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Tiamulina (ryc. 1) jest pó³syntetyczn¹ pochodn¹ pleu-
romutyliny, maj¹c¹ zastosowanie wy³¹cznie w lecznic-
twie zwierz¹t. Ze wzglêdu na swoj¹ stabilno�æ, krysta-
liczn¹ strukturê oraz dobr¹ rozpuszczalno�æ w wodzie,
antybiotyk ten jest idealnym �rodkiem do stosowania
w paszach, z wod¹ do picia, jak równie¿ w postaci
iniekcyjnej u �wiñ. W lecznictwie weterynaryjnym tia-
mulina stosowana jest najczê�ciej w postaci rozpusz-
czalnego w wodzie wodorofumaranu (1).

Szereg porównawczych badañ farmakokinetycznych,
przeprowadzonych na antybiotykach z ró¿nych grup,
wykaza³o znaczn¹ rozbie¿no�æ w wynikach uzyskanych
metodami mikrobiologicznymi i metodami chromato-
graficznymi. Podstawowym warunkiem, który musi byæ

spe³niony przy okre�laniu stê¿eñ antybiotyku w plazmie
lub tkankach z zastosowaniem metod mikrobiologicz-
nych jest fakt, ¿e lek lub jego metabolity w organizmie
nie mog¹ traciæ swojej aktywno�ci przeciwbakteryjnej.
Utrata tej aktywno�ci podczas którego� z etapów lo-
sów leku w ustroju poci¹ga za sob¹ brak wra¿liwo�ci
referencyjnych drobnoustrojów wska�nikowych, a co
za tym idzie brak wiarygodno�ci wyników (7, 21).

Wed³ug danych z pi�miennictwa tiamulina ulega
szybkiemu metabolizmowi w organizmie do szeregu
ma³o aktywnych lub nieaktywnych mikrobiologicznie
metabolitów, które mog¹ wywieraæ niekorzystne dzia-
³anie toksyczne dla organizmu ludzkiego (8-11). Z tego
wzglêdu Europejska Agencja Oceny Produktów Me-
dycznych (EMEA) przy okre�laniu czasu zanikania tia-
muliny z tkanek wska�nikowych �wiñ zaleca pomiar
sumy metabolitów tego antybiotyku, które po ekstrak-
cji organicznymi rozpuszczalnikami s¹ hydrolizowane
do pochodnych a-hydroksymutyliny i oznaczane jako
równowa¿nik w postaci 8-a-hydroksymutyliny (4-6).

Tiamulina jest aktualnie zaliczona przez Komitet ds.
Leków Weterynaryjnych (CVMP) do Wykazu I z wy-
znaczonymi warto�ciami MRL dla królików, indyków,
�wiñ i kurcz¹t rze�nych. Wyznaczone warto�ci MRL,
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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 µg/kg
on day 10 following intramuscular Tiamowet 200 preparation administration and on day 12 following oral
Tiamowet 45% granulate administration.
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Ryc. 1. Wzór strukturalny i sumaryczny tiamuliny
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pozosta³o�ci 8-a-hydroksymutyliny w tkankach wska�-
nikowych u �wiñ wynosz¹ dla miê�ni 100 µg/kg i w¹t-
roby � 500 µg/kg (4-6).

Struktura chemiczna cz¹steczki tiamuliny przyczy-
nia siê do wystêpowania problemów analitycznych,
zarówno przy badaniu zawarto�ci tej substancji w pa-
szach, jak równie¿ w tkankach zwierzêcych. Zawiod³y
próby analizy z zastosowaniem kolumn jonowymien-
nych z ró¿nymi polarnymi fazami stacjonarnymi ze
wzglêdu na warto�æ pH tiamuliny, które wynosi ok. 8,0.
Dodatkowo tiamulina nie wykazuje aktywno�ci fluores-
cencyjnej, a s³ab¹ oznaczalno�æ � przy badaniu z za-
stosowaniem detektora UV (20, 22).

