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Brak kontroli, niewtasciwe stosowanie substancji
przeciwbakteryjnych

powstanie lekoopornych szczepdw bakteryjnych
pozostatosci substancji przeciwbakteryjnych w tkankach -
alergie, uszkodzenia watroby i nerek, negatywny wptyw

na mikrobiom jelitowy

zanieczyszczenie Srodowiska — przenikanie lekdw do gleby,
Sciekow, wod powierzchniowych, wéd gruntowych, roslin

dziatania administracyjno — prawne, kary finansowe

straty ekonomiczne
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Mozliwosci kontroli substancji przeciwbakteryjnych

Poubojowa:

v mieénie bra!< mozhwosu monltoroyvanla stosowania

v watroba lekéw w.t.rakc!e.chowu 2W|erz.at o

v nerki brak mozhwosu wprowadzenia dziatan
zapobiegawczych

Przyzyciowa:

krew
Mocz

ptyn ustny ,Wykrywanie substancji przeciwbakteryjnych u trzody
Szczecina chlewnej z wykorzystaniem nieinwazyjnych metod

woda pobierania prébek”
odchody
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Ptyn ustny — metoda analityczna

68 analitow
12 grup
antybiotykow
i
chemioterapeutykow

Journal of Chromatography A 1729 (2024) 465053

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Chromatography A
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Simultaneous determination of 68 antimicrobial compounds in pigs oral
fluid by ultra-high performance liquid chromatography-tandem
mass spectrometry

Ewelina Nowacka-Kozak , Anna Gajda, Matgorzata Gbylik-Sikorska

Department of Pharmacology and Toxicology, National Veterinary Research Institute, Partyzantow 57, 24-100 Pulawy, Poland
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Analiza ptynu ustnego

DBC/PB/12-02

v' badania komercyjne — 3 firmy przygotowujgce
S|Q dO CertvflkaC“ ChOWU bezantvblotvkowego Results of real oral fluid samples analysis collected as a commercial test.

Analyte Number of positive samples Concentration range (pg/L)

sulfadoxine 6.10 - 21.0

82 probki — 20 prébek zawierato substancje tlosin oae-o0s

8
8
doxycycline 5 2.38 - 9.00
3
3

przeciwbakteryjne tiamulin 253259

dihydrostreptomycin 56.5 - 263

(sulfadoksyna, tylozyna, doksycyklina, tiamulina, Number ot samples above CCa () ol
dihydrostreptomycyna, tulatromycyna)

v' badania prébek terenowych — prébki pobrane

Results of real oral fluid samples analyses collected as a routine farm visits.

Z 6 fe rmw PO I sce Analyte Number of positive samples Concentration range (ug/L)

tiamulin 22 2.59 - 202
doxyeycline 19 2.30 - 524

45 probek — 34 probki zawieraty substancje exofiaxacin 14 2.75 - 431

oxytetracycline 8 6.77 - 811

przeciwbakteryjne tylosin 7.37 - 234

7
. . . . ciprofloxacin 7 2.76-37.8
(tiamulina, doksycyklina, enrofloksacyna, oksytetracyklina, teraeycline ! 38.0- 208
tylozyna, ciprofloksacyna, tetracyklina, streptomycyna, ol : G2 976
kolistyna, linkomycyna, chlorotetracyklina, tulatromycyna) Momeracydioe 1 685
Number of samples above CCux (%) 75.6
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Analiza ptynu ustnego

v projekt - S/597 , Biomonitoring ksenobiotykdw jako nowe narzedzie diagnostyczne w

zapewnieniu dobrostanu zwierzat gospodarskich oraz ochronie zdrowia konsumentéw i Srodowiska”
12 prébek — 11 prébek zawierato antybiotyki:

linkomycyna (2.62 — 344 ug/L), tylozyna ( 24.0 —47.9 ug/L)

v' badanie eksperymentalne — okre$lenie stezenia i czasu zanikania enrofloksacyny i tulatromycyny
w ptynie ustnym $win po podaniu iniekcyjnym

enrofloksacyna — stez. max. 1250 pg/L w 1 dniu, 36.4 pg/L w 31 dniu
tulatromycyna — stez. max. 2180 pg/L w 2 dniu, 29.7 pg/L w 31 dniu
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Analiza ptynu ustnego

v badanie eksperymentalne — sprawdzenie mozliwosci przenikania do ptynu ustnego 7 lekéw
przeciwbakteryjnych (sulfadoksyna, trimetoprim, linkomycyna, tiamulina, tylozyna,
amoksycylina, penicylina G) podanych iniekcyjnie Swiniom

Table 2. Results of oral fluid samples analysis.

