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1. Imig i nazwisko
Artur Burmarnczuk

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2001 Tytul: lekarz weterynarii, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Akademii

Rolniczej w Lublinie.

2008 Stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych specjalno$¢ — farmakologia
weterynaryjna, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie; tytul rozprawy doktorskiej: ,,Okreslenie
farmakokinetyki cefacetrilu po dowymieniowym stosowaniu w stanach

zapalnych i fizjologicznych gruczotu mlekowego u krow”’.

2012 Dyplom ukoriczenia studiow podyplomowych. Komisja do Spraw
Specjalizacji Lekarzy Weterynarii, Weterynaryjne Centrum Ksztalcenia

Podyplomowego, uzyskany tytut: specjalista chor6b psow i kotow.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1995 — 2001 Student wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Akademii Rolniczej
w Lublinie,

2002 - 2009 Asystent, Katedra Farmakologii, (od 2003 Katedra Przedklinicznych Nauk
Weterynaryjnych, Zaklad  Farmakologii) Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Akademii Rolniczej, (od 2008 Uniwersytet Przyrodniczy)
w Lublinie,

2009 — nadal  Adiunkt, Katedra Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych, Zaklad
Farmakologii, (od wrze$nia 2017 Katedra Przedklinicznych Nauk
Weterynaryjnych, Zaklad Farmakologii, Toksykologii i Ochrony
Srodowiska), Wydzial ~Medycyny — Weterynaryjnej, ~ Uniwersytet

Przyrodniczy w Lublinie.
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4. Wskazanie osiggnigcia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z 2017 poz. 1789 z p6zn. zm.).

4. 1. Tytul osiggnigcia naukowego.

JWeryfikacja  wybranych elementéw  metodycznych  badan farmakokinetycznych
i farmakodynamicznych z wykorzystaniem podania dowymieniowego, u bydla mlecznego

ze szczegGlnym uwzglednieniem stosowania modelu kompartmentowego.”

tworzy jednotematyczny cykl nastgpujacych publikacji oryginalnych:

4.1.1. Burmanczuk A., Grabowski T., Osypiuk M. Polska B., Kowalski C. (2017)
Determination of cloxacillin residues in dairy cows afier iniramammary administration.
J Vet Pharmacol Therap, 40 (5): 552-560.

(MNiSW 2017 25; IF 2017 1,202)

M¢j whkiad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,
zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen, opracowaniu i interpretacyi wynikéw, sformutowaniu
whioskéw oraz przygotowaniu manuskryptu. MGj udzial procentowy szacuje na 80%.

4.1.2. Burmanczuk A., Grabowski T., Gbylik-Sikorska M., Gajda A., Kowalski C. (2017)
Withdrawal of amoxicillin and penicillin G procaine from milk afier intramammary
administration in dairy cows with mastitis. ] Vet Res, 61: 37-43. (wezesniej Bull Vet Inst
Pulawy).

(MNISW 2015 15; IF 2015 0,462)

Mdj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,
zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczer, opracowaniu i interpretacji wynikéw, sformutowaniu
wnioskéw oraz przygotowaniu manuskryptu. Moj udzial procentowy szacuje na 80%.

4.1.3. Burmanczuk A., Grabowski T., Bladek T., Kowalski C., Debiak P. (2017)
Withdrawal of cefoperazone with milk after inframammary administration in dairy cows —
prospective and retrospective analysis. Pol J Vet Sci, 20: 261-268.

(MNiSW 2017 20; IF 2017 0,697)
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Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badar, metodyki,
zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen, opracowaniu i inferpretacji wynikéw, sformutowaniu
whnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu. MG6j udzial procentowy szacuje na 80%.

4.1.4. Burmanczuk A., Hola P., Wojciechowska B., Kowalski C., Grabowski T. (2017)
Validation of relationship between milk resistance and daily yield of dairy cows.
Pol J Vet Sci, 20: 737-742.

(MNiSW 2017 20; IF 2017 0,697)

Mdj wkitad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,
zaplanowaniu i wykonaniu dos$wiadczen, opracowaniu i interpretacji wynikéw, sformulowaniu
wnioskéw oraz przygotowaniu manuskryptu. Moj udzial procentowy szacuje na 85%.

4.1.5. Burmanczuk A., Hola P., Milczak A., Piech T., Kowalski C., Wojciechowska B.,
Grabowski T. (2018) Quercetin decrease somatic cells count in mastitis of dairy cows.
Res Vet Sci, 117: 255-259.

(MNiSW 2016 35; IF 2016 1,298)

Mdéj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,
zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen, opracowaniu i interpretacji wynikéw, sformutowaniu

whioskow oraz przygotowaniu manuskryptu. M¢j udzial procentowy szacuj¢ na 80%.

Laczna punktacja 5  prac, wchodzaeych w  sklad  wymienionego wyzej
jednotematycznego cyklu publikacji, zgodnie z rokiem opublikowania w czasopismach
indeksowanych w bazie Journal Citation Reporrs@ wynosi 115 punktéw MNiSW. Laczny
wspbtczynnik wptywu (IF) wynosi 4,356.

Koszty publikacji prac (4.1.1., 4.12., 4.1.3.) sfinansowano ze Srodkow Narodowego
Centrum Nauki, numer projektu badawczego: NN308603438; numer Uumowy:
6034/B/P01/2010/38. Eksperymenty prowadzone w ramach badan przedstawionych w cyklu
publikacji stanowiacych moja rozprawg habilitacyjng (4.1.4., 4.1.5.) finansowano z tematu
statutowego nr WKD/DS-6.
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4.2. Oméwienie osiggnigcia naukowego
4.2.1. Wprowadzenie i cel przeprowadzonych badan

Analiza farmakokinetyki lekéw podawanych dowymieniowo (IMM) stanowi istotny
clement badan farmakometrycznych, —umozliwiajacy migdzy innymi prawidiowe
zaplanowanie dawkowania leku. Podanie IMM jest niezwykle specyficzna droga podania
leku. Umozliwia podanie go wprost do organu docelowego objetego patologia. W przypadku
bydta mlecznego IMM stosowanie lekéw skraca czas potrzebny na dyspozycje leku w obrgbie
wymienia oraz osiagnigcia oczekiwanego stezenia terapeutycznego. Najczesciej pozwala
rowniez na uzyskanie niskich wartosci st¢zenia leku w krazeniu ogdélnym oraz tkankach (poza
wymieniem). W efekcie podanie IMM pozwala czgsto, na znaczne ograniczenie dystrybucji
leku w skali calego organizmu.

Jednym z podstawowych narzedzi analizy farmakokinetyki lekow jest podejscie
wykorzystujace modele matematyczne ilustrujace rtozmieszczenie lekow na roznych
poziomach: komorka, tkanka, organ, narzad, caly organizm. Jednym z czescie] stosowanych
modeli jest model kompartmentowy. Blizsza analiza problemu wlasciwego ilustrowania
farmakokinetyki lekow podawanych IMM oraz stosowania modeli kompartmentowych rodzi
jednak pewne pytania. '

Jednym z zasadniczych pytan jest stosowanie metod kompartmentowych oraz
okredlenie liczby kompartmentéw w przypadku podania leku droga dowymieniowa (praca
4.1.2 oraz 4.1.3). W przypadku IMM podania lekow kompartment obejmuje jednorodng pod
wzgledem stgzenia rozmieszczonego leku strukture, obejmujaca: kanat strzykowy, cysterng
mlekonoéng oraz mniejsze kapilary. Podany lek podlega dystrybucji z tej przestrzeni
do tkanki gruczotu. W zwiazku z bardzo duza perfuzja narzadu krwia, pewna czes¢ leku moze
dostaé sie do krazenia ogolnego, gdzie podlega zjawiskom dystrybucji, redystrybucji,
metabolizmu oraz eliminacji. Jednak kluczowym mechanizmem warunkujacym eliminacje
leku podanego drogg dowymieniowa jest proces zdajania mleka. Proces ten postrzegany jest
najczesciej, jako uwarunkowany przez d6j przemystowy (np. w 12 godzinnych interwatach).
Jednak moze byé¢ réwniez warunkowany potrzebami ssacego cielgcia. W takich wypadkach
interwaty, w ktorych eliminacja leku uwarunkowana ubytkiem zdajanego mleka s3 znacznie
krotsze i obejmuja okresy, 2-3 godzinne.

Stosowanie modelu dwukompartmentowego mozliwe jest jedynie wtedy, gdy mozliwe
jest wyznaczenie dwdch roznych statych szybkosci, z ktorych jedna relacjonuje dystrybucje
a druga eliminacj¢. W przypadku gruczotu mlekowego modelowanie kompartmentowe jest
niezwykle zlozone. Wynika to z tego, 7e stata szybkosci ilustrujgca transfer leku
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z kompartmentu, jakim jest mleko do tkanki gruczotu mlekowego czgsto nie jest jednorodna.
W zaleznoéci od leku moze zawiera¢ pewna komponentg eliminacyjna (transfer leku
do krazenia ogdlnego). Z kolei proces eliminacji indukowany przez udoj (zaleznego
od interwatéw udoju przemystowego lub ssania przez cielgta) moze mie¢ wielokierunkowy
wplyw na dystrybucjg leku do tkanki gruczotu mlekowego.

Stosowanie modelu dwukompartmentowego w badaniu kinetyki lekéw podawanych
IMM wydaje si¢ by¢ uzasadnione strukturg samego organu. }atwo mozna w nim wyrézni¢
dwa osobne kompartmenty (mleko/tkanki). Jednak, aby analiza dwukompartmentowa byla
precyzyjna musi jej towarzyszy¢ odpowiedni schemat pobierania prob do analiz chemicznych
(praca 4.1.2 oraz 4.1.3). W przypadku, w ktérym szybkos¢ dystrybucji leku z przestrzeni, jaka
jest mleko do przestrzeni, jaka sa tkanki gruczotu mlekowego jest duza, pobieranie prob,
co 12 godzin moze W konsekwencji maskowaé faze dystrybucji. W efekcie w trakcie analizy
krzywych ilustrujacych zmiany stezenia w mleku faza dystrybucji moze by¢ stabo wyrazona
lub niewidoczna.

Majac na uwadze powyzsze, kolejne pytanie natury metodycznej, na ktore
poszukiwano odpowiedzi W prezentowanych badaniach, obejmuje kwesti¢ interwalow
pobierania prob do analiz po jednorazowym dowymieniowym podaniu leku.

czy pobieranie prob w badaniach naukowych powinno odzwierciedla¢ wylacznie udoj
przemystowy, jako najczeéciej stosowany 1 typowy Ww hodowli wielkostadnej bydia
mlecznego?

czy powinno odzwierciedla¢é rowniez dynamike karmienia miodego bydia
i fizjologiczne zdajanie mleka przez cielg?

Problem wyboru interwalow pobierania prob wymaga rowniez odniesienia
sic do kwestii standaryzacji metodologii badan farmakokinetycznych lekéw podawanych
IMM (praca 4.1.2 oraz 4.1.3). Liczne polemiki z Recenzentami przedstawionych nizej prac
dowodza, ze ten aspekt metodyki analiz farmakokinetycznych nadal stanowi kwesti¢
dyskusyjna. Wyniki przedstawionych prac dowodza jednak, ze aby zastosowac model
dwukompartmentowy pobieranie prob w pierwszych 24 godzinach od podania leku musi by¢
snacznie czestsze niz wynikaloby to z interwalow stosowanych w trakcie udoju
przemystowego. W innym wypadku badacz moze nie uzyska¢ danych na podstawie, ktorych
moglby rzeczywiscie stwierdzi¢ istotne réznice w szybkosciach obserwowanych procesow.
Czeste pobieranie préb jest, zatem warunkiem, ktory umozliwia weryfikacj¢ modelu, ktory
najlepiej bedzie odzwierciedlal procesy dystrybucji redystrybucji wchlaniania i eliminacji
podanego leku.

Model jednokompartmentowy najczesciej stosowany w analizie farmakokinetycznej
lek6w podawanych IMM pozwala na Wwyznaczenie podstawowych — parametrow
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farmakokinetycznych leku. Jego elementy sg czgsto wykorzystywane w analizie kinetyki
pozostatosci lekow (praca 4.1.1). Model ten wzbogacony 0 analize momentow statystycznych
takich jak pole powierzchni pierwszego momentu, CZy éredni czas przebywania leku (MRT),
stanowi uzupelnienie analizy pozostato$ci leku w mleku przeznaczonym do spozycia. Zwykle
kluczowym elementem analizy jednokompartmentowej jest wyznaczenie warto$ci stgzenia
poczatkowego oraz szybkosci eliminacji (ker). W przedstawionych nizej pracach dowiedziono,
7e rowniez w przypadku tego typu modeli mozna napotka¢ na istotne problemy wynikajace
z fluktuacyjnego przebiegu fragmentu krzywej relacjonujacej proces eliminacji leku
z wymienia (praca 4.1.1). Fluktuacyjny przebieg eliminacji lekow referowany jest
w odniesieniu do réznych lekéw i drog podania (Stockler, 2009; Karas-Trzeciak, 2015).
W przypadku badan farmakokinetycznych kloksacyliny podawanej IMM potwierdzono
r6wniez w tym wypadku fluktuacyjny charakter eliminacji leku (praca 4.1.1). Wnioskiem
stanowiacym kompilacj¢ obserwacji z prowadzonych prac jest to, ze W przypadku
fluktuacyjnego charakteru kinetyki eliminacji, mozna liczy¢ si¢ z istotnym biedem
wyznaczonej wartoscl Kei. Powstaje, wigc pytanie, w jaki sposob wyznaczy¢ stata szybkosci
climinacji w przypadku fluktuacyjnego przebiegu fazy eliminacji? Zgodnie z poczynionymi
obserwacjami rozwigzaniem moze okazaé sic wyznaczanie ke z wartosci MRT. MRT tylko
w przypadku modelu jednokompartmentowego pozwala wyznaczy¢ kel, poniewaz
MRT=1/ke. MRT jest parametrem niezaleznym od modelu. Wyznaczany jest na podstawie
wartoéci pol powierzchni. Oznacza 10, ze W przypadku modelu jednokompartmentowego oraz
fluktuacyjnej kinetyki eliminacji leku ke wyznaczone na podstawie MRT bedzie
charakteryzowa¢ si¢ niskim biedem.

Kolejnym sposobem na wlasciwa charakterystyke fazy eliminacji o fluktuacyjnym
przebiegu jest wyréznienie dwoch réznych stalych szybkosci, co ma szczegolne uzasadnienie
w przypadku kréw w okresie zasuszania (praca 4.1.1). W tym przypadku z jednej strony
mozna mowié o dwufazowej kinetyce climinacji kloksacyliny, z drugiej jednak strony trudno
przyporzadkowac nachylenie w poczatkowej fazie spadku stezen do szybkiej dystrybucji gdyz
proces ten trwa prawie 3 tygodnie od momentu podania leku. Faza ta ma raczej
charakterystyke typowa dla depo leku w efekcie, ktérego mozna obserwowaé plateau stezen
w okresie okolo 21 dni. Taka charakterystyka kinetyki leku wymaga uwaznej analizy,
poniewaz moze sklaniac badacza do zastosowania modelu dwukompartmentowego, ktory
w tym wypadku moze okaza si¢ nieuzasadniony. Przyczyna takiego kwalifikowania modelu
moze by¢ niejednorodnosc rzedowosci kinetyki na réznych etapach jej obserwacji oraz
przejscie z kinetyki zerowego rzgdu do kinetyki pierwszego rzgdu.