Ilo�ciowego okre�lenia tiamuliny w preparatach lecz-
niczych i w paszach mo¿na dokonaæ za pomoc¹ chro-
matografii cienkowarstwowej (TLC) (12) i chromato-
grafii cieczowej (LC) (13-15, 18). Natomiast okre�la-
nie pozosta³o�ci tiamuliny w tkankach zwierzêcych musi
byæ prowadzone za pomoc¹ odpowiednio czu³ej meto-
dy, tzn. chromatografii gazowej (GC) poprzedzonej
derywatyzacj¹ metabolitów (16, 17). Obecnie rutyno-
wymi metodami oznaczeñ, zalecanymi przez CVMP,
stosowanymi do oznaczeñ pozosta³o�ci tiamuliny
w tkankach zwierzêcych jest chromatografia gazowa
z detekcj¹ elektrochemiczn¹ lub detekcj¹ wychwytu
elektronów (5, 6).

Zastosowana w badaniach maksymalna dawka do-
bowa przez okres 5 dni � 24 mg/kg m.c. tiamuliny,
w przeliczeniu na substancjê czynn¹, przy stosowaniu
preparatu doustnego Tiamowet 45% � granulat oraz
15 mg/kg, dla preparatu iniekcyjnego Tiamowet 200,
zosta³a zalecona przez producenta. Stosowanie maksy-
malnych dawek jednorazowych i dobowych przy bada-
niach pozosta³o�ci leków weterynaryjnych zaleca Urz¹d
Rejestracji Produktów Leczniczych, Wyrobów Medycz-
nych i Produktów Biobójczych (2, 3).

Materia³ i metody
Badane leki. Badania przeprowadzono z preparatem

iniekcyjnym Tiamowet 200 zawieraj¹cym zasadê tiamuliny
� 16,22 g (co odpowiada 20 g wodorofumaranu tiamuliny/
/100 ml) oraz preparatem do stosowania doustnego Tiamo-
wet 45% � granulat, zawieraj¹cym wodorofumaran tiamuliny
� 45 g/100 g. Jako standardu markera tiamuliny u¿yto 8-a-
-hydroksymutyliny, firmy Biochemie, Niemcy.

Badania z preparatem Tiamowet 200 przeprowadzono ogó-
³em na 20 warchlakach p³ci mieszanej, rasy pbz, o wyj�cio-
wej masie cia³a 14-22 kg. W tej grupie 18 warchlaków stano-
wi³o zwierzêta do�wiadczalne, które otrzymywa³y preparat
Tiamowet 200 w przeliczeniu na substancjê czynn¹, w dawce
15 mg/kg m.c./24 h, domiê�niowo, przez 5 dni. Dwa pozosta-
³e warchlaki stanowi³y �ród³o tkanek kontrolnych. Zwierzêta
poddano ubojowi po up³ywie 3, 6, 10 i 15 dni od zaprzestania
podawania preparatu. Podczas kwarantanny i trwania do�wiad-
czenia warchlaki by³y ¿ywione mieszank¹ ze �rut zbo¿owych
oraz otrzymywa³y wodê ad libitum.

Drug¹ seriê badañ, z preparatem doustnym Tiamowet 45%
granulat, przeprowadzono na 16 warchlakach do�wiadczal-
nych i 2 kontrolnych obojga p³ci, rasy pbz, o wyj�ciowej ma-

sie cia³a 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, 12 i 15 dniach od zaprzestania podawania preparatu. Zwie-
rzêta kontrolne przetrzymywano w odizolowanych boksach,
w takich samych warunkach, co grupy zwierz¹t do�wiadczal-
nych. Ubój warchlaków kontrolnych nast¹pi³ w innym termi-
nie. Bezpo�rednio po uboju od ka¿dego zwierzêcia pobiera-
no próbki miê�ni i w¹troby, które poddawano zamro¿eniu
i przechowywano w temp. �30°C do czasu wykonania ana-
lizy chromatograficznej. W analogiczny sposób pobrano prób-
ki tkanek wska�nikowych od warchlaków kontrolnych.