Avarage Concentrations (ug/L)
SDX + TRMP LIN TIAM TYL AMX

Treatment 1 22,300 4+ 3555 14,100 £ 2556 10,500 + 1889 7600 + 1055 396 +68 113+ 16
5860 + 1155 2810 + 556 2960 + 446 2520+ 355 958+ 166 152423
; 4570 + 766 1810 + 311 4250 + 559 2460+ 311 82 +142 14618
Posttreatment 4010 + 601 1030 + 221 1550 + 211 1560 £ 225 654+ 111 114+ 14
5780 + 788 1400 + 255 1674 + 199 1540 + 233 538 £96 112+ 16
4070 £ 669 1280 £ 198 1790 + 203 2960 = 299 475 = 89 <LOQ I pharmaceuticals
310 + 98 264 + 73 1480 + 186 2570 + 254 175 + 54 <LOQ
392 + 88 125 + 41 437 £ 101° 875 + 156 118 £ 41 <LOQ
386 £ 72 128 + 38 457 = 96 567 + 111 158 + 62 <LOQ Article 5 pRp—
134 + 49 364 + 15 420 + 83 621 + 124 493 4+ 13 <LOQ UHPLC-MS/MS Analy51s of Antibiotics Transfer and
247 + 62 67.1+ 20" 194 + 55 279 + 66 544+16  <LOQ* Concentrations in Porcine Oral Fluid after
748+ 21 252+96 257 £ 76 254 = 69 140 + 36 <LOQ ' Intramuscular Application
68.0 + 16 220+87 131 4 41 138 4+ 43+ 323411 <LOQ .
774418 221+ 64 125 + 33 269 + 71 30.6 + 8.4 <LOQ Anna Gajda '**, Ewelina Nowacka-Kozak , Malg Gbylik-Sikorska 1 and Piotr Cybulski *
698 + 14 36+11 277 + 61 156 = 41 192 +52 =LOQ
784 412 242482 337 4+ 69 279 4+ 68 R284+33 <|_(_)Q Department of Pharmacology and Toxicology, National Veterinary Rescarch Institute, Partyzantow 57,
470418 18948 128 + 28 182549 319+10  <LOQ mlgarmt gy iddprem ey MG ) T
442 4 16 13.0+£ 36 302 £ 51 176 + 52 139 + 36 <LL)Q Goodvalley Agro S A, Dworcowa 25, 77-30 Praschlewn, Poland; piotr.cybulski dvmigmail com
584 4 11 £20+14 279 + 44 202 + 45 161 + 4.6 <LOQ R . o st el
764 + 14 364 + 10 376 + 52 133 + 36 54477 <LOQ
214+73 102+ 44 252 + 39 148 + 32 92+21 =LOQ
253 4+ 6.9 464+ 16 142 424 220+ 44 55411 <LOQ
159 +72 69+ 24 298 + 33 146 = 29 5408 <LOQ
37.0+54 194 +55 326 + 47 310+ 55 66+09% <LOQ
315463 17.8 + 4.1 180 + 44 193 + 33 50413 <LOQ
19.1 + 4.2 159 + 3.6 160 + 36 66.4 £ 12 30+05 <LOQ
193 +37 104+29 205 + 43 543+ 14 68+17 <LOQ
35.0 = 8.1 165 + 6.2 103 26 358 + 17 <LOQ <LOQ
304 +76 212 +94 85.6 + 16 406 + 21 <LOQ <LOQ
230+62 224+91 581+ 12 469+ 19 <LOQ <LOQ
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Analiza ptynu ustnego

DOKTORAT

v' badanie eksperymentalne - okre$lenie stezenia i czasu zanikania tiamuliny w ptynie ustnym,
osoczu i tkankach po podaniu domiesniowym; okreslenie korelacji stezen tiamuliny oraz
parametrow farmakokinetycznych dla ptynu ustnego oraz osocza swin

. tiamulina - 12 mg/kg m.c. przez 5 dni
5 (Tiamowet, 162.2 mg/mL)

TIAMULIN
pobieranie probek UHPLC-MS/MS

1,2,4,6, 10, 24,
72,96, 168, 240 h
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Analiza ptynu ustnego

tiamulina w ptynie ustnym — stez. max. 2205 pg/L po 2 h, 7.38 pg/L po 10 dniach

tiamulina w osoczu — stez. max. 692 ug/L po 3.5 h, < 1.00 pg/L po 10 dniach

wa@e=individual oral fluid e=@e=plasma

Concentration ug/L]

/6 101 126

Time [h]
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Szczecina — metoda analityczna

oczyszczanie SPE (OASIS HLB)
ekstrakcja HCOOH

64 anality
12 grup antybiotykdow
i chemioterapeutykow
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Analiza szczeciny

badanie prébek terenowych

projekt MRiRW - P/009 — ,,Zwierzeta wolno zyjgce jako zrodto skazen chemicznych istotnych z
punktu widzenia bezpieczenstwa konsumentdow i oceny skazenia Srodowiska”

badania eksperymentalne — ocena mozliwosci przechodzenia do szczeciny: tylozyny, tiamuliny,
sulfadoksyny i trimetoprimu, amoksycyliny, oksytetracykliny

badanie eksperymentalne — pordwnanie stezen doksycykliny w mies$niach, osoczu oraz szczecinie
po podaniu leku z wodg w dawce terapeutycznej i subterapeutycznej

