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1. Imie i nazwisko

Anna Gajda

2. Posiadane tytuly naukowe i stopnie naukowe

2014 doktor nauk weterynaryjnych
Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w
Pulawach
Tytul rozprawy doktorskie;j: ,Pozostalo$ci tetracyklin w produktach
pochodzenia zwierzecego — aspekty analityczne i wystepowanie

zagrozen”

2006 lekarz weterynarii
Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,

Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Od 2014  adiunkt w Zakladzie Farmakologii i Toksykologii Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w
Pulawach, osoba nadzorujaca badania w zakresie badania lekéw

przeciwbakteryjnych w zywnos$ci pochodzenia zwierzecego

2010-2014 asystent w Zakladzie Farmakologii i Toksykologii Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w

Pulawach

2006-2010 specjalista inzynieryjno — techniczny w Zakladzie Farmakologii i
Toksykologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego

Instytutu Badawczego w Pulawach
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4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r.
poz. 1311.)

4a) Tytul osiagniecia naukowego bedacego jednotematycznym cyklem
publikacji

,Profil zanikania i stabilno$¢ tetracyklin w materiale biologicznym pochodzenia
zwierzecego w aspekcie bezpieczenstwa zywnosci i ochrony zdrowia publicznego”

Oswiadczenia o indywidualnym wkladzie wszystkich wspélautoréw stanowi zalqcznik 5 do wniosku o przeprowadzenie
postepowantia habilitacyjnego.

4b) Wykaz publikacji wchodzacych w sklad cyklu

H-1. Gajda A., Posyniak A.: Plyn ustny jako material nieinwazyjnego wykrywania
antybiotykow u $win. Medycyna Weterynaryjna, 2017, 73 (8), 462 — 468
IF — 0,163; MNiSW = 15

Wktad wlasny: opracowanie koncepcji pracy, zebranie i analiz piSmiennictwa, przygotowanie

manuskryptu, wystanie pracy do druku oraz wykonanie korekty po recenzji. Moj udziat procentowy
w powstaniu publikacji oceniam na 95%.

H-2. Gajda A., Jablonski A., Bladek T., Posyniak A.: Oral Fluid as a Biological
Material for Antemortem Detection of Oxytetracycline in Pigs by Liquid
Chromatography—Tandem Mass Spectrometry. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 2017, 65, 494-500
IF — 3,154; MNiSW = 40

Wklad wlasny: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie wszystkich doswiadczen, udzial w

czesci doswiadczalnej, przeprowadzenie oznaczen analitycznych, opracowaniu i interpretacji

wynikoéw, sformulowanie wnioskow, napisanie manuskryptu, wystanie pracy do druku oraz
wykonanie korekty po recenzji. M6j udziat procentowy w powstaniu publikacji oceniam na 80%.

H-3. Gajda A., Jablonski A., Gbylik-Sikorska M., Posyniak A.: Correlation between
oral fluid and plasma oxytetracycline concentrations after intramuscular
administration in pigs. Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics,

2017, 40(6), 39-44
IF — 1,202; MNiSW = 25

Wklad wlasny: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie wszystkich doswiadczen, udzial w
czesci doswiadczalnej, przeprowadzenie oznaczen analitycznych, opracowaniu i interpretacji
wynikéw, sformulowanie wnioskéw, napisanie manuskryptu, wystanie pracy do druku oraz
wykonanie korekty po recenzji. M6j udziat procentowy w powstaniu publikacji oceniam na 80%.

H-4. Gajda A., Posyniak A.: Doxycycline depletion and residues in eggs after oral
administration to laying hens. Food Additives and Contaminants Part A, 2015,
32 (7), 1116-1123
IF = 1,878; MNiSW = 30
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Wklad wlasny: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie wszystkich doswiadczen,
przeprowadzenie doswiadczenia, wykonanie oznaczen analitycznych, opracowaniu 1 interpretacji
wynikéw, sformutowanie wnioskéw, napisanie manuskryptu, wystanie pracy do druku oraz
wykonanie korekty po recenzji. Méj udziat w powstaniu publikacji oceniam na 95%.

H-5. Gajda A., Posyniak A., Tomczyk G.: LC-MS/MS analysis of doxycycline
residues in chicken tissues after oral administration. Bulletin of the Veterinary
Institute in Pulawy, 2014, 58, 573-579
IF = 0,357; MNiSW = 15

Wklad wlasny: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie wszystkich doswiadczen, udziat w

czeSci doswiadczalnej, przeprowadzenie oznaczen analitycznych, opracowaniu i interpretacji

wynikoéw, sformulowanie wnioskow, napisanie manuskryptu, wystanie pracy do druku oraz
wykonanie korekty po recenzji. M6j udzial procentowy w powstaniu publikacji oceniam na 90%.

H-6. Gajda A., Bladek T., Gbylik — Sikorska M., Posyniak A.: The influence of
cooking procedures on doxycycline concentration in contaminated eggs. Food
Chemistry, 2017, 221, 1666-1670,

IF = 4,529; MNiSW = 40

Wklad wlasny: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie wszystkich doswiadczen,

przeprowadzenie badan, wykonanie oznaczen analitycznych, opracowaniu 1 interpretacji wynikéw,

sformutowanie wnioskéw, napisanie manuskryptu, wystanie pracy do druku oraz wykonanie korekty
po recenzji. Mo6j udzial w powstaniu publikacji oceniam na 85%.

H-7. Gajda A., Nowacka — Kozak E., Gbylik — Sikorska M., Posyniak A.: Tetracycline
antibiotics transfer from contaminated milk to dairy products and the effect of
the skimming step and pasteurisation process on residue concentrations. Food
Additives and Contaminants Part A, 2018, 35(1), 66-76
IF — 2,129; MNiSW = 30

Wkitad wlasny: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie wszystkich doswiadczen,

przeprowadzenie badan, wykonanie oznaczen analitycznych, opracowaniu 1 interpretacji wynikow,

sformutowanie wnioskéw, napisanie manuskryptu, wystanie pracy do druku oraz wykonanie korekty
po recenzji. M6j udzial w powstaniu publikacji oceniam na 80%.

H-8. Gajda A., Nowacka — Kozak E., Posyniak A.: Contamination of wild boars (Sus
scrofa) muscles with tetracycline antibiotic from oral delivered rabies vaccine
baits. Food Additives and Contaminants Part A, 2018, 35(7), 1286-1291
IF — 2,129; MNiSW = 30

Wklad wlasny: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie wszystkich doswiadczen, pobieranie

materiatu do badan, wykonanie oznaczen analitycznych, opracowaniu i interpretacji wynikéw,

sformutowanie wnioskéw, napisanie manuskryptu, wystanie pracy do druku oraz wykonanie korekty
po recenzji. M6j udzial w powstaniu publikacji oceniam na 85%.

- Sumaryczny wspolezynnik wpltywu (IF) — 15,541
- Suma punktéw wg MNiSW — 225
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4¢) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wstep

Intensywna hodowla zwierzat moze prowadzi¢ do szybkiego rozprzestrzeniania
sie chor6b bakteryjnych. Mimo stosowania, w celach profilaktycznych, wielu dzialan
zapobiegawczych, zmierzajacych do ograniczenia wystepowania infekcji, to nadal
trudno wyobrazi¢ sobie wspolczesna hodowle bez stosowania lekow weterynaryjnych,
a w szczegoblnos$ci antybiotykow. Jednak dos¢ czesto dochodzi do popelniania r6znych
bledow w trakcie leczenia zwierzat, w tym przekraczanie dawek, nieprzestrzeganie
czasow karencji i zamienne, niezgodne ze wskazaniami stosowanie lekdw. Szczego6lnie
przy masowej produkcji, antybiotyki stosowane s3 czesto bez uzasadnienia juz, od
pierwszych dni chowu w celu zabezpieczenia przed powstawaniem infekcji. W
konsekwencji, nieracjonalne stosowanie antybiotykbw, moze powodowaé
wystepowanie ich pozostalo$ci w zywnoSci, ktore z kolei moga negatywnie oddziatywaé
na zdrowie konsumentéw poprzez wywieranie dzialan toksycznych czy tez reakcji
alergicznych. Przy dlugotrwalej ekspozycji na zywno$¢ z pozostalo$ciami tetracyklin,
nie mozna wykluczy¢ wystapienia zaburzen w prawidlowym funkcjonowaniu narzadéw
wewnetrznych. Szczegolnie narazone mogg by¢ mate dzieci, gdyz tetracykliny wigzac
sie z wapniem mogg odklada¢ sie w koSciach i zebach przyczyniajac sie do ich
nieprawidlowego rozwoju. Nieuzasadnione stosowanie antybiotykow moze réwniez w
znacznym stopniu przyczynia¢ sie do narastania oporno$ci chorobotworczych
szczepOw bakteryjnych. W zwigzku z zagrozeniem konsumentéw wynikajacym ze
stosowania antybiotykow u zwierzat oraz rozpowszechnieniem zjawiska lekoopornoéci,
prowadzona jest kontrola wystepowania lekow weterynaryjnych w zywnosci i
produktach pochodzenia zwierzecego.

Z punktu widzenia zabezpieczenia zdrowia konsumentow, istotnym elementem
jest badanie utrzymywania sie leku w jadalnych tkankach i narzadach zwierzat
docelowych lub ich produktach. Profil zanikania antybiotykow z produktéw
zwierzecego pochodzenia do poziomow uznawanych za bezpieczne dla czlowieka - MRL
(maksymalne dopuszczalne stezenie; ang. Maximum Residue Limit) po statystycznym

uwzglednieniu marginesu bezpieczenstwa jest podstawa do ustalenia czas6w karencji.
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Przestrzeganie czaséw karencji jest podstawa do produkowania zywnos$ci wolnej od
pozostalo$ci weterynaryjnych produktéow leczniczych w stezeniach wyzszych od
warto$ci MRL. Kinetyka zanikania i czas utrzymywania sie lekéw zalezy w duzym
stopniu od specyfiki tkanki docelowej czy tez produktu zwierzecego, ale takze od
wlasciwosci  fizykochemicznych i1 farmakokinetycznych zastosowanego produktu
leczniczego. Wiek, infekcja, interakcje z innymi lekami mogg w znacznymi stopniu
wplywaé na czas pozostawania leku w organizmie oraz stopien jego kumulacji w
tkankach. Okazuje sie bowiem, ze stan chorobowy znacznie wydluza proces eliminacji
pewnych zwigzkow z organizmu. Wchlanianie, dystrybucja, metabolizm i wydalanie w
duzej mierze zaleza od drogi podania, dawki, gatunku zwierzecia oraz postaci
zastosowanego leku.

Analiza wynikow badan kontrolnych pozostaloSci substancji chemicznych
wskazuje, ze zarowno w Polsce, jak i w pozostalych krajach Unii Europejskiej,
najczesciej u $win i u drobiu wykrywane sa antybiotyki z grupy tetracyklin. W
wiekszosci przypadkow w probkach niezgodnych pochodzacych od §win wykrywana
jest doksycyklina oraz oksytetracyklina. U drobiu najwiekszy problem stanowi
wystepowanie pozostaloSci doksycykliny. Dane oceniajace zuzycie tetracyklin w
praktyce  weterynaryjnej oraz raporty dotyczace sprzedazy  S$rodkow
przeciwdrobnoustrojowych jednoznacznie wskazuja na dominujaca role tej grupy
lekow w hodowli zwierzat. Wysoka czestotliwo$é stosowania tetracyklin w praktyce
weterynaryjnej potwierdzaja takze ostatnie raporty Systemu Wczesnego Ostrzegania w
Zakresie Zywnoéci i Srodkéw Zywienia Zwierzat (RASFF).

