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Al. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Przeniosto-Siwczynska M., Kwiatek K.
Official quality control of medicated feedingstuffs produced in Poland

Summary

The aim of the study was to evaluate Polish medicated feedingstuffs for farm animals in terms of their
content of active substances and homogeneity. Overall, 1889 samples of medicated feedingstuffs, medicated
premixes, intermediate products and cleaning mixtures were examined from 2006 to 2010. Among medicated
feeds, 151 (9.6%) did not comply with the declared antibiotic content or their homogeneity was insufficient:
the value of CV was > 15%. In all medicated premixes, the antibiotic content was compatible with the
declaration. The analysed samples of intermediate products included tylosin at a content of 2 g/kg and
chlortetracycline at a content of 1.5 g/kg, and they met the requirements for concentration and homogeneity.

Out of 184 cleaning mixtures, 65 (35.3%) were evaluated as positive, which means that they contained
residues of active substances used in medicated feedingstuffs.

Keywords: antibacterial substances, medicated feedingstuffs, official control

Ustawa o paszach z dnia 22 lipca 2006 r. definiuje
paszg lecznicza jako mieszaning jednego lub kilku
dopuszczonych do obrotu, na podstawie przepisow
prawa farmaceutycznego, premiksow leczniczych
z jedna lub kilkoma paszami, przeznaczona, ze wzgle-
du na swoje wlasciwosci profilaktyczne lub lecznicze,
do podawania zwierz¢tom w formie niezmienionej
(25). Zgodnie z rozporzadzeniem 1831/2003/EC, od
dnia 1 stycznia 2006 r. antybiotyki inne niz kokcydio-
statyki i histomonostatyki nie moga by¢ wprowadza-
ne do obrotu i stosowane jako dodatki paszowe (21).
W zwiazku z tym pasze lecznicze staty si¢ gtownym
sposobem podawania zwierz¢tom gospodarskim an-
tybiotykow droga per os w celu leczenia okreslonych
jednostek chorobowych. Z paszami leczniczymi po-
dawane zwierzgtom sa antybiotyki, sulfonamidy i leki
przeciwrobacze. Wprowadzenie do szerokiego stoso-
wania w zywieniu zwierzat pasz, w ktorych wystepuja
weterynaryjne produkty lecznicze rodzi szereg proble-
méw w zakresie ochrony zdrowia pubhcznego W tym
zapewnienia bezpieczenstwa surowcow Zywnoscio-
wych pochodzenia zwierzgcego (1, 7, 10, 11, 19, 24).

Szczegdtowe wymagania dotyczace Wytwarzania,
wprowadzania do obrotu i dystrybucji pasz leczniczych
przeznaczonych, jak i nieprzeznaczonych do obrotu
okreslone sa odrgbnymi przepisami w artykutach
16-22 ustawy o paszach (13). Pasza lecznicza lub
produkt posredni moze by¢ wytworzona wytacznie na

zlecenie lekarza weterynarii prowadzacego praktyke
lekarsko-weterynaryjna, w zaktadzie zatwierdzonym
przez wlasciwego wojewddzkiego lekarza weteryna-
rii 1 tylko w odniesieniu do konkretnego przypadku
chorobowego. Produkt posredni jest mieszaning jed-
nego lub kilku dopuszczonych do obrotu, na podsta-
wie przepisoOw prawa farmaceutycznego, premiksow
leczniczych z materiatem paszowym stanowiacym
no$nik dla tych premikséw. Produkty posrednie moga
zosta¢ wprowadzone do obrotu z przeznaczeniem dla
innego zaktadu produkujacego paszg lecznicza lub
bezposrednio dla hodowcy, ktéry na bazie produktu
posredniego moze sam wytworzy¢ paszg lecznicza.

Ustawa o paszach nakazuje wytwarzanie pasz lecz-
niczych przy uzyciu urzadzen o takich parametrach
1 konstrukcji, aby byto mozliwe zachowanie homoge-
nicznosci 1 utrzymanie statej zawartosci substancji
czynnej w 1 g takiej paszy. Ponadto wytwarzanie pasz
musi by¢ prowadzone przy uzyciu urzadzen, ktérych
parametry, konstrukcja i rozmieszczenie umozliwiaja
ich czyszczenie po zakonczeniu produkcji kazdego
asortymentu oraz uniemozliwiaja zanieczyszczenie
pasz 1 zmiang kolejnosci lub pominigcie okre§lonego
etapu cyklu produkcyj nego (23).