DOKTORAT

dawka subterapeutyczna dawka terapeutyczna
(1 mg/kg m.c. przez 5 dni) (12.5 mg/kg m.c. przez 5 dni)

miesnie — 10.8 pg/kg miesnie — 20.4 pg/kg
osocze —29.8 pg/L osocze —43.6 pg/L
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Analiza ptynu ustnego i szczeciny

v' §/637 — ,Badanie metabolitéw wybranych substanc;ji
przeciwbakteryjnych w ptynie ustnym i szczecinie swin”

ceftiofur — desfuroyl ceftiofur
desfuroyl ceftiofur cysteine disulfide
desfuroyl ceftiofur dimer

amoksycylina — kwas amoksycylinowy
diketopiperazyno-2’,5’-dion amoksycyliny
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S/637 — analiza LC-HRMS (ORBITRAP)

Zapis MRM dla ceftiofuru, jego metabolitéw oraz standardu wewnetrznego w ptynie ustnym.

WorkSpace 2: E2_031 || WorkSpace 3:T1.007 || WorkSpace 4: T26_012
‘WorkSpace 1: E13_037

~Chromatogram 1 E13 037

RT :0.00-16.00 SM: 7G

151] 5ye3g

NL- 3 8283

C19 HIT N5OTS3: miz= 524 0337-
524 03BOMS F-FTMS +
[100.0000.1000.0000] £

Intensity

| wesBoyewicsyy -

NL: 583E5
©19 H14 D3 N5OT 53 m,

Intensity

Intensity

Intensity

Intensity

Time {min)
Chromatogram Ranges - Chromato

S s e ———

4
4
4
4

ChllsersiThermaiA..,
Chlsers\ThermatA.,.
Chlsers\ThermahA.,.
Chllsers\ThermahA...

CAUsers\Therma\...

FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000]
FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000]
FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000]

FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000]

FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000] -

Mass Range 524.0363
Mass Range 527.0551
Mass Range 430.0308
Mass Range 5400349

Mass Range 04,9945

Gaussi..

Gaussi..

Gaussi..

Gaussi..

Gaussi...

C19 H17 NSOTS3
C19 H14 D3 N5OT 53
C14 H15 NSOS5 53
C17 H20 N6OT 54

C26 H28 N10010 56

Ceftisfur

Cefticfur-d3

Desfureyl ceftiafur

Desfureyl ceftiafur eysteine disulfide

Desfuroyl ceftiofur dimer
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S/637 — analiza LC-HRMS (ORBITRAP)

Zapis MRM dla amoksycyliny, jej metabolitow oraz standardu wewnetrznego w ptynie ustnym.

WorkSpace 1: 51,022 [ b eee b A AR LT WY WorkSpace 3: 5265 027
WorkSpace 2

Chromatogram 1 V10172
RT :0.00-6.97 SM: 7G

3807 sxeag

NL: 4.33E4

C16 H18 NJOSE: miz= 383.1386-
3831403 M5
[190.0000-1000,0000] 1_L

| wasbojewony -
Intensity

Intensity

276 2.96

088 102 118

NL: 4. 40E5

C18 H19 N3OS S: miz= 360.1100-
300.1130 M5 F: FTMS + p ESI Full ms
[100.0004-1000.0000] V1_017_2

Intensity

340 352
T T

s
Time (min)

Ranges - €

T i L

v  CAUsers\Thermo'\A.. M3 p ESI Full ms [100.0000-1000.0000] Mass Range

C16 H19 N3055 500 | ppm | Amocksycylina
CAlsers\ThermolA... M5 FT p ESI Full ms [100.0000-1000.0000] Mass Range - 3701369

v CI6HISD4N30SS | 500 [ppm =] Amoksycyling-o4
| CAUsersiThermo\A..  MS FTMS + p E51 Full ms [100.0000-1000.0000]
v

Mass Range - 1224 Gaussi.. C16H21 NIOBS

500 | ppm ¥ | Kwas Amoksycylinowy
CAUsers\Thermao\... MS FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000] Mass Range 366.1118

i... C16 H19 N305 S 500 ppm ~  Amoksycylina diketopiperazine
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Podsumowanie

v’ przedstawione badania potwierdzajg mozliwo$é wykrywania substancji
przeciwbakteryjnych w ptynie ustnym i w szczecinie swin

v’ uzyskane wyniki wskazuja, ze ptyn ustny oraz szczecina sg odpowiednimi
matrycami do kontroli stosowania lekow przeciwbakteryjnych w trakcie
chowu zwierzat

v opracowane metody mogg zosta¢ wykorzystane przez organy administracyjne
do zwalczania nielegalnego stosowania antybiotykow u swin
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Dziekuje za uwa

www.piwet.pulawy.pl
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