiotyk [no/kg]
potwierdzajacych
01C -
TC -
2015 25 4
CTC -
DC <300* - 4190,0
01C 2340,3
TC -
2016 40 4
CTC < 300*
DC 927,9-3955,0
0TC 2761,7 - > 5000**
TC -
2017 61 23
CTC < 300* - > 5000**
DC <300* - > 5000**

Objasnienia: *oznaczona ilo§¢ znajduje si¢ ponizej zakresu robo-
czego metody; **oznaczona ilo$¢ znajduje si¢ powyzej zakresu
roboczego metody
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badan potwierdzajacych probkach pasz znajdowaty si¢
antybiotyki z grupy tetracyklin, gtownie chloroteracy-
klina i doksycyklina.

Rosngce wymagania w zakresie bezpieczenstwa
zZywnosci 1 pasz sprawiaja, ze przed laboratoriami
zajmujacymi si¢ kontrolg zawartosci, jak 1 pozostato-
sci lekéw weterynaryjnych stawiane sg coraz wigksze
wymagania analityczne. W zwigzku z tym dazy si¢ do
wprowadzania metod chromatograficznych pozwala-
jacych na jednoznaczne potwierdzanie uzyskiwanych
wynikéw metodami przesiewowymi (mikrobiologicz-
nymi).

PiSmiennictwo

1. Babi¢ S., Asperger D., Mutavdzi¢ D., Horvat A. J. M., Kastelan-Macan M.:
Solid phase extraction and HPLC detremination of veterinary pharmaceuticals
in wastewater. Talanta 2006, 70, 732-738.

2.Ben W, Qiang Z., Adams C., Zhang H., Chen L.: Simultaneous determination
of sulfonamides, tetracyclines and tiamulin in swine wastewater by solid-phase
extraction and liquid chromatography-mass spectrometry. J. Chromatogr. A.
2008, 1202, 173-180.

3. Blasco C., Di Corcia A., Picé Y.: Determination of tetracyclines in multi-specie
animal tissues by pressurized liquid extraction and liquid chromatography-tan-
dem mass spectrometry. Food Chemistry 2009, 116, 1005-1012.

4. Chopra J., Roberts M.: Tetracycline antibiotics: Mode of action, applications,
molecular biology, and epidemiology of bacterial resistance. Microbiol. Mol.
Biol. Rev. 2001, 65, 232-260.

5. Chung W. O., Young K., Leng Z., Roberts M. C.: Mobile elements carrying ermF
and tetQ genes in Gram-positive and Gram-negative bacteria. J. Antimicrob.
Chemother. 1999, 44, 329-335.

6. Commision Decision 2002/657/EC of 12 August implementing Council
Directive 96/23/EC concerning the performance of analytical methods and
the interpretation of results. O.J. 2002, L 221, 8-36.

7. Friendship R.: Antimicrobial drug use in swine, [w:] Prescott J. F., Baggot
J. D., Walker R. D., eds. Antimicrobial Therapy in Veterinary Medicine.
31ed. Ames: lowa State University Press 2000, s. 602-616.

8. Gajda A.: Pozostatosci tetracyklin w produktach zwierzecego pochodzenia —
aspekty analityczne 1 wystgpowanie zagrozen. Rozprawa doktorska, Putawy
2014.

9. Gajda A., Posyniak A., Zmudzki J., Rozanska H.: Wystgpowanie tetracyklin
w tkankach i produktach pochodzenia zwierzgcego — przyczyny i skutki. Med.
Weter. 2012, 68, 650-655.

10. Giguere S., Prescot J. F, Baggot J. D., Walter R. D., Dolin P. M.: Antimicrob.
4% ed. Ther. Vet. Med. 2006, 231-239.

11. Grandos M., Encabo M., Compano R., Prat M. D.: Determination of tetra-
cyclines in water samples using liquid chromatography with fluorimetric
detection. Chromatographia 2005, 61, 471-477.

12. Guo L., Chen Y., Zhang L., Yang W., He P.: Development and validation of
a liquid chromatographic/tandem mass spectrometric method for determina-
tion of chlortetracyclines, oxytetracyclines, teracyclines, and doxycyclines in
animal feeds. J. AOAC Inter. 2012, 95, 1010-1015.

13. Kania B. F.: Praktyczna chemioterapia weterynaryjna. Medyk, Warszawa
2005.

14. Kelch W. J., New J. C.: The reported use of drugs to prevent diseases in beef
cattle in Tennessee. Prev. Vet. Med. 1993, 15, 291-302.

15. Kenneth A., McGowan A.: Pharmacokinetics and pharmacodynamics of
the tetracycline liquid chromatography/tandem mass spectrometry. Rapid
Commun. Mass Spectrom. 2005, 19, 493-502.