Powszechno$¢ stosowania tej grupy antybiotykdéw, zar6wno w medycynie
weterynaryjnej, jak i w medycynie ludzkiej, wynika z szerokiego spektrum dzialania
przeciwbakteryjnego, korzystnych wiasciwoéci terapeutycznych, a takze wzgledow
finansowych (niskie koszty leczenia). Jak kazda substancja obca, leki z grupy
tetracyklin po podaniu zwierzetom ulegaja wchlonieciu, dystrybucji do tkanek i
narzadow, a nastepnie s3 metabolizowane i wydalane. Tetracykliny podawane doustnie
podlegaja szybkiemu, ale niepelnemu wchlanianiu. Ograniczone wchlanianie moze
wynika¢ z tworzenia niewchlanianych kompleksow z jonami metali obecnymi w
przewodzie pokarmowym lub znajdujacymi sie w roztworze spozywanym wraz z lekiem
oraz z interakcji ze skladnikami pokarmu, czy tez interakcji z niektérymi lekami,
szczegoOlnie zawierajacymi jony dwuwartoSciowe. Tetracykliny sa tatwo dystrybuowane

do réznych tkanek organizmu, co uwarunkowane jest ich wlasciwo$ciami
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fizykochemicznymi. Osiggajac wysokie stezenia w erytrocytach i granulocytach, latwo
przenikaja przez bariery blonowe. Stopien wigzania tetracyklin z biatkami zalezy od
gatunku zwierzecia i rodzaju tetracykliny. Najsilniej z bialkami krwi wiaze sie
doksycyklina (80-95%), co wplywa miedzy innymi na jej dluzszy czas pozostawania w
organizmie. Tetracykliny w bardzo ograniczconym stopniu ulegaja procesom
biotransformacji. Natomiast pod wplywem czynnikébw zewnetrznych (Swiatlo,
temperatura, kwasne $rodowisko) sa niestabilne.

Problem wystepujacej lekoopornos$ci, prowadzi do wdrazania licznych dzialan
majacych na celu wyeliminowanie naduzywania antybiotykow u zwierzat. Planowane
jest wprowadzenie przez Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnoéci (EFSA)
obowigzku raportowania wszystkich probek, w ktorych stwierdza sie nawet sladowe
iloSci lekéw weterynaryjnych, gdyz do tej pory obowiazek raportowania dotyczyl tylko
probek z przekroczonymi warto$ciami MRL. Biorac po uwage nowe wymagania agencji
Unii Europejskiej, badania in vivo dotyczace zanikania i czasu pozostawania lekow
przeciwbakteryjnych w tkankach oraz okreslanie stezen i stabilno$ci tych zwigzkow w
materiale biologicznym wydaja sie by¢ szczegolnie istotne w zapewnieniu odpowiedniej
jakosci produktéow zywno$ciowych. Wskazanie czasu utrzymywania sie wybranych
tetracyklin w produktach odzwierzecych poprzez przedstawienie wynikow
doswiadczen przeprowadzonych na zwierzetach, w znacznym stopniu ulatwi
podejmowanie waznych decyzji administracyjnych.

W zwigzku z wysoka czestotliwo$cia wykrywania obecno$ci tetracyklin w
tkankach i produktach pochodzenia zwierzecego, postanowiono przeprowadzié
badania stabilno$ci i czasu utrzymywania sie tych antybiotykow, w réznym materiale
biologicznym. Badania dystrybucji, przenikania lekéw weterynaryjnych w
nietypowym, dotad nie badanym na obecno$¢ lekow materiale biologicznym, przyczyni
sie do opracowania i wdrozenia nowych, alternatywnych, nieinwazyjnych metod
kontroli stosowania antybiotykow u zwierzat, co pozwoli na skuteczniejsza eliminacje
nielegalnego stosowania lekéw w weterynarii i posrednio, niewatpliwie przyczyni sie

do zwiekszenia bezpieczenstwa zywnoSci.
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Cel podjetych badan

Gléwnym celem pracy bylo opracowanie nowego podej$cia do kontroli wystepowania

tetracyklin w zywno$ci pochodzenia zwierzecego, co zostalo zrealizowane przez:

I. Okreslenie stopnia dystrybucji oraz profilu zanikania oksytetracykliny w plynie
ustnym $win, jako alternatywnym materiale wykrywania stosowania antybiotykow na
fermach trzody chlewnej oraz zbadanie zalezno$ci pomiedzy stezeniami w plynie
ustnym a poziomami oznaczonymi w tkankach i w osoczu §win po eksperymentalnym
podaniu zwierzetom weterynaryjnego produktu leczniczego zawierajacego badany
antybiotyk (H-1, H-2, H-3)

II. Okreslenie rozmieszczenia, czasu zanikania i stezen doksycykliny w tkankach kur i
w jajach po eksperymentalnym podaniu ptakom weterynaryjnego produktu

leczniczego zawierajacego analizowana tetracykline (H-4, H-5)

III. Badanie wplywu proceséw termicznych na stabilno$¢ tetracyklin oraz redukcje

stezen w jajach, mleku i w produktach mlecznych (H-6, H-7)

IV. Badanie wystepowania w miesie dzikow tetracykliny pochodzacej ze szczepionek

dla lisow przeciw wsciekliznie (H-8)
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Omowienie przeprowadzonych badan i osiagnietych wynikéw

I. Okreslenie stopnia dystrybucji oraz profilu zanikania oksytetracykliny
w plynie ustnym s$win, jako alternatywnym materiale wykrywania
stosowania antybiotykéw na fermach trzody chlewnej oraz zbadanie
zalezno$ci pomiedzy stezeniami w plynie ustnym a poziomami
oznaczonymi w tkankach i w osoczu $win po eksperymentalnym
podaniu zwierzetom weterynaryjnego produktu leczniczego

zawierajacego badany antybiotyk (H-1, H-2, H-3)

Kontrola stosowania lekow weterynaryjnych jest waznym elementem w
zapewnieniu dobrostanu zwierzat. Do tej pory, w badaniach kontrolnych pozostato$ci
lekoéw przeciwbakteryjnych, prowadzonych w Polsce i na $§wiecie, antybiotyki badane
sg glownie w tkankach. Przyzyciowo natomiast moga by¢ oznaczane we krwi, jednak
pobieranie tego rodzaju materialu wiaze sie z narazeniem zwierzat na duzy stres oraz
pewnymi niedogodnoS$ciami dla probobiorcy. W zwigzku z tym, najmniej inwazyjnym
sposobem przyzyciowego badania stosowania antybiotykow w populacji trzody
chlewnej wydaje sie by¢ wykorzystanie pltynu ustnego, jako alternatywy dla badania
tkanek i krwi.

U zwierzat, szczegOlnie u $win, wykorzystanie plynu ustnego do badan
diagnostycznych cieszy sie coraz wiekszym zainteresowaniem. Uwaza sie, zZe pobieranie
probek plynu ustnego w regularnych odstepach czasowych, z uwagi na latwa
dostepno$¢ materiatu i odzwierciedlenie statusu zdrowotnego stada, pozwoli na
zminimalizowanie kosztow pobierania probek w programach kontroli choréb
zakaznych oraz uproszczenie procesu diagnostycznego u $win. O ile wykorzystanie
plynu ustnego jako matrycy do rozpoznawania patogenéw w populacji §win jest coraz
wnikliwej analizowane i badania w tym zakresie trwaja juz od dluzszego czasu, to w
przypadku zastosowania tego materialu biologicznego jako matrycy do detekcji
antybiotykow, dostepne badania i dane literaturowe sa do$¢ mocno ograniczone. W
pracy Hi przedstawiono stopien zaawansowania badan nad dystrybucja i
wykrywaniem lekow w plynie ustnym zaréwno w medycynie weterynaryjnej, jak i w
medycynie ludzkiej oraz omoéwiono dotychczasowa kontrole stosowania lekow

weterynaryjnych w hodowli §win.
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W zwigzku z faktem, ze plyn ustny nie byl do tej pory wykorzystywany jako
material biologiczny do wykrywania antybiotykow u zwierzat, a pojawiajace sie coraz
czeSciej opinie sugeruja uzasadnienie badania lekéw w tej matrycy i uwaza sie, ze ptyn
ustny moze by¢ alternatywa dla po$miertnego badania tkanek, postanowiono zbadac¢ i
okresli¢ mozliwos$¢ identyfikacji wybranego leku w tym materiale (H2).

Gléwnym celem badan bylo przedstawienie mozliwoSci wykorzystana plynu
ustnego do wykrywania oksytetracykliny, po doswiadczalnym podaniu produktu
leczniczego zawierajacy testowany antybiotyk oraz okreSlenie stezen i czasu
utrzymywania sie badanego zwiazku w testowanej matrycy. Do badan wybrano
oksytetracykline, jako jeden z najczesciej stosowanych lekow w zwalczaniu infekcji
bakteryjnych u $win, podawanych iniekcyjnie. Zbadano takze zaleznoSci stezen
oznaczonych w plynie ustnym a poziomami stwierdzonymi w tkankach (mie$nie,
watrobe, nerki) zwierzat doS§wiadczalnych w dniu karencji zastosowanego produktu
leczniczego.

Zwierzetom podawano domieSniowo weterynaryjny produkt leczniczy
zawierajacy oksytetracykline w postaci jednorazowej dawki 20 mg/kg masy ciala.
Swinie podzielono na trzy grupy: Grupa 1 - 100% zwierzat otrzymato oksytetracykline;
Grupa 2 — 50% zwierzat otrzymalo oksytetracykline; Grupa 3 — (kontrolna), w ktorej
zwierzeta nie otrzymywaty leku. Po podaniu leku, plyn ustny pobierany byt jako probka
zbiorcza w odpowiednich odstepach czasowych, przez okres 21 dni, oddzielnie od
zwierzat z kazdej grupy do$wiadczalnej. Do pozyskiwania probek zbiorczych plynu
ustnego zastosowano bawelniang line, ktéra zawieszana byla w kojcu na ok. 30 min i
nasgczana ptynem ustnym zwierzat. Uzyskane wyniki badan wskazuja na dlugi czas
pozostawania i mozliwo$ci wykrywania podanego antybiotyku w plynie ustnym.
Oksytetracyklina utrzymywata sie w badanym materiale przez okres 21 dni (okres
karencji). Najwyzsze stezenie obserwowano 2 godziny po aplikacji leku, ktore wynosito
10653 + 1421 pg/kg w Grupie 1 oraz 7456 + 1145 pug/kg w Grupie 2. Badanie tkanek
zwierzat do$wiadczalnych w dniu karencji zastosowanego leku, pozwolilo na
zaobserwowanie istotnej zalezno$ci pomiedzy stezeniami oksytetracykliny w plynie
ustnym (30,8 ug/kg), a poziomami oznaczonymi w miesniach (34,5 ug/kg).

Istotnym elementem pracy jest wykazanie mozliwo$ci badania antybiotyku w
plynie ustnym po jego iniekcyjnym podaniu. Szczegdlng wartoScia poznawcza badan
jest wykazanie zalezno$ci pomiedzy stezeniami oksytetracykliny w plynie ustnym i w

tkankach, co potwierdza uzasadnienie wykorzystania plynu ustnego do kontroli
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antybiotykobw. W aspekcie zapewnienia konsumentom bezpiecznej zywnoSci,
przedstawiane w pracy zagadnienie wydaje sie by¢ bardzo istotne, gdyz dotychczasowa
wiedza o mozliwo$ci wykrywania lekow weterynaryjnych w plynie ustnym jest bardzo
znikoma. Ponadto, badanie plynu ustnego umozliwia wykrycie nielegalnego lub
niezgodnego ze wskazaniami stosowania antybiotykow w trakcie chowu zwierzat, co
wigze sie z ograniczeniem start spowodowanych utylizacja miesa w przypadku
wykrycia obecnosci leku w tkankach. Analiza plynu ustnego daje mozliwosc¢ szybkiej
oceny, czy $winie przeznaczone na ubdj sa ,wolne” od antybiotykéw tzn. czy nie
zaistnialo ryzyko ewentualnej ich obecno$ci w tkankach przeznaczonych do
konsumpcji, powyzej maksymalnych dopuszczalnych limitow pozostatosci — MRL.