Kompartmentowy model rozmieszczenia leku w gruczole mlekowym, stat si¢ rowniez
podstawa do zaproponowania schematu dawkowania kwercetyny, w przypadkach mastitis
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u kréow mlecznych (praca 4.1.5). Farmakodynamika kwercetyny po podaniu dowymieniowym
jak dotad nie byla badana. Kwercetyna jest substancja aktywna, ktorej skutecznos¢
w przypadkach mastitis u bydla mlecznego jak dotad nie byla weryfikowana.
Jest to substancja o dziataniu immunotropowym, ktore] mechanizm dzialania jest niezwykle
ztozony. Kwercetyna ma istotny wptyw na komunikacje pomiedzy komorkami
immunokompetentnymi. W zwigzku, z czym podjeto probg weryfikacji potencjalnego efektu
dzialania kwercetyny po podaniu dowymieniowym u krow z mastitis septica. W przypadku
kwercetyny nie zaproponowano do tej pory Zzadnego schematu dawkowania oraz wielkosci
dawki efektywnej w przypadkach mastitis. Efekt dzialania kwercetyny w tym wypadku nie
musi byé zalezny od utrzymania ‘steady state’ w organie docelowym. Przyczyna jest
specyfika oddziatywania na uktad immunologiczny i prawdopodobny ‘boosting effect’ po
kolejnych dawkach. Stad wyznaczenie dawkowania w oparciu o klirens leku i znajomosc
profilu farmakokinetycznego na etapie badania pilotowego nie bylo konieczne. Wiadomo
jednak, ze profil farmakokinetyczny kwercetyny podawanej droga doustna moze miec
charakter dwukompartmentowy (Ferry i wsp., 1996: Shao i wsp., 2005). Podstawa do
zaproponowania schematu dawkowania stato sie wiec zatozenie szybkiej dystrybucji oraz
eliminacji z gruczotlu mlekowego podobnie jak w przypadku innych drég podania oraz
gatunkow (Ferry 1 wsp.. 1996; Shao i wsp., 2005). Zaproponowano wigc schemat w ktorym
podawano lek jednorazowo co 24 godziny. W efekcie takiego podejscia uzyskano obraz
istotnego trendu spadkowego w odniesieniu do liczby komérek somatycznych w mleku
(SCC). Oraz istotny spadek SCC w badanej grupie po 8 dniach stosowania kwercetyny.
Uzupelnieniem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie sa badania polegajace
na analizie korelacji pomiedzy wydajnoscia mleczna a liczba komorek somatycznych
w mleku (praca 4.1.4). Jedng z czesciej stosowanych metod we wstepnej oceny stanu
gruczotu mlekowego w stadzie, jest analiza opornosci mleka. W przypadku omawianych
badan (praca 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3) analiza opornosci mleka stanowila jedno z kryteriow
wlaczenia do grupy do$wiadczalnej. Zmiany zapalne w gruczole mlekowym sa niezwykle
istotne z punktu widzenia procesow dystrybucyjnych, redystrybucyjnych oraz eliminacji leku.
W istotny sposob modyfikuja farmakokinetyke oraz farmakodynamike lekow podawanych
IMM. Do dzisiaj nie dowiedziono istotne] korelacji o charakterze predykcyjnym, pomigdzy
liczba komorek somatycznych w mleku a jego opornoscia. Wiadomo jednak, ze zmiana
opornosci mleka $wiadezy o zmianach powiazanych z liczba komoérek somatycznych
i najczesciej wskazuje na rozwijajacy si¢ stan zapalny. W ramach przeprowadzonych prac
dowiedziono zaleznosci pomiedzy opornoscia mleka a dobowa wydajnoscia u bydia
mlecznego. Zaproponowany model oceniono i zweryfikowano za pomocg procedury
walidacyjnej. Ostatecznie w posredni sposob potwierdzono przydatnos¢ analizy opornosci
_8-
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mleka, jako istotnego kryterium wlaczenia lub wykluczenia z grupy badanej w badaniach
farmakokinetycznych oraz farmakodynamicznych lekow podawanych IMM.

Celem prowadzonych prac (praca 4.1.1 do 4.1.5) byla weryfikacja wybranych
elementéw metodycznych  badan  farmakokinetycznych i farmakodynamicznych
z wykorzystaniem podania IMM u bydla mlecznego, ze szczegOlnym uwzglednieniem
modelu kompartmentowego.

4.2.2. Oznaczanie pozostalo$ci kloksacyliny po dowymieniowym podaniu u Kkrow

mlecznych

Klasyczna analiza farmakokinetyczna po jednorazowym podaniu leku zgodnie
7 obecnymi wymogami obejmuje swoim zasiegiem przedzial trzech okresow pottrwania leku
od momentu jego podania (Grabowski i wsp., 2012). Po tym okresie eliminacja leku
okre$lana jest mianem okresu wyplukiwania lub wymywania (Riviere & Papich, 2009).
Charakter procesu wycofywania/wymywania (w jezyku angielskim: ‘withdrawal’, ‘wash-
out’) w przypadku wiclu lekow jest czgsto obiektem dyskusji ze wzgledu na jego
zréznicowany przebieg. Wiadomo, ze kinetyka eliminacji lekow wraz z mlekiem moze mie¢
charakter dwufazowy (Stockler, 2009). Wiadomo rowniez, ze dystrybucja leku podanego
IMM, do krazenia ogdlnego w niektérych wypadkach moze by¢ bardziej efektywna niz
podanie domigsniowe (Soback, 1995). Fakt ten ilustruje to jak wazne sg procesy dystrybucji/
redystrybucji zachodzace na poziomie samego wymienia w stosunku do lekow podawanych
IMM. Wiadomo réwniez, ze okresowe zmiany w perfuzji tkanki thuszczowej krwig rowniez
moze stanowié przyczyne ztozonej kinetyki wycofywania leku (Karas-Trzeciak, 2015).

Celem prowadzonych badan bylo opracowanie metody analitycznej, ktora
pozwolilaby ~oznaczy¢ kloksacyling (CLO) na poziomie <0.5xMRL (najwyZszego
dopuszczalnego stezenia pozostato$ci) wyznaczonym dla tego antybiotyku, oraz analiza
porownawcza charakterystyki wymywania CLO po jednorazowym podaniu leku

w okresie laktacji oraz w okresie zasuszenia.

4.2.2.1. Materialy i metody

Badania przeprowadzono na grupie 10 krow w okresie laktacji (LP) i grupie 10 krow

w okresie zasuszania (DP) o $redniej wadze okoto 650 kg, rasy czarno biatej w wieku 3-12

lat. Zwierzeta otrzymaty: w okresie laktacji — Syntarpen 500 mg zawiesing dowymieniowg

zawierajaca kloksacyling benzatynowa — 500 mg/10g, a w okresie zasuszania — Syntarpen

prolongatum 600 mg zawiesine dowymieniowa zawierajaca kloksacyline benzatynowa — 600
-9-
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mg/10g (Biowet Pulawy, Polska). Pojedyncza dawka kloksacyliny byta podawana w postaci
tubostrzykawki do jednego kanatu strzykowego. Probki mleka od krow w okresie laktacji
pobierano po 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144 oraz 156 godzinach od podania
leku. Od zwierzat w okresie zasuszania probki mleka byly pobierane raz dziennie w dniach:
% 7, 14, 21, 26, 31, 35 1 42 od podania leku. Probki mleka poddane byly analizie
chromatograficznej w celu opracowania metody analitycznej, ktora pozwolitaby oznaczy¢
kloksacyling oraz poréwnac jej wymywanie po jednorazowym podaniu w okresie laktacji oraz
w okresie zasuszenia.

Badania analityczne zostaly wykonane wysokosprawng chromatografia cieczowa
(HPLC). Obliczenia farmakokinetyczne wykonano za pomoca oprogramowania Phoenix”
WinNonlin® 6.4 (Certara L.P., US). Analizy statystyczne wykonano w programie GraphPad
prism® 6.01 (GraphPad Software Inc., US). Kinetyka zmian stezen w grupie DP w zakresie
pomigdzy 3 a 14 dniem od podania ma charakter fluktuacyjny i nie osiaga nachylen, ktdre
pozwalalyby okreslic w sposob precyzyjny okresu pottrwania w tej fazie. Stwierdzono,
ze nachylenie zmian stezen W okresie pomiedzy 3-14 oraz 14 i 21 dniem mialy r6Zng
charakterystyke. W zwigzku z tym w grupie DP podjgto probe wykonania charakterystyki
szybkosci charakteryzujacych fazg od 3-14 dnia oraz osobno faz¢ od 14 do 21 dnia. Celem
obliczen bylo wyznaczenie okresu poltrwania CLO w przedziale 3-14 dzien od zakonczenia
terapii (ti2 3-14) oraz 14-21 dzien od zakonczenia terapii (tin 1a21). W przypadku
obliczeh (tip 3.4 punktem wyjscia bylo wyznaczenie stalej szybkosci dla procesu
na podstawie analizy pierwszego i drugiego momentu statystycznego w zakresie od 3 do 14
dnia (AUMCs3.14) oraz sSredni czas przebywania leku dla tego samego przedziatu czasowego
(MRT3.14). Aby wyznaczenie MRT3 14 bylo mozliwe wyznaczono réwniez pole powierzchni
pod krzywa w zakresie czasowym pomiedzy 3 i 14 dniem (AUC35.14). MRTj3.14 obliczono na

podstawie wzoru MRT ., = AUMC ., | AUC . W przypadku obliczen tip 1221 punktem
wyjécia bylo wyznaczenie stalej szybkodci dla procesu na podstawie klasycznego wzoru
ko = [Ln(Cy) = Ln(C,) (21 =14) | gdzie Cy — jest stezeniem oznaczonym w dniu 21
u okredlonego zwierzgcia, Cia — jest stezeniem oznaczonym w dniu 14 u okreslonego
zwierzecia, natomiast 21 oraz 14 stanowig odpowiednie punkty czasowe. Stad okres

pottrwania  kloksacyliny ~ w zakresie pomiedzy 14 a 21 dniem obliczono

na podstawie wzoru 1/ 2w 2 = Ln (2)/ kyy o

Poniewaz obserwowane zmiany stgzen W przypadku grupy LP mialy réwniez
charakter dwuetapowy, wyznaczenie okresow poltrwania przeprowadzono réwniez w dwoch
przedziatach czasowych. Nachylenia wartosci stgzen w zakresie pomigdzy 12-60 oraz 18-132
godzing od podania miaty rézny przebieg. Granicg migdzy przedziatami wyznacza godzina
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72. Byl to jedyny punkt czasowy w ciagu oznaczen pomigdzy 12 a 144 godzing od podania
leku, w ktorym we wszystkich analizowanych probkach stezenia kloksacyliny <LOD (granica
wykrywalnosci). Analogicznie do grupy DP okres pottrwania w fazie szybkiej eliminacji tip
1260 Wyznaczono na podstawie nachylenia wartosci 5 kolejnych stezen w zakresie czasowym
pomiedzy 12 a 60 godzina. Okres péttrwania w poznej fazie eliminacji ti2 s4-132 WyZnaczono
na podstawie nachylenia wartosci 3 ostatnich stezen w zakresie czasowym pomigdzy 84 a 132
godzina. Do potwierdzenia istotnosci poczynionych obserwacji wykorzystano test t Studenta.
7a statystycznie istotne uznano réznice, dla ktérych p-value przyjmowalo wartosei <0,05.

4.2.2.2. Wyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wymywanie CLO z wymienia ZarOwno
w grupie DP jak i LP ma charakter dwufazowy. W przypadku DP jak wynika z obserwacji
kinetyki formulacji typu - powolne uwalnianie, dopiero 21 dni po podaniu kloksacyliny
w 70% analizowanych probek stgzenie antybiotyku jest <LOQ (granica oznaczalnosci).
W grupie LP w 72 godzinie od podania leku w 100% prébek stezenie kloksacyliny <L.OQ
jednak w kolejnych godzinach obserwowano wyrazng redystrybucje tego antybiotyku.
W przypadku grupy LP w przedziale czasowym pomiedzy 72-144 godzing w 66.6%
analizowanych probek stezenie kloksacyliny <LOQ. Catkowite wymycie kloksacyliny
w grupie DP nastapito po 36 dniach natomiast w grupie LP po 6,5 dniach. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze stezenie kloksacyliny w mleku kréw sukcesywnie maleje, poczawszy od
pierwszego dnia, w ktérym zakonczono podawanie leku. Nalezy jednak zauwazyc,
7e dynamika spadku stgzen w obu grupach wyrazona warto$ciami odpowiednich okresow
pottrwania byla istotnie rézna (p<0,05).

Wymycie CLO na poziomie 100% (CLOyooww) oznacza, ze we wszystkich
analizowanych prébkach stgzenie tego antybiotyku <LOQ nastepuje odpowiednio po 35 oraz
6,5 dniach. Oznacza to, ze wymywanie kloksacyliny jest 5.4 razy krotszy w fazie normalnej
laktacji niz w okresie zasuszania, mimo ze produkcja mleka w fazie laktacji jest tysigce razy
wieksza niz w fazie zasuszenia ($rednia wydajnosé w grupie LP to 25 /24 godziny). Réznica
w iloéci produkowanego mleka nie przekiada sig, wiec na roznice w szybkosci wycofywania
CLO z wymienia w sposéb liniowy. Przeptyw krwi przez wymi¢ w trakcie laktacji rosnie
w stosunku do okresu zasuszania okoto 3,8 krotnie (Bertulat, 2014). Potwierdzatoby to do
pewnego stopnia hipotez¢ méwiaca o tym, ze réznice w wycofywaniu CLO z wymienia krow
jest zalezna raczej od zmieniajacej si¢ perfuzji krwia niz rosnacej produkcji mleka. Tym
bardziej, ze wykazano, iz beznzylopenicyliny po podaniu dowymieniowym (IMM) trafiaja do
krazenia ogdlnego na drodze transportu aktywnego (Schadewinkel-Scherkl i wsp., 1993). Po
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podaniu IMM. wysyceniu lekiem ulegaja réwniez tkanki wymienia (Ehinger & Kietzmann,
2000). Hipoteza ta znajduje réwniez wsparcie w strukturze fizykochemicznej tego leku, co
oznacza, ze niechetnie rozpuszeza si¢ w mleku. Ma jednak zdecydowanie lipofilny charakter
(XLogP 2,4) przy zachowaniu niskiej wartoéci pola polarnego powierzchni czasteczki rownej
ok 138 A? (NCBIL 2016). Oznacza to, ze moze latwo penetrowaé tkanki 1 chetnie
rozmieszczaé si¢ w tkance thuszczowej. To z kolei sprzyja procesom redystrybucyjnym
zaréwno z leku zdeponowanego w tkankach wymienia jak i z puli, jaka mogla znalez¢ sig
w krazeniu ogélnym. Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w pierwszej pracy
oryginalnej, wchodzacej w sklad osiagnigcia naukowego:

Burmanczuk A., Grabowski T., Osypiuk M., Polska B., Kowalski C. (2017) Determination
of cloxacillin  residues in dairy cows after intramammary administration.
J Vet Pharmacol Therap, 40(5): 552-560.

4.23. PozostaloSci amoksycyliny i penicyliny G prokainowej w mleku

po dowymieniowym podaniu u kréw mlecznych z mastitis

Stosowanie aminopenicylin i penicylin w leczeniu zwierzat moze by¢ przyczyng
obecnodci pozostatosci antybiotykéw w zywno$ci pochodzenia zwierzgcego (Khaskheli
i wsp., 2008; Movassagh & Karami, 2011). W zwiazku z powyzszym przeprowadzono
badania farmakokinetyczne po jednorazowym podaniu aminopenicyliny i penicyliny G
prokainowej w celu okreslenia okresoéw karencji w mleku.

