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Wed³ug zaleceñ Europejskiej Agencji Oceny Pro-
duktów Medycznych (EMEA), metody analityczne
s³u¿¹ce do okre�lania pozosta³o�ci leków weteryna-
ryjnych musz¹ byæ zwalidowane, tzn. spe³niaæ szereg
wymogów potwierdzaj¹cych ich przydatno�æ (2). Pa-
rametrami charakteryzuj¹cymi przydatno�æ metody s¹:
potwierdzenie identyczno�ci, selektywno�ci i specy-
ficzno�ci, granica wykrywalno�ci, granica oznaczenia
ilo�ciowego, zakres roboczy i zakres liniowo�ci, do-
k³adno�æ, precyzja, czu³o�æ, powtarzalno�æ i odtwa-
rzalno�æ, niepewno�æ pomiaru, odporno�æ metody na
zmiany warunków oraz odzysk. Ponadto procedury
analityczne nie powinny byæ kosztowne. Wobec tak
rygorystycznych wymogów, wszelkie uprzednio wy-
konane badania z zastosowaniem niezwalidowanych
metod straci³y na swym znaczeniu (1, 3, 4-6, 10, 13).

Szczegó³owe za³o¿enia dotycz¹ce walidacji metod
analitycznych stosowanych w badaniach farmako-
kinetycznych i dostêpno�ci biologicznej obejmuj¹ (2,
8, 11, 14):

� trwa³o�æ analitu w matrycy biologicznej, tj. za-
warto�æ analitu w próbkach biologicznych w trakcie
procedury analitycznej w temperaturze pokojowej oraz
podczas przechowywania próbek (w temp. np. 4°C,
�20°C lub �80°C) nie powinna zmieniaæ siê wiêcej
ni¿ o ± 5% lub o ± 15% w przypadku derywatyzacji
oraz okre�lenie wp³ywu na powy¿sz¹ zawarto�æ ana-
litu co najmniej dwóch cykli zamra¿ania (np. do �20°C
i/lub do �80°C) i rozmra¿ania próbek biologicznych,

� selektywno�æ metody, która odnosi siê do meta-
bolitów analitu, ewentualnie jego produktów rozk³a-
du i zwi¹zków egzogennych, np. innych leków, stoso-

wanych u danego pacjenta. Wymaga to sprawdzenia
metody nie tylko na próbkach materia³u biologiczne-
go, nastrzykiwanego danym analitem, lecz tak¿e w od-
niesieniu do próbek pobranych od chorego lub do-
�wiadczalnego zwierzêcia otrzymuj¹cego dany lek,

� kierunek: metoda analityczna powinna dotyczyæ
leku i/lub jego metabolitu, które decyduj¹ o dzia³aniu
farmakologicznym,

� sposób wykonania krzywej: krzyw¹ wzorcow¹
nale¿y obliczyæ metodami statystycznymi, na podsta-
wie 5-8 punktów do�wiadczalnych, stanowi¹cych �red-
ni¹ z 2-3 próbek,

� ustalenie zakresu stê¿eñ krzywej wzorcowej.
W tym celu nale¿y wyznaczyæ doln¹ granicê wykry-
walno�ci (LOD) i doln¹ granicê oznaczalno�ci (LOQ).
LOD jest to najmniejsze stê¿enie, którego pik mo¿na
odró¿niæ od szumów. LOQ powinna co najmniej 2 razy
przewy¿szaæ LOD,

� dok³adno�æ, która okre�la odchylenie (w %) ozna-
czonej warto�ci od warto�ci prawdziwej. Odzysk do-
danego analitu do matrycy w zakresie oznaczanych
stê¿eñ jest przewa¿nie miar¹ dok³adno�ci. Odzysk
akceptowany przez ró¿nych autorów wynosi 50%, 80%
lub 90%.

� precyzjê, która jest miar¹ powtarzalno�ci wyni-
ków oznaczeñ wielokrotnych tej samej próbki. Zwy-
kle odnosi siê j¹ do oznaczeñ w danym dniu i do ozna-
czeñ w kolejnych dniach. Powinny byæ wyznaczone
dla co najmniej 3 ró¿nych stê¿eñ z zakresu krzywej
wzorcowej: zbli¿onych do LOQ, w pobli¿u stê¿enia
�rodkowego i tu¿ poni¿ej stê¿enia maksymalnego.
�rednie warto�ci precyzji i dok³adno�ci powinny siê
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mie�ciæ w zakresie ± 15% warto�ci prawdziwej. Jedy-
nie dla LOQ jest akceptowalna warto�æ nie przewy¿-
szaj¹ca 20%.

