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Summary

The aim of the study was to develop an analytical method adequate to determine the tiamulin in plasma
after administration in therapeutic values, calculation of the pharmacokinetic parameters of tiamulin in broiler
chickens and the evaluation of the bioequivalence of two veterinary formulations. In order to determine
the tiamulin in investigated material the HPLC technique with UV-VIS detection was used. After oral
administration of tiamulin as Tiamulina 10% and Tiamutin 12.5% the following pharmacokinetic
parameters were calculated: AUC,C_ ,t .t ., V,Kk and MRT. For the pharmacokinetics analysis a PK
Solution 2.0 computer program was used. Results of the study indicate quite a rapid absorption of tiamulin
from the gastrointestinal tract as well as its quick elimination from plasma. The high value of the volume of
distribution indicates the peripheral compartment is a target compartment for tiamulin. Results of statistical
analysis including pairs of pharmacokinetic parameters liket  ,C_ , AUC and the evaluation of percentage
differences among them, allows the authors to conclude that formulations used in the study are bioequivalent.
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Rosnaca §wiadomos¢ i1 potrzeba weterynaryjnej
ochrony zdrowia publicznego, w tym bezpieczenstwa
zywnosci, wymuszaja konieczno$¢ prowadzenia bar-
dziej precyzyjnych badan zaréwno nad mechanizmem
dzialania lekow, jak 1 nad ich losami w organizmie
zwierzat rzeznych. Pomimo wieloletniego stosowania
tiamuliny w medycynie weterynaryjnej dane dotycza-
ce jej losow w ustroju gatunkéw docelowych, zwlasz-
cza drobiu, sa bardzo ograniczone (2 publikacje z lat
70.180.). Nieliczne badania nad farmakokinetyka tego
zwiazku byly prowadzone wiele lat temu z wykorzy—
staniem technik mikrobiologicznych. Dane pismien-
nictwa podaja przyktady zastosowania technik chro-
matograficznych do oznaczania tiamuliny w premik-
sach 1 paszach dla zwierzat (17), jajach (5), produk-
tach leczniczych weterynaryjnych (8) 1 miodzie (15),
w ktorych tiamulina wystepowata w st¢zeniach wyz-
szych niz we krwi po podaniu w dawkach terapeutycz-
nych. Do chwili obecnej brak jest informacji piSmien-
nictwa na temat wykorzystania techniki HPLC do ozna-
czania tiamuliny w osoczu czy surowicy, po jej poda-
niu w dawkach terapeutycznych.

Tiamulina jest antybiotykiem potsyntetycznym —
pochodna naturalnie wystepujacej pleuromutyliny (4,

18). Wszystkie zwiazki z grupy pochodnych pleuro-
mutyliny cechuja si¢ wspolnym i unikalnym mechani-
zmem dziatania 1 nie wykazuja krzyzowej opornosci
z iInnymi stosowanymi obecnie antybiotykami (3, 6).
Dziataja bakteriostatycznie poprzez hamowanie syn-
tezy bialek bakteryjnych (wiaza si¢ z podjednostka 50S
rybosomow prokariotycznych) (6, 16). Pochodne pleu-
romutyliny sa zwiazkami o charakterze zasadowym.
Cechuje je bardzo dobra rozpuszczalno$¢ w ttuszczach,
co korzystnie wplywa na ich wchtanianie z przewodu
pokarmowego oraz proces dystrybucji w ustroju. Spek-
trum dzialania przeciwbakteryjnego tiamuliny obejmu-
je bakterie Gram-dodatnie, bakterie beztlenowe, kret-
ki jelitowe, a takze niektore bakterie Gram-ujemne.
Szczegolnie dobra skutecznos¢ omawiany antybiotyk
wykazuje przeciwko mykoplazmom (4, 18). Tiamuli-
na jest obecnie stosowana u $win oraz drobiu (11, 18).
Celem badan bylo opracowanie odpowiednio czu-
tej metody analitycznej, umozliwiajacej oznaczenie
tiamuliny w osoczu po podaniu w dawkach terapeu-
tycznych, a nastgpnie wyznaczenie jej podstawowych
wskaznikéw farmakokinetycznych u kurczat rzeznych
obejmujacych pole powierzchni pod krzywa stezenie-
czas (AUC), stezenie maksymalne (C__ ), czas wy-
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stapienia st¢zenia maksymalnego (t_ ), biologiczny
okres pottrwania (t, ), objetosc dystry IBLICJI (V). stata
eliminacji (k) oraz $redni czas przebywanla leku
W ustroju (MRT) Kolejnym etapem bylo przeprowa-
dzenie oceny biorownowaznosci pomigdzy dwoma
uzytymi w badaniach produktami leczniczymi.