4.2.3.1. Materialy i metody

Badanie przeprowadzono na 17 krowach rasy polskiej czaro-bialej w wicku 4-10 lat
w wadze okoto 650 kg kazda, z klinicznymi przypadkami mastitis W okresie laktacji. Srednia
wydajnoéé mleczna wynosita ok. 25-30 1/24 godziny. Pierwsza grupa krow (n=8) otrzymata
5 ml roztworu wodnego zawierajacego 200 mg AMX (Synulox LC, Pfizer®), podczas gdy
druga grupa (n=9) otrzymala 5 ml roztworu wodnego zawierajacego 200 000 [U mg PEN
(Albadry Plus®, Zoetis) Obie grupy dostaly leki tubostrzykawka do jednego kanatu
strzykowego. Nastgpnie pobrano probki mleka (10 ml) w nastepuj acych punktach czasowych:
PEN i AMX po: 2, 4, 6, 8, 10, 24, 36, 48 i 60 godzinach od aplikacji leku. Do pomiaru
stgzenia. AMX i PEN w mleku po podaniu IMM zastosowano metode tandemowej
spektrometrii masowej sprzezonej z Wysokosprawnym chromatografem cieczowym
(HPHPLC-MS/MS).
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Obliczenia farmakokinetyczne wykonano za pomocg Opro gramowania Phoenix®
WinNonlin® 6.4 (Certara L.P., US), analizy statystyczne w programie GraphPad Prism® 6.01
(GraphPad Software Inc., US). Obliczenia wykonano w oparciu o teori¢ momentow
statystycznych oraz zmodyfikowany model dwukompartmentowy rozmieszczania lekow.
W ramach SHAM obliczono: AUCy — pole powierzchni pod krzywa (AUC) obliczone
pomiedzy zerem a ostatnim punktem probkowania; AUCq.int — AUC obliczone migdzy zero
a nieskoficzonoscia; AUMCq.; — pole pod pierwszym momentem krzywej obliczony miedzy
zerem a ostatnim punktem probkowania; AUMCo.int — pole pod pierwszym momentem
krzywej obliczony migdzy zero a nieskonczonoscia; MRTy — $redni czas przebywania
obliczony dla ostatniego punktu pobierania probek; MR To.int — Sredni czas przebywania leku
obliczony na podstawie pdl zliczanych od zera do nieskonczonosci; AUC e — procentowa
wartosé resztkowego pola powierzchni; Crax — maksymalne stezenie; tmax — €Zas osiagnigcia
maksymalnego stezenia; Ciast — ostatnie obserwowane stezenie; tjast — CZas ostatniego
obserwowanego stezenia; ke — stata szybkosci eliminacji. W ramach badan kompartmentowej
strony statej dalej: kg — stata szybkosci dystrybucji; tinke — okres pottrwania w fazie
eliminacji; tioka — okres pottrwania w fazie dystrybucji; B — stezenie ekstrapolowane w fazie
eliminacji; A — stezenie ekstrapolowane w fazie dystrybucji; kio — stata szybkosci eliminacji
7z kompartmentu mleka (centralnego); kao — szybkos¢ eliminacji z kompartmentu tkankowego;
Ky, — stata szybkosci transferu migdzy mlekiem i tkankami wymienia; ka; — stala szybkosci
transferu miedzy kompartmentem tkanek wymienia, a mlekiem; CL — klirens catkowity; V) —
objetos¢ dystrybucji — kompartment centralny; V, — objetos¢ dystrybucji — kompartment
tkankowy. W ramach analizy kompartmentowej wyrézniono dwa kompartmenty. Pierwszy —
kompartment centralny, w sklad ktérego zaliczono mleko obecne w kanale strzykowym oraz
zatokach strzykowych. Jako kompartment drugi zdefiniowano tkanki wymienia. Stala
szybkosci kg ilustruje wige w tym wypadku stalg szybkosci eliminacji leku wraz z mlekiem.
Stad rownanie pozwalajace na obliczenie stezenia AMX oraz PEN w dowolnym momencie
czasowym (Cp) po IMM podaniu ma strukture typowa dla modelu dwukompartmentowego:
Cp=Axe " +Bxe ™.

Natomiast stala szybkosci eliminacji ke reprezentuje transfer leku z mleka do tkanek.
Do potwierdzenia istotnosci poczynionych obserwacji wykorzystano  test t Studenta.
Za statystycznie istotne uznano roznice, dla ktérych p-value przyjmowato wartosci <0,05.

4.2.3.2. Wyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki wskazuja, ze po podaniu dowymieniowym zar6wno AMX jak i PEN

mozemy zaobserwowa¢ natychmiastowe maksymalne stezenie w osoczu. Przeprowadzone
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obliczenia wskazuja na to, ze PEN jest lekiem o duzej zmiennoécei indywidualnej. Zmiennosc
ta w przypadku PEN klasyfikowata si¢ na poziomie AUCy: >30%. Ta sama wartos¢
w przypadku AMX wynosita tylko 18%. W przypadku Cmax zaréwno AMX jak 1 PEN
osiagnely niskie wartosci zmienno$ci miedzyosobniczej odpowiednio na poziomie 18 1 17%.
Nalezy zauwazy¢, ze zmienno$é miedzyosobnicza w przypadku pozostatych badanych
parametrow byla niska (na zblizonym poziomie AMX i PEN) jednak w niektorych
przypadkach stwierdzono znaczace réznice. Zmiennod¢ wartosci ki (67%) byla dwukrotnie
a koo (91%) trzykrotnie wyzsza w przypadku PEN. Zmienno$¢ A (132%) byla 3,6 razy
wyzsza w przypadku PEN. Zaproponowany —model dwukompartmentowy  zostal
zweryfikowany w trakcie obliczen. Wartoéé kg/ke wyniosta w przypadku AMX i PEN
odpowiednio 9.1 i 14.1. Oznacza to, ze procesy okredlane mianem dystrybucji osiagnely
w obu przypadkach szybkosc dziewiecio i czternastokrotnie WyZszg od wyznaczone] Kel.
Warto$é t kel obliczona na podstawie MRTj., byta 4,1 oraz 5,5 razy krétsza niz obliczona na
podstawie ke Wyznaczone wartosci okresu poftrwania AMX i PEN w gruczole mlekowym
sugeruja wymywanie AMX 1 PEN na poziomie 99,90% (10%tixel) W czasie rownym 81
(AMX=3,5 dnia) i 116 godzin (PEN=5 dnia) od momentu podania leku. Kinetyka obu lekow
szczegblnie w zakresie analizy statych szybkosci okazala si¢ bardzo zblizona. Istotne roznice
obejmowaly jedynie kel, ti/2kel 012z Kka1.

Nie ulega watpliwosci, ze profil farmakokinetyczny AMX oraz PEN jest niezwykle
podobny. Zaobserwowane roznice sg zdecydowanie niewielkie i w wigkszosci nieistotne
statystycznie (p>0,05). Ciekawym elementem kinetyki AMX i PEN jest to, ze obydwa leki po
podaniu IMM charakteryzuje typowa kinetyka dwukompartmentowa. Dystrybucja obu lekéw
do kompartmentu tkankowego jest zdecydowanie wyodrebniong faza kinetyczna. Oznacza to,
7¢ istotnym elementem eliminacji leku jest transfer z mleka do tkanek oraz transfer z tkanek
wymienia do krazenia ogo6lnego. Jednym z elementow dystrybucji jest wymywanie leku wraz
7 mlekiem, jednak znaczna dynamika tej fazy zachowana jest w obu przypadkach tylko
do ok 12 godzin od podania lekéw. Oznacza to, z¢ wymywanie AMX oraz PEN nie jest
procesem uzaleznionym jedynie od produkcji mleka przez gruczot mlekowy. W kolejnych
godzinach od podania leku nachylenie krzywej stgzen jest znacznie bardziej tagodne,
a wymywanie jest glownie uzaleznione od wzajemnego stosunku trzech stalych szybkosei ki,
ky; oraz kio. kao przyjmuje w przypadku obu lekéw wartodci bardzo duze. Oznacza to, ze jesli
lek znajdzie sig W kompartmencie tkankowym usuwany jest z niego z bardzo duza
szybkoscia. Jesli przyjaé, ze Kio to lek usuwany wraz z mlekiem, to szybkos¢ usuwania AMX
oraz. PEN z tkanek jest odpowiednio az 31 i 52 razy wicksza, niz szybkos¢ wymywania leku
wraz z mlekiem. W obu przypadkach transfer leku do tkanek jest jednak procesem dos¢
powolnym. Wskazuje na to stosunek Kai/kia, z ktorego wynika, ze transfer AMX oraz PEN
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2 mleka do tkanek jest odpowiednio az 30 i 33 razy wolniejszy niz z tkanek do mleka. Fakt
ten ttumaczy m.in bardzo szybkie oczyszezanie kompartmentu tkankowego (kao) z obu lekow.

Przeprowadzone obliczenia wskazuja, ze po jednorazowym dowymieniowym podaniu
AMX jego stezenie w mleku wynosi 2,0 pg/kg po 60 godzinach od podania leku. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze zmienno$é miedzyosobnicza dla tego punktu czasowego w przypadku
AMX wynosi az 61%. Oznacza to, ze po 60 godzinach od podania AMX nadal stezenie leku
moze by¢ na poziomie nawet 3,22 ng/kg. Nalezy zaznaczy¢, ze W USA, Francji i Portugalii
obowiazuje tylko 24 godzinny okres karencji na mleko dla IMM formulacji zawierajacej
AMX (EMA, 2013; FDA, 2015). Tym czasem 2 obecnych obliczen wynika, ze u krow rasy
czarno bialej z klinicznymi objawami mastitis stezenie AMX w mleku po 24 godzinach od
podania leku w dawce 200 mg moze mieé $rednia wartos¢ nawet dwunastokrotnie wyzsza
(>48 pg/kg) od MRL (4 mg/kg).

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze w przypadkach mastitis okres karencji rowny
72 godziny pozwala na wymycie AMX do poziomu nizszego od ustalonych wartosci MRL.
Jednak w przypadku PEN w 69 godzinie od podania leku nadal st¢zenie W mleku moze by¢
bliskie wartosci wyznaczonego MRL. Oznacza to, ze zaleznie od zmiennosci
miedzyosobniczej, r1éZnic rasowych, rtoznic wynikajacych z zywienia badZz zmian
w przeptywie krwi przez wymig, prog ten moze zosta¢ przekroczony. Wiyniki
przeprowadzonych badan opublikowano w drugiej pracy oryginalnej, wehodzacej w sklad
osiagnigcia naukowego:

Burmanczuk A., Grabowski T., Gbylik-Sikorska M., Gajda A., Kowalski C. (2017)
Withdrawal of amoxicillin and penicillin G procaine from milk after intramammary

administration in dairy cows with mastitis. J Vet Res, 61: 37-43.

4.2.4. PozostaloSci cefoperazonu w mleku po dowymieniowym podaniu u Kkrow
mlecznych - analiza retrospektywna i prospektywna.

Antybiotyki powinny by¢ stosowane tylko w uzasadnionych przypadkach (Gruet
i wsp., 2001; Guterbock i wsp., 1993). Niekontrolowane stosowanie cefalosporyn w terapii
zwierzat moze by¢ przyczyng obecnogei pozostatosci tych antybiotykow w Zywnosci
pochodzenia zwierzgcego (Novelli i wsp., 2000).

Celem obecnej pracy bylo wyznaczenie parametrow kinetyki wymywania
cefoperazonu (CEF) z uzyciem HPHPLC-MS/MS. Dokonano przy tym retrospektywne;
analizy wynikéw uzyskanych metoda mikrobiologiczna z uzyciem obecnie dostgpnego
oprogramowania (Wilson i wsp., 1986). Uzyskane wyniki poréwnano réwniez do wynikow
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badan przeprowadzonych z uzyciem detekcji  spektrofotometrycznej Sprzezonej
z wysokosprawnym chromatografem cieczowym (HPLC-UV), (Cagnardi i wsp., 2010).
Ponadto celem przeprowadzonych analiz byla retrospektywna i prospektywna analiza
porownawcza farmakokinetyki CEF po jednorazowym IMM podaniu leku u krow.

4.2.4.1. Materialy i metody

W pracy analizowano dane prospektywne (badanie A) oraz 3 grupy danych
retrospektywnych (B, C, D). W badaniu B analizy stezenia CEF dokonano metoda
bakteriologiczna (Wilson i wsp., 1986) za$s w badaniu C (poczatkowa faza laktacji) oraz D
(koncowa faza laktacji) zastosowano HPLC-UV (Cagnardi i wsp., 2010).

Badanie A przeprowadzono na 9 krowach rasy polskiej czarno-biatej w wieku 4-10 lat
z klinicznym zapaleniem wymienia w okresie laktacji. Krowy badano w roznych okresach
laktacji tj. od 1,5 miesiaca po wycieleniu do okresu wstgpnego zasuszenia. Srednia wydajnosé
mleczna u kréw wynosita 25-30 1/24 godziny. Krowy wazyly ok. 650 kg kazda. Zwierzgta
otrzymaly 5 ml roztworu wodnego zawierajacego 250 mg CEF (Pathozone® 250 mg/10 ml,
pfizer™), do jednego kanatu strzykowego. Nastgpnie, po jednorazowym podaniu IMM, probki
mleka (10 ml) zebrano w nastgpujacych punktach czasowych: 2, 4, 6, 8, 10, 24, 36, 48, 72 1
84  godziny. Zastosowano metode  analityczna ~ (Bladek i wsp., 2011)
do oznaczenia CEF w badaniu A.

Analize farmakokinetyczna przeprowadzono na podstawie surowych danych przy
uzyciu oprogramowania Phoenix® WinNonlin® 6.4 (Certara L.P., US), a analizy statystyczne
przeprowadzono z uzyciem programu GraphPad Prism® 6.01 (GraphPad Software Inc., US).
Obliczenia wykonano w oparciu o teori¢ momentow statystycznych oraz adaptowany
dwukompartmentowy — model dystrybucji  leku  po podaniu  IMM.  Ponadto
7z racji braku danych wyjsciowych w publikacji Cagnardi i wsp., 2010 (badanie C, D),
do analizy poréwnawczej pobrano jedynie kluczowe parametry farmakokinetyczne takie jak
AUCor, AUMCoy, MRTo.t, tizkels Crmax. W badaniach C i D obliczono dodatkowo warto$¢
klirensu na podstawie wzoru Cl = D/AUC,_, gdzie D oznacza dawke leku podang do jednej

éwiartki. Powyzsze parametry obliczono rowniez w odniesieniu do badania A i B rozszerzajac
analize 0 AUCq.int, AUMCo.int, MRTouin; AUCrester tmaxs Clasts tiast, K> Ka» t12kas B, A, Kio. koo,
Ki2. ka1, Vi, Va.

We wszystkich badaniach (A, B, C, D) t1/2MRT - okres pohrwania w fazie eliminacji
w oparciu o MRTO-t obliczono stosujac rownanie t1/MRT=Ln(2)/(1 /MRTO-t). Analiza
kompartmentowa obejmowala dwa kompartmenty. Pierwszym z nich byl kompartment

centralny obejmujacy mleko obecne w kanale strzykowym i zatoce mlecznej. Tkanki
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wymienia zdefiniowano, jako kompartment tkankowy. W badaniach A i B w oparciu
o minimalne stezenie hamujace (MIC90) wyznaczono czas (T) w ktorym minimalne stgzenie
hamujace obejmowato 90% populacji S. aureus (T>MIC90) podobnie jak to miato miejsce
w badaniach Cagnardi i wsp., (2012). W badaniu Cagnardi T>MIC90 wyznaczono w oparciu
o krzywa stgzen wyznaczong na podstawie dawki rownej 300 mg/¢éwiartke. W badaniach
A i B z kolei zastosowano dawke 250 mg/éwiartke w zwiazku, z czym obliczono réwniez
wartoé¢ znormalizowana wielkodcia dawki T>MIC90. Stad dane surowe wykorzystane
do obliczefi farmakokinetycznych w badaniu A i B przemnozono x1.2. Do potwierdzenia
snaczenia tych obserwacji wykorzystano test t Studenta. Roznice o wartosci p<0,05 uznano

za statystycznie istotne.
4.2.4.2. Wyniki i dyskusja

W wyniku ponownego obliczenia parametrow PK w badaniu B oraz C, D stwierdzono,
76 AUC w badaniu A jest ponad 12 krotnie wyzsze niz w badaniu B, ponad dwukrotnie
wyzsze niz w badaniu C oraz o polowe nizsze od AUCot wyznaczonego w badaniu C.
Réwnoczeénie stwierdzono ze AUMCoy w badaniu A jest ponad 4 krotnie wyZsze
niz w badaniu B, natomiast r6znica w stosunku do AUMCy. wyznaczonego w badaniu CiD
nie jest istotna (p>0,05). W odniesieniu do MRT¢ w badaniach A, B oraz C uzyskano trzy
istotnie rozne wartosci (p<0,05). Tylko w przypadku badania A i D réznice w warto$ei MRTy.
. nie byly istotne statystycznie (p>0,05). W przypadku badan A, B oraz D stosunek /el
do tyavrT Wyniést odpowiednio 4,07, 1,91 oraz 1,95. Tylko w przypadku badania C, tjomrr
byt dhuzszy od ti/2xel-

W odniesieniu do Cmax analizie poréwnawczej mozna podda¢ jedynie badania A, C
oraz D z uwagi na zblizone warto$ci tmax oscylujace w granicach 0,5-2 godzin od podania
leku. Cax W badaniu D (tma=1 godzing) jest prawie dwukrotnie wyzszy od Cpax W badaniu
A (tma=1godzing) (p<0,05). Jednak Coax W badaniu C (tmax=0,6 godziny) jest 2,7 razy nizszy
niz w badaniu A (tmax=1 godzing) (p<0,05). 7 uwagi na brak analizy pola w zakresie 0-12
godzin od podania leku w badaniu B nie poddano analizie poréwnawczej wartosci CL
obliczonej w badaniu B ktora jest silnie uzalezniona od AUCo, Nie stwierdzono istotnej
réznicy miedzy CL obliczonym w badaniu A i D. Stwierdzono natomiast istotng roznice
wartosci CL pomigdzy badaniami A, D oraz C (p<0,05). W przypadku badania C wartos¢ CL
byla 3 krotnie wyzsza niz w badaniach A oraz D. Czas catkowitego wymywania CEF
wyrazony wartoscig 10%tinket W grupach A, B, C oraz D byt rozny i wyniost odpowiednio
5.7, 8,0, 2,2 oraz 2,2 dnia od podania leku odpowiednio. Zarowno w badaniu A jak i B,
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w ktorych mozliwe bylo wyznaczenie parametréw modelu kompartmentowego ke=ka
natomiast k¢=kio.