Celem badañ by³a walidacja metody oznaczania tia-
muliny w tkankach wska�nikowych �wiñ.

Materia³ i metody
Procedura. Walidacji poddano metodê GC wg Marcus

i Sherma (9), za pomoc¹ której mo¿na okre�liæ poziom mar-
kera pozosta³o�ci tiamuliny w tkankach zwierzêcych. Wa-
lidowana metoda sk³ada siê z wielu etapów, prowadz¹cych
do otrzymania finalnej próby z analitem przystosowanym
do oznaczeñ za pomoc¹ chromatografu GC wyposa¿onego
w detektor wychwytu elektronów. W tym celu ka¿d¹ próbê
na odzysk oraz próby �lepe poddawano identycznej proce-
durze jak próby pozyskane od zwierz¹t do�wiadczalnych,
tzn. homogenizacji tkanek, dwukrotnej ekstrakcji tiamuli-
ny z tkanek, eliminacji t³uszczu (w temp. �80°C), etapowi
hydrolizy metabolitów tiamuliny, etapowi sprzêgania me-
tabolitów w celu formowania fluorowej pochodnej 8-a-hy-
droksymutyliny oraz etapowi oczyszczania derywatu (9).

Trwa³o�æ analitu w matrycy biologicznej. Badania
trwa³o�ci analitu przeprowadzono na próbkach w¹troby
i miê�ni, poddanych ca³emu cyklowi analitycznemu we-
d³ug Marcus i Sherma (9), rozpuszczonych w benzenie.
Próbki przechowywano w szczelnie zamkniêtych kolbach
w temp. 4°C, �20°C i �80°C. Poziom analitu oceniano co-
dziennie przez okres 1 tygodnia, za pomoc¹ chromatografu
gazowego Unicam, wyposa¿onego w detektor wychwytu
elektronów (ECD).

Zakres liniowy metody. Krzyw¹ kalibracyjn¹ dla chro-
matograficznego oznaczania fluorowcopochodnej 8-hy-
droksymutyliny, z wykorzystaniem detektora wychwytu
elektronów (ECD), wykre�lono na podstawie piêciu punk-
tów kalibracyjnych (tab. 1).

Do punktów kalibracyjnych, metod¹ najmniejszych kwa-
dratów, dopasowano krzyw¹ kalibracyjn¹ (ryc. 1) w posta-

ci y = ax + b, gdzie
y oznacza pole po-
wierzchni piku, x
oznacza stê¿enie
analitu.

P r o c e d u r a
sprawdzenia do-
k³adno�ci metody
GC na podstawie
okre�lenia stopnia
odzysku 8-a-hy-
droksymuty l iny
z tkanek kontrol-
nych. Do próbek tkanek kontrolnych (w¹troba, miê�nie)
o masie 30,0 g dodawano po 2 µg, 4µg i 6 µg/ml wzorca
8-a-hydroksymutyliny i poddawano analogicznej procedu-
rze wg Marcus i Sherma (9).

Potwierdzenie specyficzno�ci metody oznaczania
8-a-hydroksymutyliny przy u¿yciu GC/MS wg Marcus
i Sherma (10). Po analizie na chromatografie gazowym
(GC) prób na odzysk, dokonano walidacji próbki w¹troby
badanej przy u¿yciu GC/MS.

Okre�lenie granicy wykrywalno�ci (LOD) i oznaczal-
no�ci (LOQ). Z krzywej kalibracyjnej wyznaczono rów-
nie¿ granicê wykrywalno�ci LOD (limit of detection) (dane
tab. 2) wed³ug wzoru:

3 · s
yxLOD =

a

i granicê oznaczalno�ci LOQ (limit of quantification) we-
d³ug wzoru:

3 · s
yxLOD =             .

a

Wyniki i omówienie
W trakcie badañ nie stwierdzono znacznych odchy-

leñ (³ 15%) zawarto�ci analitu w próbkach, co jest
zgodne z za³o¿eniami walidacji me-
tod analitycznych dotycz¹cych dery-
watów.