Niewatpliwa zaletg zaprezentowanego sposobu kontroli stosowania antybiotykéw
poprzez analize plynu ustnego jest fakt, ze pobieranie materialu jest calkowicie
nieinwazyjne i mozliwe jest pozyskanie jednej probki zbiorczej od duzej liczby
osobnikoéw jednocze$nie (jedna lina moze przypada¢ nawet na kilkadziesiat $win).
Koszt analizy w przypadku jednej probki zbiorczej ptynu ustnego jest znacznie mniejszy
od badania wielu indywidualnych prébek tkanek. Tak wiec wzgledy ekonomicznego
zaproponowanego w pracy rozwigzania réwniez wskazuja na istotno$¢ podjetego
tematu.

Analiza plynu ustnego moze by¢ wykorzystywana w okreslaniu terapeutycznych
stezen danego leku nie tylko w tym medium, ale rowniez pozwala na przewidywanie
stezen w osoczu, co z punktu widzenia efektywno$ci terapii moze mie¢ kluczowe
znaczenie w zwalczaniu wielu choréb. W plynie ustnym mogg znajdowac sie patogeny
iich metabolity oraz przeciwciala, ktére moga by¢ syntetyzowane lokalnie i systemowo.
W prezentowanej pracy doswiadczalnej H3 okreSlono zanikanie i wyznaczono
parametry farmakokinetyczne (Cmax, Tmax, AUC, MRT, ty/2p) dla oksytetracykliny w
plynie ustnym i w osoczu, pobieranych indywidualnie od $§win w odpowiednich
punktach czasowych, po podaniu i.m. produktu leczniczego zawierajacego
oksytetracykline. Antybiotyk wykrywany byl zar6wno w plynie ustnym, jak i w osoczu,
po 1 h od podania leku do 21 dnia. Warto$ci Cmax dla plynu ustnego wynosily
4021 + 836 ng/ml, natomiast dla osocza Cmax = 4447 + 735 ng/ml. Zaobserwowano
silng korelacje pomiedzy stezeniami w plynie ustnym i w osoczu (r = 0,92). Stezenie
terapeutyczne oksytetracykliny dla wiekszo$ci wrazliwych bakterii (powyzej wartosci
MIC) utrzymywalo sie do 48 h od podania leku, zarbwno w plynie ustnym, jak i w

osoczu. Wykazanie czasu utrzymywania sie oksytetracykliny w stezeniu
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terapeutycznym zaréwno w plynie ustnym, jak i w osoczu, dla wrazliwych bakterii jest
istotna warto$cig poznawcza pracy.

Elementem innowacyjnosci przedstawionych prac (H-2, H-3) jest rowniez
opracowanie metody z wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej ze
spektrometrig mas (LC-MS/MS) w oznaczaniu oksytetracykliny w plynie ustnym, gdyz
do tej pory brak jest metod pozwalajacych na analize antybiotykow w tym materiale z
zastosowaniem technik chromatograficznych. Oznaczanie stezen antybiotyku w plynie
ustnym, tkankach i osoczu wykonywano opracowana metoda LC-MS/MS, ktoéra
wyrdznia sie nieskomplikowanym etapem przygotowania probki oraz analizy
chromatograficznej, pozwalajacej na oznaczenie substancji macierzystej
oksytetracykliny, jak i jej formy 4-epi oksytetracykliny w duzej liczbie probek, w
krotkim czasie.

Zbadanie stopnia przenikania i czasu pozostawania oksytetracykliny na poziomie
oznaczalno$ci metody oraz okreslenie zalezno$ci ptyn ustny: tkanki i osocze umozliwilo
opracowanie nowego sposobu wykrywania stosowania antybiotykéw na fermach Swin.
Takie rozwigzanie znacznie usprawnia i zwieksza efektywnos$¢ dotychczas prowadzonej

kontroli substancji przeciwbakteryjnych.
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II. OkreSlenie rozmieszczenia, czasu zanikania i stezen doksycykliny w
jajach i w tkankach kur i po eksperymentalnym podaniu ptakom
weterynaryjnego produktu leczniczego zawierajacego analizowana

tetracykline (H-4, H-5)

Stosowanie doksycykliny u kur niosek, od ktérych pozyskuje sie jaja do celow
spozywczych jest prawnie zabronione, gdyz nie ustalono warto$ci MRL dla tej
substancji w jajach. Jednak dos$¢ czeste przypadki wykrywania doksycykliny w jajach,
Swiadcza o jej nielegalnym podawaniu kurom nioskom w trakcie okresu nie$nosci. W
badaniach kontrolnych potwierdzono obecnos$¢ tego antybiotyku w jajach w stezeniu
przekraczajacym 1400 pg/kg. W zwigzku ze stwierdzanymi przypadkami
wystepowania wysokich stezen w jajach, postanowiono zbadac jak dtugo doksycyklina
utrzymuje sie w tym produkcie przeznaczonym do konsumpcji (H-4). Poznanie
stopnia kumulacji oraz stabilno$ci tego antybiotyku w jajach oraz okreSlenie stezen i
czasu zanikania przy zastosowaniu odpowiedniej metody analitycznej jest niezwykle
istotne w aspekcie bezpieczenstwa zywnosci.

Przeprowadzono do$wiadczenie, w ktéorym podawano doksycykline
(Doxycyclinum 20%) kurom nioska w dawce zarejestrowanej jako terapeutyczna dla
brojlerow kurzych. Weterynaryjny produkt leczniczy zawierajacy doksycykline,
podawano sonda do wola przez okres 5 dni w dawce 10 mg/kg masy ciala (kazdy ptak
otrzymal taka sama dawke leku). Jaja zbierano codziennie, przez caly czas
do$wiadczenia (ostatni dzien aklimatyzacji, 5 dni podawania leku, a takze przez 18 dni
od ostatniego podania leku). Cze$¢ jaj homogenizowano w caloSci, a w czesci
oddzielano bialko od zottka i homogenizowano oddzielnie. Do oznaczania stezen
doksycykliny w jajach zastosowano metode chromatografii cieczowej ze spektrometria
mas (LC-MS/MS).

W probkach jaj calych doksycykline wykryto juz po pierwszym dniu podawania
produktu leczniczego zawierajacego analizowany antybiotyk. W trakcie podawania
leku stezenie stopniowo wzrastato i po 5 dniach osiggnelo warto$¢ 1067+118 pg/kg. Od
drugiego dnia po zakonczeniu podania doksycykliny obserwowano zmniejszenie
stezenia do 521+80 pg/kg. W kolejnych dniach zawarto$¢ doksycykliny stopniowo
zmniejszala sie i po 12 dniach osiggnela wartos¢ 8+1,5 pg/kg. W 13 dniu nie

stwierdzono obecno$ci doksycykliny w jajach powyzej granicy oznaczalno$ci metody
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(LOQ = 5 pug/kg). Analizujac zawarto$¢ antybiotyku oddzielnie w biatku i z6ttku mozna
stwierdzi¢, ze w trakcie podawania doksycyklina osiagga wyzsze stezenia w biatku
kurzym, natomiast w miare uplywu czasu stwierdza sie jej wyzsze stezenie oraz dluzsze
utrzymywanie sie w zottku. W czternastym dniu pozyskiwania jaj, doksycyklina nadal
pozostawala w zoltku w stezeniu 10+2,6 ug/kg, natomiast nie stwierdzano jej
zawarto$ci w biatku. Szesnastego dnia nie wykrywano juz doksycykliny w zoltku.

Stezenia leku w jajach oraz jego eliminacja po podaniu zalezg w duzym stopniu
od dawki, czasu i sposobu podawania leku, ale takze od dawki jaka zostala pobrana,
gdyz spozycie wody moze roznic sie znacznie pomiedzy poszczeg6lnymi osobnikami.
Dane literaturowe dotyczace zanikania doksycykliny, przedstawiaja podawanie leku z
woda do picia ad libitum, w zwigzku z czym trudno jest okresli¢ dawke leku jaka zostala
pobrana przez dane zwierze. Brak precyzyjno$ci w okre$laniu wyjSciowego stezenia
pobranej substancji, powoduje trudno$ci w okresleniu rzeczywistego metabolizmu i
zachowania sie leku w organizmie, dlatego tez w prezentowanej pracy kazdy ptak
otrzymal taka sama dawke. Osiagane stezenia lekow w jajach zaleza takze od
wlasciwoéci danej substancji. Nawet w obrebie jednej grupy zwiazkow mozna
zaobserwowac znaczne réznice w stezeniach osigganych w jajach. W przypadku grupy
tetracyklin, tetracyklina wystepuje w wyzszych stezeniach w jajach niz oksytetracyklina
i jest wykrywalna przez dtuzszy okres czasu w poroéwnaniu z chlortetracykling. Nalezy
zaznaczy¢, ze w przeciwienstwie do doksycykliny, dla pozostalych tetracyklin
(tetracykliny, oksytetracykliny i chlortetracykliny) wyznaczono dopuszczalne limity w
jajach wynoszace 200 pg/kg.

Z terapeutycznego punktu widzenia uzyskanie wysokich stezen leku w tkankach
i narzadach objetych infekcja jest jak najbardziej wskazane, gdyz w duzej mierze
decyduje to o uzyskaniu zamierzonego efektu. Jednak z drugiej strony pozostawanie
przez dlugi okres czasu wysokich stezen tetracyklin, czy tez innych antybiotykow,
ogranicza mozliwo$¢ przeznaczenia zwierzat do konsumpcji przez ludzi bezposrednio
po zakonczeniu leczenia. W przypadku tkanek, mamy do czynienia z inna sytuacjg jak
w przypadku jaj, dla ktorych nie wyznaczono bezpiecznych limitow dla doksycykliny.
W zaleznosSci od rodzaju tkanki, ustalono r6zne maksymalne dopuszczalne limity:
100 pg/kg dla mies$ni, 300 ug/kg dla watroby, 600 ug/kg dla nerek. Wystepowanie
doksycykliny w tkankach moze $wiadczyé o nadmiernym, czesto niezgodnym ze
wskazaniami dawkowaniu lub nieprzestrzeganiu ustalonego czasu karencji. Podjeto

probe okreslenia przyczyn czestego wykrywania doksycykliny w tkankach (H-5).
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W tym celu przeprowadzono doswiadczenie na brojlerach kurzych, ktorym podawano
w dawce terapeutycznej weterynaryjny produkt leczniczy zawierajacy doksycykline
(Doksycyklina 20 % w postaci proszku do sporzadzania roztworu doustnego) sonda do
wola przez 5 dni w dawce 10 mg/kg masy ciala. Nastepnie badano zanikanie,
przechodzenie i czas pozostawania doksycykliny w mie$niach udowych, mie$niach
piersiowych, w watrobie i w nerkach. Prébki tkanek pobierano po uplywie 6 i 24 godzin
od ostatniego podania leku oraz w 7 dniu (dzien karencji) i w 8 dniu.