Analizie poddano homogennosé¢ uzyskanych wynikow. Dla wybranych parametrow
obliczono RSDs;,. W przypadku AUC.t RSDy, w badaniach A, B, C i D wyniosto odpowiednio
14,7, 14,5, 17.5 oraz 52,5%. W odniesieniu do AUMC zmienno$¢ w badaniach A, B, CiD
oszacowano na poziomie 37,3, 13,4, 13,8 oraz 14,0 RSD%. W przypadku MRTo. RSD%
w badaniach A, B, C i D wyniosto odpowiednio 20,7, 1.2, 13,5 oraz 43,9%, natomiast €12kl
9.5, 24,7, 21.2 oraz 24.9% odpowiednio. W przypadku Cpex oraz CL RSD% w badaniach A,
B, C i D wyniosty odpowiednio 12,0, 16.0, 15,5, 42,5 oraz 13,4, 14,7, 19,6, 59.4.

$rednia zmiennoéé AUC., AUMCo., MRT o, tiket, Cmax OTaz CL w badaniach A, B
oraz C byla na zblizonym poziomie i wynosita 16,28% natomiast w przypadku badania D
39,52%. Pod tym wzglgdem badanie to odbiegato od wszystkich pozostatych.
Zaproponowany model dwukompartmentowy zostal zweryfikowany w trakcie obliczen.
Warto$é ka/kg wyniosta w przypadku badania A i B 9,83 i 4,07 odpowiednio. Oznacza to,
7e procesy okreslane mianem dystrybucji osiagnety w obu przypadkach szybkodci dziewigcio
i czterokrotnie wyzsze od wyznaczonej K.

W przedstawionej pracy wykonano badania z zastosowaniem techniki HPHPLC-
MS/MS a wyniki analizy farmakokinetyczne] porébwnano do badan przeprowadzonych
,  zastosowaniem metody mikrobiologicznej oraz HPLC-UV. Metoda analityczna
sastosowana w badaniu A byta 5 krotnie czulsza od metod zastosowanych w badaniach B, C
oraz D. Do tej pory nie poddawano powtornej retrospektywnej analizie farmakokinetycznej
danych uzyskanych metoda mikrobiologiczna po IMM podaniu CEF. Jedna z obserwacji
wynikajacych z poréwnania analizowanych badan jest to, ze kinetyka CEF wyznaczona
metodg mikrobiologiczng 30 lat temu (badanie B) jest zbiezna z obserwacjami, jakich
dokonano z uzyciem 5 krotnie czulsze] techniki HPHPLC-MS/MS przez autorow
manuskryptu (badanie A). Badania A i B daly zblizone wyniki, jesli chodzi o poziom
kluczowych parametrow farmakokinetycznych relacjonujacych poziom dystrybucji leku do
tkanek (V) a takze 1) 2xel-

W badaniach A, B oraz D, tiamrr<tiskel, €O 0zNacza, z¢ analizowanych proceséw nie
mozna zaliczy¢ do kinetyki jednokompartmentowej. Badaniach A, B oraz D relacjonuja
dwukompartmentowy model dyspozycji CEF. W przypadku badania C kinetyka eliminacji
leku uzyskala przebieg blizszy modelowi jednokompartmentowemu, poniewaz W tym
wypadku tiomrT=ti2kel- Dystrybucja CEF do kompartmentu tkankowego jest zdecydowanie
wyodrebniona faza kinetyczna. Istotnym elementem eliminacji leku jest transfer CEF z tkanek

do mleka oraz transfer z tkanek wymienia do krazenia ogélnego.
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7astosowano metody o réznym poziomie czutosei (LOQ). Zrdznicowanie schematow
i galozen analizowanych badan utrudnia analize porownawcza charakterystyki
farmakokinetycznej CEF. W badaniach A, C oraz D wydajno$¢ mleczna byla na podobnym
poziomie. Jednak w badaniu B wydajno§¢ mleczna byla na poziomie, co najmniej 3 krotnie
nizszym. Produkcja mleka w przypadku podania IMM jest jednym z wazniejszych elementow
modyfikujacych kinetyke jego eliminacji. kio jest stalg szybkodci, ktorej wartosc jest Scisle
uzalezniona od wydajnosci mlecznej. W przypadku badania A (wydajnosé mleczna 25-30 1/24
godziny) i B (wydajno$é mleczna 10 1/24 godziny) mozliwe byto wyznaczenie Ko, przy czym
wartosé ko w badaniu B byta okoto 3x nizsza niz w A. Wyniki przeprowadzonych badan
opublikowano w trzeciej pracy oryginalnej, wehodzacej w sktad osiagniecia naukowego:

Burmanczuk A., Grabowski T., Bladek T., Kowalski C., Dgbiak P. (2017) Withdrawal
of cefoperazone with milk after intramammary administration in dairy cows — prospective and
retrospective analysis. Pol J Vet Sci, 20: 261-263.

4.2.5. Zalezno§¢ miedzy opornoscig mleka na dzienng wydajno$¢ mleczng u krow.

Utrzymanie produkcji mleka na stabilnym i przewidywalnym poziomie jest jednym
z glownych celow hodoweow Kkrow mlecznych. Wezesna identyfikacja potencjalnych
zagrozen takich jak stany podkliniczne mastitis lub klinicznego mastitis umozliwia
osiagnigcie tego celu. Jednym 2z podstawowych narzedzi, jakim postuguja si¢ osoby
nadzorujace hodowlg w celu szybkiej analizy stanu zdrowotnosci wymienia jest analiza
opornoéci (R) lub analiza konduktywnosci (EC) zdajanego mleka (Caria i wsp., 2016;
Zaninelli i wsp., 2016; Zecconi i wsp., 2004). Analizy takie, cho¢ nie umozliwiajg korelacji
z liczba komérek somatycznych (SCC) pozwalajg na latwe monitorowanie stada w trybie
ciaglym (Hamann & Gyodi, 1994; Juozaitiene i wsp., 2010, Norberg i wsp., 2004). Obecnie
zalezno$ci pomigdzy stanem saawansowania mastitis a EC lub R z uwagi na brak liniowe;j
zalernosei z liczba komérek somatycznych (SCC) oceniane sa najezgscie] W ramach modeli
klasyfikacyjnych lub mieszanych modeli liniowych (Wilson i wsp., 2004).

EC mleka w granicach =4-6 mS/cm lub R w przedziale =167-250 (wskazania
DRAMINSKI® Mastitis Detector =324-487) uwazana jest za poziom odpowiadajacy stanom
fizjologicznym gruczotu mlekowego (Ferrero i wsp. 2014). Obnizona warto$¢ R mleka (<167
Q) lub podwyzszona EC (>6.0 mS/cm) wskazuje na zwigkszenie liczby jonow w mleku
(Ferrero i wsp., 2014). Zjawisko to kojarzone jest z wieksza przepuszczalnodcia przestrzeni
miedzykomorkowych w gruczole mlekowym towarzyszacym poczatkowej fazie stanu
zapalnego tkanki gruczotowej. To z kolei towarzyszy zwigkszone] przepuszczalnosei jonow
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CI, K, Na" obecnych w plynie miedzykomorkowym (Ferrero 1 wsp., 2014). Dotychczas
R lub EC mleka nie byta korelowana wprost z srednia dobowa wydajnoscia w stadzie (MDY)
(Lukas i wsp., 2009; Vilas Boas i wsp., 2016; Wilson i wsp., 2004). Modelowanie takiej
zaleznodci na wysokim poziomie istotnosci nie zostato do tej pory przedstawione (Vilas Boas
i wsp., 2016). Jak dotad nie przedstawiono fatwego w stosowaniu narzedzia pozwalajgcego na
monitorowanie wydajnosci stada tylko na podstawie pomiaru R mleka. Wplyw strat MDY
wywotanych mastitis jest faktem dobrze znanym (Wilson i wsp., 2004). J ednak jak dotad nie
okreslono w precyzyjny sposob zwiazku miedzy R a MDY w ramach modelu liniowego.
Celem pracy bylo znalezienie liniowej zweryfikowanej procedura walidacyjna,
zaleznoéei pomiedzy R a MDY (R-MDY), ktéra moglaby stuzy¢ do biezacego

monitorowania i prognozowania wydajnosci w stadzie kréw mlecznych.
4.2.5.1. Materialy i metody

Z grupy ponad 928 krow mlecznych wyodrgbniono 118 kréw spelniajacych kryteria
wiaczenia do badania. Kluczowym kryterium byt czas ostatniego wyciclenia przypadajacy
na przetom grudnia/stycznia 2015/2016 roku. Kolejnym kryterium wiaczenia byl monitoring
R prowadzony w czasie 9 miesiecy od ostatniego wycielenia. Do analizy pobierano mleko
zZ poczqtkowej/koflcowej fazy doju. Do analiz wykorzystano 913 pomiaréw R oraz 929
danych reprezentujacych MDY. Dane pozyskano w okresie 9 miesigcy monitorowania stada
pomigdzy styczniem 2 wrzeéniem 2016 roku. Przeprowadzane badania wykonano
na podstawie danych pozyskanych w trakcie prowadzenia rutynowej kontroli R mleka. W tym
celu wykorzystano DRAMINSKI® Mastitis Detector 4x4Q, (Dramiﬁski®, Poland), (Ferrero
i wsp., 2014; Hamann i wsp., 1995; Iraguha i wsp., 2015).

Analize danych surowych przeprowadzono za pomocg oprogramowania GraphPad
Prism® v. 6.01 (GraphPad Software Inc.). Walidacje modelu zaleznoéci R->MDY
przeprowadzono metoda ‘Jive-one-out’ (LOO) (Grabowski i wsp., 2012; Todeschini i wsp.,
2004). Ostateczny model zostal zweryfikowany przez najwyZzsza warto$¢ testu Fishera
(przedziat ufnosci 95%), a p<0,05 uznano za statystycznie istotne. Dodatkowo dla procedury
LOO wyznaczono wspdlczynnik determinacji (R?) dla warto$ci obserwowanych w stosunku
do przewidywanego MDY (w oparciu o dane réwnania modelu), wspétezynnik korelacji
zweryfikowano krzyzowo (0?) a réznice migdzy 0% i R? obliczano jako miara wewngtrznej
wydajnosei i zdolnoci predykcyjnych modelu. Réznice pomiedzy dopasowaniem
i zdolnogcia predykeyjna modelu analizowano za pomoca roznicy miedzy wspolczynnikiem
korelacji asymptotycznego wspotczynnika kwadratow (Qzasym) i Q2 Kryteria akceptacji
walidacji, ktére musialy by¢ spelnione przez zoptymalizowany model, zostaly przyjete
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na poziomie: 020,65, R?>0,85, 0*-R2<0.3, Pasym-0™> migdzy -0,005 a 0,005 (Todeschini
i wsp., 2004).

4.2.5.2. Wyniki i dyskusja

Monitorowane stado w trakcie miesigcy, W ktorych analizowano wydajnos¢ oraz R
mleka wyprodukowato ponad 1100 ton mleka. Minimalna warto§¢ MDY wyniosta
30,16+7,74 1/24 godziny i zaobserwowano ja w 9 miesiacu laktacji. Najwyzsza wartos¢ MDY
wyniosta 45,24+9,05 /24 godziny i zaobserwowano ja w 2 miesiacu laktacji. Migdzy 2, 3, 4
oraz 5 miesigcem laktacji $rednia arytmetyczna MDY nie roznita si¢ w sposob statystycznie
istotny p>0,05. Statystycznie istotny wzrost produkcji nastapil w okresie pomigdzy
pierwszym oraz drugim miesiacem laktacji p<0,05. Istotnie wyzsza produkcja mleka zarowno
w stosunku do miesiaca 7-ego jak 1 9-ego miata miejsce w odniesieniu do wynikow
7 wszystkich poprzedzajacych miesiecy p<0,05. Minimalna érednia geometryczna/
arytmetyczna R mleka sostala zaobserwowana w pierwszym miesiacu laktacji i wyniosta
53,40/254,86 Q. Natomiast maksymalna $rednia geometryczna/arytmetyczna R mleka zostala
saobserwowana w 7-mym miesigcu laktacji i wyniosta 189,62/574,51 Q. Zaréwno
w odniesieniu do $redniej arytmetycznej jak i $redniej geometrycznej byly one istotnie rozne
w zakresie wszystkich analizowanych miesigcy. Przy czym S$rednie arytmetyczne w kazdym
przypadku mialy wartosci znacznie wyzsze od srednich geometrycznych.

W trakcie prowadzonych analiz nie stwierdzono istotnej zaleznosci pomigdzy
R wyrazong srednig arytmetyczng badz geometryczna a $rednig arytmetyczng MDY lub
érednia geometryczng MDY. Stwierdzono natomiast istotne zalezno$ci pomigdzy procentowa
liczba kréw w stadzie o okreslonej wartosci R mleka a MDY. Najwyzsza wartos¢ testu
F zostata osiagnieta dla zaleznosci pomigdzy MDY a procentowym udziatem krow w stadzie,
ktérych R wahata si¢ W granicach 49,38-154,32 . Warto$é testu F osiagnigto w tym
wypadku na poziomie 59,4 1 przy CI 95% oraz p<0,002. Dla innych badanych przedzialow
wartoéé testu F byla nizsza. Uzyskana korelacja jest statystycznie istotna i predykeyjna.
Opisuje ja réwnanie krzywej MDY = -04461 x R% +51.58, gdzie Ry, jest to procentowy
udziatem kréw w stadzie, ktérych R waha si¢ w granicach 49,38-154,32 Q. Pelnag
predykeyjnos¢ modelu w wyzej wymienionych granicach potwierdzaja wyniki walidacji,
ktére uzyskano na poziomie: 0°=0,9286, R?=0,9305, OP-R2=0,002, Oasym-07=0,0019.

W przedstawionej pracy dokonano analizy zaleznosci pomigdzy DMY a R mleka na
przestrzeni 9 miesigey. Potwierdzono, ze analizy tego typu pozwalaja na kontrolowanie
sdrowotnoéci stada oraz prognozowanie MDY w stadzie. W niniejszej pracy zweryfikowano

zaleznoéé miedzy R a MDY na podstawie analizy kompletnego cyklu produkeyjnego.
“fu
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Poczawszy od rozpoczecia az do zakonczenia laktacji. Profil zmian MDY w trakcie
laktacji mial typowy przebieg. Przeprowadzone w pracy analizy dowodza, ze S$rednia
arytmetyczna R mleka w stadzie nie relacjonuje wystarczajaco precyzyjnie ryzyk zwiazanych
z potencjalnym wplywem stanéw zapalnych na wydajnoé¢ stada. Dowodzi tego poréwnanie
érednich arytmetycznych oraz geometrycznych wartoéci R. W analizowanym przypadku
érednia arytmetyczna R w poszczego6lnych miesiacach nie umozliwiala znalezienie istotnej
korelacjii z MDY (p>0,05). Analizowane dane zarowno po stronie R jak i MDY
charakteryzowala duza zmiennos¢ miedzyosobnicza. W przedstawionych badaniach
R mierzona wartodcia sredniej arytmetycznej w catym okresie prowadzonych prac miesci
sie w zakresach R uwazanych za fizjologiczne (167-250 Q) (Ferrero i wsp., 2014). Jednak
te same dane ilustruja zupehie inny trend jesli do ich analizy zastosuje si¢ Srednig
geometryczna. Srednie geometryczne R w odniesieniu do analizowanego stada lokowaty
sic w zakresach R, ktore kojarzone sa z rozwijajacym si¢ stanem zapalnym.