Biorac powyzsze pod uwagg podjgto badania maja-
ce na celu oceng jakosci wyprodukowanych w Polsce
1 stosowanych u zwierzat gospodarskich pasz leczni-
czych w zakresie oznaczania zawarto$ci substancji
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czynnej 1 homogenicznosci. Badania te prowadzono
w ramach urzedowej kontroli, ktéra obejmuje pasze
lecznicze od 2006 .

Materiat i metody

W ramach urzgdowej kontroli badane byly probki pasz lecz-
niczych, produktow posrednich, premiksow leczniczych i mie-
szanek czyszczqcych czyli mieszanek paszowych uzywanych
do czyszczema linii technologlczneJ po produkcji paszy lecz-
niczej, przeznaczonych na plerwszy okres tuczu zwierzat, dla
ktoérych byta przeznaczona wezeéniej wytworzona pasza lecz-
nicza. W latach 2006-2010 r. zbadano tacznie 1889 probek.
Szczegotowa liczbe zbadanych probek przedstawia tabela 1.
Probki byty pobierane w wytwoérniach pasz leczniczych przez
inspektorow lub zaprzysiezonych probobiorcow.

Badania pasz leczniczych prowadzone w ramach urzgdo-
wej kontroli obejmowaty badanie nastgpujacych substancji
czynnych: amoksycylina, chlorotetracyklina, doksycyklina,
linkomycyna, sulfaguanidyna, tiamulina i tylozyna. Badania
polegaly na oznaczaniu zawartosci substancji czynnej w wy-
produkowanej paszy leczniczej (czy jest zgodna z dekla-
rowana) lub na badaniu homogenicznosci paszy leczniczej
(n =5). Badanie to polega na badaniu stopnia wymieszania
premiksu leczniczego, ktory powinien tworzy¢ jednolita i stalg
mieszaning z pasza lecznicza. Kryterium oceny homogenicz-
nosci paszy jest warto$¢ wspotczynnika zmiennosci (CV),
ktorego wartos¢ < 15% $wiadczy o dobrym wymieszaniu sub-
stancji czynnej z pasza (14).

W badaniach wymienionych antybiotykéw zastosowano
metody mikrobiologiczne, ktore sa od lat z powodzeniem sto-
sowane do oznaczania aktywnosci antybiotykéw. Natomiast
do oznaczania sulfaguanidyny w paszach leczniczych stoso-
wano metode oparta na technice chromatografii cieczowej

Tab. 1. Liczba probek zbadanych lacznie w latach 2006-2010

Liczba Liczba zbadanych probek w latach 2006-2010
Rok probek pasze produkty | premiksy | mieszanki
ogétem | |ecznicze | posrednie | lecznicze | czyszczace
2006 265 207 0 40 18
2007 454 372 5 59 18
2008 382 319 1 14 48
2009 353 292 0 11 50
2010 435 378 0 7 50
tacznie 1889 1568 6 131 184

Tab. 2. Sposob wykonania badan metodami mikrobiologicznymi

m

potaczonej ze spektrometrig mas (LC-MS). Badania pasz lecz-
niczych z sulfaguanidyna prowadzone sa od 2010 r.

Metody mikrobiologiczne sa czgsto wykorzystywane
w ocenie aktywnos$ci przeciwbakteryjnej antybiotykow. Za-
leznie od sposobu postgpowania wyrdznia si¢ metode cylin-
derkowo-ptytkowa, krazkowo-plytkowa lub studzienkowo-
-ptytkowa. Do badan wykorzystano metodg studzienkowo-
-ptytkowa (oraz cylinderkowo-ptytkowa do badan z zakresu
oznaczania tiamuliny), ktora pozwala na oznaczenie st¢zenia
substancji czynnej w paszach leczniczych, produktach posred-
nich i premiksach leczniczych. Metoda jest oparta na porow-
naniu dyfuzji roztworu wzorca antybiotyku i probki badane;j
do pozywki zakazonej odpowiednim drobnoustrojem, zwa-
nym szczepem testowym. W miejscu dziatania antybiotyku
nastepuje zahamowanie wzrostu drobnoustroju, co powoduje
powstanie stref zahamowania wzrostu, ktorych $rednica jest
wprost proporcjonalna do logarytmu stezenia antybiotyku
w roztworze. Oznaczenie wykonuje si¢ poréwnujac aktyw-
nos$¢ badanego antybiotyku z aktywnos$cia roztworu wzorco-
wego. Dobor rozpuszczalnika i szczepu testowego zalezy od
tego, jaka substancja jest przedmiotem badania, co przedsta-
wiono w tab. 2.