16. Kowalski P.: llosciowe oznaczanie chemioterapeutykéw w materiale bio-
logicznym pochodzenia zwierzgcego za pomoca elektroforezy kapilarnej
z uwzglednieniem najwyzszej dopuszczalnej pozostato$ci. Rozprawa habili-
tacyjna, Gdansk 2008, PL ISSN 0303-4135.

17. Krasucka D., Cybulski W., Klimowicz A.: Ocena stosowania substancji przeciw-
drobnoustrojowych u $win i bydta w Polsce na podstawie badan sondazowych
w 2010 roku. Med. Weter. 2012, 68, 106-109.

18. Kucers A., Crowe S. M., Grayson M. L., Hay J. F.: The Use of Antibiotics.
A Clinical Review of Antibacterial, Antifungal, and Antiviral Drugs. Butter-
worth and Heinemann, Oxford 1997.

19. Oka H., Ikai Y., Ito Y., Hayakawa J., Harada K., Suzuki M., Odani H., Maeda K .
Improvement of chemical analysis of antibiotics XXIII: identification of resid-
ual TCs in bovine tissues by electrospray HPLC-tandem mass spectrometry.
J. Chromatogr. B 1997, 693, 337-344.

Med. Weter. 2019, 75 (5), 280-286

20. Opaliniski K. W.: Potencjalne zagrozenia dla srodowiska zwigzane z wykorzy-
staniem w hodowli (chowie) zwierzat produktow paszowych oraz niezbgdne
minimum badan pozwalajace na stwierdzenie, czy ich stosowanie bedzie
wywierato na srodowisko niekorzystny wptyw. Centrum Badan Ekologicznych
PAN, Warszawa 2003.

. Pijpers A., Schoevers E. J., Haagsma N., Verheijden J. H.: Plasma levels of
oxytetracycline, doxycycline, and minocycline in pigs after oral administration
in feed. J. Anim. Sci. 1991, 69, 4512-4522.

22. Prescot J. F., Baggot J. D., Walker R. D.: Antimicrobial therapy in Veterinary

Medicine. lowa State University Press, Ames 2000, 277.

23. Reverte S., Borrull F., Pocurull E., Marce R. M.: Determination of antibiotic
compounds in water by solid-phase extraction-high performance liquid chro-
matography-(electrospray) mass spectrometry. J. Chromatogr. A. 2003, 1010,
225-232.

24. Rolinski Z.: Farmakologia i farmakoterapia weterynaryjna. PWRIL, Warszawa
2008.

25. Rozanska H., Lewtak-Pitat A.: Metody przesiewowe wykrywania pozostatosci
antybiotykéw w zywnosci. Zycie Wet. 2011, 86, 59-61.

26. Samanidou V. F., Nikolaidou K. I., Papadoyannis 1. N.: Advances in Chromato-
graphic Analysis of Tetracyclines in Foodstuffs of Animal Origin — A Review.
Sep. Purif. Rev. 2007, 36, 1-69.

27.Schnappinger D., Hillen W.: Tetracyclines: antibiotic action, uptake, and
resistance mechanisms. Arch. Microbiol. 1996, 165, 359-369.

28. Similack J. D., Wilson W. R., Cockerill F. R.: Tetracyclines, chloramphenicol,
erythromycin, clindamycin, and metronidazole. Mayo Clin. Proc. 1991, 66,
1270-1280.

29. Tanner A. C.: Antimicrobial drug use in poultry, [w:] Prescott J. F., Baggot
J. D., Walker R. D. (red.): Antimicrobial Therapy in Veterinary Medicine.
3 ed. Ames, [A: Towa State University Press 2000, s. 637-655.

30. Tsai W.-H., Huang T.-C., Huang J.-J., Hsue Y.-H., Chuang H.-Y.: Dispersive
solid-phase microextraction method for sample extraction in the analysis
of four tetracyclines in water and milk samples by high-performance liquid
chroamtography with diode-array detection. J. Chromatogr. A 2009, 1216,
2263-2269.

31.USP DI: Drug information for the health care professional. Vol. I. 13™ ed.
Rockville, MD, US Pharmacopeial Convention 1993, 2610-2620.

32. Williams D. N.: Tetracyclines, [w:] Gorbach S. L., Bartlett J. G., Blacklow N. R.
(red.): Infectious Diseases. 2™ ed. Saunders, Philadelphia 1998, s. 227-231.

33. Xia W, Nielsen P, Gyrol-Hansen N.: Oxytetracycline in cattle: a comparision
between a convetional and a long-action preparation. Acta Vet. Scand. 1983,
24, 120-128.

2

—_

Adres autora: dr Ewelina Patyra, Al. Partyzantow 57, 24-100 Pulawy;
e-mail: ewelina.patyra@piwet.pulawy.pl



