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Summary

Tiamulin, a semi-synthetic antibiotic agent, is exclusively used in veterinary medicine and is rapidly distri-
buted in the body and intensively metabolized in the liver.

The aim of the study was to estimate the residue levels of tiamulin metabolite in pigs’ tissues after oral and
intramuscular administration.

The experiment was carried out on 38 pbz breed weaners, divided into two groups. One of the groups was
administered Tiamowet 45% granulate orally at a dose of 24 mg/kg b.w./day, and the other was administered
Tiamowet 200 intramuscularly at a dose of 15 mg/kg b.w./day. Both drugs were taken for 5 days. The weaners
from both groups were slaughtered on days 3, 4, 6, 8, 10, 12 and 15 following the end of drug administration.
Samples of tested tissues from the livers and muscles were isolated in order to measure the residue marker
level. 8-a-hydroxymutilin residues were estimated according to the GC method by Marcus and Sherma in
their own modification. A validation method procedure was also carried out. The GC experiment showed that
8-a-hydroxymutilin concentration in the tested muscles attains a lower level than that of MRL i.e. 100 pg/kg
on day 10 following intramuscular Tiamowet 200 preparation administration and on day 12 following oral

Tiamowet 45% granulate administration.
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Tiamulina (ryc. 1) jest polsyntetyczna pochodna pleu-
romutyliny, majaca zastosowanie wytacznie w lecznic-
twie zwierzat. Ze wzgledu na swoja stabilnosc, krysta-
liczna strukturg oraz dobra rozpuszczalnos¢ w wodzie,
antybiotyk ten jest idealnym $rodkiem do stosowania
w paszach, z woda do picia, jak rowniez w postaci
iniekcyjnej u $win. W lecznictwie weterynaryjnym tia-
mulina stosowana jest najczgsciej] w postaci rozpusz-
czalnego w wodzie wodorofumaranu (1).

Szereg pord6wnawczych badan farmakokinetycznych,
przeprowadzonych na antybiotykach z r6znych grup,
wykazato znaczna rozbiezno$¢ w wynikach uzyskanych
metodami mikrobiologicznymi i metodami chromato-
graficznymi. Podstawowym warunkiem, ktory musi by¢
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Ryec. 1. Wzér strukturalny i sumaryczny tiamuliny

spetniony przy okreslaniu stgzen antybiotyku w plazmie
lub tkankach z zastosowaniem metod mikrobiologicz-
nych jest fakt, ze lek lub jego metabolity w organizmie
nie moga traci¢ swojej aktywnosci przeciwbakteryjne;j.
Utrata tej aktywnos$ci podczas ktoregos z etapow lo-
sOw leku w ustroju pociaga za soba brak wrazliwosci
referencyjnych drobnoustrojow wskaznikowych, a co
za tym idzie brak wiarygodno$ci wynikow (7, 21).
Wedhug danych z pismiennictwa tiamulina ulega
szybkiemu metabolizmowi w organizmie do szeregu
malo aktywnych lub nieaktywnych mikrobiologicznie
metabolitow, ktore moga wywiera¢ niekorzystne dzia-
tanie toksyczne dla organizmu ludzkiego (8-11). Z tego
wzgledu Europejska Agencja Oceny Produktéw Me-
dycznych (EMEA) przy okre$laniu czasu zanikania tia-
muliny z tkanek wskaznikowych $win zaleca pomiar
sumy metabolitéw tego antybiotyku, ktore po ekstrak-
cji organicznymi rozpuszczalnikami sa hydrolizowane
do pochodnych a-hydroksymutyliny i oznaczane jako
rownowaznik w postaci 8-a-hydroksymutyliny (4-6).
Tiamulina jest aktualnie zaliczona przez Komitet ds.
Lekow Weterynaryjnych (CVMP) do Wykazu I z wy-
znaczonymi wartosciami MRL dla krélikow, indykow,
swin 1 kurczat rzeznych. Wyznaczone wartosci MRL,
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pozostatosci 8-a-hydroksymutyliny w tkankach wskaz-
nikowych u $win wynosza dla migsni 100 pg/kg 1 wat-
roby — 500 pg/kg (4-6).