W wyniku przeprowadzonych badan, w probkach mie$ni, nerek, watrob,
pobranych w 1 dniu od podania leku stwierdzono wysokie stezenia doksycykliny
(znacznie powyzej przyjetych wartoSci MRL). Stezenia doksycykliny w nerkach i
watrobie byly wyzsze od poziomoéw osigganych w mieSniach. Zaobserwowano
wystepowanie wyzszych stezen antybiotyku w mie$niach piersiowych w poréwnaniu do
mie$ni udowych. W probkach tkanek i narzadéw pobranych w dniu karencji dla
zastosowanego leku (77 dzien) oraz 1 dzien po wyznaczonym okresie karencji oznaczone
stezenia doksycykliny byly znacznie ponizej wartoSci MRL, aczkolwiek nadal
wykrywano pewne iloSci doksycykliny, znacznie powyzej granicy oznaczalno$ci
stosowanych metod. Doksycyklina w najwyzszych stezeniach wystepowala w nerkach
(44,7 £ 4,3 pg/kg). W watrobie oznaczone stezenia byly nieco nizsze (21,6 + 3,2 pug/kg).
W mie$niach piersiowych i w mieSniach udowych oznaczono odpowiednio
32,4 + 3,6 ug/kg oraz 22,7 + 2,9 ug/kg doksycykliny.

Badania poziomoéow lekow w tkankach, zwlaszcza okreSlanie stezen w dniu
karencji i w okresie po karencji, maja duze znaczenie przy ustalaniu wilasciwego
materiatu biologicznego do badan kontrolnych. Szczeg6lng warto$cia poznawcza pracy
jest wykazanie r6znicy stezenn w mie$niach piersiowych i udowych. Istotne jest rowniez
wykazanie obecno$ci doksycykliny po czasie karencji, co z jednej strony wydaje sie by¢
bezpieczne, gdyz stwierdzone stezenia osiggaly wartoSci ponizej MRL, jednak biorac
pod uwage narastanie lekooporno$ci, dlugotrwale przyjmowanie nawet $sladowych
iloéci antybiotykow, moze by¢ bardziej szkodliwe od jednorazowego przyjecia wyzszej
dawki.
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II1. Badanie wplywu proceséw termicznych na stabilnos¢ tetracyklin oraz
stopien redukgcji stezen w jajach, mleku i w produktach mlecznych
(H'69 H'7)

W aspekcie ochrony zdrowia konsumentow, istotne jest uzyskanie informacji o
losach antybiotyku podczas zabiegow termicznych. Nasuwa sie pytanie, czy
doksycyklina przedostaje sie do organizmu czlowieka z produktem poddanym
kulinarnej obrobce termicznej, w jakim stopniu obrobka termiczna eliminuje obecno$é
doksycykliny oraz jaki jest najskuteczniejszy sposob redukcji jej stezenia. Badania tego
typu maja istotne znaczenie, gdyz pod wplywem gotowania, smazenia, pieczenia,
dzialania kuchenki mikrofalowej zmienia sie konsystencja, sklad chemiczny oraz
zmniejsza sie objetos$¢ produktu wskutek odparowania wody, w zwigzku z czym poziom
leku w konicowym poétprodukceie, bezposrednio spozywanym przez ludzi niekoniecznie
ulega redukcji, a wrecz przeciwnie, moze by¢ wiekszy w przeliczeniu na 1 kg suchej
masy. Stezenie antybiotyku w produkcie po obrébce termicznej zalezy w duzym stopniu
od stabilno$ci substancji na dzialanie wysokich temperatur. Z badan wlasnych wynika,
ze doksycyklina wykrywana jest nie tylko w produktach surowych, ale zdarzaja sie takze
przypadki wykrycia tego antybiotyku w zywnoSci przetworzone;.

Celem badan przedstawionych w pracy H-6 bylo okreslenie wplywu obrébki
termicznej na stabilno$é¢ i trwalo$¢ doksycykliny w jajach naturalnie skazonych
testowanym antybiotykiem. Nalezy podkresli¢, ze zgodnie z przepisami Unii
Europejskiej, jak juz wcze$niej wspominalam, jej stosowanie u kur niosek jest
zakazane. Wyniki badan H-4 wskazuja, ze antybiotyk ten przenika do jaj w wysokich
stezeniach i utrzymuje sie przez dtugi okres czasu.

Powszechnie uwaza sie, ze prawdopodobienstwo wystepowania antybiotykow w
zywnoS$ci przetworzonej jest minimalne i zabiegi kulinarne, jakim poddawana jest
zywno$ci skutecznie eliminuja ich obecnosé. Jednak przeprowadzone badania, w
ktorych testowany material zawierajacy doksyckline poddawany byl gotowaniu,
smazeniu i dzialaniu kuchenki mikrofalowej wykazaly, ze kulinarna obrobka termiczna
nie zawsze jest czynnikiem eliminujacy antybiotyk z jaj. Przedstawione w pracy H-6
wyniki, wskazuja, ze rozpad doksycykliny nie byl calkowity, a stopien redukcji stezenia
substancji zalezal od sposobu oraz czasu trwania procesu termicznego. Inaktywacja
doksycykliny odbywata sie w najwiekszym stopniu pod wplywem dzialania kuchenki
mikrofalowej (50,3 — 53,0%), podczas gdy gotowanie powodowalo redukcje
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antybiotyku zaledwie o 29,8%. Procesu smazenia spowodowal zmniejszenie stezenia
testowanego leku 0 39,8%.

Jaja kurze sg warto$ciowym produktem odzywczym, czesto spozywanym przez
ludzi. Tak wiec w aspekcie bezpieczenstwa zywnosci, uzyskanie danych dotyczacych
eliminacji doksycykliny z jaj poddanych réznym sposobom kulinarnej obrobki
termicznej jest niezwykle istotne. Dodatkowo, informacje dotyczace stabilnoSci
doksycykliny podczas réznych sposobow obrobki kulinarnej wskazuja, ze nie mozna
wyznacza¢ dodatkowego marginesu bezpieczenstwa zaleznego od obrobki termicznej,

dla zywno$ci zawierajacej antybiotyki.

Zywnoéé pochodzenia zwierzecego, w tym mleko poddawana jest licznym
procesom technologicznym oraz obrobce termicznej, w celu uzyskania produktow
pochodzacych z tego surowca. Mleko i produkty mleczne odgrywaja podstawowa role
w odzywianiu i maja duze znaczenie dla zdrowia czlowieka, gdyz sa najlepszym zrodlem
bardzo dobrze przyswajalnego wapnia, dobrze przyswajalnego, pelnowartosciowego
biatka, magnezu, potasu oraz wielu cennych witamin. Jednak nieodpowiednie
stosowanie antybiotykdw u krow mlecznych, a takze nieprzestrzeganie pewnych zasad
higienicznych podczas udoju i pozyskiwania mleka, powoduje prawdopodobienstwo
wystepowania nie tylko pozostalosci lekow weterynaryjnych, ale réwniez
drobnoustrojow. Powszechnie uwaza sie, ze poddawane mleka réznym procesom
technologicznym pozwala uzyskaé¢ produkty odpowiednio bezpiecznie, niezagrazajace
zdrowiu konsumenta. Wydawac¢ by sie moglo, ze rowniez potencjalnie wystepujace leki
w mleku surowym, ulega¢ beda rozkladowi podczas pasteryzacji oraz wytwarzaniu
produktow mlecznych. Jednak, prezentowane dane dotyczace wynikéw badan
kontrolnych w Europie i na $wiecie wskazuja na obecno$¢ substancji
przeciwbakteryjnych réwniez w produktach otrzymywanych z mleka. Szczego6lnie
obecno$¢ tetracyklin, ktére sg dosy¢é powszechnie stosowanymi antybiotykami w
leczeniu infekeji wymion u kréw mlecznych, zostala potwierdzona w wielu badaniach.
Unijne Raporty badan monitoringowych w latach 2012-2014 wykazaly 4 niezgodne
probki mleka zawierajace oksytetracykline oraz 5 probek z doksycyklina. Szczegolnie
istotny jest przypadek wykrycia w 2016 roku tetracykliny w serze w stezeniu 312 ug/kg,
podany w systemie RASFF. O ile dla tetracyklin w mleku wyznaczono dopuszczalne
limity MRL — 100 pg/kg (z wyjatkiem doskeykliny, ktorej stosowanie u krow mlecznych

jest zabronione), to dla produktéw mlecznych nie wyznaczono bezpiecznych warto$ci
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pozostalosci, w zwiazku z czym dla tych wyrobow obowiazuje tzw. ,limit zero” .
Dodatkowo, wyniki badan prowadzonych w Zakladzie Farmakologii i Toksykologii
PIWet-PIB, potwierdzily wystepowanie tetracyklin w mleku w stezeniach 5 — 490
ug/kg oraz w serze na poziomie 7, 15 i 96 ug/kg. Ponadto dane literaturowe réwniez
przedstawiaja przypadki wykrycia tetracyklin w serach, natomiast brak jest
jednoznacznych doniesien dotyczacych stabilnoSci tetracyklin podczas procesow
otrzymywania produktéw mlecznych z mleka zawierajacego badane zwigzki.

W zwigzku z tym, postanowiono eksperymentalnie zbadac stopien przechodzenia
czterech tetracyklin: oksytetracykliny, tetracykliny, chlortetracykliny i doksycykliny z
mleka zanieczyszczonego tymi substancjami do produktéw mlecznych, w procesie ich
wytwarzania (H-7). W tym celu mleko wzbogacono mieszaning tetracyklin w stezeniu
100 ug/kg oraz sprawdzono homogeniczno$¢ materialu. Jeden litr mleka
zawierajacego antybiotyki oraz litr mleka bez antybiotykéw poddano jednocze$nie
procesom w ktorych pozyskano Smietane, maslanke, masto, mleko zsiadle, serwatke,
twardg i ser zohlty. Oznaczenia tetracykliny wykonywano opracowang w tym celu i
zwalidowana metodg LC-MS/MS.

Uzyskane wyniki wskazuja na wysoki stopienn przenikania i pozostawania
tetracyklin w niektérych produktach. Najwyzsze stezenia oznaczono w serze zoltym
(280 — 561 pg/kg) i w twarogu (320 — 482 pg/kg). Natomiast poziomy tetracyklin w
masle i w serwatce byly odpowiednio 11,8 — 19,0 pg/kg oraz 15,4 — 41,2 pg/kg.
Kalkulacje stezenn uwzglednialy niekiedy znaczng zmiane masy otrzymywanych
produktow. Z jednego litra mleka otrzymywano rézna mase produktéw: od 0,845 1
mleka zsiadlego do 0,018 kg masta.

W pracy H-7 zbadano takze stabilno$¢ tetracyklin i stopien rozkladu podczas
zabiegu pasteryzacji LTLT (niska temperatura, dluzszy czas). Termostabilnosé
tetracyklin zalezala w duzym stopniu od analitu, lecz zaobserwowana redukcja stezen
nie byla znaczna. Najwyzsza stabilno$cia charakteryzowala sie doksycyklina ze
spadkiem stezenia o 6% w poréwnaniu do stezenia wyjSciowego. Najmniej stabilna
okazala sie chlortetracyklina, z redukcja 19%. Dodatkowo, okre$lono dystrybucje
tetracyklin podczas procesu odluszczania mleka. Réznice stezenn pomiedzy mlekiem
pelnym i odluszczonym wynosily ponizej 19%, co wskazuje ze proces odluszczania nie
wplywa znaczaco na transfer tetracyklin.