Korelacja, ktora wyznaczono w niniejszej pracy jest istotna i predykcyjna (p<0,002).
Potwierdzono to poprzez weryfikacje modelu metoda LOO stosowana szeroko w walidacji
zaleznosci o charakterze liniowym (Grabowski 1 wsp., 2012; OECD, 2007; Todeschini i wsp.,
2004). Wyniki walidacji modelu pozwalaja stwierdzi¢ ze cechuje go wysoka wydajnosc
wewnetrzna i zdolnosé predykcyjna modelu (0% R%, O*-R%). Warto$¢ O?-R?* potwierdzita,
7e aktualny model nie byt przeszacowany. Nieznane wartosci (7 oraz R* potwierdzaja wysoka
warto$¢ dopasowania liniowego. Istotno$¢ statystyczna proponowancgo modelu regresji
zostala pozytywnie zweryfikowana najwyZzsza wartoscig testu F. Niewielka roznice pomiedzy
dopasowaniem i zdolnoscig predykcyjna potwierdzono akceptowalna niska wartoscig roznicy
Qz,,sym-Qz. Tylko w przypadku jednego miesiaca laktacji (VII) Srednia geometryczna
R w stadzie byla poza ,granica prognostyczna”, W ktorej zwalidowano korelacj¢ R->MDY,
czyli w zakresie 43,38-154,32 Q. $rednie geometryczne wartosci R z wszystkich pozostatych
miesiecy mieszcza si¢ w zakresie R 4338-154,32 Q. Jak dotad w przypadku badania
zaleznosci pomiedzy R a MDY nie zwalidowano zadnego modelu, ktory kompleksowo
ocenialby, jako$¢ modelu i weryfikowal jego predykcyjnos¢. Proponowany model
potwierdza, ze niewielkie przekroczenie fizjologicznych wartosci R zdajanego mleka jest
istotnym czynnikiem predykcyjnym w odniesieniu do MDY w stadzie. Wyniki
przeprowadzonych badan opublikowano w czwartej pracy oryginalnej, wchodzacej w skiad

osiagnigcia naukowego:

Burmanczuk A., Hola P., Wojciechowska B., Kowalski C., Grabowski T. (2017) Validation
of relationship  between milk  resistance and daily yield of dairy cows.
Pol J Vet Sci, 20: 737-742.
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4.2.6. Wplyw kwercetyny na spadek liczby komérek somatycznych w mleku u krow
z przypadkami mastitis

Kwercetyna jest flawonoidem, ktéry ma wplyw na zapalenie, angiogenezg, zapalenie
naczyn i odwrotny transport cholesterolu (Bhaskar & Helen 2016). Kwercetyna zmniejsza
réznicowanie sie limfocytow Thl, obnizajac poziomy wielu cytokin i czynnikow, takich jak
IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TL-25, IL-33, MCP-1, NF-xB VEGF-A, COX-2, 5-LOX,
i NOS, NO, CRP, TNFa, TNFy, IgE jak rowniez zmniejszanie ekspresji VCAM-1, ICAM-1,
MIP-2. Wykazuje aktywno$¢ przeciwalergiczng i przeciwzapalng poprzez hamowanie
enzymow uczestniczacych w produkeji leukotrienow 1 prostaglandyn. Ma rowniez wplyw
na uwalnianie histaminy. Moze by¢ tez stosowana W celu zmniejszenia aktywnosci
hialuronidazy.

Celem pracy bylo okreslenie wptywu jednego z flawonoidow (kwercetyny) na spadek
liczby komorek somatycznych w mleku kréw ze stanem zapalnym gruczotu mlekowego.

4.2.6.1. Materialy i metody

Na podstawie badania liczby SCC do badah wybrano 9 krow mlecznych
z przypadkami mastitis (SCC>300 000 komorek/ml). Badanie przeprowadzono na krowach
o wadze <700 kg kazdy, rasy czarno-bialej, w wieku od 4 do 12 lat. Przed podaniem leku
i pobraniem probek mleka kazde wymie byto dezynfekowane. Probki mleka do analizy (0,5 1)
sbierano raz dziennie od kazdej krowy z zaognione] ¢éwiartki bezposrednio przed codziennym
porannym udojem. Probki mleka (15 na kazda krowg) zebrano w punkcie wyjsciowym
(B;-B3), HD (Dy-D3) LD (D;-Dg) i po ostatniej dawce (R;-R3). Probki krwi do analizy
odpowiedzi immunologicznej (6 probek na kazda krowe) wykonywano raz dziennie przed
porannym udojem na poczatku doswiadczenia (B1-B3) i po ostatniej dawce (R;-Rj). Dziatania
niepozadane, ktore mogly by¢ zwiazane z podawang IMM kwercetyna, byly monitorowane
podczas catego badania. Podczas badania nie podano zwierzgtom zadnych lekow. Codziennie
badany byl stan wymienia i ogélny stan zwierzat. Mleko réwniez podlegalo codziennemu
monitoringowi. Analiz¢ wyjsciowa (hematologiczna, TNFa, SCC) przeprowadzono 4 godziny
u wszystkich krow, trzy dni przed podaniem pierwszej dawki (Bj-Bs). Probki krwi
analizowano pod katem wybranych parametrow krwi, takich jak: WBC — objetos¢ krwinek
biatych; RBC — objgtos¢ krwinek czerwonych; Hb — hemoglobina; Het — hematokryt; MCV —
érednia objetosé komorkowa; MCH — wskaznik $redniej masy hemoglobiny w krwince;
MCHC - $rednie stgzenie hemoglobiny w krwinkach; RDW — szerokosc¢ rozkladu
czerwonych krwinek; Pl — ptytki krwi; Fib — fibrynogen. Wszystkie parametry analizowano
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przy uzyciu wezesniej opisanych metod 1 sprzgtu (Burmanczuk i wsp., 2016). Analize SCC
przeprowadzono przy uzyciu analizatora Bentley BactoCount IBCm (Bentley Instruments
Inc.). Odpowiedz immunologiczng analizowano réwniez poprzez analizg st¢zenia TNFa
w surowicy krwi, stosujac metod¢ ELISA. Czas osiggniecia 50% redukcji liczby w mleku
SCC  (typscc) obliczono  w oparciu 0 réwnanie procesowe pierwszego rzgdu
t;pscc=Ln(2)/machylenie. Wartoé¢ nachylenia oparta na dopasowaniu liniowym zostala
obliczona za pomoca oprogramowania GraphPad Prism® v. 6.01 (GraphPad Software Inc.).
Skuteczng dawke (EDso) oparta na dawce hamujacej dla SCC (IDsg) za pomoca sigmoidalnej
interpolacji 4PL obliczono roéwniez stosujac GraphPad Prism® v. 6.01.

Do poréwnania danych w kolejnych grupach uzyto testu t Studenta, a do analizy
trendu SCC zastosowano test chi®. Pierwsza grupa stanowita $rednia SCC dla linii
podstawowej (Bi-B3), a druga stanowita srednia wartoécia SCC w danym dniu badania.

Réznice pomigdzy grupami na poziomie p <0,05 uznano za statystycznie istotne.
4.2.6.2. Wyniki i dyskusja

Srednia arytmetyczna SSC w stanie wyjéciowym wynosifa 2626741+1718167
komérek/ml. Poczawszy od D; i kontynuujac do D, spadek SCC w stosunku do linii bazowej
charakteryzowal si¢ tendencja malejaca (p<0,0001). Po 3 dniach podawania kwercetyny
w dawce 120 mg/wymig (D;-D3), SCC zmniejszyto si¢ o 14,12% w odniesieniu do $redniej
arytmetycznej wartosci wyjsciowej. Jednak spadek ten nie byt statystycznie istotny (p>0,05).
Nachylenie mediany dla SCC w fazie D;-D3 wykazalo, ze tinscc W odniesieniu do linii
podstawowej przy utrzymaniu stosowanej dawki wyniostby =85,45 godz. Predykcja dokonana
na podstawie $redniej arytmetycznej wskazywata, ze tiascc, W odniesieniu do wartosci
wyjsciowej przy utrzymaniu zastosowanej dawki. moze osiagna¢ ~333,07 godziny (leczenie
2 tygodniowe). Po kolejnych 35 dniach podawania kwercetyny W mniejszej dawce 40
mg/wymig (D4-Dg) zaobserwowano znaczny spadek SCC o 114,65% w odniesieniu do
sredniej arytmetycznej wyjsciowej p<0,05. Z drugiej strony nachylenie mediany SCC w fazie
Ds-Dg wskazywalo, ze tipscc W odniesieniu do linii podstawowej przy utrzymaniu
zastosowanej dawki osiagnie =15,44 godziny. To samo przewidywanie zatozone na podstawie
$redniej arytmetycznej wskazywalo, ze tipsce W odniesieniu do linii bazowej przy zachowaniu
zastosowanej dawki wynosi =134,05 godziny (=5,6 dnia leczenia). W okresie D4-Dg
zanotowano mediane fluktuacji, ktorej szczyt ustalono na okres Dg. Nachylenie mediany SCC
w fazie D¢-Dg wskazywato, ze tipscc W odniesieniu do linii podstawowe]j przy utrzymaniu
stosowanej dawki moze osiagnac ~38,98 godzin. W trakcie badania odnotowano duzg
smienno$é osobnicza SCC wyrazona, jako RSDsy,. W fazie Bj-B; wartos¢ RSD wynosifa
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65,26%. Jednak w kolejnych dniach D;-D3 RSDy, wynosito 55,78%, 67,79%, 75,77%,
a w kolejnych dniach Dy-Dg bylo réwne 89,73%, 78.12%, 58,71%, 88,18% i 84,20%. IDsp
z sigmoidalnej interpolacji 4PL (kryterium Akaike 277,9) bylo réwne 0,6363. Obliczono
rowniez 1/LogEDs=0,6363, co w efekcie dato warto$é 1/LogEDs¢=37,29 mg/wymig.

Fluktuacyjny charakter zmian mediany SCC pokazuje, ze w zakresie dawek HD—LD
mozna oczekiwa¢ nieliniowej dawki zaleznej od SCC. Kilka kluczowych parametrow
hematologicznych uleglo istotnym smianom w trakcie badania Zmiany wartosci MCHC,
RDW i fibrynogenu w odniesieniu do linii bazowej byly znaczace. Jednak wartosci
te miescily si¢ w granicach okreslonych, jako fizjologiczne dla bydia. Przedstawione badania
wykazaly, ze wplyw na poziom TNFa we krwi obwodowej po podaniu dowymieniowym
w HD i LD nie jest istotny. W fazie B,-Bj srednie stezenie TNFa. bylo rowne 104,2+43,32
pg/ml. W fazie R-R; poziom TNFa we krwi obwodowej nie zmienit si¢ istotnie i byt rowny
112,90+64,44 pg/ml. Synteza TNFa jest indukowana przede wszystkim przez toksyny
bakteryjne. W przedstawionych badaniach kwercetyne podawano zwierzgtom o wysokiej
wartoéei SCC wskazujacej na zapalenie wymienia, ale w hodowli bakteriologiczne;
nie znaleziono patogenéw bakteryjnych.

Ostatnie badania wskazuja, ze kwercetyna indukuje ekspresje inhibitora proteazy
leukocytow, co z kolei zmniejsza wydzielanie TNFa (De Santis i wsp., 2016). TNFa
ma kluczowe znaczenie dla podstawowych mechanizméw regulacyjnych w ukfadzie
odpornosciowym. Dlatego mozna stwierdzi¢, ze po podaniu dowymieniowym kwercetyny
w wyzej wymienionych dawkach, nie nalezy oczekiwa¢ ogolnego wplywu na ukifad
odpornosciowy. Dodatkowo w  tym przypadku mozna réwniez wyciagnaé wniosek,
7e po podaniu dowymieniowym kwercetyny w HD dawka LD nie ma znaczacego wplywu
na obraz krwi w ciagu 8 dni leczenia. Badania in vitro potwierdzily farmakologiczne dzialanie
kwercetyny w bardzo szerokim zakresie stezen 10-200 pM (Jeong i wsp., 2009). Wiadomo
réwniez, ze niektore z nich majq zalezny od dawki przebieg dwufazowy (Chirumbolo i wsp.,
2010). Poszukiwanie skutecznej dawki wymaga dalszych badan z uzyciem jednej dawki.
Przedstawione wyniki pozwolily na potwierdzenie istotnego wptywu kwercetyny na redukcje
SCC w mastitis u krow mlecznych po 8 dniach terapii. Analiza istotnosci trendow jest
w przypadku badan reakcji na dawke jednym z kluczowych elementow potwierdzajacych
badany efekt (ICH, 1994). W momencie podawania zarowno HD jak i LD zaobserwowano
znaczacy trend spadkowy w odniesieniu do SCC. Podawanie kwercetyny w dawce 120
mg/wymig, 4 godziny przez 3 Kolejne dni i 40 mg/wymie, co 24 godziny przez nastgpne pieé
dni, nie powoduje istotnych zmian we krwi. Obecno$¢ znaczacej fluktuacji i powrot
do malejacej tendencji SCC wyrazonej mediang jest w tym przypadku obrazem ztozonych
interakcji migdzy kwercetyng a uktadem odpornosciowym. Wnioski z badania wskazuja,
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ze tendencja spadkowa SCC po podaniu kwercetyny jest widoczna po podaniu zarowno HD,
jak i LD. Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w pigtej pracy oryginalnej,
wchodzacej w sklad osiagnigcia naukowego:

Burmanczuk A., Hola P., Milczak A., Piech T., Kowalski C., Wojciechowska B., Grabowski
T. (2018) Quercetin decrease somatic cells count in mastitis of dairy cows. Res Vet Sci, 117:
255-259.

Whioski wynikajace z przeprowadzonych badan:

e Stosowanie modelu dwukompartmentowego w badaniach farmakokinetycznych lekow
podawanych IMM, szczegélnie w pierwszych 24 godzinach po podaniu leku wymaga
czestszego pobierania prob do analiz niz wynikaloby to z interwalow doju
przemystowego.

e Rzadkie pobieranie prob w przypadku analiz farmakokinetycznych lekow podawanych
IMM moze maskowaé faze dystrybucji, ktora w efekcie moze by¢ niewidoczna
{ niemozliwa do scharakteryzowania.

e Stosowanie kg do wyznaczania tipka W mleku lub czasu jego wycofywania
z organizmu w modelach jedno kompartmentowych przy fluktuacyjnym charakterze
fazy eliminacji, moze wymaga¢ dwufazowej analizy tej stalej lub jej wyznaczania
na podstawie MRT.

o Zakres opornosci mleka w granicach 43.38-154,32 Q jest proporcjonalny do dziennej
wydajnoéci bydta mlecznego. W zwiazku z czym, moze stanowié dodatkowe
kryterium wlaczenia lub wykluczenia z grupy w badaniach farmakokinetycznych
odnoszace sie jednoczesnie do wydajnosci, jak i zdrowotnosci gruczotu mlekowego.

e Dwukompartmentowe rozmieszczenic substancji aktywnej w gruczole mlekowym
moze stanowi¢ podstawe do optymalizacji dawkowania lekow immunotropowych

droga dowymieniowa.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnig¢ naukowo-badawczych

Po wylaczeniu 5 prac oryginalnych stanowigcych podstawe cyklu habilitacyjnego,

w ktdrych jestem pierwszym autorem, m6j dorobek naukowy obejmuje:

e 14 prac oryginalnych w j. angielskim (10) oraz j. polskim (4)

e 13 prac przegladowych w J. angielskim (1) oraz j. polskim (12)
e 5 monografii wj. polskim

e 45 doniesien konferencyjnych (ustne lub plakatowe)

e 3 wyklady wj. angielskim, wyjazdy zagraniczne Pisa: 2013, 2014, 2018 rok. Erasmus
w tym po uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych:

e 10 prac oryginalnych w j. angielskim

e 6 prac przegladowych w J. angielskim (1) oraz j. polskim (5)

e 3 monografie w j. polskim

e 33 doniesien konferencyjnych (ustne lub plakatowe)

e 3 wyklady w j. angielskim, wyjazdy zagraniczne Pisa: 2013, 2014, 2018 rok. Erasmus

Powyzsze prace zostaly opublikowane w recenzowanych czasopismach, zarO6wno
krajowych jak i zagranicznych (zatacznik 3). W 11 publikacjach (nie liczac doniesien
konferencyjnych) jestem pierwszym autorem. Faczny IF mojego dorobku naukowego Wynosi
14,122, punktacja MNiSW = 439. Indeks h wynosi 3, a liczba cytowan wg Web of Science 35
(na dzien 01.03.2018).