Struktura chemiczna czasteczki tiamuliny przyczy-
nia si¢ do wystgpowania problemow analitycznych,
zarébwno przy badaniu zawartos$ci tej substancji w pa-
szach, jak réwniez w tkankach zwierzgcych. Zawiodty
proby analizy z zastosowaniem kolumn jonowymien-
nych z réznymi polarnymi fazami stacjonarnymi ze
wzgledu na wartos$¢ pH tiamuliny, ktére wynosi ok. 8,0.
Dodatkowo tiamulina nie wykazuje aktywnosci fluores-
cencyjnej, a staba oznaczalno$¢ — przy badaniu z za-
stosowaniem detektora UV (20, 22).

Ilosciowego okreslenia tiamuliny w preparatach lecz-
niczych 1 w paszach mozna dokona¢ za pomoca chro-
matografii cienkowarstwowej (TLC) (12) i chromato-
grafii cieczowej (LC) (13-15, 18). Natomiast okresla-
nie pozostatosci tiamuliny w tkankach zwierzgcych musi
by¢ prowadzone za pomoca odpowiednio czutej meto-
dy, tzn. chromatografii gazowej (GC) poprzedzonej
derywatyzacja metabolitow (16, 17). Obecnie rutyno-
wymi metodami oznaczen, zalecanymi przez CVMP,
stosowanymi do oznaczen pozostatosci tiamuliny
w tkankach zwierzecych jest chromatografia gazowa
z detekcja elektrochemiczng lub detekcja wychwytu
elektronow (5, 6).

Zastosowana w badaniach maksymalna dawka do-
bowa przez okres 5 dni — 24 mg/kg m.c. tiamuliny,
w przeliczeniu na substancj¢ czynna, przy stosowaniu
preparatu doustnego Tiamowet 45% — granulat oraz
15 mg/kg, dla preparatu iniekcyjnego Tiamowet 200,
zostata zalecona przez producenta. Stosowanie maksy-
malnych dawek jednorazowych i dobowych przy bada-
niach pozostatosci lekéw weterynaryjnych zaleca Urzad
Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyroboéw Medycz-
nych i Produktow Biobdjczych (2, 3).

Material i metody

Badane leki. Badania przeprowadzono z preparatem
iniekcyjnym Tiamowet 200 zawierajacym zasade¢ tiamuliny
— 16,22 g (co odpowiada 20 g wodorofumaranu tiamuliny/
/100 ml) oraz preparatem do stosowania doustnego Tiamo-
wet 45% — granulat, zawierajacym wodorofumaran tiamuliny
— 45 g/100 g. Jako standardu markera tiamuliny uzyto 8-a-
-hydroksymutyliny, firmy Biochemie, Niemcy.

Badania z preparatem Tiamowet 200 przeprowadzono ogo-
tem na 20 warchlakach ptci mieszanej, rasy pbz, o wyjscio-
wej masie ciata 14-22 kg. W tej grupie 18 warchlakéw stano-
wito zwierzgta doswiadczalne, ktore otrzymywaty preparat
Tiamowet 200 w przeliczeniu na substancjg czynna, w dawce
15 mg/kg m.c./24 h, domig$niowo, przez 5 dni. Dwa pozosta-
e warchlaki stanowity zrodto tkanek kontrolnych. Zwierzgta
poddano ubojowi po uptywie 3, 6, 101 15 dni od zaprzestania
podawania preparatu. Podczas kwarantanny i trwania do§wiad-
czenia warchlaki byly zywione mieszanka ze Srut zbozowych
oraz otrzymywaly wodg ad libitum.