Walidacja metody analitycznej. Metoda chromatograficz-
na (GC) wg Marcus i Sherma (16) w modyfikacji w³asnej,
zosta³a wstêpnie poddana procesowi walidacji, który potwier-
dzi³ jej przydatno�æ do okre�lania poziomu markera pozosta-
³o�ci tiamuliny w tkankach zwierzêcych. W tym celu ka¿d¹
próbê na odzysk oraz próby �lepe poddano identycznej pro-
cedurze jak próby pozyskane od zwierz¹t do�wiadczalnych.
Okre�lano równie¿ trwa³o�æ analitu w matrycy biologicznej,
zakres liniowy metody, dok³adno�æ metody GC na podstawie
okre�lenia stopnia odzysku 8-a-hydroksymutyliny, specyficz-
no�æ metody oznaczania 8-a-hydroksymutyliny przy u¿yciu
GC/MS (17), granicê wykrywalno�ci (LOD) i oznaczalno�ci
(LOQ) (19).

Procedura ekstrakcji tiamuliny z tkanek (w¹troba
i miê�nie) wed³ug Marcus i Sherma (16) w modyfikacji
w³asnej. Ka¿d¹ próbkê poddawano homogenizacji przez
1-2 min., pobierano 30 g homogenatu i ekstrahowano 300 ml
mieszanin¹ ekstrakcyjn¹ (0,5M HC1 + aceton; 1 : 60, v/v).
Przes¹cz poddawano och³odzeniu przez 20 minut w temp. �
80°C w celu wytr¹cenia t³uszczu. Aceton z uzyskanego prze-
s¹czu odparowywany by³ w temp. 45 ± 1°C w wyparce rota-
cyjnej. Pozosta³o�æ wodn¹, zawieraj¹c¹ wszystkie rozpusz-
czalne metabolity tiamuliny, och³adzano w ³a�ni lód�woda.

Etap hydrolizy metabolitów tiamuliny. Do uzyskanego
wyci¹gu wodnego dodawano 20 ml 0,2 M kwasu solnego,
12 ml 7 N NaOH i inkubowano w ³a�ni wodnej w temp. 45
± 1°C przez 20 minut, celem hydrolizy metabolitów tiamuli-
ny. Po hydrolizie wyci¹g zakwaszano 7 ml stê¿onego kwasu
solnego. Nastêpnie ekstrahowano powsta³e pozosta³o�ci
z 20 ml chloroformu w rozdzielaczu. Fazê chloroformow¹
odparowywano do oleistej pozosta³o�ci w temp. 45 ± 1°C
w odparowywaczu pró¿niowym, po czym kolbê przedmuchi-
wano azotem i och³adzano w ³a�ni lód�woda.

Sprzêganie metabolitów tiamuliny z PFPA dla for-
mowania fluorowej pochodnej 8-a-hydroksymutyliny.
W pierwszym etapie dodawano 2,0 ml roztworu sprzêgaj¹ce-
go (1% TEA w mieszaninie aceton�benzen, 1 : 2) do kolby
z odparowanym wyci¹giem z tkanek. W drugim etapie od-
mierzano 1,0 ml roztworu z pozosta³o�ciami (= 20,0 g tkan-
ki), dodawano 0,1 ml bezwodnego pentafluoropropionianu
(PFPA) i ogrzewano przez 20 min. w temp. 60°C, przeprowa-
dzaj¹c reakcjê sprzêgania.

Oczyszczanie fluorowanej pochodnej. Oczyszczanie
prowadzono przy u¿yciu kolumny chromatograficznej wype³-
nionej florisilem i siarczanem sodu. Otrzymany eluat odparo-
wywano w wyparce rotacyjnej w temp. 45 ± 1°C. Kolbê
z odparowanym eluatem przedmuchiwano powietrzem a¿ do
wysuszenia, a pozosta³o�æ rozpuszczano w 20 ml benzenu.
Rozpuszczony eluat poddawano analizie chromatograficznej
(GC).
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Analiza chromatograficzna. Zestaw do GC: chromato-
graf gazowy � Unicam model 610; GC kolumna kapilarna
Supelco SP-2250 � Sigma-Aldrich 30 m × 0,32 mm, film
0,20 µm; dozownik Splitless, 280°C; detektor ECD, 330°C.