Pozostale zainteresowania naukowe, ktore realizowatem, lub realizuje rownolegle do
badad farmakokinetycznych antybiotykow podawanych IMM u krow, w kontekscie
stosowania modelu dwukompartmentowego skladajacych si¢ na cykl habilitacyjny, mozna

podzieli¢ na kilka dziedzin, a szczegélnie interesujace mnie zagadnienia to:

Ocena bioréwnowaznosci preparatdw weterynaryj nych.

5 Badania nad oznaczeniem tiamuliny w tkankach u trzody chlewne].
Wykorzystania naturalnych zeolitow w produkcji zwierzecej | ochronie
srodowiska.

4. Wiasciwosci farmakokinetyczne niesterydowych lekow zapalnych (metamizolu)
u owiec i trzody chlewnej.

5. Badania majace wplyw na okreslajace stopien ryzyka dla konsumentdw po
stosowaniu lekéw dowymieniowych u krow mlecznych z przypadkami mastitis.

6. Prace o zroznicowanej tematyce.
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5.1. Pozostale osiggnigcia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

Ad 1) Po ukonczeniu studiow na wydziale Medycyny Weterynaryjnej w Lublinie
dwezesny Kierownik Katedry Farmakologii Profesor dr hab. Cezary Kowalski zaproponowat
mi zatrudnienie na etacie asystenta. W okresie przed uzyskaniem stopnia doktora
uczestniczylem w licznych do$wiadczeniach prowadzonych w Katedrze Farmakologii oraz
opanowalem techniki laboratoryjne. Wnikliwie ~zapoznatam siec z pisSmiennictwem
dotyczacym tematyki prowadzonych badan. Tematyka ta obejmowala farmakokinetyke oraz
oceng biorownowaznosci linkozamidow oraz sulfonamidéw po podaniu doustnym u zwierzat
hodowlanych. W pierwsze]j pracy, ktorej jestem wspOtautorem, scharakteryzowano $rednie
wartoéci stezen linkomycyny w osoczu warchlakéw po jednorazowym doustnym podaniu
preparatu Lincomycinum 11% i preparatu Lincocin 40% w dawce 10 mg/kg w przeliczeniu na
substancje czynna. Dla obu preparatéw obliczono parametry farmakokinetyczne takie jak:
AUCot Cmaxs tmax> t1/2; MRL, Vd, Cl. Wykazano, ze poréwnywane preparaty mozna uznaé
7a biorOwnowazne, poniewaz wyrazone w procentach réznice dla poréwnywanych
wskaznikéow farmakokinetycznych (AUC, Cuax, tmax) mieszcza sie w granicach: +20%.
W badaniach nad bioréwnowaznoscia sulfonamidéw scharakteryzowano Srednie warto$ei
stezen sulfadiazyny i trimetoprimu W 0s0CZu kurczat rzeznych po jednorazowym doustnym
podaniu preparatu Ditrivet sol. i preparatu Trimetosul 48% w dawce 30 mg/kg w przeliczeniu
na substancje czynne. Dla substancji czynnych obu preparatow obliczono wskazniki
farmakokinetyczne: AUC, Crnaxs tmax» t1zs MRT, Vd, Cl. Uzyskane wyniki z przeprowadzonej
analizy wykazaly, ze preparat Ditrivet sol. mozna uzna¢ za biordwnowazny z preparatem

Trimetosul 48%. Wyniki tych badan opublikowano w pracach:

5.1.1. Kowalski C., Rolifiski Z., Burmanczuk A., Zan R., Lodkowski R. (2004)
Farmakokinetyka  linkomycyny — oraz  ocend biorownowaznosci  preparalu
Lincomycinum 11% z preparatem Lincocin 40% po stosowaniu doustnym
u warchlakéw. Med Weter, 60(3): 307-3 09.

(MNiSW 10; IF 0,285)

5.1.2. Kowalski C., Rolinski Z., Burmanczuk A., Krasucka D., Wrona Z., Krakowski L.
(2004) Ustalenie hioréwnowaznosci preparalu sulfonamidowego potencjalizowanego
trimetoprimem Ditrivet solutio W poréwnaniu z preparatem referencyjnym u kur
brojleréw. Med Weter, 60(1 0): 1106-1109.

(MNiSW 10; IF 0,285)
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Ad 2) W tym okresie uczestniczylem réwniez w badaniach obejmujacych
optymalizacj¢ metod analitycznych do oznaczania i okre§lania tempa eliminacji
8-g- hydroksytiamuliny u trzody chlewnej. Tiamulina, potsyntetyczny antybiotyk, jest
stosowany wylacznie w weterynarii, jest szybko dystrybuowany w organizmie i intensywnie
metabolizowany w watrobie. Celem wykonanych badan byla walidacja metody oznaczania
tiamuliny w tkankach wskaznikowych $wifi oraz oszacowanie poziomow pozostalosci
metabolitu tiamuliny w tkankach, po podaniu doustnym i domigsniowym. Eksperyment
przeprowadzono na warchlakach, ktére podzielono na dwie grupy. Jednej grupie podano
doustnie preparat Tiamowet 45% granulat w dawce 24 mg/kg/24godziny, a drugiej grupie
podawano domigéniowo preparat Tiamowet 200 w dawce 15 mg/kg/24godziny. Oba leki
podawano przez 5 dni. Warchlaki z obu grup poddano ubojowi w dniach: 3, 4, 6, 8, 10, 12
i 15 po zakonczeniu podawania leku. Probki badanych tkanek migsni i watroby zostaly
wyizolowane w celu oznaczenia poziomu pozostatosci markera 8-a-hydroksytiamuliny
i oznaczono metoda chromatografii gazowej (GC) weg Marcusa i Sherma w modyfikacji
wihasnej (Marcus & Sherma, 1993). Oceniono podstawowe parametry walidacyjne, w tym
dokladno$é, precyzjg, selektywnosé, czulosé, powtarzalno$¢ i stabilnosc. Badania
potwierdzily przydatnos¢ metody GC do oznaczania pozostatosci tiamuliny w tkankach Swin.
W doswiadczeniu wykazano, ze stgzenie 8-o- hydroksytiamuliny w badanych mig¢éniach
osiaga poziom nizszy niz MRL, tj. 100 pgkg, w 10-tym dniu po domig$niowym
podaniu preparatu Tiamowet 200 i w 12-tym dniu po doustnym podaniu preparatu
Tiamowet 45% granulat. Walidacja metod analitycznych jest kluczowym elementem
zarbwno w opracowywaniu metod referencyjnych, jak i oceny kompetencji laboratorium
w zakresie tworzenia wiarygodnych danych analitycznych. Wyniki badan opublikowano

w pracach:

513. Zah R., Kowalski C., Rolinski Z., Burmanczuk A. (2006) Tempo eliminacji
8-a-hydroksytiamuliny, markera pozostatosci tiamuliny, u SWin. Med Weter, 62(4):
448-451
(MNiSW 15; IF 0)

51.4. Zan R.Kowalski C., Burmanczuk A. (2006) Walidacja metody oznaczania

8-a-hydroksytiamuliny w materiale biologicznym. Med Weter, 62(7): 797-800.
(MNiSW 15; IF 0)
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5.2. Pozostale osiagnigcia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych bralem udzial w badaniach
zwiazanych z wykorzystania naturalnych zeolitow w produkcji zwierzgeej 1 ochronie
srodowiska. Czynnie zaangazowalem si¢ w badania mastitis u bydia mlecznego. Wlaczytem
sie rowniez w badania z zakresu farmakokinetyki metamizolu u owiec i trzody chlewne;j.

Ad 3) Zeolitowy tuf jest rozdrobnionym mineralem gorskim, ktérego gloéwnym
komponentem jest klinoptiolit, posiadajacy wlasciwosci jonowymienne 1 adsorpcyjne.
W sklad tego zeolitu wchodzg potrzebne dla organizmu zwierzat mikro i makroelementy.
Celem badan byla: wstepna ocena przydatnosci naturalnych zeolitow w odchowie kurczat
rzeznych. Oceng wplywu zeolitu na wykorzystanie sktadnikow pokarmowych i poziom
upadkéw w kurniku przeprowadzono na 20 tys. jednodniowych kurczat rzeznych odmiany
Ross, stanowiacych obsadg jednego kurnika. Obsada kurnika byla podzielona na dwie czgsci
po 10 tys. sztuk. Jedna grupa otrzymywata z karma przez 6,5 tygodnia 5% dodatek zeolitu,
druga grupa otrzymujaca same pasze stanowila odniesienie. Czas obserwacji wynosit 45 dni.
Stosowano naturalny zeolit, ktéry pochodzit z ukrainskiego ztoza Sokirnickiego. Zawieral on
(%): tlenek krzemu — 69,43, tlenek aluminium — 13,04, podtlenek zelaza — 0,78, tlenek zelaza
— 1,05, tlenek tytanu — 0,18, tlenek manganu — 0,033, tlenek wapnia — 2,10, tlenek potasu —
2,64, tlenek magnezu — 0,87, tlenek sodu — 2,06, tlenek fosforu — 0,033, woda — 3.99.
Maczka zeolitowa o takim skladzie ($rednica drobin 1-3 mm) byla dodawana w ilosci 5%
do paszy w grupie do$wiadczalnej. W czasie do$wiadczenia, co tydzien dokonano pomiar6w
masy ciata, po 100 kurczat w kazdej grupie oraz prowadzono rejestr upadkow.

Wyniki obserwacji: W grupie otrzymujacej 5% dodatek zeolitu, wykorzystanie paszy na |
kg przyrostu 1,870+3,70 g/kg™; w grupie odniesienia 2,08+4,19 g/kg". Ilo$¢ kurczat padhych:
grupa z zeolitem — 46; grupa odniesienia — 63.

Podsumowujac naturalne zeolity sa krystalicznymi glinokrzemianami o tréjwymiarowe]
strukturze szkieletowej, zabudowanej kontaktujacymi si¢ kanatami, wypetnionymi duzymi
jonami i czasteczkami wody. Zainteresowanie biologicznymi efektami zeolitéw wynika z ich
wiasciwosci fizyko-chemicznych, takich jak duza zdolno$¢ do wymiany jonowej, wiasciwosci
adsorpcyjne oraz zwiazane ze strukturg czasteczki wiasciwosci przesiewowe dla zwigzkow
chemicznych. Zeolity sa szczegolnie przydatne do usuwania kationow takich jak amon (NHa)
oraz niektérych metali ciezkich z wody (arsenu, otowiu i rteci). W trakcie doswiadczenia
wykazano wzrost wykorzystania paszy i spadek upadkéw kurczat w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Wyniki badan zostaly opublikowane w pracy:
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5.2.1. Burmanczuk A., Roliaski Z., Kowalski. C., Burmanczuk N., Markiewicz W.
(2015) Possible use of natural zeolites in animal production and environment
protection. J Elementol, 20(4): 803-811.

(MNiSW 15; IF 0,719)

Ad 4) Bralem czynny udzial w badaniach farmakokinetycznych czynnych
metabolitow markera 4-metyloamino-antypiryny i 4-amino-antypiryny prowadzonych
wspélnie z pracownikami Katedry Farmakologii i Toksykologii Uniwersytetu w Pizie
(Wiochy).

Metamizol (MT) jest lekiem przeciwbdlowym i przeciwgoraczkowym przeznaczonym
do stosowania u ludzi, koni, bydta, §win i psoéw. MT ulega szybkiej hydrolizie do gtéwnego
metabolitu 4-metyloamino-manadyny (MAA) i 4-amino-antypiryny (AA). Celem pierwszego
etapu badan byta ocena profili farmakokinetycznych MAA po podaniu metamizolu zdrowym
owcom dozylnie (iv) n=6 i domigsniowo (im) n=6 w dawce 20 mg/kg. Dwanascie owiec
podzielono losowo na dwie grupy zgodnie ze schematem ‘cross-over” 2x2. Krew pobierano
w ustalonym czasie w ciagu 36 godzin, a osocze analizowano za pomocg zwalidowanej
metody HPLC-UV. Nie obserwowano zmian zachowania ani parametrow zdrowotnych
w grupach zwierzat po iv i im podaniu leku. Stgzenia MAA w osoczu po podaniu dozylnym
MT byto wykrywalne od 5-t¢j minuty do 8-mej godziny od podania leku u wszystkich
zwierzat. Oznaczenie ilosciowe MAA w osoczu zwierzat po podaniu im bylo mozliwe od
5-tej minuty do 10 godziny u wszystkich zwierzat. Jedynymi dwoma znaczaco rdéznigcymi si¢
parametrami pomigdzy grupami byly Cmax i tmax (p<0,01). AUC;/AUC;, wyniosto 1,12.
Niniejsze badanie wykazato, ze po podaniu iv i im MT nie stwierdzono klinicznie istotnej
réznicy w MAA, jednak konieczne sg dalsze badania w celu oceny profilu bezpieczenstwa
i skutecznosci dzialania MT u owiec.

Celem drugiego etapu naszych badan byla ocena farmakokinetyki aktywnych
metabolitéw (MAA) i (AA) u samcéw prosigt po pojedynczym podaniu im MT. Os$miu
zdrowym samcom prosiagt podano domigsniowo MT w dawce 100 mg/kg. Probki krwi
pobierano w zaplanowanych odstepach czasu, a stgzenia leku w osoczu oceniano za pomoca
zwalidowanej metody HPLC. Stezenia MAA w osoczu wykrywano od 15 min do 48 godzin
od podania leku natomiast AA od 0,5 godziny do 72 godzin od aplikacji metamizolu. Srednie
maksymalne stezenia MAA i AA wynosity odpowiednio 47,59 i 4,94 mg/ml. Sredni kel
wynosit 8,57 i 13,3 godzin odpowiednio dla MAA i AA. Wykazano, ze pozostatosci MAA
i AA u prosiat roznig si¢ od zbadanych u innych gatunkow zwierzat. Dlatego konieczne
sa dalsze badania, aby zrozumie¢, czy te réznice w stgzeniach w osoczu MAA i AA pomigdzy
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gatunkami zwierzat wymagaja zréznicowanego dawkowania leku. Wyniki badan

opublikowano w pracach:

5.2.2.Giorgi M., De Vito V., Lee H., Laus F., Kowalsky C., Faillace V., Burmanczuk A,,
Vullo C. (2015) Pharmacokinetic investigations of the marker active metabolite-4-

methylamino-antipyrin after intravenous and intramuscular injection of metamizole
in healthy sheep. Small Rumin Res, 132: 143-146.

(MNiSW 30; IF 1,083)
52.3.Burmanczuk A., Kowalski C., Giorgi M., Owen H., Grabowski T. (2016)

Pharmacokinetic investigations of the marker active metabolites 4-methylamino-
antipyrine and 4-amino- antipyrine after intramuscular injection of metamizole
in health piglets. J Vet Pharmacol Therap, 39(6): 616-620.

(MNiSW 32; TF 1,202)

W tym samym czasie kierowalem badaniem, ktoérego celem byla ocena parametrow
hematologicznych metamizolu po podaniu domigsniowym u prosigt. Badania wykonane
zostaly na 8 zdrowych samcach prosiat, o masie od 5,0 do 7,4 kg. Zwierzgtom podawano
domieéniowo metamizol (Biovetalgin, 500 mg/ml). Krew pobrano 15 min, 30 min 45min, 1,
2, 4, 6, 8 10, 12, 24, 48, 72 godz. od podania leku. Stgzenie osoczu 4MAA
i 4AA analizowano za pomoca wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej.

Analizie poddano podstawowe wskazniki morfologiczne krwi (leukocyty — WBC),
trzy subpopulacje leukocytéw: LYM, MID, GRA, ponadto LYM%, MID%, GRA%, RBC,
hematokryt — HCT, srednig objetosé krwinki — MCV, wskaznik anizocytozy erytrocytow —
RDW, stezenie hemoglobiny — HGB, $rednia masa hemoglobiny w krwince - MCH, srednie
stezenie hemoglobiny w krwinkach — MCHC, trombocyty — PLT, ptytkokryt — PCT, Srednia
objetos¢ krwinki ptytkowej — MPV, wskaznik anizocytozy trombocytow — PDW).
Przeprowadzono badanie funkcji trombocytow, oceniano szlak aktywacji pltytek zalezny
od ADP oraz szlak aktywacji zalezny od COX-1 Stan osoczowego ukladu krzepnigcia
oceniano na podstawie przegladowych testow hemostazy: czasu protrombinowego (PT)
i czasu czedciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT). Oznaczono takze stezenie
fibrynogenu metoda PT zalezng z uzyciem tromboplastyny.