Druga serig badan, z preparatem doustnym Tiamowet 45%
granulat, przeprowadzono na 16 warchlakach doswiadczal-
nych i 2 kontrolnych obojga plci, rasy pbz, o wyjsciowej ma-
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sie ciata 19-24 kg. Preparat Tiamowet 45% — granulat poda-
wano zawieszony w 0,5% roztworze metylocelulozy, indywi-
dualnie per os w dawce 24 mg/kg m.c./24 h aktywnej sub-
stancji, przez okres 5 dni. Warchlaki poddano ubojowi po 4,
8, 12115 dniach od zaprzestania podawania preparatu. Zwie-
rzeta kontrolne przetrzymywano w odizolowanych boksach,
w takich samych warunkach, co grupy zwierzat do§wiadczal-
nych. Uboj warchlakow kontrolnych nastapit w innym termi-
nie. Bezposrednio po uboju od kazdego zwierzgcia pobiera-
no prébki migsni i watroby, ktére poddawano zamrozeniu
i przechowywano w temp. —30°C do czasu wykonania ana-
lizy chromatograficznej. W analogiczny sposob pobrano prob-
ki tkanek wskaznikowych od warchlakéw kontrolnych.

Walidacja metody analitycznej. Metoda chromatograficz-
na (GC) wg Marcus i Sherma (16) w modyfikacji wlasnej,
zostata wstegpnie poddana procesowi walidacji, ktory potwier-
dzit jej przydatnos$¢ do okreslania poziomu markera pozosta-
tosci tiamuliny w tkankach zwierzgcych. W tym celu kazda
prébe na odzysk oraz préby §lepe poddano identycznej pro-
cedurze jak proby pozyskane od zwierzat doswiadczalnych.
Okreslano réwniez trwato$¢ analitu w matrycy biologiczne;j,
zakres liniowy metody, doktadno$¢ metody GC na podstawie
okreslenia stopnia odzysku 8-a-hydroksymutyliny, specyficz-
no$¢ metody oznaczania 8-a-hydroksymutyliny przy uzyciu
GC/MS (17), granicg wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnos$ci
(LOQ) (19).

Procedura ekstrakcji tiamuliny z tkanek (watroba
i mig¢Snie) wedlug Marcus i Sherma (16) w modyfikacji
wlasnej. Kazda probke poddawano homogenizacji przez
1-2 min., pobierano 30 g homogenatu i ekstrahowano 300 ml
mieszaning ekstrakcyjna (0,5M HC1 + aceton; 1 : 60, v/v).
Przesacz poddawano ochtodzeniu przez 20 minut w temp. —
80°C w celu wytracenia thuszczu. Aceton z uzyskanego prze-
saczu odparowywany byt w temp. 45 + 1°C w wyparce rota-
cyjnej. Pozostalo$¢ wodna, zawierajaca wszystkie rozpusz-
czalne metabolity tiamuliny, ochtadzano w tazni 16d-woda.

Etap hydrolizy metabolitow tiamuliny. Do uzyskanego
wyciagu wodnego dodawano 20 ml 0,2 M kwasu solnego,
12 ml 7 N NaOH i inkubowano w tazni wodnej w temp. 45
+ 1°C przez 20 minut, celem hydrolizy metabolitow tiamuli-
ny. Po hydrolizie wyciag zakwaszano 7 ml stezonego kwasu
solnego. Nastepnie ekstrahowano powstate pozostatosci
z 20 ml chloroformu w rozdzielaczu. Faze chloroformowa
odparowywano do oleistej pozostatosci w temp. 45 + 1°C
w odparowywaczu prozniowym, po czym kolbg przedmuchi-
wano azotem i ochtadzano w tazni 16d—woda.