Metody stosowane w badaniach zostaty zwalidowane i opi-
sane w instrukcjach zatwierdzonych przez Gtownego Leka-
rza Weterynarii (4-6, 16-18). Badane probki ekstrahowano
(tab. 2), wirowano, a nastgpnie odpowiednio rozcienczano.
Dyfuzja antybiotyku widoczna jest po 18-24-godzinnym okre-
sie inkubacji w postaci stref zahamowania wzrostu szczepu
testowego. Dyfuzja odbywa si¢ na ptytkach z uZyciem czte-
rech stgzen roztworu wzorcowego (S, S,, S, 025) 1 czte-
rech stgzen ekstraktu badanej probki (U U, UO s U, 25) Na
kazdej plytce znajduja si¢ stezenia roztworu wzorcowego i ba-
danego ekstraktu. Dla jednej probki nalezy przygotowac
4 ptytki. Obliczenie zawarto$ci antybiotyku w badanej prob-
ce polega na zmierzeniu $rednic stref zahamowania wzrostu
i obliczeniu $rednich arytmetycznych dla odpowiadajacych
sobie stref z 4 ptytek, zar6wno dla roztworu wzorcowego, jak
i badanego. Tak wigc kazde oznaczenie jest wypadkowa wy-
nikow uzyskanych z 32 stref zahamowania wzrostu (20).

Proces oznaczania zawartosci sulfaguanidyny w paszach
leczniczych metoda chromatografii cieczowej z detekcja ma-
sowa obejmuje kilka etapow. Pierwszym z nich jest etap przy-
gotowania probki. Pasze lecznicze wystgpuja najczesciej w po-
staci granulatow i dlatego, w celu efektywniejszej ekstrakcji
substancji czynnej, wymagaja zmielenia przed przystapieniem
do wlasciwej analizy. Mielenie odbywato si¢ przy pomocy
miynka elektrycznego. Zmielona paszg przesiewano przez sito
o wielkosci oczek 1 mm w celu uzyskania homogeniczne;j
probki. Z tak przygotowanej probki odwazano 3 g.
Do prébki dodawano 10 ml wody, a nastgpnie
10 ml zakwaszonego metanolu i cato$¢ poddawa-

Substancja

czynna Ekstrakcja

Szczep testowy

Technika

no ekstrakcji. Ekstrakcja polegata na wytrzasaniu
probki przez 20 minut w celu przeniesienia sub-

Amoksyeylina Kocuria rhizophila

ex. Micrococcus
luteus ATCC 9341

Bufor fosforanowy

LY pH 8,0 + metanol

Tylozyna

Studzienkowo-ptytkowa

stancji aktywnej do fazy ciektej. Nastgpnie catos$¢
poddawano wirowaniu. Ostatnim etapem przed
analiza chromatograficzna jest rozcieficzenie su-
pernatantu uzyskanego po wirowaniu. Przed przy-

Chlortetracyklina Bacillus cereus

ATCC 11778

1 N kwas solny

Doksycyklina + metanol

Studzienkowo-ptytkowa

stapieniem do analizy chromatograficznej nalezy
sporzadzi¢ serig roztworow kalibracyjnych, ktore

0.1 N kwas Kocuria rhizophila

Tiamulina

siarkowy + aceton

ex. Micrococcus
luteus ATGC 9341

Cylinderkowo-ptytkowa

postuza do wykreslenia krzywej kalibracyjnej nie-
zbednej do oznaczenia ilo§ciowego. Roztwor pod-
stawowy o stezeniu 1500 pg/ml (co odpowiada

10 g sulfaguanidyny na 1 kg paszy) sporzadza si¢



772

przez odwazenie odpowiedniej ilo$ci substancji czynnej i roz-
puszczenie w acetonie z dodatkiem 0,2 N roztworu NaOH.
Przez rozcienczenie roztworu podstawowego sporzadza si¢
roztwory o roznych stezeniach, z ktorych najnizsze wynosi
30 pg/ml. Roztwory przed analiza chromatograficzna nalezy
dodatkowo rozcienczy¢ w wodzie do HPLC, tak jak badana
probke (9).

Do badania mieszanek czyszczacych wykorzystano meto-
de 8-ptytkowa wykrywania substancji przeciwbakteryjnych
w paszach (15). Jest to metoda opracowana w celu prowadze-
nia badan przesiewowych mieszanek paszowych w kierunku
obecnosci substancji przeciwbakteryjnych. Zasada metody
oparta jest na metodach mikrobiologicznych stosowanych do
wykrywania pozostatosci substancji hamujacych w tkankach
zwierzecych. Poprzez dobor odpowiednich szczepdw testo-
wych i pH pozywki oraz stosujac rézne kombinacje pozyw-
ka—szczep testowy ,,ukierunkowane” na okreslone grupy an-
tybiotykéw mozliwa jest wstgpna identyfikacja substancji
przeciwbakteryjnej znajdujacej si¢ w probce.