Procedura analizy chromatograficznej (GC) dla okre�-
lenia pozosta³o�ci markera tiamuliny � 8-a-hydroksymu-
tyliny jako koniugatu PFPA wed³ug Marcus i Sherma (16)
w modyfikacji w³asnej. Warunki rozdzia³u chromatogra-
ficznego: 70°C przez 2,0 min., od 70° do 240°C w tempie
4°C/min., 240°C przez 5 min.; gaz no�ny � wodór, 30 cm/s.
Czas retencji w zakresie 25,2 min. do 27,3 min. W zale¿no�ci
od w³a�ciwo�ci aparatury analitycznej, w metodyce wg
Marcus i Sherma, poziom pozosta³o�ci mo¿e byæ obliczany
z wysoko�ci piku lub z pola powierzchni piku. Podczas ba-
dañ przy u¿yciu GC Unicam model 610, stwierdzono ¿e
w celu wykonania obliczeñ bardziej obiektywnym sposobem
bêdzie zastosowanie obliczeñ stê¿eñ pozosta³o�ci z pola
powierzchni piku.

Wyniki i omówienie
Wprowadzenie metody GC wg Marcus i Sherma (16)

w warunkach krajowych, wymaga³o sprawdzenia do-
stêpno�ci odczynników, dostêpno�ci wzorca markera
pozosta³o�ci tiamuliny oraz uzyskania kolumny kapi-
larnej o charakterystycznych cechach. W trakcie pro-
wadzonych procedur analitycznych przy wykonywaniu
stwierdzono, ¿e przy zachowaniu podstawowych �rod-
ków ostro¿no�ci w pracy laboratoryjnej, u¿yta metoda

jest bezpieczna dla wykonawców i �rodowiska. Jak siê
w trakcie wykonywania tej pracy okaza³o, stosowane
procedury analityczne mo¿na stosunkowo ³atwo dosto-
sowaæ do wykonywania oznaczeñ w ró¿nych matrycach
(np. miê�niach). Jedyn¹ niedogodno�ci¹ ocenianych
i sprawdzanych procedur analitycznych wg Marcus
i Sherma (16) jest ich du¿a czasoch³onno�æ.

�rednie warto�ci stê¿eñ 8-a-hydroksymutyliny �
markera pozosta³o�ci tiamuliny w tkankach wska�ni-
kowych warchlaków po domiê�niowym stosowaniu
przez 5 dni preparatu Tiamowet 200 w dawce 15 mg/
/kg m.c./24 h w przeliczeniu na substancjê czynn¹ przed-
stawiono w tab. 1.

Oznaczenia tego markera w tkankach warchlaków
po 3, 6, 10 i 15 dniach technik¹ GC, wykaza³y, ¿e po-
zosta³o�ci 8-a-hydroksymutyliny by³y wykrywalne
w obu badanych tkankach wska�nikowych (miê�nie,
w¹troba) przez 15 dni od zaprzestania podawania leku.
Krzywe obrazuj¹ce przebieg eliminacji markera pozo-
sta³o�ci tiamuliny w obu badanych tkankach mia³y prze-
bieg zstêpuj¹cy, osi¹gaj¹c ju¿ po up³ywie 10 dni od
podania preparatu Tiamowet 200 poziom ni¿szy od
wyznaczonych warto�ci MRL (ryc. 2). Analizuj¹c pro-
ces eliminacji markera pozosta³o�ci tiamuliny z obu
tkanek wska�nikowych, mo¿na powiedzieæ, ¿e stê¿e-
nia markera po up³ywie 3 i 6 dni od odstawienia bada-
nego leku w miê�niach i w¹trobie mia³y zbli¿one po-
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ziomy. Po 3 dniach wynosi³y �rednio (n = 4): miê�nie �
212,7 ± 45,4 ng/g, w¹troba � 248,9 ± 34,5 ng/g, a po
6 dniach wynosi³y �rednio (n = 5): miêsieñ � 175,8
± 91,6 ng/g i w¹troba � 174,6 ± 93,7 ng/g. Po 10 dniach
od zaprzestania podawania leku stê¿enia pozosta³o�ci
markera w obu badanych tkankach uleg³y znacznemu
obni¿eniu i warto�ci �rednie (n = 5) wynosi³y: miê�nie
� 53,86 ± 53,3 ng/g i w¹troba � 77,7 ± 84,0 ng/g (tab. 1).

Po 15 dniach wyczekiwania, stê¿enia markera pozo-
sta³o�ci tiamuliny osi¹gnê³y najni¿sze warto�ci �rednie
(n = 4): miê�nie � 52,3 ± 25,8 ng/g i w¹troba � 69,2
± 53,0 ng/g, to jest poziom wielokrotnie ni¿szy ni¿ war-
to�ci MRL.