Uzyskane wyniki badan wskazuja na potrzebe kontroli zaré6wno mleka, jak i

produktow mlecznych, gdyz tetracykliny wystepujace w mleku surowym moga
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utrzymywac¢ sie przez caly cykl produkcyjny. DosSwiadczenie przeprowadzone w
warunkach laboratoryjnych wskazuje, ze procesy jakim poddawane jest mleko nie
gwarantujg calkowitej redukeji zawartos$ci antybiotykow, a wrecz przeciwnie stezenie
ustalone za bezpieczne dla czlowieka w mleku surowym moze zwiekszaé sie w

koncowym produkcie i stwarzac potencjalne zagrozenie dla konsumentow.

IV. Badanie wystepowania w miesie dzikéw tetracykliny pochodzacej ze

szczepionek dla lisow przeciw wsciekliznie (H-8)

W zwiazku z przypadkami wykrywania wscieklizny (Yac. rabies) u lisow w Polsce,
prowadzone sg doustne szczepienia tego gatunku zwierzat. Przyneta szczepionki
znakowana jest tetracykling, antybiotykiem z grupy tetracyklin, kumulujacym sie w
kosciach i wykazujacym wlasciwosci fluorescencyjne po zwigzaniu z jonami wapnia.
Dzieki temu mozliwe jest monitorowanie efektow akcji doustnego uodporniania lisow
przeciwko wsciekliznie poprzez okreslenie obecnosci tetracykliny w kosciach zuchwy
metodg mikroskopii fluorescencyjnej, jako markera przyjecia szczepionki. Mimo tego,
ze docelowym gatunkiem sa lisy, istnieje duze prawdopodobienstwo przypadkowego
spozycia szczepionki, przez inne gatunki bytujace w ekosystemie le$nym. Szczego6lnie
dziki (Sus scrofa), jako zwierzeta wszystkozerne, narazone sg na przyjecie wielu porcji
szczepionek zawierajacych tetracykline, ktéra moze przenikac¢ do mie$ni i pozostawac
tam przez pewien okres czasu . W zwigzku z tym, nasuwa sie pytanie czy istnieje ryzyko
wystepowania tetracykliny w dziczyznie, ktora cieszy sie coraz wieksza popularnoscia
wsrdéd konsumentéw? W celu zapewnienia wlasciwej jako$ci produktow pochodzenia
zwierzecego, leki przeciwbakteryjne badane sg glownie w tkankach pochodzacych od
bydla, trzody chlewnej, owiec, koéz, koni, drobiu, ryb oraz zwierzat dzikich
utrzymywanych w warunkach fermowych. Natomiast brak jest kontroli materialu
przeznaczonego do konsumpcji przez cztowieka pochodzacego od dzikow.

Dziczyzna jest wysoce cenionym produktem kulinarnym ze wzgledu na swoje
wartoSci dietetyczne. W obecnym czasie obserwuje sie znaczny wzrost spozycia miesa
tego gatunku zwierzat ze wzgledu na zwiekszenie liczebno$ci populacji dzikow (Sus
scrofa) w ostatnich latach, co w konsekwencji powoduje wzrost pozyskiwania miesa

dzikow oraz latwiejszy dostep do dziczyzny po stosunkowo niskich cenach.
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Przyneta szczepionki przeciw wsciekliznie zawiera tetracykline (chlorowodorek
tetracykliny), w stezeniu ok. 150 mg, ktora jest markerem przyjecia szczepionki przez
lisy. Zakladajac, ze dzik o wadze 50 kg, ktora jest najbardziej pozadang masa dla
mysliwych, spozyje jedna dawke szczepionki, to stezenie tetracykliny jakie dostanie sie
do organizmu dzika w przynecie bedzie wynosilo 3 mg/kg. Jednak szacunkowe
okreslenie przyjetego stezenie tetracykliny jest niemozliwe, gdyz ilo§¢ pobranych
szczepionek moze by¢ bardzo r6zna przez poszczegoblne osobniki, poczawszy od kilku
sztuk do kilkudziesieciu, w zwigzku z tym stezenia w tkankach moga by¢ bardzo
zroznicowane. Ponadto, ze wzgledu na regularnos¢ szczepien (dwa razy w roku) moze
dochodzi¢ do kumulacji tetracykliny w organizmie zwierzat.

W czasie zrzutu szczepionki i kilka dni po zakoniczeniu nie zaleca sie polowan na
zwierzyne lowna, aczkolwiek nie ma prawnego zakazu i nie zawsze informacja o
planowanych szczepieniach dociera do wszystkich mysliwych. W zwigzku z tym,
polowania indywidualne odbywaja sie takze w okresie szczepien oraz w niedlugim
czasie po ich zakonczeniu. Zwlaszcza w obecnej sytuacji, w ktorej populacja dzikow
znacznie wzrosla oraz kiedy dziki stanowia jedno z gléwnych Zrodel szerzenia sie
afrykanskiego pomoru $win, zwieksza sie intensywno$¢ odstrzalow dzikow.

Dlatego tez, w zwiazku z duzym prawdopodobienistwem skazenia miesa dzikow
tetracykling, pochodzaca ze szczepionki dla lisow, przeprowadzono badanie (H-8) w
ktérym poddano analizie 144 probek mie$ni pochodzacych od dzikow, pobieranych w
okresie czterech tygodni od zakonczenia zrzutow szczepionek. Wykonane analizy,
wykazaly obecno$¢ tetracykliny w 53 probkach mies$ni dzikéw, co stanowi 37%
wszystkich zbadanych prébek. Oznaczone stezenia miescily sie w granicach 5-286
ug/kg. Analizowano réwniez inne antybiotyki w badanych probkach, ale nie
potwierdzono obecnosSci zadnych dodatkowych substancji. Uzyskane wyniki badan
wskazuja na wysoka stabilno$¢ tetracykliny w szczepionkach, a tym samym w
Srodowisku ich bytowania, gdyz po przedostaniu sie do organizmu dzikow wykrywane
sq pozostalo$ci antybiotyku w mieéniach. Ponadto, stosunkowo wysoki procent probek
zawierajacych tetracykline, wskazuje na potrzebe kontroli materialu przeznaczonego
do konsumpcji, pochodzacego od zwierzat dzikich w kierunku obecnos$ci badanego

zwigzku.
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Osiagniecia:

Wykazanie mozliwoSci wykrywania oksytetracykliny w plynie ustnym $win, co
znacznie usprawni kontrole stosowania antybiotykow u trzody chlewne;.
Wykazanie istotnej zalezno$ci pomiedzy stezeniami oksytetracykliny w plynie
ustnym a poziomami oznaczonymi w tkankach i osoczu.

Okres$lenie czasu pozostawania i profilu zanikania doksycykliny w tkankach kur
iwjajach calych oraz w bialku i z6ltku, a takze wykazanie obecno$ci doksycykliny
w tkankach po ustalonym czasie karencji, co w aspekcie zapewnienia bezpiecznej
zywnoSci jest niezwykle istotne.

Wykazanie, ze obrobka termiczna nie powoduje calkowitej inaktywacji
antybiotyku, a stopien redukcji uzalezniony jest $cisle od rodzaju i czasu trwania
procesu termicznego.

Wykazanie przechodzenia tetracyklin z mleka surowego skazonego
antybiotykami w procesie otrzymywania produktéw mlecznych oraz znacznej ich
stabilno$ci podczas pasteryzacji LLT.

Uzyskanie danych (pierwszych na §wiecie) dotyczacych przenikania i obecno$ci

tetracykliny w miesie dzikow, pochodzacych ze szczepionek dla lisow.
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5. Omowienie pozostalych osiaggnie¢ naukowo-badawczych w zakresie
badan prowadzonych poza zglaszanym cyklem tematycznym

5a) Opracowanie metod oznaczania lekéw przeciwbakteryjnych w
zywnosci pochodzenia zwierzecego

Wséréd produktéw leczniczych stosowanych w  weterynarii istnieje duza
roznorodno$¢. Jednak nadmierne i nieracjonalne stosowanie lekéw
przeciwbakteryjnych u zwierzat, moze powodowaé wystepowanie ich pozostalo$ci w
wielu produktach — w tkankach, jajach, miodzie, thuszczu. W zwigzku z tym konieczne
jest prowadzenie kontroli wystepowania roznych grup substancji przeciwbakteryjnych
w zywno$ci pochodzenia zwierzecego. Badanie te odbywaja sie z zastosowaniem
zwalidowanych metod analitycznych, opracowanych wedlug S$cisle przyjetych
wymagan i kryteriéw analitycznych. Dlatego tez opracowano i wdrozono do praktyki
laboratoryjnej wiele nowych, oryginalnych procedur badawczych, speliajacych
przyjete w tym zakresie standardy Swiatowe.

Opracowano metody wieloskladnikowe, pozwalajace na oznaczanie w jednym
toku analitycznym szerokiego zakresu zwigzkéw w tkankach, jajach, albuminach i w
miodzie. Bylo to duze wyzwanie analityczne, gdyz pomimo, ze antybiotyki wywieraja
podobny efekt terapeutyczny, to jednak naleza do réznych grup chemicznych, a to z
kolei wigze sie réznorodnosScig ich wlasciwosci fizykochemicznych. W wiekszoSci
opracowanych procedur wykorzystano wysoce czula i selektywna technike
chromatografii cieczowej polaczonej ze spektrometria mas (LC-MS/MS), ktora
umozliwila znaczne uproszczenie i skrocenie calego systemu przygotowywania probek
do badan, co znacznie obniza koszty prowadzonych analiz. W poréwnaniu do
klasycznych metod mozliwe jest wykrywanie, potwierdzanie i oznaczanie §ladowych
ilo$ci substancji przeciwbakteryjnych.

W kazdej z opracowanych metod optymalizowano w pierwszej kolejno$ci warunki
detekcji i rozdzialu chromatograficznego dla danej grupy zwiazkéw lub kilku grup
antybiotykow jednocze$nie. Nastepnie opracowywano najbardziej optymalny sposob
izolacji zwigzkdéw z matrycy biologicznej. Szczegblnie waznym etapem bylo wlasciwe
oczyszczenie ekstraktow, poniewaz sklad probki ma istotne znaczenie na wynik.
Gléwnym celem bylo opracowanie takiego postepowania analitycznego, ktore
umozliwiloby wiarygodne oznaczenia, z jednoczesnym niezbyt skomplikowanym i

czasochlonnym etapem przygotowania probek do analizy instrumentalne;.
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Wszystkie metody zostaly zwalidowane zgodnie z europejskimi wymaganiami, a
nastepnie wdrozone do realizacji Krajowego Programu Badan Kontrolnych
Pozostaloéci Chemicznych, Biologicznych i Lekow, ktéry zostal wprowadzony w
Zakladzie Farmakologii i Toksykologii w 2003 roku.

Bralam czynny udzial w opracowaniu nastepujacych metod analitycznych
oznaczania pojedynczych grup zwigzkow: tetracyklin w tkankach, linkomycyny w
miodzie, fluorochinolonéw w jajach, enrofloksacyny i ciprofloksacyny w albuminach i
proszku jajecznym, doksycykliny w tluszczu, a takze w opracowywaniu
wieloskladnikowych  metod umozliwiajagcych analize wielu grup lekéw

przeciwbakteryjnych w tkankach, jajach oraz albuminach jaj kurzych.