Materiat i metody

Zwierzeta. Badania przeprowadzono na 74 kurczgtach
rzeznych obojga plci, o wyjsciowej masie ciala 1640-2550 g.
Przed rozpoczgciem doswiadczenia kurczeta przeszty 7-dnio-
wa kwarantanng. Wszystkie ptaki uznano za zdrowe, co
pozwolito na zakwalifikowanie ich do dalszej procedury
badawczej. Kurczgta w czasie kwarantanny i w okresie
doswiadczenia byly trzymane w dobrze wentylowanych
pomieszczeniach wiwarium Zakladu Farmakologii AR
w Lublinie. Ptaki byly Zzywione mieszanka $rut zbozowych
bez antybiotykow, kokcydiostatykow i stymulatoro6w wzros-
tu oraz otrzymywaty wodg do picia ad libitum. Leki poda-
wane byly na czczo, zgodnie z wytycznymi odnosnie do
badan farmakokinetycznych i biorownowaznosci. W dniu
doswiadczenia ptaki podzielono losowo na dwie grupy do-
swiadczalne (A i B, n = 35 szt.), a takze wyodrgbniono
grupg kontrolng (K, n = 4).

Leki. W badaniach uzyto dwoch produktow zawieraja-
cych w sktadzie tiamuling, pochodzacych od r6znych pro-
ducentoéw. Ptakom z grupy A podawano produkt leczniczy
weterynaryjny Tiamulina 10% (Chemifarma, Wtochy) —
proba: n:040118, termin waznosci: 31.01.2005 (znajduja-
cy sig¢ w trakcie procedury rejestracyjnej — produkt bada-
ny) natomiast ptakom z grupy B produkt Tiamutin 12,5%
(Novartis, Szwajcaria) nr serii: G350, termin waznosci:
11.2006 (produkt referencyjny). Oba leki byty w formie
roztworu wodnego, przeznaczone do stosowania z woda
do picia.

Aparatura. W sktad uktadu chromatograficznego
wchodzita: pompa do HPLC Varian Star 9002 i detektor
UV-VIS (Varian). Rozdzialy wykonywano na kolumnie
XTerra®RP , o $rednicy ziarna 5 um i wymiarach 4,6
x 150 mm (Waters). Probki o objetosci 10 pl dozowano
przy pomocy zaworu pgtlowego Rheodyne.

Kurczg¢tom z grup do$wiadczalnych leki podawano
w roztworze wodnym, indywidualnie, doustnie (do wola)
sonda metalowa, w jednakowej dawce 40 mg substancji
czynnej/kg m.c. Ptaki z grupy kontrolnej nie otrzymaty zad-
nych lekow. Osocze od tych ptakow przeznaczono do ba-
dan na odzysk substancji wzorcowej (tzw. osocze czyste).
Probki krwi pobierano do heparynizowanych probowek
w trakcie skrwawienia, przy wywotanej farmakologicznie
utracie $wiadomosci po uptywie 1; 1,5;2; 3;4; 61 8 h od
podania produktow leczmczych weterynaryjnych Probki
osocza poddawano mrozeniu i przechowywano w tempe-
raturze —30°C do czasu przeprowadzenia analiz chromato-
graficznych. Program badan zostat zatwierdzony przez
Lokalna Komisj¢ Etyczna ds. Doswiadczen na Zwierze-
tach (opinia nr 28/2004).

Zawarto$¢ tiamuliny w materiale badanym zostata ozna-
czona wedlug procedury analitycznej opracowanej w Za-
ktadzie Farmakologii z wykorzystaniem informacji zawar-
tych w pisSmiennictwie (12, 14, 17). Fazg ruchoma sta-
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nowita mieszanina 0,04 M diwodorofosforanu potasu
(KH,PO,) i acetonitrylu (ACN) w stosunku objgtosciowym
65 : 35. Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej przez kolumng
podczas rozdzialu wynosita 1,5 ml/min. Detekcje UV pro-
wadzono przy dtugosci fali A = 208 nm. Praca chromato-
grafu sterowano przy pomocy komputera wykorzystujac
program Star Chromatography Workstation, Version 4.0,
ktory stuzyl rowniez do archiwizacji 1 przetwarzania da-
nych.

Wartosci stgzen tiamuliny w osoczu odczytywano z krzy-
wej kalibracyjnej wyznaczonej w zakresie stezen od 360
do 3600 ng/ml. Prawidtowo$¢ zaleznosci liniowej w pozo-
statych warto$ciach stezen potwierdzono testem istotnosci
korelacji. Obliczono: liniowos¢, precyzje, doktadnosc, od-
zysk oraz granicg wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnos$ci
(LOQ).