Sprze¢ganie metabolitow tiamuliny z PFPA dla for-
mowania fluorowej pochodnej 8-a-hydroksymutyliny.
W pierwszym etapie dodawano 2,0 ml roztworu sprzegajace-
2o (1% TEA w mieszaninie aceton—benzen, 1 : 2) do kolby
z odparowanym wyciagiem z tkanek. W drugim etapie od-
mierzano 1,0 ml roztworu z pozostatlosciami (= 20,0 g tkan-
ki), dodawano 0,1 ml bezwodnego pentafluoropropionianu
(PFPA) i ogrzewano przez 20 min. w temp. 60°C, przeprowa-
dzajac reakcje¢ sprzegania.

Oczyszczanie fluorowanej pochodnej. Oczyszczanie
prowadzono przy uzyciu kolumny chromatograficznej wypet-
nionej florisilem i siarczanem sodu. Otrzymany eluat odparo-
wywano w wyparce rotacyjnej w temp. 45 + 1°C. Kolbe
z odparowanym eluatem przedmuchiwano powietrzem az do
wysuszenia, a pozostalo$¢ rozpuszczano w 20 ml benzenu.
Rozpuszczony eluat poddawano analizie chromatograficznej
(GO).
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Tab. 1. Stezenie 8-a-hydroksymutyliny (ng/g tkanki), marke-
ra pozostalosci tiamuliny w probkach watroby i mig$ni warch-
lakéw, otrzymujacych domi¢sniowo preparat Tiamowet 200
w dawce 15 mg/kg m.c./24 h w przeliczeniu na substancje czyn-
ng przez 5 kolejnych dni (X £ 5)
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Tab. 2. Stezenie 8-a-hydroksymutyliny (ng/g tkanki), marke-
ra pozostalosci tiamuliny w probkach watroby i mig$ni warch-
lakow, otrzymujacych doustnie preparat Tiamowet 45% gra-
nulat, w dawce 24 mg/kg m.c./24 h w przeliczeniu na substan-
cje¢ czynng przez 5 kolejnych dni (X £5)

Dziefi po Stezenie markera Dzief po Stezenie markera
Preparat zaprzestaniu Preparat zaprzestaniu
podawania watroba mig$nie podawania watroba mig$nie
38 248,9 + 34,5 212,7 £ 45,4 4. 156,6 + 28,8 184,6 + 25,2
6. 174,6 + 93,7 175,8 + 91,6 Tiamowet 45% 8. 123,3 + 40,4 123,0 + 19,1
Tiamowet 200 |
10. 71,7+84,0 53,8 £ 53,3 granulat 12. 106,2 + 25,3 90,4 £ 19,5
15. 69,2 + 53,0 52,3 + 25,8 15. 83,2 +14,6 75,8 + 14,7
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Ryc. 2. Srednie stezenia pozostalosci 8-¢-hydroksymutyliny
w tkankach warchlakéw otrzymujacych domig$niowo prepa-
rat Tiamowet 200

Analiza chromatograficzna. Zestaw do GC: chromato-
graf gazowy — Unicam model 610; GC kolumna kapilarna
Supelco SP-2250 — Sigma-Aldrich 30 m X 0,32 mm, film
0,20 um; dozownik Splitless, 280°C; detektor ECD, 330°C.

Procedura analizy chromatograficznej (GC) dla okres-
lenia pozostalo$ci markera tiamuliny — 8-c-hydroksymu-
tyliny jako koniugatu PFPA wedlug Marcus i Sherma (16)
w modyfikacji wlasnej. Warunki rozdziatu chromatogra-
ficznego: 70°C przez 2,0 min., od 70° do 240°C w tempie
4°C/min., 240°C przez 5 min.; gaz nos$ny — wodor, 30 cm/s.
Czas retencji w zakresie 25,2 min. do 27,3 min. W zaleznosci
od wilasciwosci aparatury analitycznej, w metodyce wg
Marcus i Sherma, poziom pozostalosci moze by¢ obliczany
z wysokosci piku lub z pola powierzchni piku. Podczas ba-
dan przy uzyciu GC Unicam model 610, stwierdzono ze
w celu wykonania obliczen bardziej obiektywnym sposobem
bedzie zastosowanie obliczen stezen pozostalosci z pola
powierzchni piku.