Przedstawione wyniki badañ nad pozosta³o�ciami
markera tiamuliny � 8-a-hydroksymutyliny w tkan-
kach wska�nikowych (miê�nie, w¹troba) po zastosowa-
niu domiê�niowym preparatu Tiamowet 200 u warch-
laków, pozwalaj¹ na stwierdzenie, ¿e proces eliminacji
pozosta³o�ci tego antybiotyku przebiega stosunkowo
wolno, mniej wiêcej równolegle z miê�ni i w¹troby
(ryc. 2).

Wyniki okre�lenia pozosta³o�ci markera tiamuliny �
8-a-hydroksymutyliny w w¹trobie i miê�niach warchla-
ków, 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 wykaza³y, ¿e 8-a-hydroksymuty-
lina, marker pozosta³o�ci tiamuliny wystêpowa³ na
wykrywalnym poziomie w w¹trobie i miê�niach jesz-
cze po up³ywie 15 dni od zaprzestania podawania leku.
�rednie warto�ci (n = 4) stê¿enia markera po 15 dniach
od odstawienia leku wynosi³y odpowiednio: w przy-
padku w¹troby � 83,2 ± 14,6 ng/g i miê�ni � 75,8
± 14,7 ng/g tkanki. �wiadczy to, ¿e w ci¹gu 15 dni po
odstawieniu podawanego doustnie antybiotyku, tempo
zanikania metabolitów tiamuliny z obu tkanek wska�-
nikowych by³o podobne. Potwierdza to równie¿ porów-
nanie krzywych zanikania pozosta³o�ci markera tiamu-
liny w w¹trobie i miê�niach w ci¹gu 15 dni od zaprze-
stania podawania tiamuliny (ryc. 3).

Przy dosyæ równomiernym rozmieszczeniu pozosta-
³o�ci markera tiamuliny w obu tkankach wska�niko-
wych, g³ówn¹ wyk³adni¹ do wyznaczenia okresu ka-
rencji dla �wiñ po doustnym stosowaniu tiamuliny, jest
poziom pozosta³o�ci tego antybiotyku w miê�niach. Na
przyk³ad, po 4 dniach od zaprzestania podawania tia-
muliny �rednie stê¿enie 8-a-hydroksymutyliny wyno-
si³o w w¹trobie � 156,6 ± 28,8 ng/g i w miê�niach �
184,6 ± 25,2 ng/g. W nastêpnym badanym okresie, to
jest po 8 dniach, poziom pozosta³o�ci w obu tkankach
wska�nikowych by³ podobny i wynosi³ w w¹trobie �
123,3 ± 40,4 ng/g i miê�niach � 123,0 ± 19,1 ng/g. Po
12 dniach poziom pozosta³o�ci markera tiamuliny uleg³
po raz pierwszy w miê�niach obni¿eniu do warto�ci
poni¿ej granicy wyznaczonej przez MRL dla tej tkanki
i wynosi³ �rednio 90,4 ± 19,5. W przypadku w¹troby
przy warto�ci MRL dla markera tiamuliny wynosz¹cej
500 µg/kg, spadek 8-a-hydroksymutyliny w tej tkance

obserwowano ju¿ po 4 dniach od odstawienia prepara-
tu Tiamowet 45% granulat.

Uzyskane wyniki badañ nad stê¿eniami pozosta³o�ci
markera tiamuliny � 8-a-hydroksymutyliny w tkankach
wska�nikowych (miê�nie, w¹troba), po stosowaniu do-
ustnym preparatu Tiamowet 45% granulat u warchla-
ków, wskazuj¹, ¿e proces eliminacji tego antybiotyku
przebiega po podaniu per os wolniej ni¿ po podaniu
domiê�niowym preparatu Tiamowet 200. D³u¿szy okres
eliminacji pozosta³o�ci tiamuliny u warchlaków po sto-
sowaniu doustnym preparatu Tiamowet 45% granulat,
mo¿e byæ spowodowany bardziej rozleg³ym procesem
dystrybucji tiamuliny w organizmie.
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