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Wykaz skrotow
ACN acetonitryl
ADI z ang. Acceptable Daily Intake - dopuszczalne dzienne spozycie
APCI z ang. Atmospheric Pressure Chemical lonization - jonizacja

chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym

AUC z ang. Area Under the Curve - pole powierzchni pod krzywa
zaleznosci stezenia leku od czasu

AUC 0-24 pole powierzchni pod krzywa stezenia leku we krwi w czasie 24
godzin od podania

AUCo-w/rest/last pole powierzchni pod krzywa stezenia leku we krwi mierzone od
momentu podania (czas 0) do nieskonczonosci (catkowitej
eliminacji leku z organizmu)

AUMC z ang. Area Under the Moment Curve - pole powierzchni pod
krzywa momentu czasowego

C z ang. Concentration - stezenie leku w osoczu

CCa z ang. Decision Limit - decyzyjna wartos¢ graniczna

CCb z ang. Detection Capability - zdolno$¢ wykrywania

CFU z ang. Colony-forming unit - jednostka tworzaca koloni¢

CH:CL dichlorometan

Cl z ang. Clearance - klirens

Clnerkowy klirens nerkowy

Cliot klirens catkowity

Clwstrobowy klirens watrobowy

Clwewn klirens watrobowy wewnetrzny

Chax maksymalne (szczytowe) stezenie leku we krwi

CMS z ang. colistin methanesulphonate - kolistymetat sodu

Cv z ang. Coefficient of Variation - wspotczynnik zmiennosci

CVMP The Committee for Veterinary Medicinal Products - Komitet ds.
Weterynaryjnych Produktow Leczniczych

CYP450 cytochrom P450

DNA kwas deoksyrybonukleinowy

Ebody wspotczynnik ekstrakcji
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EFSA

ELISA

EMA

EMEA

ESI

EWG
F
FAO

fu, P
fu, T
GC-MS

GC-MS/MS

GFR

HCOOH
HPLC

HPLC-DAD

IM
Interday CV

European Food Safety Authority - Europejski Urzad ds.
Bezpieczenstwa Zywnosci

z ang. enzyme-linked immunosorbent assay - test
immunoenzymatyczny

The European Medicines Agency - Europejska Agencja Lekow

European Medicines Evaluation Agency - Europejska Agencja ds.
Oceny Produktéw Leczniczych przeksztatcona w 2004 roku w
EMA

z ang. Electrospray lonization - jonizacja elektrorozpyleniowa;
chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowg spektrometrig
mas z jonizacja elektrosprajowa

Europejska Wspdlnota Gospodarcza
biodostepnos¢

z ang. Food and Agriculture Organization of the United Nations -
Organizacja Narodow Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa

frakcja niezwigzana leku w osoczu
powinowactwo do tkanek

z ang. Gas Chromatography-Mass Spectrometry -
chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometrig mas

z ang. Gas Chromatography-Tandem Mass Spectrometry -
chromatografia gazowa z tandemowa spektrometrig mas

z ang. glomerular filtration rate - wspotczynnik filtracji
ktebuszkowej

kwas mrowkowy

z ang. High-Performance Liquid Chromatography -
wysokosprawna chromatografia cieczowa

z ang. High-Performance Liquid Chromatography with Diode
Array Detection - wysokosprawna chromatografia cieczowa
z detekcjg diodowa

z fac. iniectio intramuscularis - podanie domigsniowe

z ang. inter-day coefficient of variation - wspotczynnik zmiennosci
migdzydniowy

z ang. Internal standard - standard wewngtrzny
z fac. Iniectio in venam - podanie dozylne

stala szybkos$ci eliminacji leku (lub Az)
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Km stata Michaelis’a-Menten’a

Km stezenie, przy ktorym szybko$¢ eliminacji osigga poloweg wartosci
maksymalnej (masa/objgtosc)

KOL kolistyna

LC z ang. Liquid Chromatography - chromatografia cieczowa

LC-HRMS z ang. Liquid Chromatography-High-Resolution Mass

Spectrometry - chromatografia cieczowa sprze¢zona ze
spektrometrig mas o wysokiej rozdzielczosci

LC-MS z ang. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry -
chromatografia cieczowa sprz¢zona ze spektrometrig mas

LC-MS/MS z ang. Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry -
chromatografia cieczowa z tandemowg spektrometrig mas

LDso z ang. lethal dose - érednia dawka $miertelna

LIN linkomycyna

LLOQ z ang. Lower Limit of Quantification - dolna granica oznaczalnosci

LNC z ang. Lipid nanocapsule - nanokapsultka z lipidowym rdzeniem

LNP z ang. Lipid nanoparticle - lipidowa nanoczasteczka

LOD z ang. Limit of Detection - limit detekcji

LOQ z ang. Limit of Quantification - limit oznaczalnosci

LPS lipopolisacharyd

MAT z ang. Mean Absorption Time - $redni czas wchtaniania

MDR z ang. Multidrug resistance - opornos¢ wielolekowa

MIC z ang. Minimum Inhibitory Concentration - minimalne st¢zenie
hamujace

MLP maksymalny limit pozostatosci

MRL z ang. Maximum residue limit - najwyzszy dopuszczalny poziom
pozostatosci leku

MRP2 z ang. Multidrug resistance-associated protein 2 - Biatko 2
zwigzane z opornoscig wielolekowa, znane rowniez jako ABCC2

MRT z ang. Mean Residence Time - $redni czas przebywania leku
W organizmie

NDSP Najwyzsze dopuszczalne st¢zenie putapowe (w konteks$cie
pozostatosci)

-NH grupa amonowa
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NLC

NOEL

PCR

PD

PDR

PK

PO
POmulti
QC

Qh
RP-HPLC

SC

SLN
T1/2
T1/2ab
T1/2el
TFA
TLM
TLM-PH
Tmax

UHPLC-MS/MS

ULOQ

z ang. Nanostructured Lipid Carries - nanostrukturalny no$nik
lipidowy

z ang. No-Observed-adverse-Effect Level - maksymalna dawka
substancji bez obserwowanych efektéw biologicznych

grupa wodorotlenowa

z ang. Polymerase Chain Reaction - tancuchowa reakcja
polimerazy

z ang. Pharmacodynamics - farmakodynamika

z ang. Pan-Drug Resistant - ogdlna opornos¢ na leki
z ang. Pharmacokinetics - farmakokinetyka

z lac. Per Os - podanie doustne

podanie doustne wielokrotne

z ang. Quality Control - probka kontrolna

przeptyw krwi przez watrobe

ang. Reverse-Phase High-Performance Liquid Chromatography -
wysokosprawna chromatografia cieczowa z odwrotnym uktadem
faz

z tac. iniectio subcutanea - podanie podskorne

z ang. Solid Lipid Nanoparticle - stata nanoczasteczka lipidowa
okres pottrwania, biologiczny okres pottrwania

biologiczny okres pottrwania w fazie wchtaniania

biologiczny okres pottrwania w fazie eliminacji

z ang. trifluoroacetic acid - kwas trojfluorooctowy
tylmikozyna

z ang. tilmicosin phosphate - fosforan tylmikozyny

czas, po ktérym substancja czynna leku osigga swoje maksymalne
stezenie w osoczu krwi

z ang. Ultra-High Performance Liquid Chromatography coupled
with Tandem Mass Spectrometry - ultra wysokosprawna
chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemowg spektrometrig
mas

z ang. Upper Limit of Quantitation - gérna granica oznaczalnosci
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UPLC-MS z ang. Ultra-High Performance Liquid Chromatography coupled
with Mass Spectrometry - ultra-wysokosprawna chromatografia
cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas

Vdarea objetos¢ dystrybucji wyliczana metodg pola powierzchni

Vdss objetos¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym

VL z ang. validation limit - poziom walidacji

Vm maksymalna szybko$¢ eliminacji

Vmax maksymalna zdolno$¢ metaboliczna enzyméw watrobowych

VP objetos¢ osocza

Vi objetos¢ tkanek

WE Wspdlnota Europejska

WHO z ang. World Health Organization - Swiatowa Organizacja
Zdrowia

XDR z ang. extensively drug-resistant - rozszerzona opornos$¢ na

antybiotyki
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I.  WSTEP

Polska to jeden z najwiekszych producentow i eksporteréw gesiny, puchu i pierza w
Europie. Produkuje blisko 8 mln sztuk gesi, czyli 45 tys. ton migsa rocznie, z czego
zdecydowana wigkszo$¢ trafia na eksport. Produkcja na tak ogromna skal¢ wymaga oprocz
odpowiedniego zywienia, utrzymania wysokiej zdrowotnosci, co dalej przektada si¢ na
wysokojakosciowg produkcyjnos¢. Wiasciwa bioasekuracja nie obchodzi si¢ natomiast bez
trafnego leczenia zar6wno pod wzgledem wybranego leku, dawki, interwaléw podawania
czy dhugosci catego okresu leczenia, co z drugiej strony istotnie wpltywa na ekonomiczng
stron¢ chowu i hodowli. Ponadto majac na uwadze ograniczenia stosowania antybiotykow
w Europie, istotnym wydaje si¢ przedkliniczna, z punktu widzenia farmakokinetyki (PK),
ocena skuteczno$ci potencjalnych (najczesciej stosowanych) lekow przeciwbakteryjnych,
ktére moglyby zosta¢ ekstrapolowane z innych gatunkéw na ggsi.

Zasady postgpowania lekarzy weterynarii, w sytuacji braku mozliwosci zastosowania
odpowiednich weterynaryjnych produktow leczniczych w leczeniu zwierzat okreslone
zostaty w art. 112-114 rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/6 w
sprawie weterynaryjnych produktow leczniczych (Rozp. UE, 2019). Daje to mozliwos¢,
w pierwszej kolejnosci siggniecia po leki juz zarejestrowane dla innych gatunkow zwierzat,
przy czym musi zosta¢ okreslony kazdorazowo witasciwy okres karencji dla tkanek lub
produktow przeznaczonych do spozycia przez ludzi.

Choc¢ istnieje szereg danych literaturowych odnosnie dawek terapeutycznych czesto
stosowanych u drobiu grzebigcego lekéw przeciwbakteryjnych jak: tylmikozyna, kolistyna
czy linkomycyna, u gesi nie sa one znane. Znajomo$¢ specyfiki gatunku (w tym sposob
utrzymania) nasuwa przypuszczenie, ze ekstrapolacja na gesi wartosci dawek ustalonych
dla innych gatunkéw ptakdéw moze by¢ niedostateczna ze wzgledu na rdznice
w metabolizmie (ale tez W procesach wchianiania czy wydalania). Jednoczes$nie
zwickszone dawki moga istotnie wplynaé na poziomy pozostalosci w tkankach,
ograniczajac bezpieczenstwo konsumentow.

Badanie oceniajace profil PK oraz zanikanie pozostatosci leku umozliwi opracowanie:
dawek, interwatow podawania, dlugosci terapii oraz oszacuje okres karencji niezbgdny dla
bezpiecznego wykorzystania migsa i produktow pochodzacych od ptakéw, u ktorych
zastosowano lek.

Wybrane do doswiadczenia antybiotyki sa powszechnie stosowanymi lekami

przeciwbakteryjnymi w chowie i hodowli drobiu grzebigcego i przez to stosowanymi na
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zasadzie label off (poza wskazaniami) roéwniez w hodowli gesi. Na rynku europejskim
mozna spotkac zarejestrowane preparaty w proszku oraz W ptynie, zarébwno do podawania
z woda do picia, jak i1 z paszg. Jednakze, zaden z nich nie posiada rejestracji dla gesi, co
najprawdopodobniej podyktowane jest wzgledami ekonomicznymi firm farmaceutycznych
I jeszcze nie tak ogromnym zapotrzebowaniem, jak ma to miejsce w chowie i hodowli
drobiu grzebiacego.

Jednakze, aby zapewni¢ bezpieczne i1 skuteczne leczenie, istotne jest korzystanie
z protokoldéw terapii specyficznych dla gatunku, opracowanych na podstawie badan
i doswiadczenia klinicznego dla kazdego gatunku ptakow. Wedtug wiedzy autora, badania
te beda stanowi¢ pierwsze badania PK wybranych antybiotykdéw u gesi, biorac pod uwage:
zréznicowanie drog podania, a takze analiz¢ zanikania pozostatosci w caloSciowym

procesie leczenia.

1. GESI-CHARAKTERYSTYKA GATUNKU
Obecnie istnieje prawie 60 roznych ras gesi, z czego wiele wystepuje we wschodniej
Europie (Buckland i Guy, 2002).
Gesi nalezg do rodziny kaczkowatych (Anatidae) i sa podzielone na dwa rodzaje: Anser
i Branta, ktore r6znig si¢ wygladem.
e (Ggesi zrodzaju Anser maja jednolite ubarwienie w odcieniach szaros$ci, brazu i bieli,
a ich nogi 1 dzioby sg r6zowe, pomaranczowe lub zotte.
e (Ggesizrodzaju Branta majg bardziej kontrastowe, czarno-biale lub ciemnobrazowo-
biate upierzenie, a ich nogi i1 dzioby sg czarne.
Charakterystyczng cechg gesi Anser sg dobrze widoczne, zabkowane krawedzie dzioba,
ktére u gesi Branta sa bardzo mate lub nieobecne.
Gesi z rodzaju Anser byly jednymi z pierwszych udomowionych zwierzat.
Wyroéznia si¢ dwa glowne typy gesi domowych:
e Pochodzace z Europy, wywodzace sie od dzikiej gesi gegawy (Anser anser).
e Pochodzace z Azji, wywodzace si¢ od dzikiej gesi tabedzionosej (Anser cygnoides).
Ge¢s$ bitgorajska, nalezy do rodzaju Anser i posiada typowe dla niej cechy. Jest to
prymitywna rasa pochodzaca z potnocno-wschodniej czesci Polski i jest aktywnie
chroniona ze wzglgdu na swoje znaczenie genetyczne (Ksigzkiewicz i wsp., 2006).

Ptaki te maja catkowicie biale upierzenie, $cisle przylegajace do ciata, a ich dziob i nogi
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majg pomaranczowo-czerwony kolor. Ge$ bitgorajska charakteryzuje si¢ niskg zawartoscia

thuszczu 1 dobrze rozwinigtymi migsniami (Pudyszak, 2006).

Ryec. 1. Ges bilgorajska ]
(Gospodastwo agroturystyczne - Majatek ,,Rutka”, Puchaczow). (Zrodlo: Autor)

Wedhug Organizacji Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa
(FAO) gesi sa gatunkiem niedocenianym, mimo, ze ich hodowla niesie ze sobg wiele
korzysci (FAO, 2019). Z praktycznego punktu widzenia ggsi tatwo przystosowuja si¢ do
zycia w niewoli, dobrze znoszg rézne warunki klimatyczne 1 sg fatwe w utrzymaniu. To
jeden z najszybciej rosngcych gatunkow ptakow o duzej zdolnosci adaptacyjnej. Ponadto
gesi maja stosunkowo duze rozmiary, co czyni je mniej podatnymi na ataki drapieznikéw,
a takze wykazuja wigksza odpornos$¢ na choroby w poréwnaniu do wielu innych ptakow
hodowlanych.

Gesi dostarczajg warto§ciowego migsa, jaj 1 thuszczu wykorzystywanego w kuchni,
a takze puchu i pierza, ktore sa cenionymi surowcami do produkcji poscieli i odziezy.
Te produkty mogg stanowi¢ dodatkowe zrodto dochodu dla hodowcow (Kozak, 2021).

Cho¢ spozycie produktow z gesi nie jest tak popularne jak w przypadku innych
gatunkéw drobiu, w ostatnich dekadach znacznie wzrosto. Migso gesie jest cenione za

swoja delikatno$¢ i wyjatkowy smak (Kozék, 2021). Charakteryzuje si¢ niska zawarto$cia
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thuszczu 1 jest bogate w jednonienasycone kwasy ttuszczowe, takie jak oleinowy, linolowy
1 arachidonowy. W szczegdlnosci migso gesi hodowanych na pastwiskach zawiera duzo
wielonienasyconych kwasow tluszczowych, co czyni je zdrowym wyborem zywieniowym
(Okruszek i wsp., 2013).

Na tle globalnej produkcji migsa, ge§ w poréwnaniu do kurczat zajmuje stosunkowo
dalekie miejsce. Wedlug FAO w 2019 roku produkcja migsa ggsiego wyniosta 2,7 miliona
ton, z czego 95,9% pochodzito z Azji (glownie Chin — 2,6 miliona ton), a 2,4%
z Europy (gléwnie Polska 1 Wegry) (FAO, 2019).

Jednym z najbardziej cenionych produktow z ggsi jest watroba thuszczowa (foie gras),
uznawana przez wielu konsumentdéw za najwigkszy przysmak. Obecnie kraje o najwickszej
tradycji produkcji foie gras w Europie to Francja i Wegry (Kozak, 2021). Watroba
thuszczowa powstaje w wyniku przymusowego karmienia ptakow, zgodnie
z rozporzadzeniem Komisji Europejskiej (WE) nr 543/2008, a za foie gras uznaje si¢
wylacznie watrobe o wadze powyzej 400 g (Rozp. WE, 2008). Jednak w wielu krajach,
takich jak USA, Australia, Indie, lzrael, Argentyna, Norwegia, Niemcy oraz Polska
produkcja tego przysmaku zostala zakazana ze wzglegdu na kwestie zwigzane
z dobrostanem zwierzat.

Jaja gesie sg rzadko spozywane ze wzgledu na nawyki konsumentow, ale w niektorych
krajach stanowig element diety. Ich warto$¢ odzywcza jest porownywalna z jajami innych
gatunkow drobiu — sg bogate w sktadniki odzywcze, niezbedne aminokwasy, kwasy
thuszczowe, witaminy i mineraty.

Puch 1 pierze gesie nadal odgrywaja wazng role w przemysle tekstylnym, bedac
surowcem do produkcji wysokiej jakosci kotder 1 odziezy (Kozék, 2021).

Zdrowie 1 efektywno$¢ produkcyjna gesi hodowlanych sa wspierane dzigki
nowoczesnym metodom farmakologicznym, praktykom zywieniowym 1 postgpowi
genetycznemu. Gesi, podobnie jak inne ptaki hodowlane (kurczeta, indyki, kaczki, strusie),
sg narazone na infekcje wywotane przez patogeny, takie jak Mycoplasma spp., Salmonella
ssp., Escherichia coli, Pasteurella ssp. czy Pseudomonas spp. Patogeny te moga zakazac
jaja, prowadzi¢ do obumierania zarodkow i1 powodowac¢ powazne straty ekonomiczne (De
Vos i wsp., 2009; Stipkovits i Szathmary, 2012).

Zakazenia bakteriami Salmonella, dawniej okreslane jako paratyfus, nadal stanowig
powazny problem w hodowli gesi, kaczek oraz innych ptakéw. Najczescie] wystepujace
serotypy to Salmonella enteritidis, Salmonella anatum i Salmonella thompson. Do

zakazenia moze doj$¢ juz w zaktadzie wylegowym. Jesli stado rodzicielskie jest nosicielem
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bakterii, infekcja przenosi si¢ pionowo poprzez uktad rozrodczy, powodujgc zakazenie jaj
wylegowych oraz pisklat. Starsze i doroste ptaki najczesciej zarazaja si¢ droga pokarmowa
— poprzez skazong paszg, wode lub kontakt z zanieczyszczonym $rodowiskiem fermy.
Bakterie mogg przenosic¢ si¢ takze droga oddechowa, szczegodlnie w sytuacjach stresowych,
np. podczas podskubow. Do zrodet infekcji nalezg rowniez pracownicy ferm, gryzonie,
owady, dzikie ptactwo, sprzet oraz pojazdy wijezdzajace na teren gospodarstwa.
Nosicielstwo bezobjawowe i1 dlugotrwate wydalanie bakterii przez zakazone ptaki
sprzyjaja utrzymywaniu si¢ choroby w stadzie (Kozdrun i wsp., 2019; Nolan i wsp., 2015;
De Vos i wsp., 2009).

Pastereloza, dawniej zwana cholera drobiu, to wysoce zarazliwa choroba zaré6wno
ptakow wodnych, jak i grzebiacych. Zwykle ma ona przebieg ostry, posocznicowy,
prowadzacy do wysokiej zachorowalnos$ci 1 $miertelnosci. W duzych fermach cze$ciej
obserwuje si¢ jej przewlekla forme. Czynnikiem wywotujacym jest Pasteurella multocida.
Pomimo stosowania odpowiednich §rodkow profilaktycznych, pastereloza nadal wystepuje
endemicznie na wielu fermach ggsi w Polsce. Na zakazenie podatne sg ptaki w kazdym
wieku, jednak najczesciej choroba wystepuje u gesi i kaczek powyzej 6. tygodnia Zycia
oraz w stadach reprodukcyjnych po okresie intensywnej niesno$ci. Starsze ptaki wykazuja
wigksza wrazliwo$¢ na infekcje niz mtodsze (Kozdrun i wsp., 2018; Nolan i wsp., 2015).

Kolibakterioza, wywotywana przez Escherichia coli, to jedna z najczestszych chordb
bakteryjnych drobiu wodnego, powodujaca znaczne straty hodowlane. Pomimo poprawy
warunkow sanitarnych na fermach, Escherichia coli pozostaje najczesciej izolowanym
patogenem u ptakow. Bakteria ta stanowi naturalny skladnik flory jelitowej, ale jej
chorobotworcze serotypy moga wystepowac w paszy 1 wodzie. Wszystkie gatunki ptakow
sa podatne na zakazenie, ktore moze trwa¢ przez wiele miesigcy. Do czynnikow
sprzyjajacych infekcji nalezag m.in.: niewlasciwa wentylacja, nadmierne zaggszczenie,
btedy zywieniowe, obecno$¢ pasozytow, stres termiczny, osltabienie odpornosci oraz
dhugotrwate lub niewtasciwe stosowanie antybiotykow. Kolibakterioza moze prowadzi¢ do
zakazen ogdlnoustrojowych, obejmujacych uktad oddechowy, pokarmowy i rozrodczy.
Czesto wikla inne infekcje, np. wirusowe czy bakteryjne, w tym wywolane przez
mykoplazmy (Kozdrun i wsp., 2018; Kozdrun i wsp., 2019; Nolan i wsp., 2015; Nolan i
wsp., 2020).

Mykoplazmozy réwniez stanowig coraz wigksze zagrozenie w hodowli drobiu
wodnego. Ich przyczyng sa bakterie Mycoplasma anseris, Mycoplasma cloacale,
Mycoplasma anatis, a takze Mycoplasma gallisepticum i Mycoplasma synoviae. Zakazenia
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mykoplazmami wystepuja zardéwno w Stadach reprodukcyjnych, jak i towarowych.
Najczesciej dochodzi do nich droga oddechowa lub piciowa podczas krycia przez samce.
Mozliwe jest rowniez przenoszenie infekcji pionowo — przez zakazone nioski na
potomstwo. Zroédlem zakazenia czesto sa bezobjawowi nosiciele oraz skazone $rodowisko
1 personel fermy. Mykoplazmozy czegsto wspotwystepuja z innymi infekcjami,
np. Escherichia coli, Pasteurella multocida, Chlamydophila, wirusem choroby Derzyego,
parwowirusami i reowirusami. Powoduja zwigkszong $miertelno$é, ostabienie wynikow
produkcyjnych oraz straty ekonomiczne zaréwno w tuczu, jak i w rozrodzie (Kozdrun i
wsp., 2018; Kozdrun i wsp., 2019; Stipkovits i Szathmary, 2012).

Ze wzgledu na znaczne zagrozenia wynikajagce z chorob bakteryjnych drobiu
wodnego, niezbedne jest opracowanie nowych metod zapobiegania, monitorowania
i leczenia tych infekcji. Na duzych fermach leki weterynaryjne sa najczgéciej podawane
poprzez pasze leczniczg lub wodg pitng, jednak w przypadku hodowli przydomowych lub
malych stad, gdzie gesi sg traktowane jako zwierzeta towarzyszace i 0zdobne, konieczne
moga by¢ indywidualne terapie/protokoty farmakologiczne (Bekoff, 2019).

Jesli hodowla gesi jest prowadzona z przeznaczeniem na spozycie przez ludzi,
niezbe¢dna jest rowniez ocena poziomu pozostatosci lekéw w tkankach, aby zapewnié

bezpieczenstwo konsumentow.

2. CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH LEKOW
PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH

Antybiotyki stanowig jedng z najwazniejszych grup farmaceutykow stosowanych
zarOwno u zwierzat towarzyszacych, jak i gospodarskich. Od pierwszego klinicznego
zastosowania penicyliny w 1940 roku, odkryto i wprowadzono do lecznictwa znaczaca
liczbg nowych grup antybiotykow, ale ich nadmierne stosowanie stato si¢ przyczyna wielu
nieoczekiwanych problemow (Saga i Yamaguchi, 2009). W ostatnich latach coraz czgsciej
obserwuje si¢ rozwdj opornosci na antybiotyki, co stanowi pilne wyzwanie dla
mikrobiologdw, lekarzy ludzkich oraz lekarzy weterynarii (Nakamura, 1997; EFSA, 2012).
Glowng przyczyng rozprzestrzeniania si¢ opornosci bakteryjnej u zwierzat i ludzi
jest nadmierne oraz niewlasciwe stosowanie lekow przeciwdrobnoustrojowych.

Aby zapobiega¢ powstawaniu szczepow opornych, konieczna jest doktadna znajomos¢
profilu PK oraz profilu PD danego leku u danego gatunku zwierzecia. Ekstrapolowanie

dawek i efektow lekow z innych gatunkéw moze prowadzi¢ do istotnych bledéw, poniewaz
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rozne zwierzgta moga znacznie roznic si¢ pod wzgledem metabolizmu lekéw 1 procesow

fizjologicznych (Toutain i wsp., 2010).

2.1.Tylmikozyna

Tylmikozyna (TLM) to potsyntetyczny antybiotyk makrolidowy opracowany w latach
80. XX wieku (Norcia i wsp., 1999), stosowany wylacznie w leczeniu infekcji bakteryjnych
u zwierzat, w tym u drobiu (Clark i wsp., 2004).

TLM, o nazwie chemicznej 20-deoksy-20-(3,5-dimetylo-piperydyn-1-yl)
desmykocyna, jest strukturalnie podobna do tylozyny (Ryc. 2).
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) Ryc.2. Wzor strukturalny Tylmikozyny (TLM).
(Zrédlo: https://www.medchemexpress.com/Tilmicosin.html)

Faktycznie jest mieszaning jednego izomeru cis 1 dwoch izomeréw trans w
przyblizonym stosunku 85:15. Rozpuszczalnos¢ w wodzie wynosi 0,0484 mg/ml. Masa

czasteczkowa to 869,1 g/mol

Farmakodynamika

Uwaza si¢, ze TLM hamuje syntezg biatka bakteryjnego in vitro i in vivo, nie majac
wplywu na synteze kwasu nukleinowego. Mechanizm dziatania TLM na wrazliwe bakterie
polega na jednoczesnym odwracalnym potaczeniu si¢ z podjednostkg 50S rybosomu,
blokujac transpeptydacje¢ (indukcja rozdzielania peptydylo-tRNA od rybosomu w fazie
elongacji) i/lub przesuniecie mRNA, co prowadzi do dalszego hamowania syntezy biatek

bakteryjnych i wywoluje skutecznos¢ antybakteryjng (Zhang i wsp., 2017).


https://www.medchemexpress.com/Tilmicosin.html
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TLM wykazuje szerokie spectrum dziatania gtownie bakteriostatyczne przeciwko
drobnoustrojom Gram-dodatnim oraz niektérym bakteriom Gram-ujemnym (Prescott,
2000). Jest szczegodlnie aktywna przeciwko bakteriom Pasteurella spp., Actinobacillus spp.
(Haemophilus) oraz Borrelia i mykoplazmom u bydta, $win, owiec i ptakow (WHO, 1996;
Ose, 1988; Clark i wsp., 2004; Modric i wsp., 1998).

Ponizej przedstawiono glowne wskazania do stosowania TLM w weterynarii:
Trzoda chlewna (Moore i wsp., 1996):
» Leczenie i zapobieganie zapaleniu pluc wywolanemu przez Actinobacillus
pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae oraz Pasteurella multocida.
* Leczenie i metafilaktyka chorob uktadu oddechowego wywotanych przez
Mannheimia haemolytica oraz Pasteurella multocida.
Bydto (Hoar i wsp., 1998):
» Leczenie i zapobieganie zapaleniu pluc wywolanemu przez Actinobacillus
pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae oraz Pasteurella multocida.
* Leczenie i metafilaktyka chorob uktadu oddechowego wywotanych przez
Mannheimia haemolytica oraz Pasteurella multocida.
Owce (Christodoulopoulos i wsp., 2002):
* Leczenie zapalenia ptuc zwigzanego z Mannheimia haemolytica oraz Pasteurella
multocida; mastitis zwigzane z Staphylococcus aureus oraz Mycoplasma agalactiae
oraz wspomaganie kontroli poronien enzootycznych u owiec wywolanych przez
Chlamydia psittaci.
Kroliki (McKay i wsp., 1996):
» Terapia infekcji drog oddechowych wywotanych przez Pasteurella multocida oraz
Bordetella bronchiseptica oraz zapalenie jelit wywotane przez Clostridium spp.
Kury i indyki (Jordan i Horrocks, 1996; Kempf i wsp., 1997; Varga i wsp., 2001; Olsen i
wsp., 2010):
* Leczenie infekcji drog oddechowych w stadach drobiu, zwigzanych z: Mycoplasma
gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Ornithobacterium rhinotracheale, Pasteurella
multocida oraz innymi organizmami wrazliwymi na TLM.
Zaobserwowano wystepowanie opornosci krzyzowej pomiedzy TLM i innymi
antybiotykami z grupy makrolidow. Jak wcze$niej wspomniano TLM podobnie jak
pozostale makrolidy powstrzymuja synteze biatkowa poprzez wigzanie odwracalne

z podjednostka rybosomalng 50S. Namnazanie bakterii powstrzymywane jest poprzez
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indukcje rozdzielenia peptidyl-tRNA od rybosomu w trakcie fazy wzrostu przez
wydtuzenie. Metylaza rybosomalna, zakodowana genem erm moze przyspieszy¢ opornosé
na makrolidy poprzez zmian¢ miejsca wigzania rybosomalnego. Opornos¢ jest rowniez
wywotywana pompg efluksows, ktora aktywnie oczyszcza komorki z makrolidow.
W takim zjawisku pompy efluksowej chromosomalnie posrednicza geny okreslane jako
geny acrAB. Oporno$¢ bakterii z rodzaju Pseudomonas oraz innych bakterii Gram-
ujemnych, enterokokéw i stafylokokdw, moze zosta¢ przyspieszona kontrolowang
chromosomalnie zmiang przepuszczalnosci lub pobieraniem leku (Singh i Bhunia, 2019).

Dostepne formulacje TLM obejmuja: posta¢ iniekcyjng do stosowania u bydta i owiec,
roztwory doustne dla swin, bydta, kur i indykow, granulat doustny dla §win oraz premiksy
dla $win i krolikow (FAO, 2009).

a) Zalecana dawka formulacji iniekcyjnej zarowno dla bydta, jak i owiec to pojedyncza
iniekcja podskdrna (SC) wynoszaca 10 mg tylmikozyny/kg m.c.

b) Zalecana dawka doustna (PO) roztworu: dla swin wynosi 15-20 mg tylmikozyny/kg
m.c. dziennie przez 5 dni, dla kur: 15-20 mg tylmikozyny/kg m.c. przez 3 dni, dla
indykéw 10-27 mg tylmikozyny/kg m.c. przez 3 dni, dla cielat 12,5 mg tylmikozyny/kg
m.c. dwa razy na dobg przez 3-5 dni.

C) Zalecana dawka doustna (PO) granulatu dla §win wynosi 16 mg tylmikozyny/kg m.c.
dziennie przez 15 dni.

d) Zalecana dawka doustna (PO) premiksu: dla $win wynosi 8-16 mg tylmikozyny/kg
m.c. dziennie przez 15-21 dni, dla krolikow wynosi 12 mg tylmikozyny/kg m.c. dziennie
przez 7 dni (FAO, 2009).

W przypadku drobiu, Zhang i wsp. (2020) zbadali PK i farmakodynamik¢ TLM u
kurczat zakazonych Mycoplasma gallisepticum. TLM wykazywata dziatanie zalezne od
stezenia, co oznacza, ze jej skuteczno$¢ przeciwko Mycoplasma gallisepticum rosta wraz
z wyzszymi dawkami. Wskaznik AUC/MIC (pole pod krzywag st¢zenie-czas do
minimalnego stezenia hamujgcego) byt najlepszym predyktorem skutecznos$ci (R? = 0,92).
Aby uzyska¢ 1 logl0 redukcje kolonii bakteryjnych (CFU/ptuca), wymagany byt
AUC/MIC = 300,02 h, natomiast dla 3 loglO redukcji (pelnego dzialania
bakteriobdjczego), wartos¢ ta wynosita 6950,15 h. Wyniki sugeruja, ze optymalne
dawkowanie powinno wynosi¢ okoto 9,12 mg/kg, aby uzyskac¢ petny efekt terapeutyczny
przeciwko Mycoplasma gallisepticum.



Bourdo K. - Profil farmakokinetyczny oraz zanikanie pozostatosci wybranych lekdw przeciwbakteryjnych u gesi domowe;j.

Farmakokinetyka

Farmakokinetyka TLM po podaniu pozajelitowym zostata zbadana u bydta (Ziv i wsp.,
1995; Modric i wsp., 1998; Gourlay i wsp., 1989), trzody chlewnej (Chen i wsp., 2023;
Xiong i wsp., 2019), k6z (Ramadan, 1997; Elkomy i wsp., 2016), owiec (Modric i wsp.,
1998; Naccari i wsp., 2001), koni (Clark i wsp., 2008), ostow (Yang i wsp., 2024) oraz
jeleni (Clark i wsp., 2004).

Przyktadowo u bydta po podaniu SC w dawce 10 mg/kg masy ciala, maksymalne
stezenie TLM w surowicy (Cmax) osiggane jest po okolo 1 godzinie. U cielat
nowonarodzonych Cmax wynosi 1,55 pg/ml, natomiast u bydta opasowego 0,97 ug/ml.
U owiec po podaniu SC w dawce 10 mg/kg masy ciata, Cmax Wynosi 0,44 pg/ml i jest
osiggane po 8 godzinach (Ziv i wsp., 1995; Modric i wsp., 1998).

Niewiele jest natomiast danych na temat PK w przypadku TLM po podaniu PO, w tym
u drobiu (Keles i wsp., 2001; Shen i wsp., 2005). TLM podana PO kurczgtom, indykom
i $winiom z wodg do picia lub cieletom z preparatem mlekozastepczym, jest absorbowana
i szybko dystrybuowana z surowicy do obszardw o niskim pH. Skutkuje to bardzo wysokim
poziomem TLM w tkance ptucnej, co stwierdzono u §win a u kurczat i indykéw w tkance
workow powietrznych, ktdra to jest wykrywana juz po 6 godzinach od rozpoczgcia leczenia
i utrzymuje si¢ do 10 dni. Cmax TLM w homogenizowanej tkance ptucnej indykéw (6,3
lg’g) bylo wyzsze niz odnotowane dla ptuc swin (1,43 1g’g) przy dawce 200 ppm podane]
w paszy, ale nizsze niz stwierdzane dla ptuc kurczat (7,96 1g/g) przy dawce 50 mgkg
podanej w wodzie i ptucach bydta (7,17 1g/g) przy dawce 10 mgkg podanej SC (Keles i
wsp., 2001).

Stwierdzono rowniez, ze TLM koncentruje si¢ w makrofagach pecherzykow ptucnych
u $win (Scorneaux i Shryock, 1998).

Przemiany metaboliczne TLM ré6znig si¢ w zaleznosci od gatunku zwierzat, ale w
wigkszosci przypadkow glownym wykrywanym zwigzkiem jest niezmieniona TLM.
Stwierdzano kilka metabolitow, z ktorych glownym jest T1 (N-demetylo tylmikozyna)
(WHO; 1996).

Po podaniu PO, TLM wydalana jest glownie z zotcia w kale, a niewielkie ilosci
wydalane sg takze z moczem (WHO; 1996).

W badaniach PK TLM (jednorazowe podanie PO, 15 mg/kg m.c.) u kurczat
zakazonych Mycoplasma synoviae nie stwierdzono istotnej roznicy w okresie pottrwania
eliminacji (t1/2e) 1 srednim czasie przebywania (MRT) zarowno w przypadku dializatu ze

stawdw jak i osocza. Natomiast czas pola powierzchni pod krzywa stezenia-czasu (AUC)



Bourdo K. - Profil farmakokinetyczny oraz zanikanie pozostatosci wybranych lekdw przeciwbakteryjnych u gesi domowe;j.

i Cmax TLM w osoczu byly odpowiednio 2,1 i 1,4 razy wyzsze niz w dializacie.
Wspotczynnik dystrybucji TLM w stawach i 0soczu (AUCgializat/ AUCplazma) wynosit 0,51
Podsumowujac, stezenie TLM w stawach kurczat zakazonych Mycoplasma synoviae byto
znacznie nizsze niz w osoczu, co moze skutkowa¢ stabym efektem klinicznym
i lekoopornos$cig (Yan i wsp., 2023).

W innym badaniu poréwnano PK i biodostgpnos¢ (F) fosforanu tylmikozyny (TLM-
PH) z trzema formulacjami lipidowych nanoczasteczek (LNP): stalymi nanoczasteczkami
lipildowymi  (SLNs), nanostrukturalnymi no$nikami lipidowymi (NLCs) oraz
nanokapsutkami z lipidowym rdzeniem (LNCs). Po podaniu PO (20 mg/kg) kurczetom
brojlerom analiza osocza wykazata, ze wzgledna F dla TLM-SLNs, TLM-NLCs i TLM-
LNCs byta odpowiednio 1,7, 2,7 i1 3,6 razy wyzsza w poréwnaniu z TLM-PH. Sposrod
badanych formulacji TLM-LNCs wykazywaty najwyzsze Cmax (2,17 pg/mL) oraz
Znaczaco wyzsze pozostate parametry PK. Wyniki te sugeruja, ze nanoczasteczki lipidowe,
zwlaszcza LNCs, stanowig obiecujaca strategie zwigkszania wchtaniania PO TLM 1 jej
skutecznosci terapeutycznej (Rassouli i wsp., 2016).

W badaniu przeprowadzonym przez Fricke i wsp. (2008) na indykach, podano pasz¢
zawierajaca 200 ppm TLM przez 5 dni, a nastgpnie analizowano st¢zenia leku w osoczu
1 tkankach po zakonczeniu leczenia. Cmax TLM odnotowano w watrobie (22,6 ng/g)
i nerkach (20,9 pg/g), co sugerowato intensywng dystrybucje do narzadow
detoksykacyjnych. W plucach osiggnieto Cmax = 6,3 png/g, co potwierdza skuteczno$§¢ TLM
w leczeniu infekcji oddechowych. W migéniach warto$¢ Cmax wyniosta 1,2 ng/g. Czas, po
ktorym wystgpito Cmax (Tmax) dla ptuc i nerek wynosit 2 dni, co oznacza, ze Cmax Wystapito
przed zakonczeniem podawania paszy leczniczej. W watrobie Tmax wynosit 1 dzien, co
wskazato na wolniejsze uwalnianie leku. W mig$niach Tmax wynosit 1 dzien, co oznacza,
ze lek osiagnal szczytowe stezenie jeszcze przed zakonczeniem terapii. Najszybsza
eliminacja miata miejsce w mig$niach (k = 0,276 1/dzien), co sugerowato stosunkowo
krotka retencje leku. Watroba (k = 0,28 1/dzien) 1 nerki (k = 0,35 1/dzien) miaty wyzsze
wartosci k, co $wiadczylo o szybszym oczyszczaniu tych narzadéw. Pluca wykazywaly
najwolniejsza eliminacj¢ (k = 0,132 1/dzien), co wskazato na dluga retencje leku w
uktadzie oddechowym.

W badaniu Zhang i wsp. (2022) jak juz wczesniej wspomniano, badano PK
i farmakodynamik¢ TLM u kurczat zakazonych Mycoplasma gallisepticum. Cmax pO
podaniu dawki 1 mg/kg wynosito 0,12 ug/g, a po podaniu dawki 30 mg/kg wynosito

6,19 ng/g. Cmax wzrastato proporcjonalnie do dawki, co sugeruje liniowg PK w zakresie
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badanych dawek. Tmax dla obu dawek wynosit 12 godzin, co wskazuje na stosunkowo
wolne wchtanianie leku. AUC wynosito dla dawki 1 mg/kg: 13,62 pg-h/g, a dla dawki
30 mg/kg: 464,23 pg-h/g, co sugeruje dobrg biodostepnos¢ leku (silnia korelacja z dawka).
MRT wskazuje na dtuga retencje TLM w tkance ptucnej. T1/2¢ (ok. 50h) sugeruje, ze TLM
moze by¢ skuteczna w schematach dawkowania obejmujacych rzadkie interwaty podania.
Natomiast, wartosci Cl (ok. 0,08 1/h/kg) sugeruja powolne usuwanie leku z organizmu, co
sprzyja jego dtugotrwalemu dzialaniu.

Przeprowadzono takze badania farmakokinetyki TLM (25 mg/kg m.c.) po
pojedynczym 1 wielokrotnym podaniu PO (raz dziennie przez trzy kolejne dni), a takze
pozostatosci w tkankach u zdrowych i do$wiadczalnie zakazonych Mycoplasma
gallisepticum brojleréw. Po pojedynczym podaniu TLM ptakom zdrowym lek osiggnat
Cmax po 2,45 £ 0,01 h od podania, otrzymujac warto$¢ 0,97 + 0,04 pg/ml. Okres pottrwania
wchtaniania (t1/2a0) TLM wynosit 0,89 + 0,02 h, a t1/2¢ wynosit 14,73 + 1,24 h
Powtarzane podawanie TLM PO u zdrowych i zakazonych Mycoplasma gallisepticum
kurczat, wykazalo nizsze istotne stezenie TLM w surowicy u zakazonych kurczat
w poroéwnaniu do stezen u zdrowych kurczat (Elkomy i wsp., 2018).

Celem kolejnego badania byta ocena PK i pozostalosci TLM po pojedynczym
i wielokrotnym podaniu PO (25 mg/kg.m.w.) raz dziennie przez 5 kolejnych dni
u zdrowych i do$wiadczalnie zakazonych Mycoplasma gallisepticum i Escherichia coli
brojleréw. Po jednorazowym podaniu PO, TLM =zostata szybko wchionigta zaréwno
u zdrowych, jak i eksperymentalnie zakazonych brojlerow, z t1/2a 0,45 i 0,52 h;
Cmax wynosito odpowiednio 1,06 i 0,69 pg/ml przy Tmax okoto 2,56 i 2,81 h;
t1/2e1 wynosito odpowiednio 21,86 i 22,91 h, a MRT odpowiednio 32,15 i 33,71 h; co
wskazuje na powolng eliminacj¢ TLM u kurczat. Wigzanie z biatkami in vitro wynosito
9,72+0,83% Stezenia TLM w surowicy po wielokrotnym podaniu PO raz dziennie przez
5 kolejnych dni osiggatly szczyt prawie 2 h po kazdej dawce, przy czym odnotowano istotne
nizsze wartosci u brojlerow eksperymentalnie zakazonych niz u osobnikéw zdrowych
(Attia i wsp., 2018).

Inne badanie przeprowadzono na 18 zdrowych kurczetach, gdzie oceniano dwie
formulacje TLM: Provitil i Pulmotil AC. Analizowano kluczowe parametry PK. Srednie
wartosci AUC(o-72) dla Provitil i Pulmotil AC byly bardzo zblizone (24,24 + 3,86 vs. 21,82
+ 3,14 pgxh/ml), bez istotnych statystycznie roznic. Wzgledna biodostepnos¢ produktu
Provitil wzgledem Pulmotil AC wyniosta 111% Nie stwierdzono réwniez istotnych réznic

dla innych parametréw, w tym Cmax (2,09 + 0,37 vs. 2,12 £ 0,40 pg/ml), Tmax (3,99 + 0,84



Bourdo K. - Profil farmakokinetyczny oraz zanikanie pozostatosci wybranych lekdw przeciwbakteryjnych u gesi domowe;j.

vs. 5,82 + 1,04 h), t1/2 (47,4 £ 9,32 vs. 45,0 £ 5,73 h), CI (19,73 + 3,73 vs. 21,37 + 4,54
ml/min/kg), MRT (71,20 £ 12,87 vs. 67,15 + 9,01 h) oraz \d (1024,8 + 87,5 vs. 1009,8 +
79,5 ml/kg). Podsumowujac, TLM byla szybko wchtaniana i wolno eliminowana po
podaniu PO pojedynczej dawki zarébwno w postaci proszku, jak i roztworu (Abu- Basha i
wsp., 2007).

Podsumowujac, TLM wykazuje u ptakow szereg cech farmakokinetycznych
sprzyjajacych dlugotrwatemu dziataniu, cho¢ nie zawsze przektadajacych si¢ na

rownomierng dystrybucje do miejsc zakazenia.

Toksycznos$¢ 1 dzialania niepozadane

TLM wykazuje niska toksyczno$¢ po podaniu PO, gdzie stwierdzane sa takie dziatania
niepozadane jak: przy$pieszony oddech, wymioty czy drgawki, ale niebezpieczna staje si¢
po podaniu dozylnym (IV), podskornym (SC) lub w przypadku powtarzajacego si¢
podawania duzych dawek, co moze doprowadzi¢ nawet do $mierci (Clark i wsp., 2008;
Christodoulopoulos, 2009; Jordan i wsp., 1993).

Toksycznos¢ narzadowa dotyczy gtownie serca (Khalil i wsp., 2020; Gheith i wsp.,
2015; Oda i Derbalah, 2018). Wielokrotne badania na zwierzetach wykazaty, ze wysokie
dawki TLM wywoluja niekorzystne efekty inotropowe oraz dodatnie dziatanie
chronotropowe na uktad sercowo-naczyniowy, w tym uposledzenie funkcji komor, nagla
niewydolno$¢ serca oraz zmiany w zapisie EKG (Oztekin i wsp., 2004; Jordan i wsp., 1993;
Main i wsp., 1996; Yazar i wsp., 2004). Efekty te sa gtéwnie zalezne od dawki, gatunku
zwierzecia i drogi podania (Yazar i wsp., 2002; Yazar i wsp., 2004).

Wiele wezesniejszych badan nie przedstawito jednoznacznego mechanizmu, w jaki
sposob TLM wywotuje efekt kardiotoksyczny. Toksyczno$¢ sercowo-naczyniowa wydaje
si¢ by¢ wynikiem blokady kanalu wapniowego (Youssef 1 wsp., 2016). Ponadto
przypuszcza si¢, ze TLM moze powodowac¢ kardiotoksyczno$¢ poprzez zwigkszong
produkcje reaktywnych form tlenu lub wptyw na stan oksydacyjny tkanek serca (Kart i
wsp., 2007), co prowadzi do uszkodzenia biatek, DNA i lipidow, a w konsekwencji do
apoptozy kardiomiocytéw (Aboubakr i wsp., 2020).

2.2.Kolistyna

Kolistyna (KOL), znana réwniez jako polimyksyna E, to antybiotyk peptydowy
(polimyksynowy) produkowany przez Bacillus polymyxa var. colistinus. Podobnie jak inne
antybiotyki polipeptydowe, KOL jest ztozonym zwigzkiem sktadajacym si¢ z ponad
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13 cyklicznych polipeptydéw, rdznigcych si¢ gtownie dtugoscig segmentow acylowych
kwasow tluszczowych (Decolin i wsp., 1997). Dwa gtéwne sktadniki, kolistyna A i B
(polimyksyna E1 i E2), wydajg si¢ stanowi¢ do 95% jej catkowitej masy (Suzuki i wsp.,
1963a; Suzuki i wsp., 1963b; Suzuki i wsp., 1963c; Studer i wsp., 1965).

KOL jest rozpuszczalna w wodzie (564000 mg/L), stabo rozpuszczalna w alkoholach,
ale nierozpuszczalna w rozpuszczalnikach niepolarnych, takich jak heksan i chloroform.
Masa czasteczkowa KOL to 1155,4 g/mol (Osol i Hoover, 1975).