Na podstawie procedury przepro-
wadzonej dla standardu wewnêtrzne-
go do wykre�lenia krzywej wzorco-
wej, ustalono �redni¹ warto�æ odzys-
ku ± SD, która wynosi³a �rednio dla
w¹troby 86,82% i dla miê�ni 74,43%.
W trakcie badañ nad stopniem odzys-
ku nie stwierdzono znacz¹cego nak³a-
dania siê pików w próbach, co po-
twierdza dostateczn¹ procedurê
oczyszczania próbek. Ponadto, pik
fluorowcowej pochodnej 8-a-hydro-
ksymutyliny (XP) by³ g³ównym pi-
kiem stwierdzanym na chromatogra-
mach, co �wiadczy o specyficzno�ci
i czu³o�ci procedury u¿ytej do ozna-
czania markera pozosta³o�ci tiamuliny.

Badaniem GC/MS potwierdzono
wystêpowanie XP w próbce w¹troby

Tab. 1. Punkty kalibracyjne s³u¿¹ce
do wykre�lenia krzywej kalibracyjnej
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Ryc. 1. Równanie krzywej oraz krzywa kalibracyjna dla 8-a-hydroksymutyliny.
Równanie krzywej: y = 8,0637971 x + (�9,319155)
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badanej na odzysk z dodanym standardem 8-a-hydro-
ksymutyliny, którego nie stwierdzano w próbkach tka-
nek kontrolnych. Badaniem spektrometrycznym wy-
kazano dla 8-a-hydroksymutyliny sprzê¿onej z bez-

wodnym pentafluoropropionianem, nastêpuj¹ce cha-
rakterystyczne piki jonów cz¹steczkowych: 285, 325
i 447 (ryc. 6) dla tego standardu zgodnych z danymi
w pracy Marcus i Sherma (10). Wyznaczone granice
wykrywalno�ci i oznaczalno�ci wynios³y odpowiednio:
LOD = 7,270872 ng/ml oraz LOQ = 23,99388 ng/ml.

Nowoczesne metody chromatograficzne, dziêki za-
stosowaniu odpowiednich kolumn chromatograficz-
nych i czu³ych aparatów detekcyjnych, pozwalaj¹ na
precyzyjne okre�lanie nawet �ladowych zawarto�ci

substancji w badanych próbkach
materia³u biologicznego. Metoda
oznaczeñ tiamuliny wg Marcus
i Scherma (9) w modyfikacji
w³asnej, dziêki zastosowaniu me-
tody chromatografii gazowej cha-
rakteryzuj¹cej siê stosunkowo
wysokim stopniem rozdzielczo�-
ci oraz detektorowi wychwytu
elektronów, który posiada zdol-
no�æ detekcji 2 × 10-14 g/s (12)
jest odpowiednim narzêdziem
s³u¿¹cym do oznaczenia pozio-
mu markera pozosta³o�ci tej sub-
stancji w tkankach zwierzêcych.
Pozwala ona na wykrycie tej sub-
stancji ju¿ przy stê¿eniach powy-
¿ej 30 ng/g, co jest istotne
zw³aszcza przy badaniu tkanek
wska�nikowych pochodz¹cych

od zwierz¹t leczonych tiamulin¹.
Tak¿e metody walidacyjne, m.in. badanie z zasto-

sowaniem spektrometru masowego, potwierdzaj¹ traf-
no�æ w wyborze techniki chromatograficznej oraz po-

Ryc. 3. Chromatogram � standard ze-
wnêtrzny 100 ng

Ryc. 4. Chromatogram � standard ze-
wnêtrzny 200 ng

Ryc. 5. Chromatogram � standard ze-
wnêtrzny 400 ng

Tab. 2. Parametry wyznaczone za pomoc¹ regresji liniowej
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Tab. 3. Sprawdzenie dok³adno�ci metody chromatograficznej /GC/ na podstawie pro-
centu odzysku markera tiamuliny � 8-a-hydroksymutyliny z tkanek kontrolnych �wiñ
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Obja�nienia: M � próbka miê�ni, W � próbka w¹troby
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prawno�æ wstêpnego procesu obróbki tkanek przy
oznaczaniu poziomu zawarto�ci tiamuliny i jej meta-
bolitów w organizmie zwierzêcym. Spektrometria mas
(MS) jest jedn¹ z najskuteczniejszych metod analizy
jako�-ciowej i analizy strukturalnej zwi¹zków orga-
nicznych, a tak¿e odgrywa znacz¹c¹ rolê w ilo�ciowej
analizie �ladów ró¿nych zwi¹zków.