Prace oryginalne:

e Pigtkowska M., Gbylik-Sikorska M., Gajda A., Jedziniak P., Bladek T., Zmudzki
J., Posyniak A.: Multiresidue determination of veterinary medicines in lyophilized
egg albumen with subsequent consumer exposure evaluation. Food Chemistry,
2017, 229, 646-652
IF = 4,529; MNiSW = 40

e Gajda A., Posyniak A.: Liquid chromatography — tandem mass spectrometry
method for the determination of ten tetracycline residues in muscle samples.
Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 2015, 59, 345-352
IF = 0,468; MNiSW = 15

e Gajda A., Posyniak A., Zmudzki J., Tomczyk G.: Determination of doxycycline in
chicken fat by liquid chromatography with UV detection and liquid
chromatography - tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography B —
Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences. 2013, 928, 113-120
IF = 2,694; MNiSW = 30

e Gbylik M., Posyniak A., Gajda A., Bladek T.: Determinaton of enrofloxacin and
ciprofloxacin in albumin and freeze-dried-eggs by liquid chromatography with
fluorescence detection. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 2013, 57,

351-355
IF = 0,365; MNiSW = 20

e Gajda A., Posyniak A., Zmudzki J., Gbylik M., Bladek T.: Determination of
(fluoro)quinolones in eggs by liquid chromatography with fluorescence detection
and confirmation by liquid chromatography tandem mass spectrometry. Food
Chemistry, 2012, 135, 430-439
IF = 3,334; MNiSW =45
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e Bladek T., Posyniak A., Gajda A., Gbylik M., Zmudzki J.: Multi-class procedure
for analysis of antibacterial compounds in eggs by liquid chromatography-tandem
mass spectrometry. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 2012, 56, 321-

327
IF = 0,377; MNiSW = 20

e Bladek T., Posyniak A., Gajda A., Gbylik M., Zmudzki J.: Multi-class procedure for
analysis of antibacterial compounds in animal tissues by liquid chromatography-
mass spectrometry. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 2011, 55, 741-748

IF = 0,414; MNiSW = 20

e Bladek T., Gajda A., Gbylik M., Posyniak A., Zmudzki J. : Analytical procedure for
the determination of lincomycin in honey by liquid chromatography-mass
spectrometry. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 2010, 54, 205-209
IF = 0,321; MNiSW = 20

e Gajda A., Posyniak A.: Tetracyclines and their epimers in animal tissues by high-
performance liquid chromatography. Bulletin of the Veterinary Institute in
Pulawy, 20009, 53, 263-267
IF = 0,218; MNiSW = 20

e Gajda A, Posyniak A., Pietruszka K.: Analytical procedure for the determination
of doxycycline residues in animal tissues by liquid chromatography. Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulawy, 2008, 52, 417-420,

IF = 0,337; MNiSW = 20

5b) Badanie wplywu zakazenia Actinobacillus pleuropneumoniae na
farmakokinetyke tulatromycyny u $win

Wiekszo$¢ badan przedklinicznych dla produktéw leczniczych oraz wyznaczanie
parametrow farmakokinetycznych wykonywanych jest na zdrowych zwierzetach.
Tymczasem stany chorobowe moga znaczaca zmienia¢ farmakokinetyke lekow
przeciwbakteryjnych oraz wplywaé na ich metabolizm i wydalanie z organizmu. Z
terapeutycznego punktu widzenia wysokie stezenia leku w tkankach i narzadach
leczonych zwierzat sa jak najbardziej pozadane, ale z tym zwigzana jest ich dluzsza
eliminacja, co moze powodowa¢ wystepowanie pozostatosci.

Tualtromycyna jest antybiotykiem makrolidowym nowej generacji, ktory w
znacznych ilo$ciach przechodzi do organizmu zwierzecego, gdzie moze pozostawac

przez dhugi okres czasu. Stosowana jest w leczeniu infekcji drog oddechowych u §win,

27



Zalacznik nr 2

w tym w zwalczaniu infekcji wywolywanej przez Actinobacillus pleuropneumoniae
(App), powodujacej straty ekonomiczne w produkgji trzody chlewne;.

W zwigzku z do$¢ licznymi doniesieniami o wplywie infekcji na zmiane
farmakokinetyki lekow, postanowiono przeprowadzi¢ doSwiadczenie na zwierzetach, w
ktérym zbadano wplyw infekcji App na farmakokinetyke tulatromycyny w osoczu i
plucach oraz farmakokinetyke tkankowa u §win. Zwierzeta podzielono na dwie grupy:
Grupa I w ktorej znalazly sie $winie zdrowe, Grupa II w ktérej znalazly sie $winie
zainfekowane App. Zaroéwno zwierzeta zdrowe, jak i zwierzeta wykazujace wyrazne
objawy chorobowe otrzymaly jednorazowo, domie$niowa dawke tulatromycyny (2,5
mg/kg m.c.). Nastepnie od §win z obu grup pobierano probki osocza oraz tkanek i
narzadow (watroba, nerki, ptuca, miejsce iniekcji oraz skoéra z thuszczem), w ktorych
wykonano oznaczenia zawartoSci tulatromycyny.

Przeprowadzone badanie wykazaly wyrazny wplyw infekcji App na zmiany w
profilu farmakokinetycznym antybiotyku zwiekszajac zar6wno AUC w osoczu, jak i w
badanych tkankach i narzadach oraz wydluzajac jego eliminacje z organizmu.
Najwieksze roznice w wartoSciach AUC pomiedzy chorymi a zdrowymi $winiami
stwierdzono w watrobie oraz kolejno w miejscu iniekcji, skorze z thuszczem, miesniach,
nerkach, ptucach i osoczu. Dodatkowo u zakazonych $win obserwowano zwiekszong
dystrybucje tego leku do pluc, co obrazuje wyzszy stosunek AUCptuca/AUCosocze W
porownaniu do grupy zdrowe;j.

Ponadto stwierdzono istotnie statystycznie wyzsze stezenia leku w tkankach i
narzadach w konicowych punktach eksperymentu (po 360 i 792 h), co §wiadczy o tym,
ze infekcja przyczynia sie do wzrostu stezen w tkankach przeznaczonych do spozycia
dla ludzi, a tym samym moze wplywa¢ na wystepowanie pozostalo$ci antybiotyku po
ustalonych okresach karencji.

Bioragc pod uwage wyciggniete wnioski, niezwykle wazne jest prowadzenia
dalszych badan nad wplywem stanéw chorobowych na farmakokinetyke pozostalych
lekéw przeciwbakteryjnych stosowanych w praktyce weterynaryjne;.

Prace oryginalne:

e Gajda A, Posyniak A., Bladek T.: Analytical procedure for the determination of
tulathromycin in swine plasma. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 2013,
57, 191-196
IF = 0,365; MNiSW = 20
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e Gajda A, Bladek T., Jablonski A., Posyniak A.: The influence of Actinobacillus
pleuropneumoniae infection on tulathromycin pharmacokinetics and lung tissue
disposition in pigs. Journal of Veterinary Pharmacology an Therapeutics, 2016, 39,
2,176-182
IF = 1,279; MNiSW = 25

e Bladek T., Posyniak A., Jablonski A., Gajda A.: Pharmacokinetics of tulathromycin
in edible tissues of healthy and experimentally infected pigs with Actinobacillus
pleuropneumoniae. Food Additives and Contaminants Part A, 2015, 32 (11), 1823-
1832
IF = 1,878; MNiSW = 30

5¢) Badanie wplywu sladowych ilosci enrofloksacyny na farmakokinetyke
doksycykliny u brojlerow kurzych zdrowych i zakazonych Mycoplasma
gallisepticum

W praktyce weterynaryjnej, wiele produktéow leczniczych zwlaszcza u drobiu
podawanych jest z woda pitna, ze wzgledu na mozliwo$¢ jednoczesnej aplikacji calej
obsadzie zwierzat, latwo$¢ przygotowania roztworéw, mozliwo$¢ szybkiej zmiany
dawki lub leku, jesli jest to konieczne, oraz wzglednie niskie koszty logistyczne. Jednak
taka droga podania zwigzana jest z tym, ze substancje przeciwbakteryjne, po
zakonczeniu aplikacji bez zastosowania odpowiednia czyszczenia, moga pozostawaé w
systemach dozowania wody przez dtugi okres czasu. Leki adsorbujg sie na wewnetrznej
powierzchni rur tworzac kompleksy z jonami wapnia, zelaza, magnezu obecnymi w
wodzie. Jednak po zakonczonej antybiotykoterapii moga stopniowo uwalnia¢ sie rur
poprzez wymywanie, przez co zdrowe, nieleczone zwierzeta narazone s3 na
przyjmowanie Sladowych stezen lekow. Stala ekspozycja zdrowych zwierzat w wodzie
pitnej moze prowadzi¢ do ich pozostalo$ci w tkankach. W zwiazku z tym, w Polsce
prowadzona jest kontrola produktow przeznaczonych dla zwierzat jak woda.

W ramach przeprowadzonych badan kontrolnych wody do pojenia zwierzat
hodowlanych w latach 2016 — 2017, obecnoé¢ substancji przeciwbakteryjnych
stwierdzono w 288 probkach na ok. 16 000 przebadanych, pobieranych z ferm drobiu
i trzody chlewnej. Ze wzgledu na fakt, ze w badaniach wykonywanych w ramach
kontroli wody, najczesciej wykrywanym zwigzkiem jest enrofloksacyna i doksycyklina,
przeprowadzono doswiadczenie na kurach, w ktorym badano wplyw stalej ekspozycji

Sladowymi ilo$ciami enrofloksacyny (500 pg/l z woda do picia) na stezenie
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doksycykliny w mie$niach i watrobie kur brojleréw, po podaniu w dawce 20 mg/kg mc.
Kury podzielono na dwie grupy do$wiadczalne: I grupa miala dostep do wody wolnej
od antybiotykow; II grupa miata dostep do wody zawierajacej enroflokscyne. W piatym
tygodniu zycia kurom z obu grup podawano doksycykline w dawkach terapeutycznych
przez pie¢ kolejnych dni. Stwierdzono statystyczne réznice pomiedzy $rednim
stezeniem doksycykliny w tkankach, w prébkach pobranych od ptakéw poddanych
stalej ekspozycji na Sladowe ilosci enrofloksacyny (grupa II), stezenie doksycykliny
bylo prawie o 50% wyzsze niz w probkach pochodzacych od kur z grupy 1. Stwierdzano
takze Sladowe iloSci enrofloksacyny w mie$niach i watrobie kur.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze nawet §ladowe iloSci
enrofloksacyny w wodzie, ktora jest podawana czesto nieSwiadomie kurom brojlerom
ad libitum przez caly okres chowu, moze mieé¢ istotny wplyw na pozostalo$ci
doksycykliny podawanej celowo w dawkach terapeutycznych.

Badano takze wplyw zakazenia na zalezno$ci pomiedzy dlugotrwala
(szeSciotygodniowa) ekspozycja kur na §ladowe iloSci enrofloksacyny w wodzie (500
ug/kg) a kinetyka tkankowa doksycykliny podawanej w dawkach terapeutycznych (20
mg/kg mc.). W tym celu kury zakazano Mycoplasma gallisepticum oraz wyznaczano
parametry farmakokinetyczne doksycykliny w tkankach i osoczu. Najwyzsze stezenie
doksycykliny wykryto w watrobie u zakazonych ptakow, ktére otrzymywaly wode
zawierajaca $ladowe iloSci enrofloksacyny. Byly one o 40% wyzsze niz u ptakow
zdrowych, ktére otrzymywaly wode wolng od enrofloksacyny.

Warto§¢ parametru AUCw-t) byla o 75% wyzsza u ptakow zakazonych w
poréwnaniu do ptakéw zdrowych. Takze warto$ci Cmax znaczaco roznily sie miedzy
grupami, przy Tmax ktore w grupie zwierzat zainfekowanych znacznie sie wydluzylo w
porownaniu do wartoSci uzyskanej w grupie zwierzat zdrowych.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze infekcja rowniez w znaczny stopniu modyfikuje
dystrybucje leku w organizmie zwierzecym. Zwykle u chorych ptakéw wystepuja wyzsze
stezenia w narzadach docelowych (objetych infekcja) w poréwnaniu do stezen,
wystepujacych u zwierzat zdrowych.