NH Ny “NH,
NH N )

] Ryc. 3. Wzér strukturalny Kolistyny (KOL).
(Zrodlo: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Colistin)

KOL jest dostepna w postaci soli siarczanowej oraz jako kolistymetat sodowy. Jest
podawana PO (siarczan KOL) i pozajelitowo (siarczan KOL, kolistymetat sodowy-CMS)
(Li i wsp., 2003a).

Farmakodynamika

Mechanizm dziatania KOL polega na interakcji z btong zewnetrzng bakterii, zwlaszcza
z czgsteczkami lipopolisacharydow, co powoduje wypieranie jonéw wapnia 1 magnezu
oraz destabilizacj¢ btony zewnetrznej. Ta destabilizacja prowadzi do wycieku zawarto$ci
komoérkowej i w konsekwencji do starzenia si¢ komorki oraz jej $mierci (Newton i wsp.,
1956; Schindler i wsp., 1979; Nakajima, 1967; PristovSek i Kidri¢, 1999; Pristovsek
i Kidri¢, 2001).

KOL ma stosunkowo waskie spektrum dziatania przeciwbakteryjnego. Jest wysoce
skuteczna przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, takim jak Escherichia coli, Klebsiella

spp. i Salmonella spp., a takze Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Colistin
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Haemophilus spp., Shigella spp., Pasteurella spp., Brucella spp., Aerobacter aerogenes,
oraz Bordetella bronchiseptica (Poirel i wsp., 2017; Komura i wsp., 1979; Falagas i wsp.,
2005; Storm i wsp., 1977). Bakterie Gram-dodatnie sg na ogét mniej wrazliwe, jednakze
istniejg wrazliwe szczepy np.: Staphylococcus spp., Bacillus spp., Streptococcus pyogenes
i Corynebacterium spp. (Storm i wsp., 1977).

Gléwnym wskazaniem do stosowania KOL w medycynie weterynaryjnej sg zakazenia
przewodu pokarmowego wywotane przez nieinwazyjne szczepy Escherichia coli
i Salmonella spp. (np. biegunka poodsadzeniowa prosiat, ale takze zakazenia u bydta,
owiec, koz i krélikéw) (Catry i wsp., 2015; Rhouma i wsp., 2016).

KOL wykazuje rowniez aktywno$¢ przeciwko endotoksynom wytwarzanym przez
niektére szczepy Escherichia coli w przewodzie pokarmowym u koni (efekt
antytoksyczny, a nietypowo przeciwbakteryjny) zwigzanej z ci¢zka kolka 1 innymi
chorobami przewodu pokarmowego (Barton i wsp., 2004; Moore i Barton, 2003).
KOL jest takze stosowana u bydla, owiec i1 k6z produkujacych mleko przeznaczone do
spozycia przez ludzi (Catry i wsp., 2016; Rhouma i wsp., 2016; Elbadawy i Aboubakr,
2017).

Pomimo ze, w wielu krajach KOL jest zakazana w leczeniu salmonelozy u drobiu
(Lohren i wsp., 2008), jest czgsto stosowana w leczeniu fagodnej kolibakteriozy (Kempf
i wsp., 2013; Catry i wsp., 2015; Barbieri i wsp., 2017) oraz w skojarzeniu z amoksycyling
w leczeniu martwiczego zapalenia jelit u kurczat brojlerow (Elbadawy i Aboubakr, 2017).

W przypadku stosowania u zwierzat gospodarskich, w tym drobiu, KOL jest
zazwyczaj podawana PO z wodg pitng (Stefaniuk i Tyski, 2019), cho¢ istnieja takze postaci
iniekcyjne. Zalecana dawka KOL rézni si¢ w zaleznosci od produktu i gatunku zwierzat —
proponowana dawka wynosi 75 000 IU siarczanu kolistyny/kg dla drobiu (kury, indyki)
1 100 000 IU siarczanu kolistyny/kg dla innych zwierzat, takich jak cieleta, kroliki i S$winie
(Friedlander i wsp., 2006).

Do 2015 roku uwazano, ze oporno$¢ na KOL w rodzinie Enterobacteriaceae powstaje
na skutek mechanizméw chromosomalnych, ktére modyfikowaly warstwe
lipopolisacharydowa (LPS) poprzez dodanie 2-aminoetanolu, fosfoetanoloaminy (PetN,
pochodnej 2-aminoetanolu) lub innych pomp efluksowych, a takze poprzez tworzenie
otoczek przez te mikroorganizmy (Olaitan 1 wsp., 2014). Modyfikacja lipidu A
w strukturze LPS moze by¢ zwigzana z mutacjami prowadzacymi do aktywacji systemow
dwusktadnikowych, takich jak PmrA/PmrB i PhoP/PhoQ, lub inaktywacji genu mgrB, co
powoduje zniesienie negatywnej regulacji zwrotnej systemu PhoP/PhoQ w bakteriach
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Gram-ujemnych. U Escherichia coli wykazano, ze geny etk i mgrR moga nadawac
oporno$¢ na KOL (Delannoy i wsp., 2017).

W 2015 roku chinscy badacze przeanalizowali szczepy bakterii opornych na KOL
1 odkryli obecnos¢ genu mcr-1, ktory moze przenosi¢ si¢ pomigdzy szczepami bakterii
(Liu i wsp., 2016). Gen mcr-1 koduje fosfoetanoloaminotransferaz¢ — enzym katalizujgcy
przylaczanie fosfoetanoloaminy (kationowej czasteczki) do lipidu A w LPS, co zmienia
tadunek blony komoérkowej. W efekcie KOL (rowniez kationowa) nie moze zwigzaé si¢
z btong i wywotac jej lizy (Biswas i wsp., 2012).

Badania oparte na technice PCR pozwolity na identyfikacje kolejnych genéw
opornosci na KOL zwigzanych z plazmidami (mcr-2 do mcr-8) i wykazaty wystgpowanie
genu mcr-2 w szczepach Escherichia coli izolowanych od bydta i trzody chlewnej (Xavier
i wsp., 2016; AbuOun i wsp., 2017; Borowiak i wsp., 2017; Yin i wsp., 2017; Teo i wsp.,
2018; Wang i wsp., 2018; Yang i wsp., 2018). Ponadto, geny mcr-2, do mcr-8 wykazuja
44-77% podobienstwa do mcr-1, a produkty biatkowe przez nie syntetyzowane maja
32-83% homologi¢ z sekwencjg aminokwasowa mcr-1 (Joshi i1 wsp., 2019; Yassin i wsp.,
2017; Pishnian i wsp., 2019; Benameura i wsp., 2014; Chiou i wsp., 2017; Anjum i wsp.,
2016). W ciagu kolejnych dwoch lat zostat on wykryty w ponad 30 krajach i regionach
(Liu i wsp., 2016; McGann i wsp., 2016; Schwarz i Johnson, 2016; Skov i Monnet, 2016).
Co wigcej, retrospektywne analizy wykazaty, Zze pojawienie si¢ mcr-1 mozna byto
przesledzi¢ az do potowy lat 80. XX wieku, co sugeruje, ze stosowanie KOL w paszach
dla zwierzat moglto indukowac i przyspiesza¢ rozprzestrzenianie si¢ tego mechanizmu
opornosci zarbwno wsrdd zwierzat, jak i ludzi (Walsh i Wu, 2016).

Nalezy podkresli¢, ze KOL jest obecnie czgsto przedstawiana w literaturze jako
»terapia ostatniej szansy” w leczeniu infekcji wywotanych bakteriami Gram-ujemnymi
0 rozszerzonej opornosci na antybiotyki (XDR - Extended drug resistance),
wielolekoopornymi (MDR - Mulitdrug resistant) czy tez catkowicie opornymi na dostepne
antybiotyki (PDR - Pan-drug resistant) (Michalopoulous i Falagas, 2011; Paterson i Harris,
2016).

W czerwcu 2016 roku Europejska Agencja Lekow (EMA) dokonata ponownej oceny
swoich zalecen dotyczacych stosowania KOL w Europie (Walsh i Wu, 2016). W zwigzku
z powaga sytuacji podkreslono konieczno$¢ racjonalnego stosowania i nieustannego
monitorowania stosowania KOL w hodowli zwierzat, w celu ochrony zdrowia publicznego

1 bezpieczenstwa zywnosci.
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Farmakokinetyka

CMS najczgsciej stosowany u ludzi w postaci iniekcyjnej, jest nieaktywnym prolekiem
KOL, ktory wykazuje niski poziom wigzania z biatkami. Nie jest stabilny in vitro i in vivo
1 jest hydrolizowany w osoczu ludzkim, tworzgc zlozong mieszaning cze§ciowo
sulfometylowanych pochodnych, ktore moga wytwarza¢ do 32 r6znych produktéw, w tym
KOL (Li i wsp., 2005).

Farmakokinetyka KOL jest zlozona ze wzgledu na w/w wystepujaca
wewnatrzustrojowg konwersje, jak rowniez roznice w dystrybucji i metabolizmie obu form
leku. Na podstawie badan przeprowadzonych na zdrowych ochotnikach ustalono, ze
maksymalne stezenie aktywnej formy leku bylo osiggane po 1-3 h od podania i byto nizsze
niz maksymalne st¢zenie kolistymetatu sodowego (Couet i wsp., 2011; Mizuyachi i wsp.,
2011; Zhao i wsp., 2018).

Siarczan KOL po podaniu PO u ludzi, zwierzat laboratoryjnych i gatunkow
docelowych jest stabo wchtaniany (Goetting i wsp., 2011; Blood i Radostits, 1989).
Stezenia w osoczu sg zwykle niewykrywalne po podaniu PO. Zwickszone wchtanianie po
podaniu PO obserwowano u noworodkéw zwierzat (FAO, 2006). Wchtanianie
z powierzchni bton §luzowych i gruczotu sutkowego jest minimalne (Blood i Radostits,
1989). Wyzsze stezenia w osoczu stwierdzano po podaniu CMS niz po podaniu siarczanu
KOL (Al-Khayyat i Aronson, 1973; Blood i Radostits, 1989).

KOL, stosowana jako siarczan kolistyny lub kolistymetat sodowy cechuje si¢ znaczna
migdzygatunkowa zmienno$cig farmakokinetyczna, przy dobrej biodostgpnosci po
podaniu pozajelitowym i1 znikomym wchilanianiu z przewodu pokarmowego u wiekszosci
gatunkow (Escoula i wsp., 1981; Terakado i wsp., 1972). Po wchionigciu dystrybuuje sie
glownie w przestrzeni pozakomorkowej, cho¢ stopien wigzania z tkankami zalezy od
gatunku i postaci preparatu (Ziv i Sulman, 1973a i 1973b; Al-Khayyat i Aronson, 1973).

U ludzi domigsniowe podanie kolistymetatu sodowego zapewniato terapeutyczne
stezenia utrzymujace si¢ 6-12 h, a po wyzszych dawkach do 24 h; Cmax rosto wraz z dawka
(ok. 3-7,6 pg/ml po 2 h) (FAO, 2006). Po podaniu dozylnym T1/2el wynosit ok. 2 h dla
kolistymetatu i ponad 4 h dla kolistyny zasadowej (Li i wsp., 2003b).

U pséw po podaniu IM Cmax osiggano po 0,5-1 h (2,8-17,7 pg/ml), a T1/2el wynosit
ok. 2,7 h 1 nie zalezal od dawki. Objetos¢ dystrybucji przekraczata przestrzen plynu
pozakomoérkowego, a lek kumulowat si¢ w watrobie, nerkach 1 moézgu; wydalanie

zachodzito glownie przez nerki lub z katem (Al Khayyat i Aronson, 1973).
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U bydta po podaniu IV uzyskiwano Cmax Ok. 16 pg/ml i T1/2el 4-6 h, natomiast po
podaniu IM Tmax wynosit 0,5-3 h, a eliminacja byta wolniejsza u krow niz cielat; stezenia
w mleku byty niskie (Ziv i wsp., 1982; Archimbault i wsp., 1980). Po podaniu doustnym
lek czesto byt niewykrywalny (Escoula i wsp., 1981).

U owiec kolistymetat dawat wyzsze stezenia niz siarczan kolistyny, ktéry silniej
wigzat si¢ z biatkami (Ziv i Sulman, 1973a i 1973b). U $win po podaniu IV obserwowano
szybki spadek stezen, po IM Tmax wynosit ok. 30 min, a T1/2el 4-4,5 h; po podaniu
doustnym lek byt wykrywany w surowicy i z6fci (Sato 1 wsp., 1972; Lin 1 wsp., 2005;
Terakado i wsp., 1972).

Metabolizm i eliminacja KOL wcigz nie sg do konca poznane. U ludzi do 80% dawki
KOL odzyskiwane jest w postaci niezmienionej z moczem i nie nastgpuje wydalanie
z 70tcia. Mozna zatozy¢, ze pozostala czgs$¢ leku ulega inaktywacji w tkankach, jednak
mechanizm tego zjawiska nie jest znany. Po podaniu kolistymetatu sodowego, KOL
pojawia si¢ w osoczu szybko. KOL wigze si¢ z osoczem ludzkim w okolo 50%
Cmax W surowicy po podaniu IV sg osiggane w ciggu 10 minut i wydawaty si¢ wyzsze, ale
spadaty szybciej niz te osiggane po podaniu IM (Froman i wsp., 1970).

Podobnie psy metabolizuja KOL do zwiazku pozbawionego aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej. Okoto 67% KOL wydalanej z moczem stanowita KOL
o dzialaniu przeciwbakteryjnym, podczas gdy 33% stanowitl metabolit o dziataniu
przeciwbakteryjnym nieaktywnym (Al-Khayyat i Aronson, 1973). Autorzy zauwazaja
jednak, ze badane dawki byly wyzsze niz normalne dawki terapeutyczne i moga nie
odzwierciedla¢ znaczenia metabolizmu w dawkach w zakresie terapeutycznym. Ponadto
nie podjeto proby zidentyfikowania metabolitu.

U bydla leczonego dozwaczowo KOL i erytromycyng nie wykryto aktywnosci KOL
w ptynie zwaczowym (Escoula i wsp., 1981).

W przypadku drobiu, okreslano radioaktywnos¢ znakowanej KOL w odchodach po
pojedynczym podaniu SC kolistymetatu jednodniowym kurczetom. W ciggu 28 dni
pobierania probek odzyskano mniej niz 33% podanej dawki. W prébkach pobranych w
ciggu pierwszych 12 godzin aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa stanowita mniej niz 0,1%
caltkowitej dawki (US FDA, 1998).

Chociaz KOL jest bardzo stabo wchianiana w jelicie, nalezy pamigtac, ze
uszkodzenie funkcjonowania bariery jelitowej zwiazane z zakazeniami przewodu

pokarmowego powoduje zwickszong przepuszczalnosc jelitowa (Camilleri i wsp., 2012)
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i mozliwo$¢ lepszej absorpcji. Natomiast, Rhouma i wsp., w 2015 roku odkryli, ze KOL

w kontakcie z sokiem zolagdkowym zmniejsza swoja aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojows.

Toksycznos¢ i1 dziatania niepozadane

Do gtownych dziatan toksycznych KOL zalicza si¢: nefrotoksycznos¢ (ostra martwica
kanalikéw), neurotoksyczno$¢ (uszkodzenia nerwéw obwodowych, porazenia
i niedowlady konczyn), w tym poprzez blokade przekaznictwa nerwowo-mig$niowego
(splatanie, oczoplas, U ludzi zaburzenia mowy, porazenie mi¢sni oddechowych, bezdech),
oraz zaburzenia hematologiczne (Biswas i wsp., 2012; Wu i wsp., 2024).

Mechanizm nefrotoksycznosci KOL jest ztozony i nie w pelni poznany. Badania na
zwierzetach wykazaty, ze kolistymetat ulega w nerkach wydzielaniu, podczas gdy
powstata w wyniku jego rozpadu KOL podlega nasilonej reabsorpcji. Oba te procesy
prowadza do bardzo wysokiego stezenia KOL w komdrkach cewek nerkowych — zaréwno
tej reabsorbowanej, jak 1 powstalej wskutek wewnatrzkomoérkowego rozpadu
wydzielanego kolistymetatu. Nagromadzona KOL zaburza funkcjonowanie komorek,
powodujagc m.in. zatrzymanie cyklu komorkowego, stres oksydacyjny i ostatecznie
apoptoze (Li i wsp., 2004; Zavascki i wsp., 2017; Eadon i wsp., 2013; Dai i wsp., 2014).

Neurotoksycznos¢ KOL jest stosunkowo rzadka i zazwyczaj ma tagodny przebieg.
Objawy obejmujg parestezje (czestsze po podaniu IV (Koch-Weser i wsp., 1970)),
niedoczulice, zawroty glowy, ostabienie migéni, zaburzenia widzenia, zaburzenia
zachowania 1 $wiadomosci (w tym halucynacje), napady drgawkowe, zaburzenia
rownowagi, ataksje, zaburzenia shuchu, blokade przewodnictwa nerwowo-mig$niowego
oraz wtorne zahamowanie osrodka oddechowego z bezdechami, a nawet encefalopatig
(Molina i wsp., 2009; Nigam i wsp., 2015).

Mechanizmy neurotoksycznego dziatania KOL nie zostaly w pelni wyjasnione.
Wiadomo jednak, ze antybiotyk blokuje presynaptyczne uwalnianie acetylocholiny, co
zaburza przewodnictwo nerwowo-migsniowe (Nigam i wsp., 2015). Czynnikami ryzyka
neurotoksycznosci sg takze hipoalbuminemia i jednoczesne stosowanie lekow
przeciwzapalnych (Nigam i wsp., 2015).

Wsrod innych dziatan niepozadanych KOL opisywanych w literaturze wymienia si¢
zaburzenia elektrolitowe (hiponatremia, hipokaliemia), podwyzszone stezenia enzyméow
watrobowych (Karnik i wsp., 2013), obrz¢k naczyniowy, wymioty oraz wysypke (Pintado
i wsp., 2008).
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Zgodnie z charakterystyka produktu leczniczego, jednoczesne stosowanie KOL z
lekami neurotoksycznymi, nefrotoksycznymi (np. furosemidem, innymi diuretykami
petlowymi), antybiotykami z grupy makrolidow i fluorochinolonéw, niedepolaryzujgcymi
srodkami zwiotczajacymi oraz innymi substancjami hamujgcymi przekaznictwo nerwowo-
mie$niowe moze prowadzi¢ do potencjalnie niekorzystnych interakcji (Wu i wsp., 2024;

Leksykon, 2025).

2.3. Linkomycyna

Linkomycyna (LIN) jest naturalnym antybiotykiem nalezacym do grupy
linkozamiddw, wytwarzanym przez bakterie glebowe Streptomyces lincolnensis z rz¢du
promieniowcow (actinomycetes), w procesie fermentacji (Chang i Weisblum, 1967; Spizek
i Rezanka, 2004). Sktada si¢ z odmiennego aminokwasu, tj. trans-N-metylo-4-n-1-proliny
(kwasu propylohigrynowego) potaczonego wigzaniem peptydowym z cukrem 6-amino-
6,8-dideoksy-1-tio-d-erytro-a-d-galaktopiranozydem (metylotio-lincosamidem) (Kagan i
wsp., 1972; Horton i wsp., 1974).

/NN

\

] Ryc. 4. Wzér strukturalny Linkomycyny (LIN).
(Zrodto: https://www.medchemexpress.com/lincomycin-standard.html)

Masa czasteczkowa LIN = 406,5 g/mol Jest rozpuszczalna w metanolu,
niskoprocentowych alkoholach, acetonie, octanie etylu, chloroformie, a stabo
rozpuszczalna w wodzie (O'Neil, 2006).

Mechanizm dziatania LIN polega na hamowaniu biosyntezy biatek bakteryjnych przez
wigzanie si¢ z podjednostka 50S rybosomow bakteryjnych. Po wniknigeciu do komorki
bakteryjnej LIN taczy sie odwracalnie z rybozymem peptydylotransferazg — 23S-rRNA
podjednostki 50S rybosomu bakteryjnego i jg inaktywuje. W ten sposéb hamuje tworzenie
wigzan peptydowych pomigdzy aminokwasami. Ponadto LIN blokuje translokacje


https://www.medchemexpress.com/lincomycin-standard.html
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rybosomu. Dochodzi do zahamowania elongacji tancucha polipeptydowego, co skutkuje
zablokowaniem syntezy biatek bakteryjnych (Mateusen i wsp., 2002; Spizek i Rezanka,
2004). W warunkach in vitro LIN wywiera przewaznie dziatanie bakteriostatyczne. Jej
dziatanie bakteriobdjcze lub bakteriostatyczne zalezy od stezenia leku w miejscu zakazenia
oraz wrazliwosci zakazonego organizmu (Czarniak 1 wsp., 2016). Spektrum
przeciwbakteryjne to (Murray i wsp., 2022):

e drobnoustroje wrazliwe — rodzaje: Actinomyces, Propionibacterium, Eubacterium,
Peptococcus, Peptostreptococcus, paciorkowce mikroaerofilne, gronkowce, w tym
takze szczepy metycylinooporne (wystepuje mozliwos¢ opornosci krzyzowej),
paciorkowce, w tym Streptococcus pneumoniae, pneumokoki;

e drobnoustroje umiarkowanie wrazliwe — rodzaje: Bacteroides, Fusobacterium,
Clostridium;

e drobnoustroje stabo wrazliwe lub niewrazliwe: Streptococcus faecalis, wigkszo$é

szczepow Haemophilus influenzae, Pseudomonas i inne bakterie Gram-ujemne.

LIN jest stosowana w podaniu PO w przypadku:

Trzoda chlewna: leczenie i metafilaktyka enzootycznego zapalenia pluc wywotanego przez
Mycoplasma hyopneumoniae;

Kurczeta: leczenie 1 metafilaktyka martwiczego zapalenia jelit wywolanego przez
Clostridium perfringens), a takze stosowana leczniczo w kolibakteriozach.

Natomiast preparaty IM sa dostepne do leczenia bakteryjnych zakazen przewodu
pokarmowego oraz uktadu oddechowego u cielat i owiec (Fekry i wsp., 2023; Schreier i
wsp., 2022; Khan i wsp., 2021; Kalill i wsp., 2022; Elkomy i wsp., 2019).

LIN czesto faczy si¢ z innymi Srodkami przeciwdrobnoustrojowymi, takimi jak
kitasamycyna (Kalill i wsp., 2022), spektinomycyna (Schreier i wsp., 2022; Kalill i wsp.,
2022), diklazuril (Al-Aziz i wsp., 2014) i bacytracyna (Elkomy i wsp., 2019), w celu
zwigkszenia jej skutecznosci.

Preparaty taczone z neomycyng sg stosowane jako postaci dowymieniowe w okresie
laktacji u bydta mlecznego w terapii ostrego zapalenia wymion (EMA, 1998).

Komisja Europejska do spraw Produktéw Leczniczych Weterynaryjnych zaleca
dawkowanie:

a) w przypadku drobiu - PO w paszy lub wodzie pitnej, w dawkach odpowiadajacych do
5 mg linkomycy/kg m.c./dzien przez okres do 7 dni;
b) przypadku trzody chlewnej - PO, w dawkach do 10 mg linkomycyny/kg m.c./dzien przez
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okres do 21 dni lub IM w dawce 15 mg linkomycyny/kg m.c./dzien przez okres do 7 dni.
Dawka IM dla cielat i owiec wynosi do 15 mg linkomycyny/kg m.c./dzien przez okres do
4 dni (EMA, 1998).

LIN wykazuje opornos¢ krzyzowsg z klindamycyng (potsyntetyczng chloropochodng
LIN) w pelnym zakresie. Oporno$¢ gronkowcoéw i paciorkowcOw jest najczeSciej
spowodowana metylacja okreslonych nukleotydow w 23S RNA wchodzacego w sktad
podjednostek 50S rybosoméw. Co wiecej, metylacja ta moze determinowaé opornosé
krzyzowg na makrolidy i streptograminy B (fenotyp MLSB) (Li i wsp., 2013; Kim i wsp.,
2024).