Analiza farmakokinetyczna. Obliczono wskazniki far-
makokinetyczne tj. AUC, C st s Vo kK 1 MRT dla
tlamuhny po jej stosowaniu w postaci preparatu Tiamulina
10% 1 Tiamutin 12,5%. Do obliczen farmakokinetycznych
uzyto programu komputerowego PK Solutions 2.0 wyko-
rzystujacego metody niekompartmentowej analizy farma-
kokinetycznej. Model taki pozwala na opisywanie zarow-
no kinetyki liniowej, jak i nieliniowej (13). To niezalezne
od modelu podejscie do farmakokinetyki opiera sig na teo-
rii momentow statystycznych. Zastosowanie tej teorii w ba-
daniach farmakokinetycznych jest mozliwe, gdyz zmiany
stezenia leku w osoczu, badane jako funkcja czasu, moga
zosta¢ uznane za procesy, ktore podlegaja zasadzie praw-
dopodobienstwa oraz statystyki (13). Model taki byt juz
wielokrotnie stosowany w badaniach nad farmakokinetyka
innych antybiotykow (7). Zastosowana metoda niekompart-
mentowa jest zalecana takze w badaniach majacych na celu
oceng biordwnowaznosci produktow leczniczych. Badania
bioréwnowaznosci opieraja si¢ na zalozeniu, ze w sytuacji,
w ktorej substancja czynna produktu badanego dociera z ta-
ka sama szybkos$cia i w takim samym stopniu do krazenia
ogoblnego, jak to ma miejsce w przypadku produktu refe-
rencyjnego, to dostepnos¢ lokalna (stgzenie w tkankach)
jest podobna dla obu produktéw — badanego i referencyj-
nego (1). Tempo i stopien wchtaniania leku do krazenia
ogolnego charakteryzuja, odpowiednio, wartosciC_, ,t
oraz AUC (2, 19). W zwiazku z powyzszym dla oceny wy-
stepowania biorownowaznos$ci pomigdzy porownywanymi
preparatami uzyto nastgpujacych wskaznikow: AUC,C__ ,

gy @ 19)

Aknahzq statystyczna wynikow przeprowadzono przy
uzyciu programu komputerowego Statistica 6,0. Dla wery-
fikacji hipotezy réwnosci $rednich poszczegdlnych para-
metrow farmakokinetycznych przeprowadzono analizg
wariancji (a = 0,05).

Wyniki i omowienie

Doktadnos$¢ zastosowanej metody zostata okreslo-
na przez odzysk, ktory byl rowny 83,5%. Wyznaczo-
no granicg wykrywalnosci (LOD) 1 oznaczalnosci
(LOQ) wynoszace kolejno: 47,5 ng/ml i 158 ng/ml.
Wspodlczynnik korelacji byl wysoki i wyniost r =

0,9999. Obliczone warto$ci parametrow walidacji
mlescﬂy si¢ w dopuszczalnym zakresie.
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Ryc. 1. Poréwnanie wartosci Srednich stezen tiamuliny w oso-
czu (ng/ml) kurczat rzeznych w zaleznosci od czasu (h) dla
obu preparatéw (wraz z odchyleniem standardowym)

Srednie stezenia tiamuliny w osoczu kurczat rzez-
nych po stosowaniu preparatoéw w jednakowej dawce
przedstawiono na ryc. 1. Przebieg obu krzywych jest
zdecydowanie rownolegly, co wskazuje na podobna
kinetyke tiamuliny w organizmie ptakow, niezaleznie
od uzytego produktu leczniczego. Odcinek poczatko-
wy krzywych (do 1,5 godz. po podaniu leku) obrazuje
etap wchlaniania podanej substancji z przewodu po-
karmowego do krwi. Najwyzsze stezenia tiamuliny po
jednorazowym podaniu preparatow obserwowano do-
sy¢ szybko, bo juz po uptywie 1,5 h i wyniosty one,
odpowiednio: 1614 ng/ml (Tiamulina 10%) 1 1505 ng/
ml (Tiamutin 12,5%). Czas wystapienia st¢zenia mak-
symalnego jest zgodny z wynikami uzyskanymi przez
innych autoréw badajacych losy tiamuliny u ré6znych
gatunkow zwierzat (4, 10) 1 §wiadczy o szybkiej ab-
sorpcji tiamuliny z przewodu pokarmowego. Dalej
krzywe przyjmuja charakter zstgpujacy, co wskazuje

Tab. 1. Srednie warto$ci wskaznikéw farmakokinetycznych
(wraz z odchyleniem standardowym)

Wskaznik farmakokinetyczny Tiamulina 10% Tiamutin 12,5%
ty5 (h) 2,91 +0,76 2,47 0,71
Cpnaks. (NO/MI) 1614 = 506 1504 = 239
tmaks. (1) 150 150
AUC (ngeh/ml) 4430 + 418 4335 = 979
MRT (h) 4,6 +0,78 4,3 +0,46
Vv, (I/kg) 6,6 +1,91 5,1+2,16
kg (h7T) 0,25 0,11 0,35+ 0,16

Tab. 2. Ocena bioréwnowaznosci pomiedzy preparatem Tiamulina 10% a le-

kiem referencyjnym — Tiamutin 12,5%
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na rozpoczety proces dystrybucji oraz eliminacji tia-
muliny z osocza.