Wydluzenie czasu eliminacji leku z organizmu zwierzecego, a w zwigzku z tym
obecnos¢ pozostalo$ci po czasie karencji, moze powodowac negatywne skutki, zaro6wno
ekonomiczne (utylizacja produktéow) lub tez zdrowotne dla konsumentow zywnosci

pochodzenia zwierzecego.
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Prace oryginalne:

e Gbylik-Sikorska M., Posyniak A., Sniegocki T., Sell B., Gajda A., Tomczyk G.,
Zmudzki J.: The effect of doxycycline concentrations increased in chicken tissues as
consequence of permanent exposure to enrofloxacin traces supplied with drinking
water. Journal of Veterinary Research 2016, 60, 293-299
IF = 0,462; MNiSW = 15

e Gbylik-Sikorska M., Posyniak A., Sniegocki T., Sell B., Gajda A., Sawicka A.,
Olszewska-Tomczyk M., Bladek T., Tomczyk G., Zmudzki J.: Influence of
enrofloxacin traces in drinking water to doxycycline tissue pharmacokinetics in
healthy and infected by Mycoplasma gallisepticum broiler chickens. Food and
Chemical Toxicology, 2016, 90, 123-129
IF = 3,778; MNiSW = 40

e Gbylik — Sikorska M., Gajda A., Posyniak A.: Pharmacokinetics depletion phase of
doxycycline in healthy and Mycoplasma gallisepticum infected chicken broilers after
coadministration of enrofloxacin traces. Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics, 2018, 41(1), 166
IF = 1,202; MNiSW = 25

5d) Analityka i kinetyka zanikania tetracyklin i sulfonamidow w
produktach pszczelich

Stosowanie substancji przeciwbakteryjnych, w tym tetracyklin i sulfonamidéw w
pszczelarstwie jest zabronione, gdyz nie ma dla nich wyznaczonych warto$ci MRL w
miodzie. Pomimo tego zakazu, wyniki badan kontrolnych pozostalosci lekéw
przeciwbakteryjnych z krajow Unii Europejskiej oraz dane RASFF wskazuja na czeste
wykrywanie, zwlaszcza sulfonamidow oraz oksytetracykliny w miodzie.

W  zwigzku z przypadkami wystepowania oksytetracykliny w miodzie,
postanowiono zbada¢ czas pozostawania oraz stezenia tego antybiotyku w miodzie po
do$wiadczalnym podaniu leku pszczolom w warunkach pasiecznych. Oksytetracykline
podawano pszczolom wraz z syropem cukrowym w dawce 0,5 g/1 litr syropu. Lek
podawano trzykrotnie, w odstepach siedmiodniowych. Probki miodu pobierane byly
po uplywie miesigca od ostatniego podania leku, a takze po 12 miesigcach (po okresie
przezimowania). Analize iloSciowa oksytetracykliny wykonano opracowana w tym celu
i zwalidowana metoda chromatografii cieczowej z detektorem UV. W wyniku
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze po eksperymentalnym podaniu

oksytetracykliny pszczolom, po uplywie miesigca od podania, we wszystkich

31


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691516300394
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691516300394
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691516300394

Zalacznik nr 2

analizowanych probkach miodu stwierdzono obecno$¢ badanego antybiotyku
w stezeniach 17300 ug/kg — 34000 pg/kg. Natomiast w probkach miodu pobranych po
uplywie 12 miesiecy od podania (po przezimowaniu rodzin pszczelich) nie stwierdzono
obecnosci oksytetracykliny w stezeniach wyzszych od granicy oznaczalnoSci stosowanej
metody, LOQ = 10 pg/kg. W warunkach laboratoryjnych (temp. 18-20°C),
oksytetracyklina utrzymywala sie w miodzie przez okres 18 miesiecy w stezeniach
425 — 348 pg/kg.

W trakcie badan ustalono, ze oksytetracyklina po zastosowaniu u pszczél w
znacznych iloSciach przedostaje sie do miodu, ale warunkach pasiecznych jest
niestabilna i wzglednie szybko zanika (po 12 miesigcach od podania nie stwierdzono
juz obecno$ci antybiotyku w miodzie). Natomiast wyniki badania stabilno$ci
oksytetracykliny w trakcie przechowywania w warunkach laboratoryjnych
jednoznacznie wskazuja, ze jej zawarto$¢ ulega znacznie wolniejszemu zanikaniu.
Tetracykliny podawane pszczolom z miodu moga przedostawaé sie do innych
produktéw pszczelich, jak wosk. W celu kontroli wosku na obecnos$é tetracyklin
opracowano metode analityczng z zastosowanie techniki LC-MS/MS, umozliwiajacej
analize siedmiu zwigzkow z tej grupy. Badania 48 prébek wosku pszczelego,
pochodzacego z roznych rejondéw Polski wykazaly obecno$é oksytetracykliny w 5
probkach.

Sulfonamidy to najczeSciej oznaczane zwigzki w miodzie. Najwyzszy odsetek
probek niezgodnych w obrebie lekow przeciwbakteryjnych dotyczy wlasnie
sulfonamidéw. W celu zwiekszenia zakresu i mozliwo$ci analitycznych dotychczas
stosowane] metody oznaczania tych zwiazkéw podjeto sie opracowania nowej,
ulepszonej procedury ich analizy w miodzie. W wyniku przeprowadzonych badan
mozliwe bylo uzyskanie rozdzialu chromatograficznego siedmiu sulfonamidow i
jednego wzorca wewnetrznego z wykorzystaniem nowej kolumny chromatograficznej,
z zastosowaniem detekcji fluorescencyjnej. Opracowana metoda zostala zwalidowana i
umozliwila oznaczanie sulfonamidéw na niskich poziomach stezen. Procedura zostala
wlaczona do programu badan kontrolnych pozostalo$ci, a najczeéciej oznaczanymi

sulfonamidami w miodzie okazaly sie sulfatiazol, sulfacetamid i sulfametazyna.
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Prace oryginalne:

e Gajda A., Posyniak A., Bladek T., Bober A., Zmudzki J.: Oxytetracycline residues
in honey analyzed by liquid chromatography with UV detection. Journal of
Apicultural Science, 2013, 57 (1), 25-32
IF = 0,817; MNiSW = 20

e Posyniak A., Jazdzewski K., Pietruszka K., Mitrowska K., Gajda A.: Improved
analytical procedure for the determination of sulfonamides in honey. Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulawy, 2008, 52, 87-91
IF = 0,337; MNiSW = 20

e Gajda A., Antczak M., Mitrowska K., Posyniak A.: Development, validation and
application to real samples of a liquid chromatography — tandem mass spectrometry
method for determination of tetracyclines in beeswax. Journal of Separation
Science. DOI: 10.1002/jssc.201800503.

IF = 2,415; MNiSW = 30

5e) Analiza i wykrywanie lekow przeciwbakteryjnych w wodzie i w paszach

Leki stosowane, zar6wno w medycynie weterynaryjnej, jak i ludzkiej, moga
przedostawaé sie do $rodowiska. Antybiotyki w niezmienionej postaci trafiaja do
Srodowiska naturalnego (wod gruntowych, powierzchniowych) gdzie moga pozostawac
przez bardzo dtugo czas. Szeroko i bardzo czesto w sposéb niekontrolowany stosuje sie
antybiotyki w hodowlach zwierzat wodnych, zwlaszcza ryb, malz i krewetek. Zar6wno
w tkankach organizmoéow wyzszych jak iw wodach czy glebach, antybiotyki czesto
osiagaja stezenia okreslane jako subinhibicyjne — nizsze niz stezenia hamujace wzrost
drobnoustrojow, co jest przyczyna gwaltownego rozprzestrzeniania sie lekoopornosci
wsrod bakterii chorobotworczych i Srodowiskowych.

W celu zbadania wystepowania antybiotykoéw i chemioterapeytukéw w polskich
rzekach i jeziorach, przebadano 159 préobek wody, 150 probek osadéw dennych i 443
probki ryb pobieranych z 6 rzek oraz 3 jezior, z réznych regionéw Polski. Do
przeprowadzenia tych badan opracowano wieloskladnikowa metode pozwalajaca
oznaczy¢ 45 zwigzkow z 9 réznych grup.

Dla pelnej kontroli lancuch zywno$ciowego niezbedne jest dysponowanie
wiarygodnymi metodami pozwalajacymi oznacza¢ wystepowania lekow w paszach.
Pomimo, ze substancje przeciwbakteryjne z grupy fluorochinolonéw nie sa
dopuszczone do stosowania w paszach i materialach paszowych dla zwierzat

rzeznych, zdarzaja sie przypadki wystepowania niskich stezen tych
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chemioterapeutykow w mieszankach paszowych. Dlatego tez podjeto sie opracowania
metody pozwalajacej na wykrycie i oznaczenie iloSciowe ciprofloksacyny,
enrofloksacyny, sarafloksacyny i difloksacyny w paszach dla zwierzat rzeznych z
wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej z detektorem fluorescencyjnym.
Opracowano takze metode chromatografii cieczowej z detektorem UV do
wykrywania i oznaczania olquindoksu i karbadoksu, nalezacych do grupy
syntetycznych lekow przeciwbakteryjnych, ktére moga by¢ stosowane nielegalnie jako
stymulatory wzrostu w dodatkach paszowych. Majac na wzgledzie zdrowie oraz
bezpieczenstwo konsumentéw w Rozporzadzeniu Rady (WE) nr 2788/98 Komisja
Europejska zakazala stosowania benzopirazyny -N-dwutlenkukarbadoksu i
olaquindoksu jako dodatkdéw paszowych, ze wzgledu na mozliwo$¢ wywolywania

dzialan kancerogennych oraz mutagennych.

Prace oryginalne:

e Gbylik — Sikorska M., Posyniak A., Mitrowska K., Gajda A., Bladek T., Sniegocki T.,
Zmudzki J.: Occurence of veterinary antibiotics and chemotherapeutics in fresh
water, sediments and fish of the rivers and lakes in Poland. Bulletin of the Veterinary
Institute in Pulawy, 2014, 58, 399-404
IF = 0,357; MNiSW = 15

e Gbylik-Sikorska M, Posyniak A, Gajda A., Pigtkowska M., Gawel M.: Wystepowanie
pozostalo$ci lekow przeciwbakteryjnych w wodzie pochodzacej z systemoéw pojenia
drobiu. Pasze Przemystowe, 2014, 23(2), 48-53
MNiSW = 3

e Gbylik A., Posyniak A., Gajda A.: Simultaneous determination of fluoroquinolones
in feed by liquid chromatography with fluorescence detection. Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulawy, 2012, 56, 343-347,

IF = 0,377; MNiSW = 20

e Gbylik M., Gajda A., Sniegocki T., Posyniak A.: Wykrywanie olaquindoksu i
karbadoksu w paszach technika chromatografii cieczowej z detektorem UV. Pasze
przemystowe, 2011, 20 (2), 64-66
MNiSW = 3
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5f) Badanie mozliwos$ci wykrywania i oznaczania antybiotykow w pi6érach
kurzych

Masowa produkcji drobiu wymaga zapewnienia zwierzetom odpowiednich
warunkow ich utrzymania, zgodnych z wytycznymi dobrostanu zwierzat. A
jednocze$nie kontrola stosowania antybiotykow (zwlaszcza w przypadku nielegalnego
podawania) jest waznym elementem zabezpieczajacym zdrowie konsumentow, a takze
zapewniajacym odpowiednia jako§¢ hodowli drobiu. W zwigzku z tym poszukuje sie
metod kontroli, ktore dawalyby mozliwo$¢ przyzyciowego wykrywania antybiotykéw u
zwierzat. Najmniej inwazyjnym sposobem badania stosowania antybiotykéw u drobiu,
wydaje sie by¢ wykorzystanie pior kurzych, jako alternatywy dla innych matryc
biologicznych.