Farmakokinetyka

Farmakokinetyk¢ LIN u ludzi badano po podaniu r6znymi drogami. Okoto 72% LIN
wigze si¢ z biatkami osocza i jest szeroko dystrybuowana, a Vd odpowiada catkowitej
wodzie ustrojowej. LIN wydalana jest gtownie z kalem, a istotng drogg eliminacji jest
réwniez wydzielanie z zo6tcig. Znaczace st¢zenia osiggane sa w wielu tkankach 1 ptynach
ustrojowych niezaleznie od drogi podania m.in. w zblci, plynie otrzewnowym,
optucnowym, oku, modzgu, kosci, szpiku, torebkach stawowych, ptynie maziowym
i mézgowo-rdzeniowym. LIN zwykle stabo penetruje do ptynu médzgowo-rdzeniowego,
chyba ze wystepuje stan zapalny, gdzie w zapaleniu opon modzgowych osigga stezenia
terapeutyczne (Fass, 1981).

LIN przenika przez tozysko. Po jednorazowym podaniu IM, 600 mg ci¢zarnym
kobietom, st¢zenie w ptynie owodniowym wynosito 0,2-3,8 mg/ml i utrzymywato si¢ przez
52 h. Obecnos¢ leku wykryto rowniez w siarze i mleku (Fass, 1981).

Tylko niewielka cze¢$¢ dawki PO linkozamidow dociera do dolnych partii jelita
(Greenlees i wsp., 2000). Przyktadowo klindamycyna wchtania si¢ niemal catkowicie,
natomiast LIN szybko, ale stabo (Goodman i Gilman, 1975). Biodostepno$¢ u ludzi
szacowana jest na 25-50% na czczo, lecz tylko 5% po positku (Hornish i wsp., 1987).

Farmakokinetyka LIN opisana jest u psow (Brown i wsp., 1975; Greenlees i wsp.,
2000), kotow (Albarellos i wsp., 2003, 2012, 2013), trzody chlewnej (Nielsen i Gyrd-
Hansen, 1998; Kuroha i wsp., 2001; JECFA, 2000; Greenlees i wsp., 2000, 1987; JECFA,
2000; Hamdy i wsp., 1981; Chaleva i Nguyen, 1987; HuiMin i wsp., 2012), kéz (Sharma
i wsp., 2017; 2019, Sharma i Dumka, 2016; Abo EI-Sooud i wsp.,2004), owiec (Ziv i
Sulman 1973a i 1973b), bydta (Burrows i wsp., 1983; Burrows i wsp., 1986; Hornish i
wsp., 1987; JECFA, 2000; Gouri i wsp., 2014) oraz drobiu (Shamakh i wsp., 2022; Kim i
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wsp., 2024; Chaleva i Dzhurov, 1987; Elkomy i wsp., 2019).

U zwierzat wchlanianie linkomycyny po podaniu doustnym jest ograniczone,
natomiast wyraznie lepsze po podaniu domigsniowym; Cmax 0siggane jest po 2-4 h (PO)
i 1-2 h (IM) (Aiello i May, 1998; Hornish i wsp., 1987). U psow po podaniu IM (20 mg/kg
m.c.) lek wchtania si¢ szybko (Cmax 0k. 30 min), a po PO (300 mg/kg m.c.) tmax Wynosi
1-2 h; najwyzsze st¢zenia obserwowano w nerkach i z6lci, a najnizsze w OUN (Greenlees
I wsp., 2000).

U s$win dawki doustne 4,4-22 mg/kg m.c. zapewniajg szybkie osiggnigcie stezen
terapeutycznych (Cmax 1,8-5,1 pg/ml w ok. 1 h), przy niskim wigzaniu z biatkami (<4%)
(DeGeeter i Stahl, 1976). Okres poéttrwania wynosi ok. 2,0 h (IV) i 3,4 h (PO), natomiast
w tkankach (watroba, nerki) jest znacznie dtuzszy (24-29 h) (Hornish i wsp., 1987; JECFA,
2000). U owiec po IM (20 mg/kg m.c.) Cmax Wynosi 12,3 pg/ml (1 h), a w mleku osiaga
bardzo wysokie wartosci (Ziv i Sulman, 1973a i 1973b).

U kréw mlecznych ok. 32% dawki wydalane jest z moczem, natomiast po podaniu
domacicznym wigkszo$¢ eliminowana jest z mlekiem (85-95%) (Hornish i wsp., 1987).
LIN ulega intensywnemu metabolizmowi (liczne metabolity, glownie forma niezmieniona,
N-desmetyl-linkomycyna i sulfotlenek), przy czym u roéznych gatunkéw dominujaca
postacig wydalang pozostaje lek niezmieniony (Hornish 1 wsp., 1987; JECFA, 2000).
U $win 11-21% dawki wydalane jest z moczem, a wiekszo$¢ z przewodu pokarmowego,
glownie w postaci metabolitow (Hornish 1 wsp., 1987).

W przypadku drobiu danych literaturowych odnosnie PK jest niewiele i sa
niejednoznaczne, gdyz m.in. sugeruja dobre wchianianie w przypadku broileréw (Elsayed
i wsp., 2015; Shamakh i wsp., 2022), a zarazem bardzo stabe w przypadku niosek - jedynie
2,6% przy istotnie nizszych stezeniach w surowicy niz po podaniu IV (Kim i wsp., 2024;
Chaleva i Dzhurov, 1987).

Shamakh i inn. (2022) badali przebieg kinetyki LIN u kurczat brojlerow po
jednorazowym podaniu PO w dawce 10 mg/kg m.c. Stezenia LIN w surowicy oznaczano
za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie faz (RP-
HPLC). Uznano, ze otwarty model dwukompartmentowy najlepiej opisuje Kinetyke leku
po podaniu PO. Po podaniu PO lek osiggat Cmax wynoszace 5,892 + 0,060 pg/ml w Tmax
1,241 + 0,015 h. T1/2ap) wynosit 0,347 + 0,016 h, a AUCo—t wynosito 48,868 + 0,175
pg/ml-h. LIN byta eliminowana z szybkoscig (K10) rowng 0,147 + 0,006 h™' i usuwana
przez wszystkie procesy klirensu w organizmie (CI/F) z szybkosciag 0,312 + 0,004
(mg/kg)/(ug/ml)/h. Podsumowujac, LIN podawana PO w dawce 10 mg/kg m.c. wykazata
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korzystny profil PK, z dtugim t1/2¢; wynoszacym 7,041 + 0,402 h.

Parametry PK w tym biodostgpnos¢ dla LIN po jednorazowym podaniu 1V i PO
okreslono u kurczat brojlerow. Zbadano rowniez wpltyw amprolium na kinetyke
dystrybucji i poziomy pozostato$ci LIN w tkankach po wielokrotnym podaniu PO. Model
dwukompartmentowy najlepiej opisywat kinetyke¢ leku po podaniu jednorazowym IV
w dawce 20 mg/kg m.c. zdrowym broilerom, z t1/2¢ rownym 2,93 + 0,014 h, objetoscia
dystrybucji w stanie stacjonarnym (Vdss) wynoszacg 1,76 + 0,014 L/kg oraz catkowitym
klirensem (Clot) réwnym 0,457 + 0,004 L/kg/h. Po jednorazowym podaniu PO, Cmax
wynosito 7,08 = 0,16 ug/ml i byto osiggane po czasie Tmax = 1,16 = 0,02 h. Srednia
biodostepnos¢ ogolnoustrojowa po podaniu PO wynosita 71,32 + 2,62% Po wielokrotnym
podaniu PO LIN zdrowym brojlerom, najwyzsze st¢zenie w osoczu osiggano w ciggu
jednej godziny po kazdej dawce. Podanie amprolium powodowato istotne zmniejszenie
maksymalnego stezenia LIN w 0s0czu (Cmax = 7,29 + 0,204 pug/ml) w poréwnaniu do samej
LIN (Cmax = 8,13 £ 0,244 ug/ml). Ponadto, amprolium znaczgco zmniejszalo poziomy
pozostatosci LIN w tkankach (Elsayed i wsp., 2015).

Natomiast, po jednorazowym podaniu LIN do wola brojlerow w dawkach
50 i 100 mg/kg, wigkszos¢ podanej dawki stwierdzano w surowicy krwi odpowiednio
w 2. godzinie oraz do 6. i1 8. godziny po podaniu. Badania wptywu wieku na stgzenie
w surowicy przy tej drodze podania wykazaly, ze preparat wchlaniat si¢ szybciej
u brojlerow niz u kur niosek, natomiast w zakresie utrzymywania si¢ st¢zen nie
odnotowano istotnych r6znic. Natomiast po jednorazowym podaniu PO LIN brojlerom
w dawce 100 mg/kg, antybiotyk kumulowal si¢ gléwnie w nerkach, watrobie 1 ptucach,
a takze w treSci jelita cienkiego i grubego. Po podaniu do wola nioskom w dawkach
100 mg/kg przez 7 dni, LIN byta wydalana w jajach zar6wno w trakcie leczenia, jak i przez
4 dni po jego zakonczeniu, w stezeniach bakteriostatycznych wynoszacych 0,6-5,9 pg/cms
(Chaleva i Dzhurov, 1987).

Celem kolejnego badania byta ocena doustnej biodostepnosci dla LIN na podstawie
danych PK po podaniu IV 1 PO oraz poréwnanie pozostatosci leku w jajach. W badaniu
biodostgpnosci nioski podzielono na dwie grupy: PO i IV (n = 8/grupa), ktérym
jednorazowo podano LIN w dawce 10 mg/kg m.c. Grupa PO wykazywata istotnie nizsze
srednie stezenie leku w surowicy w poréwnaniu do grupy IV, a F po podaniu PO wynosita
jedynie 2,6% Badanie potwierdzito, ze LIN cechuje bardzo niska biodostepnos$¢ po
podaniu PO u niosek (Kim i wsp., 2024).

W badaniu Elkomy i Aboubakr, (2020) porownywano bioréwnowaznos$¢ preparatow
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Lincopharm 800® i Lincoyosr® u zdrowych kurczgt brojlerow po podaniu PO obu
produktow w dawce 20 mg linkomycyny/kg m.c. 24 kurczeta brojlery podzielono na dwie
grupy. Pierwsza grupa zostala przeznaczona do badania PK preparatu Lincopharm 800®,
natomiast druga do badania PK preparatu Lincoyosr®. Kazdemu osobnikowi z obu grup
podano PO 20 mg linkomycyny/kg m.c. Kinetyka dystrybucji preparatow Lincopharm
800® i Lincoyosr® po podaniu PO 20 mg linkomycyny/kg m.c. wykazata, ze Cmax
wynosity odpowiednio 4,81 1 4,62 pg/ml, osiggane przy Tmax wynoszacym odpowiednio
1,36 i 1,35 godziny. Podsumowujac Preparat Lincoyosr® byt bioréwnowazny wzgledem
Lincopharm 800®, poniewaz stosunki parametrow Cmax, AUCo—4 oraz AUCo—0 wynosity
odpowiednio 0,96, 0,92 oraz 0,91. Wszystkie warto$ci miescily si¢ w akceptowalnym
zakresie biorownowaznosci.

Podsumowujac, majac na uwadze znikome dane literaturowe odnosnie PK LIN
U drobiu sa one niejednoznaczne, gdyz m.in. sugeruja dobre wchtanianie w przypadku
broileréw, a zarazem bardzo stabe w przypadku niosek (jedynie 2,6%) przy istotnie

nizszych stezeniach w surowicy niz po podaniu I'V.

Toksycznos¢ i1 dzialania niepozadane

LIN ma niskg toksyczno$¢ ostrg. U szczuréw i myszy ostra doustna dawka LDso
chlorowodorku LIN zawsze byla wigksza niz 5000 mg/kg m.c. Objawy toksycznosci
obserwowane przy dawkach 8000 mg/kg m.c. i wyzszych obejmowatly ostabienie,
depresje, biegunke 1 drgawki. Substancja byla bardziej toksyczna po podaniu
pozajelitowym, przy czym przy podaniu IV warto$ci LDsg wynosity 214 i 342 mg/kg m.c.
odpowiednio u myszy i szczuréw (Greenlees i wsp., 2000).

Badania toksycznosci przewlektej, genotoksycznos$ci, dzialania kancerogennego oraz
teratogennego wykazaty, ze LIN jest antybiotykiem stosunkowo bezpiecznym (WHO,
2000).

Przedawkowanie, objawia si¢ zwigkszonym ryzykiem wystgpienia powaznych dziatan
niepozadanych, takich jak zaburzenia zotagdkowo-jelitowe, w tym zapalenie okrg¢znicy,
zakazenia wtorne W tym ryzyko rzekomobloniastego zapalenia jelita grubego (na tle
Clostridioides difficile) — szczegolnie grozne u ludzi (10%), ale potencjalnie mozliwe
u innych gatunkow (Fass, 1981; Gilbert, 1994; Goodman i Gilman, 1975). Zwlaszcza
u ludzi istnieje ryzyko pojawienia si¢ silnych reakcji nadwrazliwosci w tym anafilaksji oraz
ciezkich reakcji skornych (rumien wielopostaciowy, zespot Stevensa-Johnsona) (Kucers

I Bennett, 1979). Nadwrazliwo$¢ na klindamycyne prawdopodobnie rozwija taka sama



Bourdo K. - Profil farmakokinetyczny oraz zanikanie pozostatosci wybranych lekdw przeciwbakteryjnych u gesi domowe;j.

reakcje w trakcie leczenia LIN. Ponadto pacjenci nadwrazliwi na penicyling rowniez
rozwijali reakcje nadwrazliwosci podczas leczenia LIN.
LIN blokuje ptytke nerwowo-mig¢éniowa i moze nasila¢ dziatanie lekéw 0 podobnych

wilasciwosciach (Kapusnik-Uner i wsp., 1996).

3. BADANIA FARMAKOKINETYCZNE

- CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH PARAMETROW

Badania farmakokinetyczne sg jednym z pierwszych krokow w przedklinicznej ocenie
leku. Poprzez badanie przebiegu zmian st¢zenia (ilosci) leku 1 jego metabolitow w ptynach
ustrojowych, tkankach 1 wydalinach z réwnoczesnym ustaleniem zaleznoS$ci
matematycznych opisujacych 1 thumaczacych znalezione dane analityczne, mozemy
doktadnie pozna¢ losy danej substancji w ustroju oraz wyznaczy¢ dla niej parametry PK
(Danysz, 1996; Grabowski, 2015; Rolinski, 2008).

Ocena profilu farmakokinetycznego:

» umozliwia uzyskanie danych odnos$nie zachowania leku in vitro, a in vivo, np. mniej
silne dziatanie w warunkach in vitro czasteczki leku, w warunkach in vivo z powodu ich
korzystnej kinetyki (wigksza absorpcja, lepsza dystrybucja itp.), moga by¢ bardziej
skuteczne;

» umozliwia ocen¢ wysokosci stgzenia leku w osoczu po podaniu réznymi drogami
w stosunku do zastosowanej dawki w aspekcie ekstrapolacji danych np. z medycyny
ludzkiej;

» umozliwia oszacowanie pola powierzchni pod krzywa i stezenia maksymalnego leku
stwierdzanych w osoczu, dzigki ktorym mozna oceni¢ ekspozycje¢ organizmu na lek;

* wykazuje roznice w farmakokinetyce migdzy réznymi grupami pacjentow, réznymi
gatunkami, r6Znymi drogami podania czy tez dlugoscia leczenia i innymi czynnikami
(np. podanie przed i po karmieniu);

» umozliwia ocen¢ zmienno$Ci miedzy poszczegdlnymi osobnikami, a takze pomaga
zidentyfikowa¢ przypadki z odbiegajacymi poziomami leku.

Znajomos$¢ kinetyki i efektow dziatania lekéw (farmakodynamika) sg niezbgdne do
prawidlowego zastosowania leku w terapii (Hermann, 2002) poprzez ustalenie
hipotetycznej dawki i interwatow podawania w oparciu o wartos¢ MEC (Minimal Effective
Concentration - minimalne skuteczne stezenie), oszacowane nie tylko dla danego gatunku

zwierzecia, ale tez ekstrapolowane z innych gatunkow.
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3.1. Losy leku w ustroju

U podstaw farmakokinetyki (farmakon - lek, kinesis - ruch) lezy ilosciowa analiza
matematyczna procesOw zachodzacych w ustroju po podaniu leku. Do proceséw tych
zaliczamy: wchianianie (absorpcje) oraz dyspozycje. Poprzez dyspozycje rozumie si¢
rozmieszczanie (dystrybucj¢), metabolizm (biotransformacj¢) 1 wydalanie (eliminacje)
(Grabowski, 2015; Danysz, 1996; Rosenbaum, 2012). Proces ten wykazuje indywidualng
zmienno$¢, zalezng od takich czynnikéw jak: wiek, pte¢, predyspozycje genetyczne oraz
gatunek lub rasa zwierzat (Riviere i Papich, 2013). W przypadku lekow podanych droga
IV mamy do czynienia jedynie z dyspozycja leku, poniewaz lek dostaje si¢ bezposrednio
do krwi. W przypadku wigkszosci lekéw podanych parenteralnie warunkiem ich
ogolnoustrojowego dziatania jest wchlonigcie z miejsca podania do krwi. Dopiero po
wchlonigciu do krwi lek moze dotrze¢ do miejsca swojego docelowego dziatania i wywrzeé
tam odpowiedni, zaplanowany efekt farmakologiczny (Hermann, 2002). Procesy absorpciji,
dystrybucji, metabolizmu i eliminacji stanowig wiec, fundamentalny model opisujacy losy
leku w organizmie po jego podaniu. Zrozumienie tych proceséw jest kluczowe
w farmakologii klinicznej, gdyz determinuja one biodostepnos$¢ substancji leczniczej,
jej stezenie w docelowym miejscu dzialania oraz czas utrzymywania si¢ efektu

terapeutycznego.

Wchlanianie

Wechtanianie leku odnosi si¢ do jego przechodzenia z miejsca podania do krwiobiegu
lub krgzenia ogolnoustrojowego, jak opisuja Riviere i Papich (2013). Zakres absorpcji leku
zalezy zardwno od metody podania, jak i od jego formulacji. Leki podawane 1V dostaja si¢
bezposrednio do uktadu krazenia, podczas gdy drogi pozanaczyniowe wymagaja dtuzszego
procesu wchianiania. Ponadto ptynne formy lekéw wchtaniajg si¢ szybciej ze wzgledu na
ich naturalng rozpuszczalno$¢, natomiast formy state, takie jak tabletki czy kapsutki, muszg
najpierw ulec rozpuszczeniu. Proces ten czeSciowo zalezy od statej dysocjacji leku. Leki
podawane PO sa gldwnie wchtaniane przez nabtonek przewodu pokarmowego, jednak
intensywny metabolizm watrobowy moze ograniczy¢ ich stezenie w krazeniu
ogolnoustrojowym do poziomu niewystarczajacego dla uzyskania efektu terapeutycznego.

W skrocie, absorpcja leku jest determinowana przez rozne czynniki, w tym formulacje,
rozmiar czgstek, wlasciwosci fizykochemiczne (np. pH, lipofilnos¢), droge podania,

rozpuszczalno$¢ leku, gatunek zwierzecia, stan ogolnoustrojowy oraz zaréwno
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patologiczne, jak i fizjologiczne warunki organizmu (Riviere i Papich, 2013; Brunton i
wsp., 2011).

Nalezy podkresli¢, ze wchtanianie leku odgrywa kluczowa role w okres$laniu jego
biodostepnosci, czyli proporcji substancji czynnej, ktora skutecznie dostaje si¢ do krazenia
ogoblnoustrojowego — kwestia ta ma istotne znaczenie kliniczne (Brunton i wsp., 2011).
W konsekwencji biodostepnos¢ leku podlega tym samym czynnikom, ktoére wplywaja na
jego absorpcje.

Dystrybucja

Po wchionigciu lub podaniu do uktadu krazenia leki ulegaja dystrybucji do réznych
ptynéw ustrojowych, takich jak osocze, plyn zewnatrzkomoérkowy 1 plyn
wewnatrzkomorkowy, docelowo osiggajac tkanki narzadowe. Proces ten zalezy od wielu
czynnikdéw fizjologicznych organizmu oraz wlasciwosci fizykochemicznych samego leku.

Czynniki fizjologiczne obejmuja m.in. pojemno$¢ minutowg serca, regionalny
przeptyw krwi, przepuszczalno$¢ naczyn wlosowatych oraz objetos¢ tkanek, natomiast do
cech fizykochemicznych leku zaliczaja si¢ masa czasteczkowa, pKa i rozpuszczalnosé
w lipidach (Brunton i wsp., 2011; Riviere i Papich, 2013).

W wigkszosci przypadkow leki poczatkowo trafiajg do dobrze ukrwionych narzadow,
takich jak serce, watroba, nerki 1 mdzg, a nastgpnie stopniowo dyfunduja do stabiej
unaczynionych tkanek, takich jak skora, tkanka ttuszczowa i narzady wewnetrzne (Riviere,

2009). Warto zauwazy¢, ze leki lipofilne wykazuja szersza dystrybucje (Fahr i wsp., 2005).

Metabolizm

Metabolizm lekéw, znany rdwniez jako biotransformacja, obejmuje szereg reakcji
enzymatycznych lub chemicznych, ktore przeksztalcaja lek w celu wywotania efektu
terapeutycznego lub zakonczenia jego aktywnosci biologicznej. Zazwyczaj metabolity
powstate w tych procesach wykazujg zwiekszong polarnos¢ (hydrofilnos$¢) (Brunton i wsp.,
2011).

Procesy te dzieli si¢ na reakcje fazy I 1 fazy 11, ktore zachodza gldwnie w hepatocytach.
a) Reakcje fazy I obejmujg podstawowe mechanizmy biotransformacji, takie jak hydroliza,
utlenianie i redukcja. W ich wyniku lek macierzysty jest przeksztalcany w bardziej polarny
metabolit poprzez dodanie lub odstoniecie grup funkcyjnych, takich jak -OH lub -NH.

Powstaly metabolit moze by¢ bardziej aktywny od zwigzku wyjsciowego lub jesli jest
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wystarczajagco polarny, moze zosta¢ szybko wydalony przez nerki. Reakcje fazy I
sa katalizowane przez izoformy enzyméw z rodziny cytochromu P450 (CYP450).

b) Z kolei reakcje fazy Il zazwyczaj obejmuja sprzeganie metabolitow fazy I
z czgsteczkami takimi jak kwas glukuronowy, aminokwasy, octan, glutation czy siarczany.
Prowadzi to do powstania silnie polarnych, nieaktywnych zwigzkéw, ktore sg szybko
wydalane z moczem i katem (Brunton i wsp., 2011).

Podczas gdy watroba jest glbwnym narzadem zawierajacym enzymy odpowiedzialne
za metabolizm lekéw, warto zauwazy¢, ze takze inne narzady, takie jak przewod
pokarmowy, nerki i ptuca, posiadaja znaczace zdolnosci metaboliczne. Ten rozszerzony
udzial w metabolizmie moze znaczaco wpltywaé na proces przetwarzania lekow.
Na przyktad znaczna czes¢ leku podanego PO moze ulec metabolicznej inaktywacji jeszcze
w przewodzie pokarmowym lub w watrobie, zanim dostanie si¢ do krazenia
ogolnoustrojowego. Zjawisko to jest powszechnie okreSlane jako efekt pierwszego
przejécia i znaczaco zmniejsza biodostepnos¢ doustng lekéw szczeg6lnie podatnych na
zmiany metaboliczne, takich jak morfina (Brunton i wsp., 2011). W konsekwenc;ji
metabolizm lekdw, czyli biotransformacja, odgrywa kluczowa rolg w modulowaniu

aktywnosci leku, zarbwno w celu ostabienia, jak i wzmocnienia jego dziatania.
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Ryc. 5. Metabolizm lekow w watrobie.
(Zrédto: http://e-biotechnologia.pl/artykuly/metabolizm-ksenobiotykow/)
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Wydalanie

Proces wydalania leku obejmuje eliminacje¢ substancji z organizmu, zardwno w jej
niezmienionej postaci, jak i1 po przeksztalceniu w metabolity. Wsrdd narzadow
odpowiedzialnych za wydalanie lekow kluczowa role odgrywaja nerki, ktore usuwajg
zarowno same leki, jak i ich metabolity. W procesie wydalania biorg udzial trzy
podstawowe mechanizmy: filtracja kiebuszkowa, aktywne wydzielanie kanalikowe
i bierna reabsorpcja kanalikowa. Jakiekolwiek zaburzenia funkcji nerek moga mie¢ istotny
wpltyw na wszystkie te procesy. Wydalanie zalezy od wskaznika filtracji kiebuszkowe;j
(GFR) oraz stopnia wigzania leku z biatkami osocza, gdyz tylko niezwigzane czasteczki
leku moga zosta¢ przefiltrowane przez nerki.