Po³¹czenie chromatografii gazowej ze spektrome-
tri¹ mas stworzy³o jedno z najbardziej skutecznych
narzêdzi w analizie skomplikowanych mieszanin
zwi¹zków organicznych, gdy¿ chromatograf gazowy
rozdziela mieszaniny i wprowadza do spektrometru
mas czyste zwi¹zki o odpowiedniej lotno�ci, z szyb-
ko�ci¹ dostosowan¹ do szybko�ci procesów zachodz¹-
cych w MS. Natomiast spektrometr mas identyfikuje
dany zwi¹zek (pe³ni zatem funkcjê detektora jako�cio-
wego) i oznacza poszczególne sk³adniki ilo�ciowo
(12).

Ka¿da nowa metoda badawcza wymaga przeprowa-
dzenia procesu walidacji w laboratorium wykonuj¹-
cym dane oznaczenia. Taka procedura pozwala sku-
tecznie oceniæ trafno�æ w doborze odczynników che-
micznych, dostroiæ aparaturê analityczn¹ oraz doko-
naæ modyfikacji w metodzie podyktowanych specyfi-
k¹ o�rodka badawczego.

Wg zaleceñ EMEA, poziom pozosta³o�ci tiamuliny
u �wiñ nale¿y przeprowadziæ na dwóch tkankach
wska�nikowych � w¹trobie i miê�niach (7). Natomiast
procedury opisane w metodzie Marcus i Sherma, na
które powo³uj¹ siê organizacje odpowiedzialne za re-
jestracjê leków, dotycz¹ oznaczania fluorowcopochod-
nych metabolitów tiamuliny tylko w w¹trobie �wiñ.
Z tego powodu zaistnia³a konieczno�æ adaptacji
i sprawdzenia przydatno�ci ww. metody w stosunku

do tkanki miê�niowej. Metodê walidacji dla
miê�ni przeprowadzono na 30 g homoge-
natu tkanki, dodaj¹c takie same ilo�ci mar-
kera pozosta³o�ci tiamuliny jak w przypad-
ku w¹troby. Analiza GC próbek miê�ni do-
wiod³a, ¿e próbki sporz¹dzone z takiej sa-
mej ilo�ci tkanki (30 g), jak próbki z w¹tro-
by, daj¹ zbli¿one pod wzglêdem pola po-
wierzchni piki. Tkanka miê�niowa przesz³a
taki sam wstêpny proces przygotowania do
analizy za pomoc¹ GC. W trakcie badañ
stwierdzono, ¿e podczas etapu g³êbokiego
wymra¿ania, maj¹cego za zadanie usuniê-
cie t³uszczu, z próbek miê�ni wytr¹ca siê
jego wiêksza ilo�æ. Dlatego te¿ proces wy-
mra¿ania (�80°C) wyd³u¿ono z 10 do 20 min.

Metoda wg Marcus i Sherma (9) mówi
o dowolno�ci w zastosowaniu powietrza
b¹d� azotu podczas usuwania par rozpusz-
czalników z kolb po procesie odparowywa-
nia. Podczas badañ stwierdzono jednak, ¿e
zastosowanie powietrza do ww. celu, nie-
korzystnie wp³ywa³o na dalsze etapy przy-
gotowania próbek do analizy tzn. etap de-

rywatyzacji. Zwi¹zane by³o to najprawdopodobniej
z zawarto�ci¹ �ladowych ilo�ci pary wodnej w stoso-
wanym powietrzu, które uniemo¿liwia tworzenie fluo-
rowych pochodnych tiamuliny.
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Ryc. 6. Widmo masowe dla 8-a-hydroksymutyliny � markera pozosta³o�ci
tiamuliny