Obecnie materialem do badan na obecno$¢ antybiotykow u drobiu sg glownie
probki tkanek (mie$nie, watroba), pobierane bezposrednio po uboju. Jednak badania
poSmiertne nie dajag mozliwoSci monitorowania stosowania antybiotykow na fermach
wtrakcie hodowli. W badaniach przyzyciowych gléwnym problemem jest pozyskiwanie
materialu do badan. U kur niosek do analiz moga by¢ pobierane jaja, jednak u
brojlerow kurzych mozliwo$ci pozyskania materialu przyzyciowo sa mocno
ograniczone.

Analiza piér pozwala na okreSlenie narazenia ptakow na antybiotyki oraz
okreslenia czasu zastosowania antybiotyku i sposobu leczenia zwierzat (Jansen et al.
2016). Znaczna zaleta badania pior jest rozpoznanie i odtworzenie czestotliwos$ci
aplikowania lekow u ptakow oraz rozroznienie legalnego, zgodnie ze wskazaniami
doustnego podawania od nielegalnego stosowania antybiotykow, np. w postaci sprayu.
W celach profilaktycznych, pewne substancje przeciwbakteryjne aplikowane sa
nielegalnie przez dlugi okres czasu w stezenia subterapeutycznych, co znacznie sprzyja
rozwojowi i1 rozprzestrzenianiu sie lekoopornych szczepéw bakteryjnych. Analiza
nowej matrycy, dawalaby mozliwos¢é zwalczenia takiego niedopuszczalnego
postepowania. Badanie pior pozwoliloby na szybka weryfikacje zgodnoSci stosowanych
aktualnie lekow z prowadzong na fermie dokumentacja leczenia, gdyz w przypadku
wykrycia lekdw w tkankach zdarzaja sie przypadki braku odnotowania procesu ich
podawania w ksigzkach leczenia ptakow.

Piéra kurze sa produktem ubocznym przemystu drobiarskiego, nie
przeznaczonym do konsumpcji przez czlowieka. Glownym wykorzystaniem piér jest ich

przeznaczenie do produkcji pasz dla wielu zwierzat gospodarskich. Jako skladnik pasz
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moga by¢ zrédlem przedostawania sie antybiotykow do lancucha zywnosSciowego. W
badaniach przeprowadzonych w laboratorium ZFT, potwierdzono obecno$é
antybiotykdw w maczkach drobiowych. Oznaczonymi zwigzkami byla doksycyklina i
enrofloksacyna. Zrédlem zanieczyszczen byly najprawdopodobniej piéra kurze.
Ponadto, inne dane literaturowe potwierdzaja wykrywanie antybiotykéw w maczkach
z pidr, sposrod ktorych grupa tetracyklin, do ktoérej nalezy doksycyklina, byla
najczesciej stwierdzang grupa zwigzkéw. Biorge pod uwage jako$¢ i bezpieczenstwo
pasz przeznaczonych dla zwierzat hodowlanych, badania piér wydaja sie by¢ jak
najbardziej uzasadnione.

W zwigzku z powyzszym, podjeto sie opracowania nowej metody UHPLC-MS/MS
oznaczania 53 substancji przeciwbakteryjnych w pidrach, nalezacych do 11 réznych
grup zwigzkéw. Przeprowadzono takze do$wiadczenie, w ktorym kurom brojlerom
podawano doksycykline, a nastepnie badano przechodzenie antybiotyku oraz stezenia

w piodrach, tkankach i ko$ciach (analiza i opracowywanie wynikow w trakcie realizacji).

Doniesienia naukowe:

e Gajda A., Nowacka-Kozak E., Gbylik-Sikorska M., Pigtkowska M., Posyniak A.
Antybiotyki w piorach kurzych jako potencjalne zrédlo zanieczyszczenia pasz.
Wydawnictwo Pasze Przemyslowe, ISNN 1230-4743, 2018, nr 2, 76, Lublin 2018
MNiSW = 3

e Gajda A., Nowacka-Kozak E., Gbylik-Sikorska M., Posyniak A. Multiclass ultra-
high performance liquid chromatography — tandem mass spectrometry (UHPLC-
MS/MS) method for the analysis of veterinary drugs in poultry feathers. 8th
International Symposium on Hormone and Veterinary Drug Residue Analysis,
Ghent, Belgium, 22-25.05.2018 — Doniesienie naukowe

58) Badania farmakokinetyczne wybranych antybiotykéw i flawonoidow
u kréw mlecznych i w mleku

Mastitis jest obecnie jedna z najczeSciej wystepujacych 1 najbardziej
~kosztownych” choréb bydla mlecznego. Straty ekonomiczne generowane schorzeniem
wynikaja nie tylko z kosztow lekow i obstugi weterynaryjnej, ale takze ze strat mleka,
ktore chorobowo zmienione nie moze by¢ oddawane do punktow skupu. Szacuje sie, ze

corocznie na zapalenie wymienia zapada od 20% do nawet 50% krow na calym $wiecie.
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Zapalenia gruczolu mlekowego tla bakteryjnego bez watpienia wymaga podania
antybiotyku. W zwigzku z tym, ze amoksycylina i penicylina G sg czesto stosowane w
zwalczaniu stanow zapalnych wymion, podjeto probe okre$lenia czy mastitis moze
mie¢ wplyw na ustalone dla tych lekéw czasy karencji. O ile dla amoksycyliny nie
obserwowano znaczacych zmian parametrow farmakokinetycznych, to stezenie
penicyliny G utrzymywalo sie na poziomie MRL dla mleka przez 69 godz.

Aby zredukowac stosowanie antybiotykdw u zwierzat, coraz czeSciej powraca sie
do naturalnych metod leczenia, z wykorzystaniem preparatéw ziolowych. Jednym z
przykladow zwigzkow, majacych korzystny wplyw na zdrowie i produkcyjno$¢ bydta sa
flawonole, nalezace do grupy flawonoidow, do ktoérych zalicza sie kwercetyne. W
zwigzku z przeciwzapalnym dzialaniem tego flawonoidu, postanowiono okresli¢ jego
parametry farmakokinetyczne oraz czas utrzymywania sie w mleku.

W  zwalczaniu zakazen wywolanych przez Mycoplasma bovis u bydla,
powszechnie stosowana jest enrofloksacyna w polaczeniu z fluniksyng. Dlatego tez,
podjeto sie przeprowadzenia badan wystapienia ewentualnych interakcji tych dwoch
lekéw oraz okreslenia wplywu fluniksyny na dzialanie i efektywno$¢ terapeutyczna
enrofloksacyny u cielgt. Dodatkowym badanym czynnikiem byl immunostymulator —
pegbovigrastim. Przeprowadzone badanie wykazaly wyrazng zmiane parametréw
farmakokinetycznych enrofloksacyny w obecnosci fluniksyny, zar6wno w obecnosci

immunostymulatora, jak i bez jego stosowania.

Prace oryginalne:

e Burmanczuk A., Grabowski T., Gbylik-Sikorska M., Gajda A., Kowalski C.:
Withdrawal of amoxicillin and penicillin G procaine in milk after intramammary
administration in dairy cows with mastitis. Journal of Veterinary Research, 2017,

61 (1), 37-43
IF = 0,811; MNiSW =15

e Gbylik-Sikorska M., Gajda A., Burmanczuk A., Tomasz Grabowski: Oznaczanie
kwercetyny w mleku z zastosowaniem techniki UHPLC-MS/MS. Congress for
young scientists Vet-Twin Project, Pulawy, 27.10.2017 — Doniesienie naukowe

e Gbylik-Sikorska M., Gajda A., Dudek K., Bednarek K., PosyniakA.:
Pharmacokinetics of enrofloxacin co-administration with flunixin meglumine and
immunostimulator in the adjunctive therapy of Mycoplasma bovis infection in
calves: good or bad idea? — pilot study. 14th International Congress of the European
Association for Veterinary Pharmacology and Toxicology, Wroclaw, 24-27.06.2018
— Doniesienie naukowe
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Podsumowanie dorobku publikacyjnego

Jestem autorem lub wspotautorem 32 publikacji z listy JCR oraz 2 publikacji z listy
MNiSW (lacznie z osiggnieciem habilitacyjnym). Pelen wykaz publikacji znajduje sie w
zalaczniku 3 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.

Laczna liczba publikacji 34
Liczba publikacji w czasopismach z listy JCR 32
Liczba publikacji z listy MNiSW 2
w tym: opublikowanych przed uzyskaniu stopnia naukowego doktora 15
w tym: opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora 19
w tym: stanowiacych osiagniecie habilitacyjne 8
Sumaryczny IF 43,082
w tym: opublikowanych przed uzyskaniu stopnia naukowego doktora 10,362
w tym: opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora 17,179
w tym: stanowigcych osiggniecie habilitacyjne 15,541
Suma punktéw MNiSW 771
w tym: opublikowanych przed uzyskaniu stopnia naukowego doktora 2095
w tym: opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora 251
w tym: stanowigcych osiggniecie habilitacyjne 225
Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science Core Collection 116
Liczba cytowan wedlug bazy Scopus 132
Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science Core Collection 5
Indeks Hirscha wedlug bazy Scopus 6
Liczba monografii 12
Liczba komunikatéw konferencyjnych 50
w tym: zaprezentowanych na konferencjach krajowych 30
w tym: zaprezentowanych na konferencjach zagranicznych 20
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Zestawienie oryginalnych (31) i przegladowych (3) publikacji z listy JCR i pozostalych (z listy
MNiSW) z uwzglednieniem wskaznika Impact Factor, liczby punktéw MNiSW oraz liczby
cytowan

Liczba

I — Rok Liczba Impact Kt Liczba
P publikacji | publikacji | factor | PUINSTO cytowan
MNiSW
2017 1 4,529 40 2
Food Chemistry 2017 1 4,529 40 1
2012 1 3,334 45 29
Food and Chemical
Toxicology 2910 ! 3,778 40 3
Journal of
Agricultural and 2017 1 3,154 40 3
Food Chemistry
Journal of b0t ) 06 o
Chromatography B 3 M4 3 4
Journal of 9018 ) oAt o :
Separation Science 415 3
2015 1 1,878 30 5
Food Additives and 2015 1 1,878 30 2
Contaminants 2018 1 2,129 30 -
2018 1 2,129 30 -
Journal of 2018 1 1,202 o5 -
Veterinary
Pharmacology and ith 1 LE0R 25 -
Therapetics 2016 1 1,279 25 5
s mEnaliok 201 1 0,81 20 6
Apicultural Science 3 i
2008 1 0,337 20 8
2008 1 0,337 20 7
2009 1 0,218 20 8
2010 i 0,321 20 1
2011 1 0,414 20 4
Bulletin of the
: ; 2012
Veterinary Institute 2 : 9,377 =0 2
in Pulawy 2012 . 0,377 20 5
2013 1 0,365 20 4
2013 1 0,365 20 3
2014 1 0,357 15 6
2014 1 0,357 15 5
2015 1 0,468 15 3
Journal of 2016 1 0,462 15 1
Veterinary Research 2017 1 0,811 15 1
2010 1 0,203 9 1
Medycynz} 2012 1 0,203 10 1
Weterynaryjna
2017 1 0,163 15
2011 1 - 1 -
Pasze Przemyslowe
2014 1 . 1 =
SUMA 34 43,082 771 132
o
39 M CjJJS 9)