Na wydalanie nerkowe wplywa takze kilka innych czynnikéw, w tym stan jonizacji
metabolitu, aktywne wydzielanie kanalikowe w blizszym kanaliku nerkowym oraz
obecnos$¢ transporterdw, takich jak biatko opornosci wielolekowej typu 2 (MRP2), ktore
znajduje si¢ w apikalnej blonie szczoteczkowej 1 utatwia wydzielanie sprzezonych
metabolitow. Istotnym czynnikiem wplywajacym na wydalanie lekéw jest réwniez
ci$nienie krwi.

W blizszych 1 dalszych kanalikach nerkowych zachodzi bierna reabsorpcja
niezdysocjowanych stabych kwaséw 1 zasad. Komorki kanalikowe wykazuja mniejsza
przepuszczalnosé dla zjonizowanych form stabych elektrolitow, dlatego ich absorpcja jest
zalezna od pH moczu. Alkalizacja moczu powoduje jonizacj¢ slabych kwasow, co
przyspiesza ich wydalanie. Przyktadem moze by¢ zwigkszone wydalanie kwasu
salicylowego po alkalizacji moczu (Brunton i wsp., 2011).

Oprocz nerek pewne narzady, takie jak pluca, odgrywajg istotng role w eliminacji
niektorych lekow, na przyktad gazéw anestetycznych. Ponadto niektdre zwigzki moga by¢
wydalane z katem. Moze to wynika¢ z ich niewchtonigcia po podaniu PO lub z ich
wydalania w postaci metabolitow, zwlaszcza glukuronidow, ktore sg usuwane z zotcig lub
wydzielane do $wiatla jelita bez ponownej absorpcji (Brunton i wsp., 2011).

Warto zauwazy¢, ze niektore metabolity moga podlega¢ reabsorpcji w $wietle jelita,
co nazywane jest krgzeniem watrobowo-jelitowym. Zjawisko to wydtuza obecnos¢ leku
w krazeniu, a tym samym zwigksza jego okres poltrwania (t1/2) (Roberts i wsp., 2002).
Na proces wydalania wptywaja rowniez takie czynniki jak lipofilnos¢, jonizacja, polarno$¢
oraz masa czasteczkowa leku.

Oprocz opisanych wyzej drég eliminacji, leki moga by¢ réwniez wydalane innymi

szlakami, takimi jak skora (przez pot), Slina, tzy, wlosy, mleko matki, a nawet migso
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(w przypadku zwierzat przeznaczonych na ub6j) (Brunton i wsp., 2011; Katzung i wsp.,
2004).

3.2. Farmakokinetyka kompartmentowa/niekompartmentowa

Matematyczna interpretacja wynikow uzyskanych w badaniach PK wymaga przyjecia
odpowiedniego modelu, zaktadajacego, ze organizm stanowi jeden lub wigcej tzw.
kompartmentow (kazdy reprezentuje odrebng przestrzen fizjologiczng badz anatomiczna,
gdzie stezenia sg wzglednie jednorodne). W zaleznosci od swoich wiasciwosci, leki
w organizmie ulegaja rozmieszczeniu jedynie we krwi (np. dekstran) lub tez przenikaja do
tkanek i narzadow. Umowna przestrzen dystrybucyjng, w ktorej substancja rozmieszcza
si¢ robwnomiernie w danej jednostce czasu nazwano kompartmentem. Przyjmuje si¢, ze
istnieja dwa rodzaje kompartmentu: centralny oraz obwodowy. Kompartment centralny
stanowi krew, natomiast kompartment obwodowy (tkankowy) stanowig tkanki i narzady.
Zaktada sie, ze leki przemieszczaja si¢ migdzy tymi kompartmentami, a dystrybucja
w kazdym z nich podlega kinetyce I rzgdu. W przypadku niektorych lekéw
o charakterystycznych wiasciwos$ciach fizykochemicznych mozemy mie¢ do czynienia
z sytuacja, w ktorej leki gromadza si¢ jedynie w wybranych tkankach lub narzadach, do
ktorych majg szczegdlne powinowactwo (tkanka thuszczowa, miesnie i uktad limfatyczny).
Obszar taki nazywany jest kompartmentem glebokim lub wolnowymiennym (tzw. model
trzech kompartmentéw) (Danysz, 1996; Grabowski, 2015; Toutain i Lees, 2004).

Model jednokompartmentowy jest najprostszym sposobem opisu procesow
zachodzacych w organizmie. Zaktada on natychmiastowe i homogenne rozmieszczenie
leku w ustroju. Eliminacja substancji oznacza w tym przypadku eliminacj¢ substancji
z calego organizmu. Opiera si¢ na matematycznych modelach (réwnaniach
rézniczkowych) opisujacych zmiany st¢zenia leku w kazdym kompartmencie w czasie.
Modele te opisujg parametry takie jak Cl, Vd oraz state szybkoS$ci eliminacji, ktére mozna
oszacowa¢ metodami dopasowywania krzywych. W sytuacji, w ktérej opis za pomocag
modelu jednokompartmentowego jest niewystarczajacy nalezy rozwazy¢ przyjecie modelu
dwukompartmentowego. Kompartment pierwszy symbolizuje krew i dobrze ukrwione
tkanki, a drugi, tkanki mniej ukrwione. Czasem takze model 2-kompartmentowy okazuje
si¢ niewystarczajacy. Alternatywg w takiej sytuacji jest model n-kompartmentowy.
Farmakokinetyka kompartmentowa wymaga wielu punktéw pomiarowych w czasie, aby
doktadnie oszacowaé parametry, przez co potrzebne sg obszerne zbiory danych (Cobelli i

Toffolo, 1984; Hermann, 2002).
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W ostatnich latach coraz czesciej obserwuje si¢ tendencje do przeprowadzania badan
na tzw. modelu niekompartmentowym (PK niezalezna od modelu, bezmodelowa).

Analiza niekompartmentowa nie opiera si¢ na podziale na kompartmenty. Zamiast
tego analizuje caly profil st¢zenia leku w czasie bez odniesienia do konkretnych
przedziatow.

Zastosowanie modelu niekompartmentowego pozwala na opisywanie zaréwno
kinetyki liniowej, jak i nieliniowej. Farmakokinetyka liniowa (1°) opisuje procesy PK,
ktorych szybkosci sg liniowg funkcja stezenia, a wielkosci parametrow PK nie zalezg od
podanej dawki leku. Farmakokinetyka nieliniowa (0°) opisuje procesy PK, ktdérych
szybkosci nie sg liniowa funkcja stezenia leku. Konsekwencja nieliniowosci tych procesow
jest zmienno$¢ parametrow PK w zalezno$ci od podanej dawki leku (Grabowski, 2015;
Cutler, 1978). Farmakokinetyka niekompartmentowa nie wymaga modelowania, a jedynie
wykorzystuje proste formuty matematyczne do obliczania parametrow PK takich jak: pole
powierzchni pod krzywa, maksymalne st¢zenie leku, czas osiggnigcia maksymalnego
stezenia i okres poltrwania. Ponadto moze by¢ przeprowadzona na podstawie mniejszej
liczby punktéw pomiarowych i nie wymaga pelnego profilu stgzenia w czasie. Jest
szczegOlnie przydatna w przypadku ograniczonej liczby probek. Bezmodelowe podejscie
do farmakokinetyki uwazane jest za bardziej obiektywne, niezalezne od ustawienia
doswiadczenia (Hermann, 2002). Podsumowujac, parametry PK sa obliczane bez
modelowania, bezposrednio na podstawie zaobserwowanych danych (Gabrielsson i
Weiner, 2001; Cutler, 1978). Wybor migdzy tymi podejsciami zalezy od celow badania,
dostepnych danych i stopnia skomplikowania PK leku.

3.3. Podstawowe parametry farmakokinetyczne

Farmakokinetyka jest naukg praktyczng. W przebiegu badan PK okresla si¢ wptyw
czasu, dawki i drogi podania na losy leku w ustroju (Hermann, 2002). Znajomos$¢
wskaznikow PK danej substancji umozliwia racjonalne zastosowanie w lecznictwie. Do
kluczowych parametrow PK naleza: klirens (Cl), objetos¢ dystrybucji (Vd), okres
péttrwania (t1/2) oraz biodostgpnos¢ (F). Oprocz tych parametrow istotnym wskaznikiem

zarowno w analizach PK, jak i PD jest pole pod krzywa (AUC).
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Ryc. 6. Typowy profil zalezno$ci stezenia leku w osoczu od czasu, przedstawiajacy
parametry PK i PD, uzyskany po doustnym podaniu pojedynczej dawki leku.
(Zrédlo: https://www.pharmacy180.com/article/plasma-drug-concentration-time-
profile-2506/ po modyfikacji Autora)

Pole powierzchni pod krzywa (AUC)

Jest to calkowita powierzchnia pod krzywa opisujaca zmierzone stezenie leku
w krazeniu ogélnoustrojowym w czasie (Brunton i wsp., 2011). Odzwierciedla rzeczywistg
ekspozycje organizmu na lek po podaniu dawki 1 jest wyrazane w mg*h/L.
AUC jest zalezne zarowno od szybkosci eliminacji leku z organizmu, jak i od podanej
dawki.

Aby obliczy¢ catkowita ilos¢ leku wyeliminowang z organizmu, mozna sumowac¢ lub
catkowac¢ ilosci eliminowane w poszczegdlnych przedziatach czasowych, poczawszy od
momentu podania leku (czas zero), az do nieskonczonos$ci. Ta calkowita ilo$¢ odpowiada
frakcji podanej dawki, ktora ostatecznie dostaje si¢ do krazenia ogdlnoustrojowego.

W przypadkach, gdy lek wykazuje kinetyke liniowa, AUC jest wprost proporcjonalne
do dawki. Natomiast wykazuje odwrotng zaleznos¢ z Cl. Innymi stowy, wyzszy Cl

prowadzi do krétszego czasu obecnosci leku w kragzeniu ogolnoustrojowym, co skutkuje
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szybszym spadkiem stezenia leku w osoczu. W takich przypadkach ekspozycja organizmu
na lek jest zmniejszona, co skutkuje mniejsza wartoscig pola pod krzywa stezenie-czas.
Znajac biodostgpnos¢ i dawke, Cl leku mozna obliczy¢ dzielac wchionigta dawke
przez AUC. Obliczony Cl jest stosunkowo niezalezny od ksztattu profilu stezenie-czas.
Metoda ta dostarcza cennych informacji na temat zachowania kinetycznego badanego leku.
Moze by¢ rowniez stosowana do badania zmian Cl leku w okreslonych warunkach

klinicznych, takich jak choroba czy jednoczesne podawanie innych lekow.

Klirens (Cl)

Kluczowym parametrem przy projektowaniu schematu dawkowania leku jest Cl leku
(Brunton i wsp., 2011). Cl oznacza obje¢to$¢ osocza, z ktorej lek jest catkowicie usuwany
w jednostce czasu (Brunton i wsp., 2011; Urso i wsp., 2002). Doktadniejsza definicja
okresla Cl jako stosuneck dwoch sktadowych: szybkosci eliminacji leku oraz

odpowiadajacego jej stezenia leku w osoczu (Toutain i Bousquet-Melou, 2004a).

a) Z tego wzgledu Cl osoczowy mozna wyrazi¢ w jednostkach obejmujacych objetos¢, czas
1 masg ciala, zazwyczaj jako mL/h/kg:

Cl = catkowita szybko$¢ eliminacji leku / ste¢zenie osoczowe
To réwnanie obowigzuje dla lekow wykazujacych kinetyke pierwszego rzedu, w ktorej
stata frakcja leku w organizmie jest eliminowana w jednostce czasu. Jest to wigc reakcja

niezalezna od dawki, a wiekszos$¢ lekow podlega tej kinetyce.

b) Z kolei dla lekéw podlegajacych kinetyce zerowego rzedu, w ktorej stata ilos¢ leku jest
eliminowana w jednostce czasu (proces zalezny od dawki), Cl mozna okresli¢ jako:
Cl=Vm/(Km+ C)
Gdzie:
e Vm — maksymalna szybkos$¢ eliminacji,
e Km - stezenie, przy ktorym szybkos¢ eliminacji osigga polowe wartoSci
maksymalnej (masa/obj¢tosc),

e C —stezenie leku w osoczu.

¢) Klirens mozna przedstawi¢ jako sume eliminacji leku przez rézne narzady, takie jak
nerki, watroba i inne. Zatem catkowity Cl systemowy wyraza si¢ wzorem:

Cl= Clwqtrobowy + Clnerkowy + Clinny
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Gdzie:
e Cl —Kklirens catkowity,
e Clygirobowy — klirens watrobowy,
e Clnerkowy— klirens nerkowy,

e Clinny — klirens przez przewod pokarmowy, skore, ptuca itp.

d) W ogdélnym przypadku, Cl systemowy dla lekow o kinetyce pierwszego rzedu mozna
obliczy¢ na podstawie biodostepnosci i1 stezenia osoczowego leku w stanie stacjonarnym,
co wyraza si¢ jako:
Cl = (F x Dawka) / AUC
Gdzie:
e F —biodostgpnosce,
e AUC —pole pod krzywa stezenia leku w osoczu.

Interpretacje Cl osoczowego i por6wnania miedzygatunkowe utatwia wyliczenie Epody
tj. wspotczynnika ekstrakcji catego organizmu (w zakresie od 0 do 1), ktory stanowi
stosunek ClI catkowitego do pojemno$ci minutowe;j serca.

Cl osoczowy jest kluczowym parametrem PK, poniewaz kontroluje catkowitg
ekspozycje na lek (dla danej biodostgpnosci) 1 pozwala na obliczenie dawki
podtrzymujacej. Jest to kluczowy parametr w klinicznej farmakoterapii, poniewaz
umozliwia dostosowanie dawkowania lekow w celu osiagnigcia optymalnych efektow
terapeutycznych. Monitorowanie Cl jest szczeg6lnie istotne dla oceny funkcji nerek
1 watroby, zapobiegania kumulacji leku 1 toksyczno$ci oraz zarzadzania interakcjami
lekowymi. Zrozumienie dynamiki Cl umozliwia lekarzom dostosowanie schematow
dawkowania do indywidualnych cech pacjentow, zapewniajac bezpieczenstwo

i skuteczno$¢ terapii (Toutain i Bousquet-Melou, 2004c).

Objetos¢ dystrybucji (Vd)

Vd to teoretyczna lub pozorna objetosc, ktora bytaby potrzebna do rozmieszczenia
calkowitej ilo$ci leku w organizmie przy identycznym stgzeniu, jakie wystepuje w osoczu.
Matematycznie definiuje si¢ jg jako stosunek ilosci leku w organizmie w danym czasie ,,t”,
do jego stezenia w osoczu w tym samym momencie (Toutain i Bousquet-Melou, 2004d,;

Benet i Galeazzi, 1979).
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Vd jest kluczowym parametrem okreslajagcym rozmieszczenie leku w organizmie oraz
przy obliczaniu dawki nasycajacej niezbednej do osiagnigcia pozadanego terapeutycznego
stezenia leku w osoczu. Zazwyczaj wyraza si¢ ja w jednostkach objetosci na mase ciata,
takich jak mL/kg lub L/kg.

Vd =Dawka / Co
Gadzie:
e Vd - objetos¢ dystrybucii,

e Co— stgzenie leku w osoczu w momencie podania (czas zero).

Vd jest stalg proporcjonalnos$ci migdzy catkowitg iloscig leku w organizmie, a jego
stezeniem w osoczu. Poniewaz stezenia osoczowe leku moga by¢ mierzone w réznych
warunkach (w stanie réwnowagi, w warunkach pseudo-réwnowagi itd.), zdefiniowano
kilka rodzajow Vd. Najwazniejsze to:

e Vd w stanie rébwnowagi (Vss) — reprezentuje hipotetyczng objetosé, w ktorej
catkowita ilo$¢ leku musiataby by¢ rownomiernie rozmieszczona, aby osiggnac
obserwowane stezenie osoczowe w stanie rownowagi;

e Vdw warunkach pseudo-rownowagi (Varea) — odzwierciedla objetos¢ potrzebng do
uwzglednienia catkowitej iloSci leku w organizmie w warunkach pseudo-

réwnowagi, uwzgledniajac pole pod krzywa st¢zenia leku (AUC).

Parametry Vd odgrywaja kluczowa role w okreslaniu odpowiedniej dawki nasycajacej
oraz w ocenie ilosci resztkowej leku w organizmie na podstawie zmierzonych stezen
osoczowych, co pozwala na optymalne dostosowanie schematéw dawkowania.

Vd mozna interpretowa¢ w kontekscie modeli fizjologicznych, uwzgledniajacych
wigzanie leku z biatkami osocza oraz tkankami. Powinna by¢ okreslona na wczesnym
etapie rozwoju leku, poniewaz substancje o duzej Vd mogg by¢ wybierane do uzyskania
dhugiego t1/2, nawet jesli ich Cl jest stosunkowo wysoki (Toutain i Bousquet-Melou,
2004d).

Okres poltrwania (t1/2)
T1/2 to czas potrzebny do zmniejszenia stgzenia leku w osoczu o polowe po

osiggni¢ciu pseudo-réwnowagi, a nie czas wymagany do eliminacji potowy podanej dawki.
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Gdy proces wchtaniania nie jest czynnikiem ograniczajagcym, t1/2 jest parametrem
hybrydowym kontrolowanym przez Cl osoczowy oraz zakres dystrybucji leku.

Natomiast gdy proces wchlaniania jest czynnikiem ograniczajacym, t1/2
odzwierciedla szybko$¢ i zakres wchianiania, a nie proces eliminacji. Zjawisko to
okreslane jest jako kinetyka flip-flop. W farmakokinetyce flip-flop t1/2 jest determinowany
przez zalezno$¢ miedzy procesami wchianiania i eliminacji. Zjawisko to jest szczegolnie
widoczne w przypadku lekéw o wolnej lub nieregularnej kinetyce wchianiania.

Czynniki wptywajace na kinetyke flip-flop obejmuja:

e wlasciwosci fizykochemiczne leku,

e charakterystyke postaci farmaceutyczne;,

e fizjologi¢ miejsca wchtaniania.

Na przyktad leki o stabej rozpuszczalnosci lub niskiej przenikalno$ci moga wykazywac
opodznione lub niepetne wchtanianie, co sprzyja kinetyce flip-flop. Nieuwzglgdnienie tego
zjawiska moze prowadzi¢ do btednej interpretacji danych PK, skutkujac nieoptymalnym
dawkowaniem, co moze zmniejsza¢ skuteczno$¢ terapeutyczng lub zwigkszaé ryzyko
dziatan niepozadanych. Dlatego §wiadomo$¢ kliniczna kinetyki flip-flop jest kluczowa dla
doktadniejszego i1 bardziej spersonalizowanego podejscia do terapii lekowej, co ostatecznie
zwigksza bezpieczenstwo i skuteczno$¢ leczenia farmakologicznego.

Po podaniu pozanaczyniowym (np. PO, IM, SC) t1/2 moze by¢ dtuzszy niz po podaniu
IV. Jest to czgsto obserwowane w weterynarii, gdzie stosuje si¢ preparaty o przedtuzonym
uwalnianiu, takie jak implanty SC i gabki dopochwowe, ktore majg na celu utrzymanie

stezenia 0soczowego powyzej minimalnego stezenia terapeutycznego przez dtuzszy czas.

T1/2 ma szczegdlne znaczenie w schematach wielokrotnego dawkowania, poniewaz
kontroluje:

e stopien kumulacji leku,

e wahania stezenia miedzy dawkami,

e czas potrzebny do osiggnigcia stanu stacjonarnego.

Jest to kluczowy parametr przy wyborze odpowiedniego odstepu miedzy dawkami,
poniewaz jego relacja do interwalu dawkowania okresla amplitude wahan stezen leku

w osoczu podczas cyklu dawkowania (Toutain i Bousquet-Melou, 2004b).
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T1/2 wyraza si¢ w jednostkach czasu (godziny, minuty) i oblicza wedlug wzoru:

lub

Gdzie:

t1/2=0,693xVd Cl
t1/2=CI 0,693xVd

t1/2=0,693Kel
t1/2=Kei0,693

0,693 — logarytm naturalny z 2,

Kel — stata szybkosci eliminacji leku (lub Az).

Nalezy podkreslié, ze t1/2 jest $cisle powigzany z Cl i Vd. Klirens osoczowy jak juz

wczesniej wspomniano, jest sktadowa roznych klirensow narzadowych, takich jak ClI

watrobowy i1 nerkowy.

Czynniki wptywajace na klirens watrobowy (Clwatrobowy):

przepltyw krwi przez watrobg (Qh),

klirens watrobowy wewnetrzny (Clwewn),

frakcja niezwigzana leku w osoczu (fu, P),

maksymalna zdolno$¢ metaboliczna enzyméw watrobowych (Vimax),

stata Michaelisa-Mentena (Km), okreslajaca powinowactwo leku do uktadu

enzymatycznego.

Czynniki wptywajace na klirens nerkowy (Clnerkowy):

wspotczynnik filtracji kigbuszkowej (GFR),
aktywne wydzielanie kanalikowe,

procesy reabsorpcji,

jonizacja zalezna od pH,

interakcje z transporterami nerkowymi.

Ponadto t1/2 jest silnie zwigzany z dystrybucjg leku w organizmie, na ktorg wptywa:

powinowactwo leku do biatek kragzacych (fu, P),
powinowactwo do tkanek (fu, T),

objetos¢ osocza (VP) i tkanek (Vt).

Zrozumienie zaleznosci miedzy t1/2, Cl i Vd pozwala na bardziej precyzyjne

dostosowanie schematow dawkowania, zapewniajagc optymalne stezenia leku

w organizmie 1 minimalizujac ryzyko dziatan niepozadanych.
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Biodostepnos¢ (F)

F oznacza zasadniczo odsetek leku, ktory dociera do krazenia ogolnego, aby wywotac
swoj efekt terapeutyczny (Toutain i Bousquet-Melou, 2004a). Parametr ten jest zazwyczaj
wyrazany w procentach (%). W przypadku podania IV, F osigga maksymalng warto$¢,
wynoszac 100% (F=1), poniewaz cala dawka leku trafia bezposrednio do krazenia
ogollnego. Natomiast w przypadku drég podania pozanaczyniowego, takich jak podanie
PO, SC czy IM biodostepnos¢ zalezy od szybkosci wcehtaniania leku w stosunku do jego
eliminacji.

W tych pozanaczyniowych drogach podania czg¢$¢ leku moze ulega¢ metabolizmowi
w przewodzie pokarmowym lub napotykac bariery wchtaniania, zwlaszcza w przypadku
podania PO. Dlatego przy ocenie biodostgpnosci w tych przypadkach bardziej przydatne
jest obliczenie jej w odniesieniu do dawki podanej IV, co umozliwia bezwzgledne
okreslenie F.

F% = 100 x AUC (dawka pozanaczyniowa) x Dawka (I.V.)

AUC (1.V.) x Dawka (dawka pozanaczyniowa)

Biodostepnos$¢ moze mie¢ wartos¢ od 0 do 1. Dlatego w przypadku lekéw o niskiej
biodostepnosci konieczne jest stosowanie wigkszych dawek, aby osiaggnac pozadany efekt
terapeutyczny (Brunton i wsp., 2011).

Zrozumienie biodostepnosci jest kluczowe dla dostosowywania dawek lekow,
optymalizacji efektow terapeutycznych 1 zapewnienia mozliwo$ci zamiany roéznych
formulacji lekowych. Rownowaznos¢ lekow generycznych opiera si¢ na wykazaniu
porownywalnej biodostepnosci w stosunku do ich oryginalnych odpowiednikéw. Ponadto
parametr ten jest kluczowy dla medycyny personalizowanej, uwzglednia indywidualne
roéznice migdzy pacjentami 1 odgrywa istotng role w okreslaniu poczatku i czasu dziatania
leku. Optymalna biodostepno$¢ pozwala takze, na minimalizacje dziatan niepozadanych
poprzez mozliwo$¢ stosowania nizszych dawek przy zachowaniu skutecznos$ci

terapeutyczne;j.