W tab. 1 przedstawiono $rednie warto$ci wskazni-
kow farmakokinetycznych (AUC,C__ ,t .t .V,
k i MRT) (wraz z odchyleniem standardowym). Ob-
liczone warto$ci parametrow farmakokinetycznych dla
uzytych w badaniach produktow uktadaty si¢ na po-
dobnym poziomie.

Biologiczny okres poitrwania tiamuliny wyznaczo-
ny w badaniach wtasnych byt stosunkowo krotki i wy-
niost srednio 2,4 12,9 h. Podobne wartosci (t, . — 3,0 h)
uzyskano w badaniach przeprowadzonych na cieletach
(4). Po podskérnym podaniu tiamuliny psom w daw-
kach 25 1 10 mg/kg wyznaczono zdecydowanie dtuz-
szy okres pottrwania wynoszacy, odpowiednio, 12,4 h
oraz 4,2 h pomimo podania nizszej dawki (9).

Podsumowujac uzyskane wyniki z analizy farma-
kokinetycznej nalezy stwierdzi¢, ze proces wchiania-
nia badanego antybiotyku z przewodu pokarmowego
byt bardzo szybki. Wartosci C_ =~ zostaly osiagnigte
juz po uptywie 1,5 godziny od podfania lekéw ptakom.
Tiamulina byta stosunkowo szybko eliminowana z oso-
cza kurczat, o czym $wiadczy dosy¢ krotki biologicz-
ny okres poéttrwania i MRT, a takze dos¢ wysoka war-
tos¢ stalej eliminacji. Jak podaje pis$miennictwo, tia-
mulina ulega dobremu rozmieszczeniu w tkankach
(m.in. ptucach, blonie §luzowej jelit, watrobie, ner-
kach), w ktorych osiaga znacznie wyzsze st¢zenia niz
we krwi (4, 20). W kolejnych badaniach przeprowa-
dzonych na cielgtach stezenie tiamuliny w nerkach,
watrobie i ptucach w jedna godzing po podaniu dozyl-
nym byto 4-7,5 razy wyzsze niz w surowicy; wyzszy
poziom leku stwierdzono rowniez w moczu i z6ci (20).
Obliczona w badaniach wtasnych wysoka warto$¢ ob-
jetosci dystrybucii (V ;,ponad 5 oraz 6 1/kg) moze by¢
potwierdzeniem tych informacji.

Oceny bioréwnowaznosci produktéw leczniczych in
vivo dokonano na podstawie przeprowadzonych ba-
dan farmakokinetycznych. Wyniki podsumowujace
oceng biordwnowaznosci preparatow przedstawiono
w tab. 2. Oceniane preparaty mozna uznac za bioréw-
nowazne, gdyz stosunek porownywanych par parame-
tréw farmakokinetycznych, wyrazony w wartosciach
rzeczywistych, miescit si¢ w granicach 0,80-1,20 —
a analiza wariancji nie wykazala pomigdzy nimi sta-
tystycznie istotnej roznicy, przy poziomie istotnosci
a = 0,05. Takze roéznica w procentach pomiedzy po-
réwnywalnymi wskaznikami nie przekraczata dopusz-
czalnego progu £+ 20% (1, 10, 19).

Wyniki uzyskane na podstawie prze-
prowadzonej analizy statystycznej, obej-

mujacej pary wskaznikow farmakokine-

Analizowane Lek Roéznice w % Istotno$¢é
wskazniki referencyjny LRy (£ 20%) Sl roznic
Cpnaks. (ng/ml) 1505 1614 +1,24 1,07
trnaks_ (h) 115 1;5 0 1,00 ni
AUC (ngeh/ml) 4335 4430 -2,19 1,02 ni

tycznycht  ,C_ , AUC, jak i okres-
ni lenie procent'owyc% réznic pomigdzy
nimi, pozwalaja uzna¢ produkt leczni-
czy badany Tiamulina 10% i produkt
leczniczy referencyjny Tiamutin 12,5%

Objasnienie: ni — roznica nieistotna statystycznie; a.= 0,05

za biorownowazne. Preparaty te moga
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by¢ uzywane wymiennie u kur, poniewaz zgodnie z za-
lecanymi procedurami oceny, maja podobne wlasci-
wosci farmakokinetyczne.
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