Tab. 3. Liczba i rodzaj prébek badanych w latach 2006-2008
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Wyniki i omowienie

Liczbg 1 asortyment probek poddanych badaniom
przedstawiono w tab. 3 14. Z przedstawionych danych
wynika, ze zdecydowana wigkszo$¢ probek do badan
stanowity probki pasz leczniczych z chlorotetracykli-
na, tylozyna i linkomycyna. Potwierdza to poérednio
ze antybiotyki te naleza do antybiotykow na_]CZQSCIGJ
stosowanych w medycynie weterynaryjnej zarowno
w Polsce, jak 1 w Unii Europejskiej (2, 3, 12).

Na podstaw1e przeprowadzonych badan stwierdzo-
no, ze w wigkszosci przypadkow zawartos¢ substan-
cji czynnej w paszy leczniczej byta zgodna z deklaro-
wang oraz zachowana byta homogenicznos$¢ pasz, na
co wskazywaly warto$ci wspotczynnika zmiennosci
(CV) = 15%. Biorac pod uwage wyniki badan pasz
leczniczych stwierdzono, ze w 151 probkach (9,6%)
zawartos$¢ antybiotyku nie zgadzala si¢ z deklarowana
lub pasza nie byta homogeniczna, tzn. warto$¢ wspot-
czynnika zmiennos$ci (CV) byla
wigksza niz 15%. We wszystkich
badanych premiksach leczni-

i 6 Liczba probek czych zawarto$¢ substancji ak-
Liczba zbadanych prébek , > y )
Rodzaj probki e niespetniajacych wymagan | ¢y nei byla zgodna z deklaro-
Pasza lecznicza z amoksycyling 6 32 50 0 12 8 posredniego zawieraly tylozyng
Pasza lecznicza z chlorotetracykling 23 169 110 0 8 7 Jalfo, substancjg czynna o zawar-
_ _ todci 2 g/kg oraz chlorotetracy-
Pasza lecznicza z doksycykling 17 22 6 0 0 5

kling o zawartosci 1,5 g/kg i spet-
Pasza lecznicza z linkomycyng 29 9 57 0 0 10 nla}y Wymaganla OanSHIC do za-
Pasza lecznicza z tiamuling 17 23 37 0 0 5 warto$ci substancji czynne;j 1 ho-
Pasza lecznicza z tylozyng 115 117 59 0 9 25 MOgEeNICZNOSCl. Sposrod 184 pro-
_ bek mieszanek czyszczacych do-
tacznie 201 312 319 0 29 60 starczonych do badan 65 (35,3%)
Premiksy lecznicze 40 59 14 0 0 0 zostato OCCl’liOHYCh jako dodat-
Produkty posrednie 0 5 1 0 0 0 nie, tzn. zawieraly pozostatosc

Mieszanki czyszczace 18 18 48 6 4 5 SubStancJ 1 czynney.

Tab. 4. Liczba i rodzaj probek badanych w latach 2009-2010

Na podstawie przeprowadzo-
nych badan mozna stwierdzi¢, ze
jako$¢ wytwarzanych pasz lecz-

Liczba zbadanych

Liczba prébek niespetniajacych wymagan

niczych pod wzgledem zawarto-

Rodzaj prébi probek 2009, T sci substapc_p aktywnych 1.}’10.rn0-

. . . . genicznos$ci nalezy oceni¢ jako

2009r. | 20001 | Z H z H dobra. Jak wspomniano, jako$¢

Pasza lecznicza z amoksycyling 29 19 8 0 1 0 wytwarzanych pasz leczniczych
Pasza lecznicza z chlorotetracykling 61 97 2 10 2 15 ObJQta JeSt kontrolq urzedowa,
Pasza lecznicza z doksycykling 2 20 0 0 0 0 a mianowicie organy InspekCJl
o Weterynaryjnej sprawuja nad-

Pasza lecznicza z linkomycyng 137 101 2 5 0 0 z6r nad wytwarzaniem, obrotem
Pasza lecznicza z tiamuling 10 13 0 0 0 0 1 stosowaniem pasz leczniczych.
Pasza lecznicza z tylozyna 53 59 0 0 0 0 Ponadto Wytwérca pasz leczni-
Pasza lecznicza z sulfaguanidyna = 69 = = 17 0 CZyCh. prO\qudZI wewnqtrzna?kon-
_ trolg jakosci 1 przestrzegania za-
Lacznie 292 378 12 15 20 15 sad higieny w procesie wytwarza-
Premiksy lecznicze 11 7 0 0 nia. Kontrole obejmuja okresle-
Produkly posrednie 0 0 0 0 nie, a takze potwierdzenie zawar-
Mieszank 50 50 19 . tosci substancji czynnej oraz
e sprawdzenie, czy lek jest dobrze