Sredni czas przebywania leku (MRT)
MRT, ang. mean residence time, oznacza przeci¢tny czas, przez jaki lek pozostaje
w organizmie. MRT opisuje $redni czas, jaki czasteczki leku w stanie nienaruszonym

spedzaja w organizmie, obejmujgc wszystkie procesy PK, takie jak uwalnianie leku
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z postaci dawkowania, jego wchtanianie oraz kolejne etapy rozmieszczenia i eliminacji
(Riegelman i Collier, 1980).

MRT jest obliczany na podstawie dwoch kluczowych parametréw: pola pod krzywa
stezenia leku w czasie (AUC) oraz pola pod krzywa momentu czasowego (AUMC). Wzor

obliczeniowy MRT przedstawia si¢ nastepujgco:

MRT = AUMC/AUC

Klinicznie MRT pomaga w optymalizacji schematow dawkowania lekow poprzez
okreslanie odpowiednich odstepéw miedzy dawkami. Umozliwia monitorowanie czasu
dzialania leku oraz wybor najbardziej odpowiedniego leku w ramach danej klasy
terapeutycznej. MRT mozna wykorzysta¢ do indywidualizacji terapii, szczegolnie w
przypadku lekow o znacznie rdzniacych si¢ wartosciach MRT u pacjentow. Odgrywa ono
istotng role w monitorowaniu terapii lekowej, zapewniajac utrzymanie stezenia leku
w pozadanym zakresie terapeutycznym. W badaniach przedklinicznych MRT jest
kluczowe dla oceny PK i bezpieczenstwa nowych lekéw. Ogolnie rzecz biorgc, MRT
wspomaga decyzje dotyczace dawkowania lekow, poprawia skuteczno$¢ leczenia

I minimalizuje potencjalne dziatania niepozadane.

Podsumowujac, zrozumienie parametrow PK jest kluczowe dla skutecznej
1 bezpiecznej farmakoterapii. Klirens odgrywa glowng role w okres$laniu dawkowania
podtrzymujgcego, podczas gdy Vd pozwala oszacowa¢ dawke nasycajgcg. Okres
pottrwania pomaga w ustaleniu odstepow migdzy kolejnymi dawkami, a AUC obrazuje

0gblna ekspozycj¢ organizmu na lek.

4. BADANIA POZOSTALOSCI I WYZNACZANIE OKRESU KARENCJI
Obecnos¢ pozostatosci antybiotykoéw lub innych substancji o podobnym dziataniu
(chemioterapeutykow) w zywnos$ci zwierzecego pochodzenia musi by¢ $cisle limitowana
przez tzw. Najwyzsze Dopuszczalne Stezenie Pozostatosci (NDSP, ang. MRL — Maximum
Residue Limits). Warto$cig pomocng przy ustalaniu MRL jest ADI, tj. Acceptable Daily
Intake. Wedtug definicji WHO (Swiatowej Organizacji Zdrowia), ADI to ilo$¢ danej
substancji wyrazona w kg m.c. na dzien, ktora moze by¢ pobierana w ciggu catego zycia
nie powodujac ryzyka zagrozenia zdrowia. ADI jest wyznaczane, po zastosowaniu

odpowiednich wspoétczynnikdw bezpieczenstwa, na podstawie poziomu NOEL
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(non-observed-effect level), czyli takiej dawki substancji ustalonej na podstawie badan
toksykologicznych, ktora nie wywotuje zadnego obserwowanego skutku. Przy ustalaniu
ADI przyjmuje si¢ dane szacunkowe dotyczace spozycia dziennego okreslonych
produktéw. ADI dla TLM, po serii testow toksykologicznych, zostato ustalone na poziomie
0-40 pg/kg m.c., w oparciu o NOEL wynoszacy 4 mg/kg m.c./dzien (WHO, 2008). Dla
KOL na 0-7 pg/kg m.c./dzien na podstawie MIC50 dla Escherichia coli (WHO, 2006), a
dla LIN na 0-0,03 mg/kg m.c. na podstawie NOEL wynoszacego 30 mg/kg m.c./dzien
(WHO, 2004).

Najwyzsze dopuszczalne stgzenie pozostatosci poszczegdlnych wybranych do
niniejszego badania antybiotykéw w tkankach oraz produktach pochodzacych od drobiu
zgodnie z zaleceniami UE (EMA, 2002; Rozp. WE, 2010; WHO, 2004; CAC, 2015)

przedstawiono w Tabeli 1.

Antybiotyk Gatunek Tkanka MRL

Dréb migsnie, skora z thuszczem 75 pg/kg

TLM (kurczgta, indyki) throba 1000 ng/kg

nerki 250 pg/kg

KOL Dréb migsnie, watroba 150 pg/kg
kurczeta, indyki .

( € Yk nerki 200 pg/kg

migs$nie 200 pg/kg

LIN Drob watroba 500 pg/kg

(kurczeta)
nerki 500 pg/kg

Tab. 1. Najwyzsze dopuszczalne stezenie pozostalo$ci wybranych antybiotykow
w tkankach oraz produktach pochodzenia zwierzecego. (Zrodlo: Autor)

W Polsce, ktdra jest cztonkiem Unii Europejskiej, wszystkie przepisy uzaleznione sg
od uregulowan prawnych, jakie narzuca Europejska Agencja Oceny Lekow (European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products, EMEA), Komitet do spraw Lekdéw
Weterynaryjnych (Committee for Veterinary Medicinal Products, CVMP) oraz Europejska
Agencja do Spraw Bezpieczenstwa Zywnosci (European Food Safety Authority - EFSA).

Kwestie regulacji pozostatosci substancji farmakologicznie czynnych w $rodkach
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spozywczych pochodzenia zwierzgcego mozna znalezé w Rozporzadzeniu (WE)
nr 470/2009 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 6 maja 2009 r. ustanawiajgcego
wspolnotowe procedury dla okreslania maksymalnych limitow pozostatosci substancji
farmakologicznie czynnych w $rodkach spozywczych pochodzenia zwierzecego oraz
uchylajace rozporzadzenie Rady (EWG) nr 2377/90 oraz zmieniajace dyrektywe
2001/82/WE Parlamentu Europejskiego i Rady, a takze rozporzadzenie (WE) nr 726/2004
Parlamentu Europejskiego i Rady. W Polsce implementacja prawa Unii Europejskiej
opiera si¢ na Ustawie z dnia 16 grudnia 2005 r. o produktach pochodzenia zwierzecego
(Dz. U.z2006 1. Nr 17, poz. 127) oraz Rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
z dnia 21 czerwca 2017 r. (poz. 1246) w sprawie monitorowania substancji
niedozwolonych, pozostatosci chemicznych, biologicznych, produktow leczniczych

1 skazen promieniotwdrczych.

4.1. Badania pozostalosci tylmikozyny

Badania u bydla wykazaly, ze lek ten bardzo dlugo utrzymuje si¢ w organizmie
i przenika do mleka w wysokim stezeniu, szczeg6lnie do siary. Z tego powodu TLM nie
powinna by¢ stosowana u krow mlecznych. Okres usuwania TLM z mleka okre$lono na
ponad 36 dni. Podobnie u owiec lek utrzymywat si¢ w mleku przez 6 dni, a okres karencji
zostal zasugerowany na, co najmniej 15 dni. Jednoczesnie TLM nie powinna byc¢
stosowana u owiec mlecznych (FAO; 2009).

W przypadku badan pozostatosci u krolikow, wyniki wskazuja na stosunkowo szybki
spadek stezen TLM w wigkszo$ci tkanek, a nerki okazaly si¢ miejscem, gdzie ten
antybiotyk utrzymuje si¢ najdtuzej (FAO; 2009).

Badania TLM po podaniu PO 75 mg/ml (Zhang i wsp., 2004) i 50 mg/ml (Keles i wsp.,
2001) u broilerow wykazaty, ze watroba 1 nerki sa gldownymi miejscami akumulacji
pozostatosci TLM u tego gatunku, a bezpieczny okres karencji wynosi co najmniej 7 dni
(FAO; 2009).

Zbadano takze pozostatosci w tkankach u kurczat brojleréw po podaniu TLM
(podawane codziennie przez 5 kolejnych dni) w dawce 25 mg/kg m.c. TLM nie wykryto
we wszystkich badanych tkankach (z wyjatkiem ptuc) do 6 dni po ostatnim podaniu leku
(Elbadawy i wsp., 2017).

Przeprowadzono takze badania pozostatosci po wielokrotnym podaniu PO (raz
dziennie przez 3 kolejne dni) TLM w dawce 25 mg/kg m.c. w tkankach u zdrowych

i doswiadczalnie zakazonych Mycoplasma gallisepticum brojleréw. Pozostatosci TLM
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badano w ptucach, nerkach, watrobie, sercu, mi¢sniach piersiowych, mi¢sniach udowych,
thuszczu 1 skorze po 24, 48, 72, 96, 120 1 144 godzinach od ostatniej dawki leku. Wyniki
wykazaly, ze najwyzsze warto$ci pozostalo$ci odnotowano w plucach, a nastgpnie
w watrobie 1 nerkach, podczas gdy najnizsze wartosci odnotowano w sercu. Okres karencji
0szacowano, na co najmniej 5 dni (Elkomy i wsp., 2018).

Celem kolejnego badania byto zbadanie PK i pozostatosci TLM po pojedynczym
i wielokrotnym podaniu PO (25 mg/kg.m.c.) raz dziennie przez 5 kolejnych dni u zdrowych
i doswiadczalnie zakazonych Mycoplasma gallisepticum i Escherichia coli brojlerow.
TLM byla szybko usuwana z tkanek. Najwyzsze wartosci pozostatosci odnotowano
w plucach, a nastepnie w watrobie i nerkach, podczas gdy najnizsze warto$ci odnotowano
w §ledzionie, ttuszczu i migéniach. Zalecanono okres karencji na 5 dni (Attia i wsp., 2018).

W badaniu (Dimitrova i wsp., 2012) badano pozostatosci fosforanu TLM, u zdrowych
brojlerow rasy KOBB-500. Po 2 godzinach od podania leku zawartos¢ TLM w plucach
1 watrobie wynosita odpowiednio: 17,02 + 0,24 oraz 12,78 + 0,22 pg/g. Po 26 godzinach
w nerkach osiagneta poziom: 8,25 + 0,19 pug/g. Po 52 godzinach w migéniu piersiowym
1 migéniu sercowym wykryto odpowiednio: 6,19 + 0,28 1 5,23 + 0,39 pg/g. Najwyzsze
stezenie TLM stwierdzono po 96 godzinach w phlucach, co podkresla jej znaczenie
w leczeniu infekcji uktadu oddechowego. 24 godziny po zaprzestaniu podawania (tj. po
120 godzinach od poczatku badania) zawarto§¢ TLM w narzadach zmniejszyla sie:
w ptucach 1,9 razy, watrobie 1,6 razy, nerkach 1,4 razy, migéniu piersiowym 1,7 razy,
a W mig$niu sercowym 1,3 razy. Po 5 dniach (216 godzinach) od zakonczenia podawania
wykryto resztkowe ilosci TLM: w plucach — 1,20 + 0,03 ug/g, w watrobie — 1,01 + 0,02
ug/g, w nerkach — 0,91 = 0,03 ug/g. W miegsniu piersiowym lek ten nie byt wykrywalny,
a w migsniu sercowym stwierdzono jedynie sladowa ilo$¢ 0,02 ng/g. Wyniki wykazaty
szybkie wchtanianie substancji z przewodu pokarmowego oraz penetracj¢ do narzagdow
wewnetrznych. Najwyzsze stezenia fosforanu TLM wykryto w plucach i watrobie. Autorzy
zasugerowali okres karencji wynoszacy 5 dni.

W badaniach indykéw tempo zanikania byto szybsze niz u kurczat w wigkszosci
tkanek, z wyjatkiem watroby, gdzie zanikanie zachodzilo wolniej i to watroba okazata si¢
miejscem depozytowym TLM (stwierdzana do 14 dnia). Poroéwnujac, w migéniach
stwierdzano pozostatosci do 7 dnia od zakonczenia leczenia (FAO; 2009).

W badaniu na indykach, przeprowadzonym przez Fricke i wsp. (2008), podawano
pasz¢ zawierajacg 200 ppm TLM przez 5 dni, a nastgpnie analizowano st¢zenia leku

w osoczu 1 tkankach po zakonczeniu leczenia. Najwyzsze stezenia TLM odnotowano
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w watrobie (22,6 ng/g) i nerkach (20,9 ug/g), co sugeruje intensywng dystrybucje do
narzadow detoksykacyjnych. TLM byta wykrywalna w tkankach, przez co najmniej 20 dni
po zakonczeniu terapii. Stgzenia w watrobie, nerkach i mig$niach spadaty ponizej granicy
detekcji (LOD) migdzy 25, a 30 dniem.

Pozostalosci TLM w jajach utrzymujg si¢ przez kilka dni, osiggajac szczytowe
poziomy okoto 3-4 dnia. Ze wzglgdu na duza zmiennos$¢ osobnicza nie ustalono okresu
karencji. Jednoczes$nie zalecono, aby TLM nie byta stosowana u kur niosek (FAO; 2009).

Podsumowujac, TLM wykazuje wyrazng tendencj¢ do kumulacji w ptucach, watrobie
1 nerkach, a dynamika pozostalo$ci jest silnie gatunkozalezna. Najdtuzsze utrzymywanie
si¢ leku obserwowane jest u bydta i indykow, co przektada si¢ na bardzo dtugie okresy
wymywania, szczeg6lnie z mleka. U brojleréw lek jest usuwany stosunkowo szybciej,

a wigkszo$¢ badan wskazuje na koniecznos$¢ zachowania karencji wynoszacej 5-7 dni.

4.2. Badania pozostalosci kolistyny

W badaniu pozostatosci KOL przeprowadzonym na cielgtach, zwierzeta byty leczone
doustnie przez 3 dni siarczanem KOL w dawce 5 mg /kg m.c. lub 10 mg /kg m.c. Byty to
odpowiednio najwyzsza standardowa dawka oraz dawka dwukrotnie wyzsza od normalnie
stowanej. Lek podawano za pomoca zglebnika zotadkowego w 150 ml wody. Prébki krwi
pobierano przed podaniem oraz 1, 2, 4, 6, 24 i 72 godziny po ostatniej dawce. Tkanki
pobrano 72 godziny po zakonczeniu leczenia. Analiza probek zostata przeprowadzona przy
uzyciu testu mikrobiologicznego (organizm testowy: Bordetella bronchiseptica, ATCC
4617), z granica wykrywalnosci wynoszaca 0,05 pg/g (dla zoéfci: 0,1 pg/g). W tescie
odzysku wykazano dobrg odzyskiwalnos¢ KOL z wszystkich analizowanych probek oraz
akceptowalne wspdtczynniki zmienno$ci. Zadna z przebadanych probek nie zawierata
KOL w stezeniu przekraczajacym granice wykrywalnosci testu (FAO, 2006).

W innym badaniu cztery cieleta byly leczone preparatem mlekozastgpczym
zawierajacym KOL w dawce 100 000 IU/kg m.c. Zwierzgta otrzymywaty lek dwa razy
dziennie przez 7 dni. KOL mieszano z 1/3 catkowitej objetosci mleka i podawano rano
oraz wieczorem. Cielgta poddano ubojowi 6 godzin po ostatniej dawce. Stezenia KOL
w tkankach oznaczono przy uzyciu zwalidowanej metody HPLC. Pozostalosci KOL
wykryto w trzech z czterech probek nerek. W jednej z nich stezenie wynosito 139 pg/kg.
Podsumowujac, stwierdzono, ze krotka ekspozycja na KOL w dawkach terapeutycznych

nie prowadzi do wykrywalnych pozostatosci w tkankach. Dluzsze podawanie (7 dni)



Bourdo K. - Profil farmakokinetyczny oraz zanikanie pozostatosci wybranych lekdw przeciwbakteryjnych u gesi domowe;j.

skutkuje akumulacjg w nerkach, ale nie w innych tkankach. Natomiast brak pozostatosci
w migsniach i watrobie sugeruje ograniczong F dla KOL po podaniu PO (FAO, 2006).

W badaniu krétkoterminowym u trzody chlewnej, zwierzeta byly leczone PO
siarczanem KOL przez 3 dni w dawce 10 mg/kg m.c. lub 20 mg/kg m.c. Probki krwi
pobierano przed podaniem oraz 1, 2, 4, 6, 24 i 72 godziny po ostatniej dawce, a tkanki 72
godziny po zakonczeniu leczenia. Stwierdzono bardzo niska koncentracje leku w osoczu
wylacznie 1 godzing po podaniu ostatniej dawki. W zadnej probce tkankowej nie wykryto
KOL powyzej LOQ. Natomiast w badaniu dlugoterminowym $winie byty leczone PO
siarczanem KOL przez 4 miesigce w dawce 40 mg/kg m.c. lub 200 mg/kg m.c.
Lek podawano w paszy. Probki tkanek (mig$nie, thuszcz, watroba, nerki) pobrano: w dniu
zakonczenia leczenia, 1 dzien oraz 3 dni po ostatniej dawce. Wykorzystano analizg
mikrobiologiczng (granica wykrywalnosci: 0,03 pg/g). W zadnej tkance nie wykryto KOL
powyzej LOQ w zadnym punkcie czasowym. W kolejnym badaniu 4 §winie otrzymywaty
z paszg kolistyne w dawce 100 000 IU/kg m.c. dwa razy dziennie przez 5 dni. Zwierzgta
poddano ubojowi 6 godzin po ostatnim podaniu leku. Probki tkanek (mig$nie, watroba,
nerki, skora + thuszcz) analizowano metodg HPLC. KOL wykryto we wszystkich probkach
watroby, skory 1 tluszczu oraz w jednej probce nerki, jednak nie stwierdzono ilosci
mozliwych do oznaczenia ilosciowego (FAO, 2006).

W kolejnym badaniu dwanascie krolikow leczono KOL w dawce 100 000 IU/kg m.c.
Zwierzgta otrzymywaty lek z woda do picia dwa razy dziennie przez 5 dni. Kroliki zostaly
podzielone na trzy grupy po 4 osobniki i poddane ubojowi odpowiednio 6, 24 i 48 godzin
po ostatnim podaniu leku. Pobrano probki miegsni, watroby, nerek oraz tluszczu. Stezenia
KOL w tkankach okre§lono za pomocg zwalidowanej metody HPLC. Pozostalosci KOL
wykryto we wszystkich probkach ttuszczu, w czterech probkach nerek oraz w dwoch
probkach migsni. Wszystkie pozostatosci w migsniach 1 watrobie znajdowaty sie¢ ponizej
LOQ metody. Dwie prébki nerek pobrane 6 godzin po ostatnim podaniu leku zawieraty
wykrywalne ilo$ci pozostatosci. W pozniejszych terminach pobierania probek pozostatosci
w nerkach byly ponizej LOQ. Niskie, ale wykrywalne stezenia KOL stwierdzono we
wszystkich probkach tluszczu pobranych 6 godzin po podaniu leku. Obie probki thuszczu
pobrane od samcéw krolikow 24 godziny po podaniu zawieralty wykrywalne ilo$ci
pozostatosci, podczas gdy w probkach pobranych od samic byty one ponizej LOQ. Ttuszcz
jednego samca krolika, ktory zostat poddany ubojowi 48 godzin po ostatnim podaniu leku,

zawieral wykrywalne ilosci pozostatosci (FAO, 2006).
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Badania odnosnie jednodniowych kurczat po podaniu SC 14C-kolistymetatu
sodowego w dawce 0,2 mg KOL /kg m.c. wykazaly st¢zenia pozostatosci poréwnywalne
u samcoéw i samic. W 14 dniu po podaniu najwyzsze stezenia pozostatosci odnotowano
w watrobie 1 mi¢$niach (ok. 0,51-0,55 mg/kg), natomiast najnizsze w skorze/ttuszczu
(0,29-0,32 mg/kg). W 21 dniu nastgpit istotny spadek stezen we wszystkich tkankach
tj. watroba: 0,17-0,18 mg/kg, miesnie: 0,23-0,24 mg/kg, skora/ttuszcz: 0,12 mg/kg
W 28 dniu wartos$ci pozostatosci byly jeszcze nizsze, ale nadal wykrywalne, ale najnizsze
w skorze/ttuszczu (0,07 mg/kg) i najwyzsze w miesniach (0,12-0,14 mg/kg). Warto
zauwazy¢, ze w miejscu iniekcji pozostatosci byty najwyzsze w 14 dniu (0,51-0,65 mg/kg),
ale stopniowo malaty do 0,12 mg/kg w 28 dniu. Dane te wskazuja na stosunkowo wolng
eliminacj¢ pozostalosci KOL z organizmu, zwlaszcza w watrobie i mig$niach, co moze
mie¢ znaczenie dla ustalania okresu karencji. Ekstrakcja w §rodowisku kwasnym pozwolita
na odzyskanie jedynie 1,4% substancji, natomiast w srodowisku zasadowym — ponad 65%
Mimo to, w uzyskanych ekstraktach nie potwierdzono aktywnosci przeciwbakteryjnej (US
FDA, 1998).

W innym badaniu sze$¢ kurczat leczono KOL w dawce 100 000 IU/kg m.c.
Zwierzgta otrzymywaly lek z pasza dwa razy dziennie przez 5 dni. Kurczeta zostaly
poddane ubojowi 6 godzin po ostatnim podaniu leku. Pobrano probki migsnia piersiowego,
watroby, nerek oraz skory z tluszczem. Stezenia KOL w tkankach okreslono za pomoca
zwalidowanej metody HPLC. KOL powyzej wartosci LOQ wykryto tylko w jednej probece
skory z tluszczem oraz w trzech probkach nerki, gdzie warto$¢ pozostatosci KOL
stwierdzonej w nerce samicy wynosita 184 pg/kg (FAO, 2006).

W kolejnym badaniu szes¢ indykéw leczono KOL w dawce 100 000 [U/kg m.c.
Zwierzgta otrzymywaly lek z woda do picia dwa razy dziennie przez 5 dni. Indyki zostaly
poddane ubojowi 6 godzin po ostatnim podaniu leku. Pobrano probki migénia piersiowego,
watroby, nerek oraz skory z tluszczem. Stezenia KOL w tkankach okreslono za pomoca
zwalidowanej metody HPLC. KOL powyzej LOQ wykryto we wszystkich prébkach
mig$ni, w pieciu probkach skory z thuszczem oraz w jednej probee nerki. W przypadku
nerki, tylko u jednej samicy stwierdzono 194,5 pg/kg pozostatosci KOL, a w skorze
1 thuszczu tego samego zwierzecia: 98 pg/kg (FAO, 2006).

W Dbadaniu pozostalosci w mleku, 10 krow otrzymywalo IM 10 mg
amoksycyliny/kg m.c. i 25 000 IU KOL/kg m.c. przez 5 dni. Pozostatosci wykrywano

w czasie leczenia i 1 dzien po jego zakonczeniu. Po 3 dniach po zakonczeniu leczenia
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3 z 10 probek zawieraty minimalne ilosci KOL powyzej LOQ. Po 4 dniach tylko
1 z 10 proébek miata wykrywalne pozostatosci (FAO, 2006).

Oceniano takze kolistyng w mleku owiec po pojedynczym podaniu IM siarczanu KOL
oraz KOL metanosulfonianowej (3,5 mg/kg i 7,5 mg/kg). Wyzsze stezenia obserwowano
po podaniu KOL metanosulfonianowej (maks. 3-10 pg/ml), niz siarczanu KOL (maks.
1-1,5 pg/ml). Stezenia maksymalne wystapity 2-3 godziny po podaniu. Pozostatosci KOL
metanosulfonianowej zanikaty wolniej niz siarczanu KOL (Ziv i Sulman, 1973a i 1973b).

Natomiast kury nioski otrzymywaty siarczan KOL PO przez 5 dni (1 000 000 IU/L
w wodzie, 90 000 IU/kg m.c.) lub jednokrotnie IM (50 000 IU/kg m.c.). Jaja zbierano
codziennie w trakcie leczenia i po jego zakonczeniu. Jednakze w jajach nie wykryto KOL
(Roudaut, 1989).