W pracy poszukiwano réwniez zalezno$ci pomiedzy parametrami hematologicznymi
a stezeniem metabolitbw. Minimalne kryteria walidacyjne, jakie powinien spetni¢
zoptymalizowany model przyjgto na poziomie zgodnym z wymogami OECD: Qzasm-Qz‘}O{l ,
020,65, R%>0,85, 0*-R’<0 (OECD, 2004, 2007). Tylko model spefniajacy wszystkie kryteria
jednoczesnie kwalifikowano, jako zweryfikowany pozytywnie i w petni predykcyjny.
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W przypadku trombocytéw tuz po podaniu leku odnotowano istotny wzrost PLT a nastgpnie
spadek ktorego szczyt przypadt na 10-ta godzing po podaniu MET (p<0,05). Wartos¢ PLT
po 24 godzinach od podania leku wrécita do poziomu podstawowego. W przypadku
fibrynogenu tuz po podaniu leku odnotowano istotny spadek ktorego szczyt przypadl na 6
godz. po podaniu MET (p<0,05). Poziom fibrynogenu wrécit do poziomu wyjsciowego po 24
godz. od podania MET. Potwierdzono rowniez istotna zalezno$¢ pomiedzy poziomem
fibrynogenu a WBC (R?=0.8355, p<0,05). W przypadku pozostatych parametréw uzyskanych
po podaniu MET nie stwierdzono zmian istotnych statystycznie. Stwierdzono istotng
zalezno§¢ miedzy stezeniem 4MAA a parametrami hematologicznymi przedstawionych
w postaci wyrazenia arytmetycznego PT + [(Hb + Hct)/(RBCATT Proatioy]  Zalezno$é ta jest
statystycznie istotna (p<0.001). Parametry walidacyjne wyznaczone metoda LOO dla
zaleznodci AMAAPT + [(Hb + Het)/(RBCATT P %)] osiagnety wartosci: 0% aym-0°=0,063,
(0?=0,8274, R?=0,8905, Q*-R?=0,0631, SS=157336, PRESS=271,57. Jednoczesnie nie
potwierdzono istnienia tej samej zaleznosci w odniesieniu do 4AA-PT+H(Hb +
Het)/(RBCATT Pr #0y) - (p>0,05). Jak wykazano dane dotyczace Ht, Hb oraz RBC sa w tym
wypadku komplementarne co potwierdza przewidywalno§¢ zaproponowanego modelu.
Pomiedzy RBC a sumg Ht oraz Hb wykazano silng istotng zaleznos¢ (R2=0,9500, p<0,05).
Jak wykazano na modelu $wini hodowlanej po szesciu godzinach od podania leku wartos¢
APTT znacznie spada. Krzywa relacjonujaca efekt dziatania leku ma w tym wypadku
przebieg fluktuacyjny. Pomigdzy 24 i 72 godzing od podania leku spadek wartosci APTT
poglebia si¢ i nie wraca do poziomu wyjsciowego.

W trakcie prowadzonych analiz potwierdzono istnienie zaleznosci 4AMAA-PT + [(Hb
+ Het)/(RBCATT Pr atioy] - 7aleznoéé ta ma warto$¢ predykcyjna w odniesieniu do 4MAA,
co potwierdzita przeprowadzona procedura walidacyjna. Oznacza to, ze znajac wartosci
parametréw morfologicznych po podaniu MET mozna wyznaczy¢ stgzenie 4MAA w osoczu
$wini hodowlanej. Walidacja wymienionej zaleznosci powiodlta si¢ tylko w odniesieniu
do AMAA co oznacza ze mechanizm wplywu 4MAA na parametry hematologiczne jest rozny
od 4AA. Wyniki badan przedstawiono w publikacji:

52.4. Burmanczuk A., Milczak A., Grabowski T., Osypiuk M., Kowalski C. (2016)
The using of a piglets as a model for evaluating the dipyrone hematological effects.
BMC Vet Res, 12(1): 263.
(MNiSW 40; IF 1,750)
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Ad 5) Bralem czynny udzial w badaniach oznaczania stezen cefacetrilu w mleku po
jednorazowym dowymieniowym podaniu preparatu ..JMasticef’, metodami chromatografii
cienkowarstwowej (TLC-DB) oraz HPLC, a takze w analizach poréwnawczych
farmakokinetyki cefacetrilu i okreslaniu szybkosci eliminacji tego antybiotyku u krow
zdrowych i chorych. Badania przeprowadzono z preparatem dowymieniowym Masticef
w objetosci 5 ml (8 g) zawierajacym 250 mg substancji czynnej. Do$wiadczenie wykonano na
18-tu krowach mlecznych, w koncowym stadium laktacji (n=8, grupa A) i grupie krow ze
stanem zapalnym gruczolu mlekowego (n=10, grupa B). Cefacetril (CEF) podawano
w postaci zawiesiny IMM tubostrzykawka w taki sam sposéb w obydwu grupach. Probki
mleka z antybiotykiem pobierano po 2, 3, 6, 8, 10, 24, 36 i 48 godzinach od podania leku. Od
krow ze stanem zapalnym gruczolu mlekowego pobierane byly prébki mleka, przed 1 po
zakoficzeniu terapii, w celu przeprowadzenia badan bakteriologicznych. Odttuszczone probki
mleka analizowano réwnolegle za pomoca HPLC i TLC-DB.

We wezesniejszych badaniach wykazano, ze liniowa aproksymacja dla wykresu
kalibracji w TLC-DB jest mozliwa tylko dla waskiego zakresu stezen. Dlatego zaleznosci
migdzy obszarem stref zahamowania i logarytm stezenia CEF w mleku zostaly uzyte, jako
krzywe kalibracyjne. Ostateczne stezenie dla danej probki zostato obliczana, jako $rednia
z trzech wartosci uzyskanych na podstawie trzech krzywych kalibracyjnych.
Do przeprowadzenia analizy statystycznej wynikow uzyto programu komputerowego
Statistica 6.,0. Istotnoéé réznic pomiedzy $rednimi w kolejnych godzinach po podaniu leku dla
grupy krow zdrowych i dla grupy krow ze stanem zapalnym gruczotu mlekowego
zweryfikowano testem t Studenta (0=0,05). Podobnie postapiono w przypadku obliczonych
wskaznikow farmakokinetycznych. Najwyzsze (wartosci $rednie) stezenie CEF
po jednorazowym podaniu preparatu Masticef zaréwno u krow w stanie fizjologicznym, jak
i u krow ze stanem zapalnym gruczotu mlekowego stwierdzono po 2 godz. od podania.
Wynosity one odpowiednio: 115,30 pg/ml (grupa A) i 237,31 pg/ml (grupa B). Istotne
obnizenie stezenia CEF u obu grup zwierzat obserwowano po 6 godzinach od podania.
Wartosé stezenia u krow z grupy A wynosita 25,35 pg/ml a u kréw z grupy B 28,45 pg/ml.
W kolejnych godzinach (8, 10) od podania leku wartosci stezenia CEF u obu grup krow
ulegaly dalszemu obnizeniu. Po 24 godzinach wartosci stezen leku obnizyly si¢ u krow
w grupie A do 1,57 pg/ml a w grupie B do 2,15 pg/ml. Na podstawie uzyskanych st¢zen
badanego antybiotyku, przy zastosowaniu programu komputerowego PK Solution 2,0
okreslone zostaly podstawowe parametry farmakokinetyczne zwiazane z szybkoscig
eliminacji CEF z mleka.

7 wyliczonych parametréw farmakokinetycznych wynika, ze CEF zastosowany
u kréw z grupy A osigga nizsze stezenia maksymalne w mleku Cpa=140,50 pg/ml
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niz w grupie zwierzat z grupy B - Cpa=174.29 pg/ml. [stotnie nizsze sa rOwniez wartosci
AUC ustalone dla zwierzat zdrowych (grupa A) - 619,94 w poréwnaniu do zwierzat z mastitis
(grupa B) — 1022,96. Odwrotnie wartoéé MRT dla CEF zastosowanego u krow z mastitis
okazata si¢ wyzsza - 119,60 godz. w poréwnaniu z krowami zdrowymi — 22,20 godz. Vd
u kréw z grupy A wynosila - 1,19 ml/kg, natomiast u kréw z grupy B byta stosunkowo
wyzsza - 2,78 ml/kg. Ocena istotnosci réznic miedzy warto$ciami srednimi poréwnywanych
wskaznikow farmakokinetycznych u kréw z grupy A i B wykazala istotne rdznice mig¢dzy
parami nastepujacych wskaznikow farmakokinetycznych: Cpa. AUC, MRT i Vd dla
Masticefu stosowanego u krow zdrowych i chorych. Brak istotnych réznic stwierdzono tylko
w przypadku - tma. Uzyskane stezenia CEF w mleku w pierwszych godzinach po podaniu
antybiotyku $wiadcza o jego przydatnosci w leczeniu zapalen gruczolu mlekowego. Osiggane
stezenia antybiotyku wielokrotnie przekraczaja wartosci MIC, dla  drobnoustrojow
chorobotwérczych wywotujacych mastitis 1 pozwalaja na skuteczng eliminacj¢ czynnikow
patogennych jak rowniez uzyskane w niniejszym do$wiadczeniu wyniki wskazuja,
7e adoptowana i poddana walidacji metoda TLC-DB i HPLC jest w pelni przydatna
do oznaczania CEF w mleku. Wyniki badan przedstawiono w publikacji:

52.5. Choma LM., Kowalski C., Lodkowski R., Burmanczuk A., Komaniecka I. (2008)
TLC-DB as an alternative to the HPLC method in the determination of cefacetril
residues in cow's milk. J Liq Chromatogr Relat Technol, 31: 1903-1912.

(MNiSW 15; IF 1,026)

526. Burmanczuk A., Rolifiski Z., Kowalski C., Zan R. (2011) Concentration of cefacetril
In milk after its intramammary administration to cows with health and inflamed
mammary gland. Bull Vet Inst Pulawy, 55: 685-688.

(MNiSW 20; IF 0,414)

Celem kolejnych badan bylo okreslenie aktualnej aktywnosci ampicyliny (AMP)
w przypadkach mastitis przy uzyciu modelu PK/PD. W celu ograniczenia przypadkow
nieskutecznoéci antybiotykoterapii w wyniku oporno$ci bakterii wprowadzono stosowanie
polaczonego modelu wskaznikow farmakokinetycznych i farmakodynamicznych — PK/PD
Parametry te uzywane w tym modelu to: AUC/MIC, okres czasu utrzymywania si¢ stezenia
antybiotyku powyzej wartosci MIC (%T>MIC), CmaxMIC. Dos$wiadczenie wykonano
na 9 krowach mlecznych ze stanem zapalnym gruczotu mlekowego, ktore otrzymaty Sml (75
mg ampicyliny sodowej). Probki mleka pobierane byly w nastgpujacych przedziatach
czasowych: 2, 4, 6, 8, 10, 24, 36, 48, 60 godzinach i poddawane byly procesom oznaczania.
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Analize farmakokinetyczna stezen AMP w mleku przeprowadzono przy uzyciu
programu komputerowego PK Solutions 2.0 a oceng skutecznosci AMP w warunkach in vitro
przeprowadzono przy uzyciu wskaznika %T (>MIC) w stosunku do uzyskanych
z pismiennictwa wartosci MIC dla izolatow z przypadkéw mastitis oraz odpowiednich
szczepow referencyjnych. W  naszych warunkach wskaznik %T (>MIC) opiera
sie na zalozeniu, ze w przedziale czasu Ty-Tg wyrazonym w procentach (z zatozeniem %T¢—
Teo>MIC=100%), stezenia ampicyliny powinny przewyzsza¢ wartosci MIC.

Po mniej wigcej 10-24 godzinach, ostre nachylenie krzywych stezen badanego
antybiotyku zmniejsza si¢ i przypomina krzywe dla lekéw podawanych pozanaczyniowo.
Przy niskim stosunkowo wigzaniu si¢ AMP z biatkami, wyrazny spadek stg¢zenia badanej
penicyliny w mleku juz po 4 godzinach od podania byl spowodowany jego absorpcjg
do pecherzykéw gruczotu mlekowego i w mniejszym stopniu przenikaniem jego do krwi.
Po mniej wiecej 36 godz. od podania leku, krzywa stezenie-czas opada, az do 60 godz. W tym
okresie stezenie antybiotyku przekracza wartosci MRL, jednak po 60 godzinach poziom byl
nizszy od wartosci MRL.

Okres pottrwania w fazie wchlaniania, ktory w decydujacym stopniu wplywa na
dalsze losy AMP w mleku, wynosit - 1,223 godziny. Wartosci okresu poltrwania t,-D (h)
i eliminacji ty-E (h) dla ampicyliny sa w przedziale pierwszych 24 godzin od podania
odpowiednio: ty-D (h) - 4,564 h i t,,-E (h) — 7,366 godz. Oba wymienione parametry majg
znaczenie przy wyznaczaniu okresu karencji w kolejnych przedziatach czasowych 24-60
godzin. Klirens AMP podanej IMM, wskazuje na czeSciowa jej eliminacje droga przez
kanaliki nerkowe. W celu sprawdzenia w warunkach in vifro skuteczno$ci badanej
aminopenicyliny w przypadkach mastitis uzyto model PK/PD. Model ten wdrozono w oparciu
o wykonana analiz¢ farmakokinetyczna stezen AMP w mleku kréow, a jako wskaznik
farmakodynamiczny uzyto: %T (>MIC). Wskaznik %T (>MIC) najlepiej prognozuje
potencjalng skuteczno$¢ antybiotyku, ktorej efekt bakteriobojezy zalezy od czasu
ich dziatania w miejscu zakazenia (np. beta-laktamazy).Wedtug danych literaturowych
wartosci MIC dla bakterii izolowanych z przypadkéw mastitis sa bardzo zrdznicowane
i wahaja si¢ w zakresic 0,25-32 pg/ml. Na przykiad wartosci MIC dla szczepow
referencyjnych wynosza: E. coli (2-8 pg/ml) i S. aureus (0,5-2 ug/ml). Udato si¢ ustalic,
ze tylko w przypadku niektorych izolatow od krow z mastitis, stezenia AMP w calym
przedziale czasu — Ty — Teo, byly wyzsze od ustalonych dla bakterii warto$ci MIC. Obliczone
parametry farmakokinetyczne pozwalaja ustali¢ roznice, ktére moga powsta¢ po podaniu
AMP IMM w fazie absorpcji, dystrybucji i eliminacji tego antybiotyku z mleka.
Przeprowadzone badania potwierdzaja celowos¢ stosowania modelu PK/PD w celu
weryfikacji poziomu dawkowania dla innych antybiotykéw B-laktamowych i stosowaniu
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roznych wskaznikow modelu PK/PD: AUC/MIC, Cna/MIC, %T >MIC. Wyniki badafi
przedstawiono w publikacji:

52.7. Burmanczuk A., Rolinski Z., Kowalski C., Zan R. (2016) Pharmacokinetic —
pharmacodynamic model and ampicillin residue depletion after intramammary
administration in cows. J Vet Res, 60: 169-176. (Bul Vet Inst Pulawy)

(MNiSW 15; IF 0,462)

W kolejnych badaf, w ktérych bralem udzial celem bylo przeprowadzenie analiz
bakteriologicznych probek mleka pod katem izolacji drobnoustrojow odpowiadajacych
za zakazenia wymienia oraz okreslenie ich wrazliwoéci na wybrane antybiotyki p-laktamowe.