Wyniki i omowienie
Wprowadzenie metody GC wg Marcus i Sherma (16)
w warunkach krajowych, wymagato sprawdzenia do-
stepnosci odczynnikdéw, dostgpnosci wzorca markera
pozostatosci tiamuliny oraz uzyskania kolumny kapi-
larnej o charakterystycznych cechach. W trakcie pro-
wadzonych procedur analitycznych przy wykonywaniu

stwierdzono, ze przy zachowaniu podstawowych §rod-
kéw ostroznosci w pracy laboratoryjnej, uzyta metoda

Ryc. 3. Srednie stezenia pozostalosci 8-¢-hydroksymutyliny
w tkankach warchlakéw otrzymujacych doustnie preparat
Tiamowet 45% — granulat

jest bezpieczna dla wykonawcdw i srodowiska. Jak sig
w trakcie wykonywania tej pracy okazato, stosowane
procedury analityczne mozna stosunkowo tatwo dosto-
sowa¢ do wykonywania oznaczen w ré6znych matrycach
(np. mig$niach). Jedyna niedogodnos$cia ocenianych
1 sprawdzanych procedur analitycznych wg Marcus
i Sherma (16) jest ich duza czasochtonnos¢.

Srednie wartosci stgzen 8-a-hydroksymutyliny —
markera pozostatosci tiamuliny w tkankach wskazni-
kowych warchlakow po domig$niowym stosowaniu
przez 5 dni preparatu Tiamowet 200 w dawce 15 mg/
/kg m.c./24 h w przeliczeniu na substancj¢ czynna przed-
stawiono w tab. 1.

Oznaczenia tego markera w tkankach warchlakow
po 3, 6, 10 1 15 dniach technika GC, wykazaty, ze po-
zostatosci 8-a-hydroksymutyliny byty wykrywalne
w obu badanych tkankach wskaznikowych (mig$nie,
watroba) przez 15 dni od zaprzestania podawania leku.
Krzywe obrazujace przebieg eliminacji markera pozo-
stalosci tiamuliny w obu badanych tkankach mialy prze-
bieg zstepujacy, osiagajac juz po uptywie 10 dni od
podania preparatu Tiamowet 200 poziom nizszy od
wyznaczonych warto$ci MRL (ryc. 2). Analizujac pro-
ces eliminacji markera pozostatosci tiamuliny z obu
tkanek wskaznikowych, mozna powiedzie¢, ze stgze-
nia markera po uptywie 3 1 6 dni od odstawienia bada-
nego leku w migsniach i watrobie miaty zblizone po-
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ziomy. Po 3 dniach wynosity $rednio (n = 4): mig$nie —
212,7 + 45,4 ng/g, watroba — 248,9 + 34,5 ng/g, a po
6 dniach wynosity $rednio (n = 5): migsien — 175,8
+91,6 ng/g 1 watroba—174,6 £ 93,7 ng/g. Po 10 dniach
od zaprzestania podawania leku st¢zenia pozostatosci
markera w obu badanych tkankach ulegly znacznemu
obnizeniu i wartosci $rednie (n = 5) wynosity: migénie
—53,86+£53,3 ng/giwatroba— 77,7 + 84,0 ng/g (tab. 1).

Po 15 dniach wyczekiwania, st¢zenia markera pozo-
statosci tiamuliny osiagngly najnizsze wartosci srednie
(n = 4): migsnie — 52,3 + 25,8 ng/g i watroba — 69,2
+ 53,0 ng/g, to jest poziom wielokrotnie nizszy niz war-
tosci MRL.