Przeprowadzono badania pozostatosci KOL u 72 kaczek rasy Cherry Valley, ktorym
podano jednorazowo domigéniowo siarczan kolistyny w dawce 3 mg (90 000 1U)/kg m.c.
Kaczki usmiercono w 0.5, 1, 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48, 72, 96 i 120 godzin od podania leku.
Druga grupa 42 ptakoéw otrzymata kolistyng wielokrotnie przez 10 dni z pasza w dawce
20 mg (600 000 1U)/kg m.c. Kaczki usmiercono w 0, 0.5, 2, 6, 12, 24,1 48 godzin od
podania leku. Do analizy HPLC pobrano osocze, migsnie, watrobe lub nerki, a takze
w przypadku grupy PO jelita. Okres karencji 5 dni obliczono na podstawie wartosci MRL
ustalonych dla kolistyny odpowiednio: 150 ug/kg dla watroby i migéni oraz 200 pg/kg dla
nerek po podaniu IM i odpowiednio O dni po podaniu kolistyny PO (Zeng, 2010).

Badano takze obecno$¢ pozostatosci LIN wraz z KOL w aspekcie wyznaczenia okresu
karencji u broilerow. Kurom podawano preparat zawierajacy LIN i KOL w formie
polaczonej. Pozostatosci antybiotykoéw w tkankach jadalnych oznaczano ilosciowo
w roznych odstgpach czasu, wykorzystujac metody ELISA oraz techniki
chromatograficzne, a nastgpnie wyznaczano okres karencji. Najwyzsze st¢zZenia
pozostatosci obu antybiotykow stwierdzono w watrobie 1 nerkach, jednak juz pierwszego
dnia byty one ponizej wartosci MRL 1 od trzeciego dnia wykazywaty szybki spadek. Okres
karencji obliczono na 3 dni (Park i wsp., 2019).

Podsumowujac, KOL jest antybiotykiem o bardzo stabej biodostepnosci po podaniu
doustnym, co ma zasadniczy wpltyw na charakter jej pozostalosci w tkankach zwierzat
rzeznych. Dane literaturowe z badan na przezuwaczach, trzodzie chlewnej, krélikach,
drobiu oraz zwierzgtach mlecznych wykazuja, ze pozostatosci KOL sg zazwyczaj niskie,
wykrywalne gléwnie w nerkach, rzadziej w watrobie, a wyjatkowo w mig$niach lub

tluszczu.
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4.3. Badania pozostalosci linkomycyny

W przypadku trzody chlewnej iniekcja (11 mg/kg m.c. przez 3 dni) osiggata bardzo
wysokie stezenia w nerkach i watrobie bezposrednio po leczeniu (do 20 900 pg/kg
w nerkach), a spadek do wartosci ponizej 60 ug/kg zanotowano po 6 dniach (Hornish
i wsp., 1987). Natomiast podanie PO osiggato warto$ci st¢zen maksymalnych do 280 pg/kg
w nerkach w momencie odstawienia, gdzie reszta tkanek zawierata pozostatosci LIN
o warto$ciach mniejszych niz LOQ (<100 pg/kg) metody (JECFA, 2000).

U owiec iniekcja LIN w dawce 5 mg/kg m.c. przez 3 dni skutkowata pozostatosciami
W watrobie rownymi 4340 pg/kg (8h), oraz ponizej 17 pg/kg w 14-tym dniu; podczas gdy
w nerkach stwierdzono: 9150 pg/kg w 8h i <17 pg/kg w 7 dniu (Brown i wsp., 1996).
Warto podkresli¢, ze badania potwierdzity rowniez silne przenikanie do mleka (Cmax
w mleku = 25 200 pg/l po 2h) (Ziv i Sulman, 1973a i 1973b).

W przypadku bydta iniekcje LIN (15 mg/kg m.c., 6 dawek), powodowatly pojawienie
si¢ pozostatosci LIN odpowiednio w przypadku watroby w ilosci: 295 pg/kg (8h),
<47 pg/kg (7 dni); w nerkach: do 3 340 pg/kg (8h), spadek do <47 ug/kg (14 dni);
w migsniach: 720 pg/kg (8h), <47 ng/kg (7 dni) oraz thuszczu i miejscu iniekcji: do 2 420
pa/kg (Friedlander, 2025).

Ponadto podawanie LIN domaciczne u krow mlecznych w okresie laktacji dato
wykrywalne pozostalo$ci w mleku przez okres do 24 godzin (Kaneene i wsp., 1986).
Natomiast po podaniu LIN, dozylnie krowom w dawce 4-7 mg/kg m.c., st¢zenie w mleku
byto 1,9-4,3 razy wyzsze niz w osoczu, a po uwzglednieniu zwigzania z biatkami, nawet
2,3-5,6 razy wyzsze niz stwierdzane w osoczu (Rasmussen, 1966).

W pierwszych badaniach u drobiu brojlerom podawano LIN w wodzie do picia
(264 mg/l) przez 7 dni, a pozostatosci w tkankach analizowano metoda mikrobiologiczna.
Po zakonczeniu podawania, we wszystkich probkach (z wyjatkiem jednej watroby i jednej
nerki) stezenia byly ponizej LOQ. StgZenia jakie stwierdzono to w przypadku watroby: 980
pa/kg (w Oh) oraz nerki: 850 pg/kg (w 6h) (Friedlander, 2025). Natomiast nioskom
podawano bolusy PO (0,55 mg co 12h przez 12 dni) oraz badano pozostatosci w tkankach
oraz jajach. Stwierdzono nastgpujace poziomy stezen pozostatosci LIN: jaja (cale)
1,2-12 pg ekwiwalentow/kg w czasie leczenia i 1-4 pg/kg 3 dni po zakonczeniu. W zottku
stwierdzono stezenia okoto 3% wyzsze niz w biatku jaj. Stezenia w tkankach wynosity
w przypadku watroby, nerki, mies$ni 1 skory, odpowiednio w 4h: 141/152/20/19 pg/kg;
w 28h: 24/21/13/14 pg/kg i w 76h: 6/6/10/3 pg/kg (Friedlander, 2025).
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W jednym z ostatnich badan, celem bylo oznaczenie poziomu LIN w tkankach kurczat
oraz jego poréwnanie z MIC i MRL wzglgdem wybranych patogenéw. W badaniu
uczestniczyty trzy grupy kurczat brojlerow (n = 20 w kazdej grupie): grupa kontrolna bez
leczenia LIN oraz dwie grupy (kazda dodatkowo podzielona na dwie podgrupy), ktorym
podawano PO LIN w dawce 1g/10 kg m.c. dziennie przez odpowiednio 7 i 14 kolejnych
dni. Probki tkanek pobierano od kazdej grupy w 1 dniu i po 1 tygodniu od zakonczenia
podawania LIN. Podawanie LIN przez 7 i 14 dni skutkowato osiggnigciem stgzen
o wartos$ci terapeutycznej; jednakze po tygodniu od zakonczenia terapii wiekszos¢ tkanek
wykazywala wysokie stezenia leku przekraczajace dopuszczalne normy pozostatosci.
Poziom LIN w watrobie i nerkach przekroczyt dopuszczalny limit pozostatosci (MRL),
natomiast w migéniach piersiowych utrzymywat si¢ ponizej dopuszczalnego limitu po
tygodniu leczenia (Wijayanti i wsp. 2024).

W badaniu Kim i wsp. (2024) profil pozostalosci LIN w jajach potwierdzit
ograniczong ekspozycj¢ uktadowa po podaniu PO. W ramach eksperymentu nioski
podzielono na dwie grupy: otrzymujacg niskg i wysokg dawke (po 12 osobnikow w kazdej).
Probki jaj zbierano i analizowano przez 14 dni po zakonczeniu terapii. Pomimo réznic
w zawarto$ci substancji czynnej 1 skladzie testowanych preparatow handlowych,
we wszystkich przypadkach Srednie stg¢zenia pozostatosci w jajach spadly ponizej MRL
w ciggu okoto 3 dni od ostatniego podania.

Jak juz weze$niej wspomniano, podawano kurom preparat zawierajacy zarowno LIN
i KOL w formie potaczonej. Najwyzsze stezenia pozostatoSci obu antybiotykow
stwierdzono w watrobie 1 nerkach, jednak juz pierwszego dnia byly one ponizej wartosci
MRL i od trzeciego dnia wykazywatly szybki spadek. Okres karencji obliczono na 3 dni
(Park i wsp., 2019).

Podsumowujac, dostgpne badania dotyczace pozostatosci LIN u zwierzat
gospodarskich sg znikome, a jednoczesnie konsekwentnie wskazujg, ze niezaleznie od
gatunku, schematu podania czy dlugosci terapii, linkomycyna wykazuje wyrazng
preferencje do kumulacji w watrobie i nerkach. Mleko, zwtaszcza u owiec 1 krow, stanowi
dodatkowa, istotng droge wydalania. Dostgpne dane jednoznacznie wskazuja, ze droga
podania ma kluczowe znaczenie dla poziomu i czasu utrzymywania si¢ pozostalosci,
a podanie pozajelitowe wigze si¢ z wielokrotnie wyzszymi stezeniami 1 wolniejsza

eliminacja.
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4.4. Wyznaczanie okresu karencji

Na podstawie badan pozostatosci oraz w oparniu o0 wyznaczone MRL ustala si¢ okresy
karencji (Concordet, 1997a i b; Cybulski, 2002; Anonymous, 2019).

Okres karencji, jest to czas, po ktorym w tkankach (mi¢énie, nerki, watroba oraz thuszcz
ze skorg) oraz produktach (jaja, mleko, midd) pochodzacych od zwierzecia, u ktorego
zastosowano lek, nie stwierdza si¢ pozostatosci tego leku w ilosci przekraczajgcej NDSP
(MRL) - najwyzsze dopuszczalne stezenie pozostatosci. Okres karencji ustalany jest w celu
zagwarantowania konsumentowi braku zanieczyszczenia pozostato§ciami zastosowanych
lekdw w produktach zwierzg¢cych. Okresy karencji sg specyficzne dla kazdego produktu
leczniczego, stosowanego u danego gatunku zwierzgcia, poszczego6lnych tkanek
1 narzadow, jak rowniez produktéw pochodzenia zwierzgcego, jakimi sg mleko, midd czy
tez jaja.

Mozna wyr6ézni¢ 3 gltéwne metody wyznaczania okresu Kkarencji dla lekow
weterynaryjnych stosowanych u zwierzat produkcyjnych (Fish, 2000; Lewicki, 2006;
Vranic, 2003):

Regula decyzyjna

Zaktada, ze okres karencji to czas, w ktorym pozostato$ci we wszystkich tkankach
jadalnych, wszystkich badanych zwierzat znajda si¢ ponizej spodziewanego MRL, plus
pewien okreslony zakres bezpieczenstwa. Regula ta jest nieakceptowana w przypadku
statystycznej interferencji z powodu niemozno$ci potwierdzenia niepodwazalno$ci
wynikow.

Powinno si¢ rozwazy¢ problem wyznaczenia zakresu bezpieczenstwa, aby wykluczy¢
przektamanie wynikow ze wzgledu na réznorodnos¢ biologiczng osobnikéw. Wielkos¢
zakresu bezpieczenstwa zalezy od r6znych czynnikow m.in. od projektu badan, jakosci
danych czy tez wtasciwosci PK leku. W rezultacie, w tej metodzie nie mozna wprowadzi¢
uogolnionych zalecen co do zakresu bezpieczenstwa. Ruchoma warto$cig najczesciej
przyjmowang za zakres bezpieczenstwa jest 10-30% oznaczonego wstepnie okresu
karencji, kiedy wszystkie obserwowane punkty znajduja si¢ ponizej MRL. Alternatywnie,
zakres bezpieczenstwa moze by¢ obliczony réwnie dobrze z tkankowego okresu
poéttrwania jako wartos¢ 1 do 3 okresow ti2 (Concordet, 1997a).

Metoda nieparametryczna

Zaktada, ze okres karencji to czas, w ktorym okre$lony procent zwierzat (CoO najmniej

95%) posiada pozostalosci ponizej MRL (z ryzykiem 5%). Metoda ta jest oparta na

dystrybucji dwuzmiennej (tworzac prawdziwg odpowiedz dychotomiczng). Zmniejsza to
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teoretyzowanie przypuszczen, co do dtugosci okresu karencji, ale jednocze$nie narzuca
wzrost zapotrzebowania na wielko$¢ proby (w tym wypadku liczbe osobnikow). Jedynym
wyjsciem w tej sytuacji jest uwzglednienie procentu ryzyka, jakie moze zakldcié
prawidlowe wyznaczenie okresu karencji (Concordet, 1997b).

Regresja liniowa (rekomendowana przez EMA)

Metoda ta  wykorzystuje  analiz¢  regresji  liniowej dla  modelu
jednokompartmentowego. Okres karencji okreslany jest tu jako ostatni dzien (punkt
czasowy), gdzie stwierdzono najwyzsze tolerowane stezenie pozostatosci badanego leku
bedace ponizej wartoSci MRL. W przypadkach, gdzie ten punkt czasowy, nie osiaga
petnego dnia, okres karencji zostaje zaokraglony do dnia (punktu czasowego) nastgpnego.
Analize przeprowadza si¢ przy uwzglednieniu 95% goérnego limitu tolerancji stosujac 95%
przedzialy ufnosci. Jesli nie mozna pokona¢ odchylenia od gldwnego liniowego zakresu
modelu po logarytmicznej transformacji danych, mozna rozpatrywaé inne metody
transformacji (np. metoda potggowania, gdzie kazda warto$¢ podnoszona jest do

okreslonej potggi) (Anonymous, 2019).

5. METODY OZNACZANIA LEKOW W MATERIALE BIOLOGICZNYM

Czute 1 efektywne pod wzgledem kosztow metody monitorowania pozostatosci lekow
w tkankach, narzadach oraz produktach pochodzenia zwierzgcego maja zasadnicze
znaczenie dla zapewnienia utrzymania ich poziomu w okre$lonych limitach.

Obecnie do monitorowania poziomoéw pozostatosci antybiotykow w zywnosci
uzywane sg rozne metody np.: testy mikrobiologiczne, test immunoenzymatyczny
(ELISA), wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC), chromatografia cieczowa
potaczona ze spektrometrig mas (LC-MS), tandemowa chromatografia cieczowa potagczona
ze spektrometrig mas (LC-MS/MS) i ultrasprawna chromatografia cieczowa potaczona ze
spektrometrig mas (UPLC-MS) (El Tahir i in. 2021, Tasci i in. 2021).

Testy mikrobiologiczne sg czasochtonne i niewystarczajgco specyficzne do celow
analitycznych (Le i wsp., 2015). Testy immunologiczne okreslajg analizowane substancje
gldwnie poprzez specyficzne reakcje antygenow i przeciwcial. Jednak ze wzgledu na duza
reaktywnos¢ krzyzowa migdzy zwigzkami o podobnej budowie (np. TLM i tylozyna), ich
rozrdznienie za pomocg testu immunologicznego jest trudne (Burkin 1 Galvidis, 2012).

Technika HPLC charakteryzuje si¢ istotnymi wiasciwos$ci, takimi jak powtarzalnosc,
selektywno$¢, rozdzielczo$¢, wysoki odzysk 1 tatwos¢ zastosowania, w zwigzku z czym

jest najczesciej stosowana (Ghanjaoui i wsp., 2020, Treiber i Beranek-Knauer, 2021).
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W celu opracowania wiasciwej metody analitycznej przeszukano dostepng literature
odnosnie wszystkich trzech badanych antybiotykow. Podsumowanie przedstawiono

ponizej:

5.1. Metody oznaczania tylmikozyny

Przedstawione w dostgpnej literaturze metody okre$lania pozostatosci TLM obejmuja
testy mikrobiologiczne (Coleman i wsp., 1995), testy immunologiczne (Beier i wsp., 2005;
Burkin i Galvidis, 2012; Peng i wsp., 2012; Le i wsp., 2013, 2015; Wang i wsp., 2016;
Huang i wsp., 2019a; Li i wsp., 2019; Liu i wsp., 2021; Wang i wsp., 2021; Cayci1 i in.
2019; Tao i in. 2012), chromatografi¢ cieczowa (LC) (Chan i wsp., 1994; Parker i Patel,
1994; Ngoh, 1996; Moran i wsp., 1997; Juhel-Gaugain i wsp., 1999; Stobba-Wiley
i Readnour, 2000; Stobba-Wiley i wsp., 2000; Clark i wsp., 2009; Zheng i wsp., 2011;
Zhang, 2016), LC-MS/MS (Readnour i wsp., 1997; Draisci i wsp., 2001; Herrera i wsp.,
2007; Yibar i wsp., 2014; Li i wsp., 2017; Qin i wsp., 2017; Ji i wsp., 2019; Yipel i in.
2018; Yamaguchi i in. 2015; El Tahir i wsp., 2021) oraz chromatografi¢ gazowa
z tandemowa spektrometrig mas (GC-MS/MS) (Tang i wsp., 2022).

Z punktu widzenia precyzyjnej 1 ilo$ciowej analizy, metody chromatograficzne
1 spektrometrii mas s3 niezawodne do okreslania pozostalosci TLM w niskich stezeniach.
Najczesciej stosowane sg metody LC oraz LC sprzezona z MS/MS, natomiast metody

GC-MS/MS za rzadzej wykorzystywane ze wzgledu na derywatyzacje TLM
(przeprowadzona w odpowiednie pochodne o wlasciwosciach umozliwiajacych ich

oznaczenie).

5.2. Metody oznaczania kolistyny
W literaturze opisano kilka metod majacych na celu wykrywanie KOL. Metody
mikrobiologiczne (Sato i wsp., 1972; Thomas i wsp., 1980; Elverdam i wsp., 1981), badz
immunologiczne (Kitagawa i wsp., 1985). Komisja Europejska (FAO, 2006) do oznaczania
KOL w tkankach i mleku zaleca techniki separacyjne jak np.:
e chromatografia cienkowarstwowa (Thomas i Holloway, 1978),
e izotachoforeza (Holska i Gwozdz. 1989),
o elektroforeza kapilarna (Kristensen i Hansen, 1993),

e wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja fluorymetryczng (Chepyala

i wsp., 2015),


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jvp.13022#jvp13022-bib-0016
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wysokosprawna/ultra wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona
z tandemowg spektrometrig mas (HPLC-MS/MS) (Wang i wsp., 2023; Boison
2015, Kumar i wsp., 2020, 2021; Wijayanti i wsp., 2024; Cangemi i wsp., 2016;
Sin i wsp., 2006; Kaufmann i Widmer 2013; Fu i wsp., 2017; Choosakoonkriang
i wsp., 2013; Dotsikas i wsp., 2011; Xu i wsp., 2012, Wan i wsp., 2006; Mercier
i wsp., 2014; Lee i wsp., 2011),

chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemowg spektrometrig mas z jonizacja
elektrosprayowa (ESI) (Liu i wsp., 2019),

chromatografia cieczowa ze spektrometrig mas o wysokiej rozdzielczosci (LC-HRMS)

(Wu i wsp., 2020).

Istnieje takze kilka wielopozostalosciowych metod oznaczania antybiotykow

polipeptydowych, w tym KOL, w matrycach zwierz¢cych (Kaufmann i Widmer, 2013;

Boison i wsp., 2015). Ograniczeniem tych metod wielopozostatosciowych sg stabe odzyski
KOL (Kaufmann i Widmer, 2013; Boison i wsp., 2015).

5.3. Metody oznaczania linkomycyny

Do oznaczenia stezen LIN w zywno$ci pochodzenia zwierzecego stosowano rozne

metody, m.in.: analize mikrobiologiczng (Barbiers i Neff, 1976), spektrofotometric UV

(Zi-ming 2009), kolorymetri¢ (Egutkin, 1984), spektroskopi¢ absorpcji atomowej (El Ries,

1994), jednakze techniki chromatograficzne okazaty si¢ najbardziej czute np.:

wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja UV (Wijayanti i inn., 2024;
Abualhasan i wsp., 2012),

wysokosprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona z detekcja aerozolu
naladowanego koronowo (HPLC-CAD) (Vucicevi¢-Préetic i wsp., 2011;
Styputkowska i wsp., 2015),

wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowa spektrometrig
mas (HPLC-MS/MS) (Sin i wsp., 2004a; Thompson i wsp., 2003),
chromatografia gazowa potaczona ze spektrometrig mas (GC—MS) (Guo i wsp.,
2021),

chromatografia gazowa z derywatyzacja (Farrington i wsp., 1988; Luo i wsp.,
1996b; Hou i wsp., 2024),

chromatografia cieczowa w odwréconych fazach z parami jonowymi i detekcja
elektrochemiczng (Luo i wsp., 1996a; Moats, 1991),
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e chromatografia cieczowa z detekcjg elektrochemiczng impulsowa (Szunyog
i wsp., 2002.; Luo i wsp., 1996b; LaCourse i Dasenbrock, 1999),

e chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemowa spektrometrig mas z jonizacja
elektrosprayowa (ESI) (Sin i wsp., 2004b; Crellin i wsp., 2003),

e LC-MS/MS z jonizacja chemiczng pod ci$nieniem atmosferycznym (APCI)
(Thompson i wsp., 2003).

5.4.Walidacja metod analitycznych

Walidacja metod analitycznych stosowanych do oznaczania stezen lekow w materiale
biologicznym  stanowi fundamentalny element zapewnienia jakosci badan
farmakokinetycznych. W ujeciu naukowym i regulacyjnym jest to proces systematycznej
oceny zdolnosci metody do dostarczania wiarygodnych, powtarzalnych i obiektywnych
wynikéw, ktéore moga stanowi¢ podstawg do dalszych analiz iloSciowych oraz
wnioskowania biologicznego. Bez spetnienia tych kryteriow dane analityczne traca
wartos$¢ interpretacyjng, co bezposrednio wplywa na jako$¢ wyznaczanych parametréw
farmakokinetycznych.

Szczegblne znaczenie w badaniach farmakokinetycznych ma charakter matrycy
biologicznej. Surowica lub osocze, cho¢ stosunkowo jednorodne, zawieraja liczne
sktadniki mogace wpltywac¢ na sygnal analityczny, natomiast tkanki, mleko czy jaja
stanowig matryce zlozone, wymagajace bardziej zaawansowanych procedur
przygotowania probki, gdyz zanieczyszczenie probki moze prowadzi¢ do supresji lub
wzmocnienia sygnatu, co w konsekwencji skutkuje btedem oznaczen. Z kolei w analizie
pozostatosci kluczowe znaczenie ma osiggnigcie granic oznaczalno$ci ponizej
obowigzujacych limitéw MRL, co wymaga wysokiej czutosci 1 specyficznosci metody.

Walidacja pelni réwniez istotng funkcje w konteks$cie porownywalnosci wynikoéw
migdzy badaniami oraz ich powtarzalno$ci w czasie. W badaniach farmakokinetycznych,
ktore czesto stanowig podstawe do ustalania schematow dawkowania oraz okresow
karencji, nawet niewielkie odchylenia w oznaczeniach mogg prowadzi¢ do istotnych roznic
w interpretacji danych. Brak rygorystycznej walidacji zwigksza ryzyko btedow
systematycznych 1 losowych, co moze skutkowa¢ nieprawidlowym oszacowaniem
ekspozycji organizmu na lek, a w konsekwencji blednymi decyzjami terapeutycznymi.

W ujeciu metodologicznym walidacja nie jest jednorazowym etapem, lecz procesem
cigglym, obejmujgcym rowniez walidacje czgSciowa oraz weryfikacje metody w trakcie

rutynowego stosowania. Zmiany w aparaturze, matrycy czy zakresie st¢zen wymagaja
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ponownej oceny wybranych parametrow, aby utrzymac sp6jnos¢ i wiarygodnos¢ danych.
Tym samym walidacja stanowi integralny element systemu zarzadzania jakoscia
w badaniach analitycznych.

Z perspektywy zapewnienia jakos$ci badan (quality assurance), walidacja metod takich
jak HPLC czy LC-MS/MS wpisuje si¢ w ramy Dobrej Praktyki Laboratoryjnej (GLP) oraz
wytycznych Komisji Europejskiej (Rozp. UE, 2021/808) czy dostepnych przewodnikow
analitycznych (Anonymous, 2012; Wenzl, 2016), gdzie metody analityczne stuzace do
okreslania stezen lekow weterynaryjnych muszg by¢ zwalidowane tzn. spetniaé szereg
wymogow potwierdzajacych ich przydatnos¢.