Badania przeprowadzono na grupie kréw mlecznych (n=119) z SCC<400 000 ml.
Badania opornoci na antybiotyki P-laktamowe wykonano metodg kragzkowo-dyfuzyjna
na podlozu Mueller-Hinton. Badania bakteriologiczne wykazaly, ze we wszystkich
analizowanych oborach kréw mlecznych czynnikami etiologicznymi byly zaréwno bakterie
zarazliwe jak tez $rodowiskowe. W grupie bakterii zarazliwych stwierdzono wystgpowanie
typowych patogenéw odpowiedzialnych za zakazenia wymienia: Staph. aureus, Sir.
agalactiae, Corynebacterium bovis. Stosunkowo szeroka grupg izolatow stanowity
odpowiedzialne za stany zapalne gruczolu mlekowego bakterie srodowiskowe:
Str. disgalactiae, Str. uberis, Staph. chromogenes, Staph. hyicus, E. coli. Sredni odsetek krow
7z przypadkami mastitis wywotanymi przez bakterie zarazliwe wynosit 37,3%, a zapalenia
wymienia wywolane przez drobnoustroje Srodowiskowe stanowily 62,7% analizowanych
przypadkéw. Wsréd drobnoustrojow  $rodowiskowych najwigkszy odsetek stanowily
paciorkowce (23%), nastepnie w kolejnosci gronkowce (13,2%) i E. coli (8,8%).
Najliczniejsza grupe patogenow zarazliwych stanowily paciorkowce - Str. agalactiae (29,6%)
i gronkowce - Staph. aureus (20,8%). Wyniki opornosci badanych izolatow na cefalosporyny
ksztattowaly si¢ na roznym poziomie. Oporno$é 100% wykazywaly izolaty Corynebacterium
bovis wobec cefalontyny i E. coli wobec cefazoliny. Dalej w kolejnosci 80% badanych
szczepow Corynebacterium bovis byto opornych wobec cefacetrylu i 60% opornych izolatow
wobec cefoperazonu. Wrazliwo$é badanych patogenow na testowane cefalosporyny uktadata
sic generalnic na niskim poziomie. Najwyzszy odsetek izolatow Str. dysgalactiae byto
wrazliwych na cefazoling — 80%. Tylko 50% analizowanych szczepow Sir. agalactiae byto
wrazliwych na cefazoling; taki sam poziom wrazliwosci wobec cefacetrilu wykazywaty
szczepy Staph. haemoliticus. Poziom wrazliwosci wszystkich pozostatych izolatéw wobec
4 testowanych cefalosporyn wahat si¢ w granicach 20-35%. Opornos¢ na benzylopenicyling
G kszaltowala na poziomie od 80% (szczepy Staph. aureus) do 60% (szczepy Staph.
haemolyticus). Odnotowano stosunkowo wysoka wrazliwos¢ w granicach 80-100% izolatow
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Str. agalactiae, Str. dysgalactiae oraz Corynebacterium bovis na benzylopenicyling G.
Wysoki odsetek badanych izolatow byl oporny na kloksacyline: Str. agalactiae 60%, Staph.
haemoliticus 60%, Str. dysgalactiae 80%. Oceniajac wyniki stwierdzono, ze poziom
opornoéci na AMP w przypadku szczepow E. coli i Staph. haemolyticus byl wyzszy
w poréwnaniu do amoksycyliny. Natomiast najwyzszy odsetek szczepow wrazliwych na obie
te aminopenicyliny stwierdzono w przypadku Staph. aureus 1 Str. uberis.

Ocena wrazliwosci na antybiotyki izolatéw z przypadkéw zapalenia wymienia
pozwala na wiasciwy dobor aktywnych lekow, zmniejsza prawdopodobiefistwo braku
skutecznosci terapii i przyczynia si¢ zmniejszenia skali zuzycia antybiotykow. Testy in vitro
na wrazliwoéé izolowanych bakterii wobec chemioterapeutykow umozliwiajg réwniez
wezesna ocene skali wzrostu szczepdw opornych w danym gospodarstwie lub rejonie praktyki
lekarskiej. Wyniki przedstawionych w tym do$wiadczeniu badan bakteriologicznych jeszcze
raz potwierdzaja konieczno$¢ statego monitorowania poziomu wrazliwosci na antybiotyki
drobnoustrojow zaréwno zarazliwych jak i srodowiskowych. Wyniki badan przedstawiono
w publikacji:

52.8. Burmanczuk A., Kowalski C., Rolinski Z., Zan R., Krasucka D. (2016) Activity of j-
lactam antibiotics against certain microorganisms chich causa mastitis in cows.
J Vet Res, 60: 267-271. (Bull Vet Inst Pulawy)
(MNiSW 15; IF 0,462)

Ad 6) Czes¢ prac, zroznicowanych pod wzgledem tematycznym, jest efektem mojej
wspotpracy miedzy innymi z Zaktadem Fizjologii, Zakladem Patofizjologii UP w Lublinie,
Panstwowym Instytutem Naukowych Badan Weterynaryjnych Produktéw Leczniczych
i Dodatkéw Paszowych (SCIVP), Laboratorium Instrumentalnych Metod i Analiz (LIMA)
we Lwowie, Katedra Anatomii Poréwnawczej i Antropologii UMCS w Lublinie, jak rowniez
Katedra Anatomii, Biochemii i Fizjologii Weterynaryjnej Uniwersytetu w Pizie. Wyniki
badan przedstawiono w publikacji:

5.2.9. Borzym E., Bobowiec R., Kosior-Korzecka U., Martelli F., Burmanczuk A. (2008)
Disturbances of cow oocyte maturation by phytoestrogens. Med Weter, 64(9): 1107-
1111.

(MNiSW 10; IF 0)

5.2.10. Klebaniuk R., Yanovych D., Zasadna Z., Dobrowolski P., Burmanczuk A.,
Szymanczyk S., Burmanczuk N., Kwiecien M. (2018) Chloramphenicol-induced
alteration in the liver and small intestine epithelium in pigs. Ann Anim Sci,
doi: 10.2478/aoas-2018-0001.

(MNiSW 20; IF 0,731)
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5.3. Publikacje przegladowe:

5.3.1. Kowalski C., Sztanke M., Burmaneczuk A. (2003) Makrocykliczne lakiony w terapii

3.3.2,

3.33.

5.34.

.

5.3.6.

53.7.

5.3.8.

5.3.9.

chordb pasozytniczych. Med Weter, 59(12): 1069-1072. (MNiSW 10; IF 0,236)

Kowalski C., Krasucka D., Pomorska M., Burmainczuk A. (2004) Preparaty
zarejestrowane w Rejestrze Produkiow Leczniczych Dopuszczonych do Obrotu
w Polsce, stosowane w zwalczaniu inwazji pasozyliow wewnetrznych u psow i kotow.
Magazyn Wet, 13(91): 72-76. (MNiSW 0; 1F 0)

Kowalski C., Rolinski Z., Krasucka D., Burmaficzuk A. (2004) Preparaty stosowane
w znieczuleniu miejscowym u zwierzql — Srodki miejscowo znieczulajqce. Magazyn
Wet, 13(93): 18-20. (MNiSW 0; IF 0)

Burmanczuk A., Burmanczuk Z., Chodun M. (2006) Prakiyczne aspekty leczenia
zaburzen czynnosci przewodu pokarmowego na tle Zywieniowym u duzych zwierzqt. Biuletyn
Lubelskiej Izby Lekarsko-Wet, 4: 23-26. (MNiSW 0; IF 0)

Burmanczuk A., Kowalski C., Burmanczuk Z. (2007) Aktywnosé cefalosporyn I-szej
generacji wobec Drobnoustrojow powodujqcych stan zapalny gruczolu mlekowego.
Biuletyn Lubelskiej Izby Lekarsko-Wet, 4: 28-30. (MNiSW 0; IF 0)

Zan R., Rolinski Z., Kowalski C., Burmanczuk A., Polska B. (2011) Wiasciwosci
biologiczne melatoniny i jej zastosowania kliniczne u zwierzqt. Zycie Wet, 86(3): 225-
228. (MNiSW 4; IF 0)

Zan R., Rolinski Z., Kowalski C., Burmanczuk A. (2012) Melatonina, potencjalnie
nowy lek przeciwnowotworowy stosowany u zwierzql. Med Weter, 68(6): 321-384.
(MNiSW 10; IF 0,203)

Zan R., Rolinski Z., Kowalski C., Burmanezuk A. (2013) Leczenie foksycznych
uszkodzer watroby u pséw i kotéw przy uzyciu antyoksydantow. Zycie Wet, 88(5):
392-395. (MNiSW 4; IF 0)

Zan R., Rolinski Z., Kowalski C., Burmanczuk A. (2014) Wiasciwosci
przeciwbdlowe metatoniny oraz  jej mozliwosSci terapeutycznego zastosowania
w zespolach bélowych. Med Weter, 70(6): 336-341. (MNiSW 15; IF 0,218)

5.3.10. Markiewicz W., Barski D., Burmanczuk A., Tomaszewska E. (2014) Toxicity

of salinomycin and narasin in turkeys. J Elementol, 3: 903-914. (MNiSW 15;
IF 0,690)

5.3.11. Krasucka D., Biernacki B., Szumito J., Burmaiczuk A. (2017) Monitoring zuzycia

lekéw przeciwdrobnoustrojowych u bydla, trzody chlewnej i koni w Polsce w latach
2014-2016 na podstawie Programu Wieloletniego. Zycie Wet, 92(8): 578-581.
(MNiSW 4; IF 0)
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5.4. Monografie

54.1.

5.4.2.

5.4.3.

5.4.4.

5.4.5.

Kowalski C., Burmanczuk A., Zan R (2005) Epidemiologia zagrozen zdrowotnych
preparatéw stosowanych w zwalczaniu inwazji pasozytéw wewnetrznych u psow
i kotéw. Str. 633-640. Wydawca LIBER, Lublin.

Kowalski C., Lebkowska B., Burmanczuk A., Pomorska M. (2007) Odczyny
alergiczne po stosowaniu wybranych antybiotykéw. Str. 109-125. Wydawca Studio
Przygotowawcze Wydawnictw ,,Edycja” Olsztyn

Kowalski C., Burmanczuk A (2011) Farmakologia zespolu biegunkowego u cielqt.
Lecznica Duzych Zwierzat (Monografia) 2(6): 48-50.

Kowalski C., Burmanezuk A (2012) Rozpoznawanie wybranych toksykoz u bydlta.
Iecznica Duzych Zwierzat (Monografia) 2(7): 82-85.

Burmanczuk A., Zan R., Kowalski C (2016) Leki stosowane w anestezjologii
weterynaryjnej. Innowacje w medycynie i farmakoterapii. Monografia IV Konferencja
Naukowa Zakopane 8-11.03.2016. Str. 1-14. Wydawca PFO Vetos-Farma Sp. z 0.0.

Kierowanie oraz udziat w projektach badawczych

Kierownik projektu: Badania farmakokinetyczne okreslajace stopien ryzyka dla
konsumentéw po stosowaniu antybiotykéw p-laktamowych u krow mlecznych
z przypadkami mastitis. NCN, Nr N N308 603438, Czas trwania od 2010.05.17
do 2014.05.15.

Gléwny wykonawea: Badania nad zachowaniem, si¢ poziom6w melatoniny we krwi
psow w cyklu catodobowym i zmianami sezonowymi pod katem zastosowan
klinicznych. NCN, Nr N N308 386137, Czas trwania od 2009.10.20. do 2013.10.18.
Gléwny wykonawca: tematu naukowo-badawczego WKD/U-267/2018. Opracowanie
uniwersalnego modelu testowania farmakokinetyki terapeutycznych przeciwcial
monoklonalnych na etapie badaf przedklinicznych, z wykorzystaniem modelu
zwierzecego $wini hodowlanej”. Zleconej przez: Zaktady Farmaceutyczne Polpharma
SA ul. Pelpliniska 19, 83-200 Starogard Gdanski.

Nagrody za dzialalno$¢ naukowsg

Indywidualna nagroda Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie IIl-go
stopnia za prace doktorska pt ,,Okreélenie farmakokinetyki cefacetrilu  po
dowymieniowym stosowaniu w stanach zapalnych i fizjologicznych gruczotu
mlekowego u krow’> UP w Lublinie 2009.
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Plakat: Burmanczuk A., Kowalski C. “Activity of beta-lactam antibiotics against
of some microbes causing inflammation of lactic gland in cows™ otrzymat drugg
nagrode podczas 9th Anti-infectives Partnering and Deal-Making Conference in San
Francisco 9-10 July 2012.

Indywidualna nagroda Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie II-go stopnia
za cykl publikacji zwigzanych z badaniami nad farmakokinetyka, mikrobiologig
i toksycznoscia lekéw stosowanych w medycynie weterynaryjnej oraz mozliwosciami

wykorzystania naturalnych zeolitow w produkcji zwierzecej, UP w Lublinie 2017.

Odbyte staze, szKolenia i kursy

Polska, Zastosowanie metod chromatograficznych i elektromigracyjnych w analizie
klinicznej, §rodowiskowej i analizie Zywnosci Uniwersytet £.6dzki 2002 (2 dni).
Polska, Metoda analityczna w ocenie, jakosci lekow. Uniwersytet Medyczny 2003,
1.6dz, (2 dni).

Polska, Wprowadzanie do kontroli, jakosci badan laboratoryjnych 16-18.11 2007,
Krakéw (3 dni).

Polska, System zarzadzania w laboratoriach zgodnie z wymogami normy PN-EN
ISO/IEC 17025 Lublin, 23-24.07.2009 (2 dni).

Polska, Walidacja metod mikrobiologicznych ilosciowych, jakosciowych
i alternatywnych oraz zapewnienie, jakosci wynikéw badan zgodnie z wymaganiami
normy PN-EN ISO 7218: 2008. Jastrzgbia Géra, 06-08.07.2011 (3 dni).

Wiochy, tygodniowy wyjazd z programu Erasmus 11-18.05.2013 Wydzial
Weterynarii Uniwersytet w Pizie.

Wiochy, tygodniowy wyjazd szkoleniowy z programu Erasmus 10-17.05.2014
Wydzial Weterynarii Uniwersytet w Pizie.

Wiochy, tygodniowy wyjazd szkoleniowy z programu Erasmus 15-22.05.2016
Wydzial Weterynarii Uniwersytet w Pizie.

Wiochy, tygodniowy wyjazd szkoleniowy z programu Erasmus 17-24.02.2018
Wydzial Weterynarii Uniwersytet w Pizie.

Dzialalno$¢ dydaktyczna:

Od roku 2002 prowadze ¢wiczenia z przedmiotu: ,Farmacja”, jak rowniez

_JFarmakologia weterynaryjna” ktorego jestem koordynatorem.

W 2009 bratem udzial w opracowaniu, a nastepnie az do chwili obecnej prowadzg
zajecia z przedmiotu fakultatywnego: ,, Farmakologia kliniczna™.
sl
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Od 2011 roku poza zajeciami dla studentow weterynarii uczestniczg w realizacji
przedmiotu  obligatoryjnego _Farmakologia” na  Kkierunku Zielarstwo
i Terapie Roélinne, wydzialu Ogrodnictwa i Architektury ~Krajobrazu,
UP w Lublinie.

W roku akademickim 2015-2016 opracowatem skrypt do ¢wiczen dla studentow III-go
roku Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie z przedmiotu ,,Farmakologia

weterynaryjna’’.

Dzialalno$é w komitetach organizacyjnych i naukowych

Od roku 2012 do chwili obecnej jestem czlonkiem Rady Wydziatu, Medycyny
Weterynaryjnej UP w Lublinie.

Jestem koordynatorem planéw zaje¢ dydaktycznych z przedmiotu Farmakologia
weterynaryjna’” od roku akademickiego 2008/2009 do chwili obecne;.

0Od 2009 do 2017 przez dwie kadencje bylem cztonkiem Rady Lubelskiej Izby
Lekarsko-Weterynaryjnej (petnitem funkcje przewodniczgcego do spraw farmacji).
Jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych.

0d 2017, jestem zastepca Rzecznika Odpowiedzialnosci Zawodowej Lubelskiej Izby
Lekarsko-Weterynaryjnej.

Recenzowanie publikacji w czasopismach miedzynarodowych i krajowych.

e Journal of Veterinary Research (Bull Vet Inst Pulawy), Review June 2016.

(MNiSW 2015 15; IF 2015 0,462)

e Journal of Agricultural and Food Chemistry, Review September 2016.

(MNiSW 2016 40; IF 2016 3,152)

e Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics, Review January 2018.

(MNiSW 2017 25; IF 2017 1,202)

e Journal of Veterinary Research (Bull Vet Inst Pulawy). Review February 2018.

(MNiSW 2015 15; IF 2015 0,462)

Pelny wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych znajduje si¢ W zalaczniku

ar 3 do wniosku o wszczecie postgpowania habilitacyjnego. Szczegblowe informacje

o dorobku dydaktycznym i popularyzatorskim oraz wspblpracy naukowej miedzynarodowej

i krajowej jak rowniez innej dziatalnosci (wg DzU. Nr 196, poz 1165) zebralem

i przedstawilem w zalaczniku nr 4 do wniosku o wszezecie postepowania habilitacyjnego.
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