Przedstawione wyniki badan nad pozostatosciami
markera tiamuliny — 8-a-hydroksymutyliny w tkan-
kach wskaznikowych (migénie, watroba) po zastosowa-
niu domig$niowym preparatu Tiamowet 200 u warch-
lakow, pozwalaja na stwierdzenie, ze proces eliminacji
pozostatosci tego antybiotyku przebiega stosunkowo
wolno, mniej wigcej rownolegle z migsni 1 watroby
(ryc. 2).

Wyniki okreslenia pozostato$ci markera tiamuliny —
8-a-hydroksymutyliny w watrobie i mi¢$niach warchla-
kéw, po stosowaniu doustnym przez 5 dni preparatu
Tiamowet 45% granulat (tiamulina w dawce 24 mg/kg
m.c. aktywnej substancji), przedstawiono w tab. 2. Prze-
prowadzone badania wykazaty, ze 8-a-hydroksymuty-
lina, marker pozostatosci tiamuliny wystgpowal na
wykrywalnym poziomie w watrobie i mi¢$niach jesz-
cze po uptywie 15 dni od zaprzestania podawania leku.
Srednie warto$ci (n = 4) st¢zenia markera po 15 dniach
od odstawienia leku wynosity odpowiednio: w przy-
padku watroby — 83,2 + 14,6 ng/g 1 mig$ni — 75,8
+ 14,7 ng/g tkanki. Swiadczy to, ze w ciagu 15 dni po
odstawieniu podawanego doustnie antybiotyku, tempo
zanikania metabolitow tiamuliny z obu tkanek wskaz-
nikowych bylo podobne. Potwierdza to rowniez porow-
nanie krzywych zanikania pozostato$ci markera tiamu-
liny w watrobie i mig$niach w ciagu 15 dni od zaprze-
stania podawania tiamuliny (ryc. 3).

Przy dosy¢ rownomiernym rozmieszczeniu pozosta-
tosci markera tiamuliny w obu tkankach wskazniko-
wych, gléwna wyktadnia do wyznaczenia okresu ka-
rencji dla §win po doustnym stosowaniu tiamuliny, jest
poziom pozostatosci tego antybiotyku w mig$niach. Na
przyktad, po 4 dniach od zaprzestania podawania tia-
muliny $rednie stezenie 8-a-hydroksymutyliny wyno-
sito w watrobie — 156,6 + 28,8 ng/g 1 w mig$niach —
184,6 + 25,2 ng/g. W nastgpnym badanym okresie, to
jest po 8 dniach, poziom pozostatosci w obu tkankach
wskaznikowych byt podobny 1 wynosit w watrobie —
123,3 + 40,4 ng/g 1 migsniach — 123,0 = 19,1 ng/g. Po
12 dniach poziom pozostatosci markera tiamuliny ulegt
po raz plerwszy w mlqsmach obnizeniu do wartosci
pomzeJ granicy wyznaczonej przez MRL dla tej tkanki
1 wynosit $rednio 90,4 + 19,5. W przypadku watroby
przy wartosci MRL dla markera tiamuliny wynoszacej
500 ng/kg, spadek 8-a-hydroksymutyliny w tej tkance
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obserwowano juz po 4 dniach od odstawienia prepara-
tu Tiamowet 45% granulat.

Uzyskane wyniki badan nad st¢zeniami pozostatosci
markera tiamuliny — 8-a-hydroksymutyliny w tkankach
wskaznikowych (migsnie, watroba), po stosowaniu do-
ustnym preparatu Tiamowet 45% granulat u warchla-
koéw, wskazuja, ze proces eliminacji tego antybiotyku
przebiega po podaniu per os wolniej niz po podaniu
domigéniowym preparatu Tiamowet 200. Dtuzszy okres
eliminacji pozostatosci tiamuliny u warchlakéw po sto-
sowaniu doustnym preparatu Tiamowet 45% granulat,
moze by¢ spowodowany bardziej rozleglym procesem
dystrybucji tiamuliny w organizmie.
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