Objasnienia: *Z — zawarto$¢ substancji czynnej; *H — homogenicznos¢

wymieszany z pozostalymi sktad-
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nikami paszy, czyli czy jest zachowana homogenicz-
no$¢. Jezeli w paszy jest zadeklarowana obecno$¢ kon-
kretnej substancji, istotne jest potwierdzenie zarowno
jej obecnosci, jak 1 ilosci. Zanizenie deklarowanego
poziomu moze powodowac mniejsza skutecznos¢ leku
1 narastanie opornos$ci drobnoustrojow na dany anty-
biotyk, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do nie-
powodzen w dalszej terapii. Natomiast zbyt duze stg-
zenia antybiotykow moga powodowac ostre lub prze-
wlekle zatrucia u zwierzat. Przedawkowanie niesie
réwniez niebezpieczenstwo utrzymywania si¢ pozo-
statosci leku w zywnos$ci pochodzenia zwierzecego.
Prowadzi takze do przedostawania si¢ do srodowiska
ilosci leku wigkszych od przewidzianych. Nieprawi-
dlowosci w st¢zeniach substancji aktywnych zawar-
tych w paszach leczniczych sa najczgsciej zwiazane
z procesami ich przygotowania. Nierzadko sa one
wymklem ledu czlowieka. Czqsto sq nastgpstwem
zlego, nierownomiernego wymieszania paszy czy tez
przygotowania kolejnych partii w urzadzeniach zanie-
czyszczonych wczesniej sporzadzanymi paszami lecz-
niczymi (22).

Stwierdzenie wynikow dodatnich wsrod probek
mieszanek czyszczacych wskazuje na wystepowanie
pozostalosci substancji czynnej uzytej do produkcji
paszy leczniczej w mieszance uzytej do czyszczenia.
Do czyszczenia mieszadet uzywa si¢ zazwyczaj otrab,
ktére nastgpnie mozna wykorzystaé jako dodatek do
paszy przeznaczonej do pierwszej fazy tuczu zwierzat
tego samego gatunku co zwierzgta, dla ktorych wy-
tworzono pasz¢ lecznicza. Biorac pod uwagg niskie
zawarto$ci tych substancji w probkach prawdopodob-
na przyczyna byt tzw. efekt przeniesienia (carry-over),
czyli zanieczyszczenie paszy, ktéry stanowi problem
zwiazany z produkcja pasz leczniczych. Stwierdzenie
lub brak pozostatosci substancji czynnej w mieszance
czyszczacej Swiadezy o skutecznosci procesu czysz-
czenia linii technologicznych po zakonczeniu produk-
cji paszy lecznicze;.

Efekt przeniesienia (carry-over) jest osobnym pro-
blemem zwiazanym z produkcja pasz leczniczych.
Wytwornie pasz produkuja szeroki asortyment miesza-
nek paszowych, wykorzystujac te same linie techno-
logiczne. W takiej sytuacji nieuniknione jest prze-
noszenie pewnych ilosci substancji czynnej zawartej
w paszy leczniczej do kolejnej partii paszy produko-
wanej w nastepnej kolejnosci. Mozliwe jest to nie
tylko podczas wytwarzania pasz leczniczych, ale row-
niez ich transportu i stosowania (3, 8, 11). Antybio-
tyki z grupy tetracyklin, antybiotyki f-laktamowe oraz
sulfonamidy w polaczeniu z trimetoprimem zostaly
uznane za priorytetowe dla zjawiska carry-over ze
wzgledu na czgstotliwos¢ ich stosowania i liczbe zglo-
szen w przesztosci w systemie RASFF (Rapid Alert
System for Food and Feed) Komisji Europejskiej (3).

Reasumuj ac, prowadzenie kontroli nad wytwarza-
niem i dystrybucja pasz leczniczych stuzy nie tylko
kontrolowaniu stosowania weterynaryjnych produktow

773

leczniczych, ale rowniez uwzglednia jakos¢ 1 bezpie-
czenstwo pasz, co ma niemate znaczenie w aspekcie
ochrony zdrowia zwierzat, cztowieka i bezpieczenstwa
srodowiska.
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