Walidacja obejmuje zwykle okreslenie takich cech metody jak: liniowos¢, precyzja
(powtarzalno$¢, odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna), odzysk (poprawnos$¢), granice
wykrywalnosci (LOD) oraz granice oznaczalnosci (LOQ).

¢ Liniowos$¢ (Linearity) metody okresla zakres st¢zen, w ktorym uzyskiwane warto$ci
sygnalu pomiarowego substancji badanej sa wprost proporcjonalne do analizowanych
stezen. Krzywe kalibracyjne sg kluczowe w walidacji metody 1 muszg by¢ generowane
w tej samej matrycy, co docelowe probki badawcze. Osigga si¢ to poprzez dodanie
znanych stezen analitu do czystej matrycy. Kazdy analizowany analit wymaga osobne;j
krzywej kalibracyjnej dla kazdej serii analitycznej. Przed walidacja nalezy okresli¢
oczekiwany zakres stezen, ktory powinien miesci¢ si¢ w zakresie krzywej kalibracyjnej,
tj. miedzy LLOQ, a ULOQ (gérnym standardem kalibracyjnym). Zakres ten musi by¢
odpowiedni do opisu PK analitu. Krzywa kalibracyjna powinna obejmowa¢ minimum
sze$¢ poziomow stgzen oraz probke zerowa (z IS, ale bez analitu). Stgzenia wyliczone
wstecz dla standardéw kalibracyjnych powinny miesci¢ si¢ w zakresie £15% warto$ci
nominalnej, z wyjatkiem LLOQ, gdzie dopuszcza si¢ +20% Zastosowanie 1S w metodach
analitycznych z wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas
(LC-MS/MS) jest niezwykle istotne z kilku powodéw, gtéwnie w celu zwigkszenia
doktadnosci i precyzji pomiaréw. W niniejszych badaniach jako IS zastosowano
odpowiednio w przypadku tylmikozyny - ftalimid; kolistyny - Polimyksyn¢ B oraz
linkomycyny - linkomycyne-d3.

e Dokladnos¢ (Accuracy) okresla stopien zgodno$ci wynikdw badan uzyskanych dana
metoda z wartoscig przyjeta jako prawdziwa, np. warto$cig nominalng lub z wynikami
uzyskanymi ustalong metodg odniesienia. Aby oceni¢ doktadnos$¢, nalezy uzywac probek
kontroli jakosci (QC), do ktorych dodano znane ilosci analitu. Probki QC musza by¢

wzbogacane niezaleznie od standardow kalibracyjnych, przy uzyciu oddzielnych
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roztworow podstawowych (stock solutions), chyba ze sg one ustalone. Probki QC sa
analizowane wzgledem krzywej kalibracyjnej, a uzyskane st¢zenia poréwnuje si¢
z warto$ciami oczekiwanymi. Doktadno$¢ okresla si¢ jako procent warto$ci nominalne;.
Ocena doktadnosci obejmuje dwie analizy: doktadno$¢ wewnatrz serii (within-run) czyli
powtarzalnos¢  oraz  doktadno$¢  miedzy  seriami  (between-run)  czyli
odtwarzalno$¢/precyzja. Powtarzalno$¢ oznacza analize co najmniej 5 probek na czterech
poziomach stezen w ramach jednej serii analitycznej (LLOQ, niski QC, $redni QC,
wysoki QC). Srednie stgzenie powinno miesci¢ si¢ w zakresie +15% wartosci nominalnej,
z wyjatkiem LLOQ, gdzie dopuszcza si¢ £20% Odtwarzalnosc¢, czyli precyzja ocenia
probki LLOQ, niskie, $rednie i wysokie QC z co najmniej trzech serii analitycznych
przeprowadzonych w réznych dniach. Srednie stgzenia powinny miesci¢ si¢ w granicach
+15% wartos$ci nominalnej, z wyjatkiem LLOQ, gdzie dopuszcza si¢ +20%
e Odzysk (Recovery) okresla wydajnos¢ ekstrakcji. Parametr oblicza si¢ poroéwnujac
warto$ci sygnalu pomiarowego uzyskane po ekstrakcji z materialu biologicznego
zawierajacego znang ilo$¢ zwigzku badanego, do bezposrednio nastrzyknigtego roztworu
wzorcowego. Badanie odzysku prowadzone jest w celu stwierdzenia ewentualnych strat
analitu w toku analizy oraz wptywu matrycy na wynik badania 1 jest rowniez sposobem
wyrazania dokladnosci metody. Odzysk ocenia si¢ poprzez poréwnanie odpowiedzi
detektora dla ekstrahowanych probek QC (poddanych pelnemu procesowi
analitycznemu) oraz czystych rozcienczen standardow (niewymagajacych ekstrakcji).
Woyniki odzysku wyraza si¢ w procentach jako $rednig (= SD).
e Granica wykrywalnosci (LOD — Limit of Detection) to najnizsze stgzenie
badanego zwigzku w probkach po ekstrakcji, ktére moze by¢ w sposdéb wiarygodny
odréznione od szuméw linii podstawowej tzn., gdy stosunek wartosci sygnatu
pochodzacego od substancji badanej do szumow (S/N) wynosi od 2 do 3. Parametr LOD
moze by¢ rowniez wyznaczony na podstawie standardowego btedu oceny ,,y” wzgledem
X" (Syx) oraz warto$ci wspotczynnika nachylenia krzywej kalibracyjnej.
e Granica oznaczalnosci (LOQ) i Dolna granica oznaczalno$ci (LLOQ - Lower
Limit of Quantification). LLOQ to termin uzywany w bioanalizie i jest odpowiednikiem
LOQ. LLOQ jest zdefiniowana jako najnizszy standard na krzywej kalibracyjnej. LLOQ
jest akceptowany jako LOQ, jesli spetnione sg nastepujace warunki:

- odpowiedz analitu na LLOQ jest co najmniej 5-krotnie wigksza niz

odpowiedz probki slepej;
- pik analitu (odpowiedz) jest identyfikowalny, dyskretny i powtarzalny
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z precyzja 20% 1 doktadnoscia 80-120%. Jest to réwniez najnizszy
standard kalibracyjny (Doktadnosc i precyzja).

Dodatkowo, mozna takze w procesie walidacji metod analitycznych wyznaczaé
inne parametry m.in.: Selektywno$¢/specyficznos¢, Przeniesienie probki, Efekt matrycy,
Integralnos¢ rozcienczenia, Stabilno$¢, Odpornos¢, Limit decyzyjny (CCa) oraz zdolnos¢
wykrywania do badan przesiewowych (CCBS) (Rozp. UE, 2021/808, Anonymous, 2012).

Przestrzeganie ram regulacyjnych to nie tylko formalnos$¢, ale zobowigzanie do
zapewnienia bezpieczenstwa, skutecznosci i precyzji w badaniach naukowych i rozwoju
farmaceutycznym. Wszystkie metody oznaczania wybranych antybiotykow, bedacych
podstawa do przygotowania niniejszej dysertacji, poddano walidacji zgodnie
z zobowigzujagcymi wytycznymi UE (Anonymous, 2012; Rozp. UE, 2021/808, Wenzl
2016). Postawowym zatem celem bylo zagwarantowanie, ze opracowane metody

analityczne spojnie generowaty doktadne i powtarzalne wyniki.
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II. CEL BADAN

Choc¢ istnieje szereg danych literaturowych odnosnie dawek terapeutycznych czesto
stosowanych u drobiu grzebigcego lekéw przeciwbakteryjnych jak: tylmikozyna, kolistyna
czy linkomycyna, u gesi nie s one znane. Znajomos¢ specyfiki gatunku (w tym sposéob
utrzymania) nasuwa przypuszczenie, ze ekstrapolacja na gesi wartosci dawek ustalonych
dla innych gatunkow ptakow moze by¢ niedostateczna ze wzgledu na rodznice
w metabolizmie (ale tez réznice w procesach wchianiania czy wydalania). Jednocze$nie
zwigkszone dawki moga istotnie wpltyna¢ na poziomy pozostatosci w tkankach,
ograniczajac bezpieczenstwo konsumentéw. Badanie profilu farmakokinetycznego oraz
zanikania pozostatosci leku umozliwi oceng¢ zastosowanego schematu terapii, a takze
okresli okres karencji niezbedny dla bezpiecznego wykorzystania migsa i produktow
pochodzacych od ptakow, u ktérych zastosowano lek. Majac na uwadze powyzsze, celem
niniejszej dysertacji byto:

1. Opracowanie i walidacja metod oznaczania wybranych antybiotykow, takich jak
tylmikozyna, kolistyna oraz linkomycyna pod katem materialu biologicznego
pozyskanego od gesi domowej;

2. Wyznaczenie oraz ocena podstawowych parametréw farmakokinetycznych
wybranych antybiotykow, takich jak tylmikozyna, kolistyna oraz linkomycyna
u gesi domowe;:

¢ po jednorazowym podaniu dozylnym (1V),
e po jednorazowym podaniu podskornym (SC) lub domigsniowym (IM),
e po jednorazowym podaniu doustnym (PO),
e po wielokrotnym podaniu doustnym (PO multi);
3. Ocena zanikania pozostatosci w/w lekow w tkankach jadalnych u gesi domowej po

wielokrotnym podaniu doustnym w aspekcie wyznaczenia okresu karencji.
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I11. PROFIL FARMAKOKINETYCZNY ORAZ ZANIKANIE
POZOSTALOSCI TYLMIKOZYNY PO JEDNORAZOWYM
PODANIU DOZYLNYM, PODSKORNYM I DOUSTNYM ORAZ
WIELOKROTNYM DOUSTNYM U GESI DOMOWEJ

11.1. Materialy i metody
II1.1.1. Zwierzeta

Badanie przeprowadzono na 15 sztukach zdrowych, dorostych (w wieku 2 lat), 0o masie
ciata od 4,1 do 5,6 kg samcach gesi rasy Bilgorajskiej. Przed rozpoczeciem badania stan
zdrowia gesi zostat doktadnie oceniony przez lekarzy weterynarii nadzorujacych badanie
na podstawie badania Klinicznego, analiz biochemicznych osocza oraz badan
hematologicznych. Wybrane od do$§wiadczenia zwierzgta nie otrzymywaly wczesniej
zadnych antybiotykéw ani innych lekow. Nastepnie ptaki poddano tygodniowemu
okresowi aklimatyzacji, w czasie ktorego codziennie monitorowano ich zachowanie, apetyt
1 przyzwyczajano do obecnosci, zapachu oraz dotyku osob, ktore beda przeprowadzaé
doswiadczenie. Nastepnie ptaki zwazono i oznakowano indywidualnie pierscieniem na
lewej nodze.

Gesi byty utrzymywane zgodnie z wymaganiami Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
z dnia 19 wrzeénia 2019 r. (Dz.U. 2019 poz. 1966), a eksperyment przeprowadzono
zgodnie z prawem europejskim (2010/63/UE) 1 w oparciu o zgode (nr 105/2022) wydana
przez Lokalng Komisje¢ Etyczng do Spraw Dos$wiadczeh na Zwierzetach z siedzibg
w Lublinie.

Projekt badania obejmowat szereg 3 badan naprzemiennych (cross-over study/trial).

Poszczegodlne fazy byty oddzielone jednomiesigcznym okresem wymywania leku.

1 etap - podanie dozylne (5 mg/kg m.c.)

1 miesigc okresu wymywania

2 etap - podanie jednorazowe podskorne (10 mg/kg m.c.)

1 miesigc okresu wymywania

3 etap - podanie wielokrotne doustne (25 mg/kg m.c.) przez 5 dni

Ryc. 7. Schemat podawania TLM. (Zrédlo: Autor)
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W pierwszym etapie badania gesiom podano jednorazowo IV dawke TLM w ilosci
5 mg/kg masy ciala (Micorion®, Orion Pharma, 300 mg/ml), wstrzykiwang do zyly
skrzydtowej lewej. W etapie drugim zastosowano jednorazowo dawke SC TLM (10 mg/kg;
Micorion®, Orion Pharma), podawang w okolice miedzytopatkows. Etap trzeci obejmowat
wielokrotne PO podawanie roztworu TLM (25 mg/kg; Tylmiscan®, ScanVet, 300 mg/ml)
za pomocg wlewu do wola. Po kazdej aplikacji kaniule przeptukiwano 5 ml wody w celu
zapewnienia petnego podania dawki. Gesi otrzymywaty lek PO raz dziennie przez pigé
kolejnych dni o godzinie 8:00

Dawka PO zostata ustalona na podstawie dostepnej literatury oraz zalecen dla drobiu
(Elsayed i in., 2014), natomiast dawke SC okreslono zgodnie z rekomendacjami dla owiec
i bydta (Modric i in., 1998). Dawka IV zostala celowo obnizona, a byla niezbe¢dna
wylacznie do oszacowania podstawowych parametrow PK, w tym catkowitej F.

Probki krwi (ok. 1 ml) pobierano z zyly skrzydtowej prawej w okre§lonych
przedziatach czasowych we wszystkich trzech etapach: 0, 0.085 (wylacznie dla podania
IV), 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 24 oraz 48 godzin po podaniu. W przypadku
wielokrotnego podania PO probki pobierano w pierwszym oraz pigtym dniu eksperymentu,
zgodnie z tym samym harmonogramem. Krew pobierano do probowek zawierajacych
heparyne, nastgpnie odwirowywano, po czym osocze oddzielano i przechowywano
w temperaturze —20°C

Po zakonczeniu etapu z wielokrotnym podaniem PO TLM (dzien 5), gesi (po trzy
osobniki w grupie) poddano ubojowi w nastepujacych punktach czasowych: 24, 48, 76, 92
oraz 120 godzin po ostatnim podaniu leku. Do dalszych analiz pozyskano probki tkanek
(ok. 20 g kazda) — migéni, watroby oraz nerek — ktore nastepnie zamrozono
i przechowywano w temperaturze —20°C. Analizy chromatograficzne przeprowadzono

w ciggu 40 dni od momentu pobrania probek, po zakonczeniu kazdej fazy badania.

111.1.2. Oznaczanie tylmikozyny w osoczu oraz tkankach

Do oznaczenia TLM w pobranym materiale biologicznym zaadaptowano i nieznacznie
zmodyfikowano wcze$niej opracowang i zwalidowang pod katem osocza $win metode
autorstwa Zhang i wsp. (2017).

W celu ekstrakcji TLM z osocza, po rozmrozeniu, 0,2 ml probki zmieszano z 40 puL
roztworu standardu wewnetrznego (IS; 25 pg/ml), po czym krotko wytrzgsano (vortex).
Nastepnie dodano 1,2 ml dichlorometanu (CH2Clz) i mieszaning wytrzgsano przez 50

sekund. Po 10 minutach odwirowywania przy 4000xg zebrano dolng warstwe (1,4 ml).
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Pozostalg warstwe osocza poddano podwdjnej ekstrakcji, dodajac kolejne 1,2 ml CH2Cl,
po czym przeprowadzono 40-sekundowe wytrzasanie i 4-minutowe odwirowanie przy
4000xg. Dolng warstwe¢ ponownie zebrano i potagczono z wczesniej uzyskang frakcja,
a nastepnie tagodnie odparowano pod azotem w temperaturze 45°C. Po rekonstytucji
w 100 pL fazy ruchomej i 40-sekundowym wytrzasaniu, probki przeniesiono do fiolek
i zaaplikowano do HPLC, przy objetosci wstrzykiwanej probki wynoszacej 50 pL.

W przypadku probek tkanek (mieéni, watroby i nerek) najpierw je rozmrozono
i natychmiast rozdrobniono na drobne kawatki (Garcia i wsp., 2000; Sartini i wsp., 2021).
Porcje 1 g kazdej tkanki umieszczano w plastikowej probowce zawierajacej 3 ml roztworu
homogenizujacego (bufor fosforanowy diwodorowy 0,1M, pH 7,1). Zawiesing
homogenizowano przez okoto 1 minute, po czym 0,3 ml poddano dalszemu przetwarzaniu
zgodnie z wczesniej opisanym protokotem dla osocza.

Metodg stosowang do analizy osocza zaadaptowano i zwalidowano dla wszystkich
badanych rodzajow tkanek, z niewielkimi zmianami objetosci. Na poczatku, do 0,3 ml
probki dodawano 200 pL IS o stg¢zeniu 25 ppm. Nastepnie przeprowadzano podwojng
ekstrakcje przy uzyciu 2,4 ml CH2Cl: kazdorazowo.

Analizy wykonywano na systemie LC Jasco (gradient PU-980, AS2055) z detektorem
UV ustawionym na dlugos¢ fali 285 nm. Rozdziat prowadzono na kolumnie Luna C18
(250 x 4,6 mm, 5 um) w 30°C. Faze ruchomg stanowita mieszanina: (A): 0,1% kwas
mréwkowy (HCOOH) z 5 mM mréwczanem amonu w wodzie oraz (B): acetonitryl (ACN).
Kolumng eluowano izokratycznie przy uzyciu mieszaniny 24% fazy A i 76% fazy B

z przeptywem 0,8 ml/min.

111.1.3. Walidacja metody analitycznej

Roztwor macierzysty TLM (1 mg/ml) rozpuszczono w acetonitrylu (ACN), natomiast
kolejne rozcienczenia przygotowano w fazie ruchomej. Standard wewngtrzny (IS)
rozpuszczono w metanolu (MeOH). Wszystkie roztwory przechowywano w temperaturze
—20°C. Do opracowania krzywej kalibracyjnej TLM w osoczu wykorzystano
rozcienczenia o stezeniach: 5, 2.5, 1, 0.5, 0.1 1 0.01 pg/ml. Liniowos$¢ oceniano w zakresie
0,01-5 upg/ml na podstawie wykresu reszt, testu dopasowania oraz przeliczenia
wstecznego. Sze$¢ probek osocza z dodatkiem IS, zawierajacych wysokie (5 pg/ml),
$rednie (2,5 pg/ml) i niskie (0,01 pug/ml) stezenia, analizowano przy uzyciu tego samego
aparatu i operatora: jednego dnia (dla precyzji wewnatrzdniowej) oraz w trzech réznych

dniach (dla precyzji migdzyseryjnej). Skutecznos¢ odzysku leku oceniano na podstawie
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odpowiedzi detektora dla probek kontrolnych i czystych standardéw. LOD (granice
wykrywalnosci) okreslono jako stezenie leku w osoczu dajace stosunek sygnatu do szumu

- 3, a LLOQ jako najnizsze st¢zenie osoczowe dajace stosunek sygnatu do szumu - 5

(Anonymous, 2012).

I11.1.4. Analiza statystyczna oraz farmakokinetyczna

Analize PK przeprowadzono za pomocg oprogramowania PKanalix™ (R1, 2023),
przy zastosowaniu podej$cia niekompartmentowego. Krzywe zaleznosci stgzenie—Czas
postuzyly do bezposredniego wyznaczenia Cmax W 0SOCZU oOraz jego  Tmax.
T1/2eim obliczono na podstawie regresji najmniejszych kwadratow dla koncowej fazy
eliminacji. AUC wyliczono metodg trapezow logarytmicznych liniowych dla podania IV
oraz metoda linear-up log-down dla podan PO i SC. Warto$¢ resztkowego pola
powierzchni pod krzywa (AUCrest) u kazdego osobnika byta mniejsza niz 20% pole
powierzchni pod krzywa obliczone migdzy zero, a nieskonczono$cia (AUCo—0),
a wspolczynnik determinacji (R?) linii regresji fazy koncowej przekraczat 95%. Wartosci
ponizej LLOQ zostaty wykluczone z analizy PK. Wskaznik kumulacji obliczono jako
stosunek AUCo—c0 po ostatnim podaniu w schemacie wielokrotnego dawkowania do
AUCo—o0 po pojedynczej dawce (Toutain i Bousquet-Mélou, 2004a), gdzie wartos¢ bliska
1 wskazuje na brak kumulacji.

Biodostepnos¢ po podaniu PO i1 SC obliczono wedtug nastgpujacego wzoru:

AUC(PO lub SC) X Dawka (IV)

F% =1 X
% 00 AUC(1V) x Dawka(PO lub SC)

Sredni czas wchtaniania (MAT) wyliczono ze wzoru:
MAT(PO lub SC) = MRT(PO Iub SC) — MRT(IV)

Wskaznik ekstrakcji ogolnoustrojowej (Enogy) dla TLM po podaniu 1V obliczono jako
Cl/CO, zgodnie z metodologia Toutain i Bousquet-Meélou (2004b), gdzie CO (ml/kg/min)
to pojemnos$¢ minutowa serca wyliczana wedlug rownania allometrycznego dla ptakow:
CO =290,7 x (masa ciata w kg)*®° (Grubb, 1983).

Aby oceni¢ statystycznie istotne roznice w parametrach PK pomigedzy grupami,
zastosowano jednoczynnikowsg analiz¢ wariancji (ANOVA), po ktorej przeprowadzono

test wielokrotnych porownan Bonferroniego jako analize post hoc. Za istotne statystycznie
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uznawano warto$ci p < 0,05. Do analizy uzyto oprogramowania GraphPad InStat (wersja
5.3).

I11.1.5. Analiza pozostalo$ci i oszacowanie okresu karencji

Parametry PK dla TLM w wybranych tkankach obliczono przy uzyciu podejScia naive
pooled-data z zastosowaniem analizy niekompartmentowej (Pouplin i wsp., 2016).
Przenikanie leku do tkanek oceniano poprzez poréwnanie Sredniego AUCikanek
z odpowiednimi warto$ciami AUC po wielokrotnym podaniu PO (AUC(0—) tkanka /
0socze).

Okresy karencji dla TLM w tkankach ggsi obliczono z wykorzystaniem
oprogramowania WT 1.4., opracowanego przez EMA (Anonymous, 2019). Okres karencji
okreslono jako moment, w ktorym gorna jednostronna granica tolerancji (99%) z 95%
przedziatem ufno$ci spada ponizej MRL. W niniejszym badaniu zastosowano warto$ci
MRL dla TLM w tkankach kurczat, okreslone przez EMA: 1000 pg/kg dla watroby, 250
ng/kg dla nerek oraz 75 ng/kg dla migsni (EMA, 2002).

111.2. Wyniki
111.2.1. Walidacja metody

Pelng walidacj¢ metod przeprowadzono osobno dla osocza oraz dla kazdej badane;
tkanki gesi, oceniajac: liniowos$¢, precyzje wewnatrz- i mi¢dzydniowa, odzysk, LOD
i LLOQ — zgodnie z wytycznymi EMA (Anonymous, 2012).

Tabela 2. przedstawia wyniki walidacji metody analitycznej, uwzgledniajac kluczowe

parametry oceniane w osoczu i w analizowanych tkankach.
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Matryca
Parametr Jednostka
Osocze Migs$nie Nerki Watroba
Roéwnanie y = 0,3566x — y =0,289x + y =0,373x — y =0,267x +
0,0176 0,03 0,163 0,246
R? 0,997 0,991 0,999 0,999
Precyzja % 12,3 4,7 11,9 15,4
Inter-day, CV
Precyzja % 2,9 2,1 3,8 41
Intra-day, CV
Odzysk % 86 94 91 89
LLOQ ug/mL pg/g 0,01 0,01 0,01 0,01
LOD ug/mL pg/g 0,005 0,007 0,007 0,007

Tab. 2. Wyniki walidacji metody HPLC do ilosciowego oznaczania TLM
w osoczu i wybranych tkankach u gesi. (Zrédlo: Autor)

Metoda wykazata doskonaty odzysk, niskie wartosci LLOQ oraz liniowo$¢ w zakresie

0,01-5 ug/ml dla kazdej badanej matrycy.

111.2.2. Profil farmakokinetyczny

Stezenia TLM w osoczu byly oznaczalne do 4 godzin po podaniu PO i IV oraz do
10 godzin po podaniu SC (Ryc. 8).



Stezenie TLM w osoczu (ug/mL)

100

10

0,1

0,01

—@— 75 dzienn PO
SC
—— |V

—@— 1 dziern PO

Czas (h)

Ryc. 8. Pollogarytmiczny wykres Srednich (£SD) stezen TLM W 0S0CZU W czasie,
po podaniu IV, S.C.; jednorazowym PO oraz wielokrotnym PO. (Zrédlo: Autor)



W tabeli 3. przedstawiono $rednie parametry PK na podstawie analizy
niekompartmentowej. Z wyjatkiem Tmax, ktory przedstawiono jako zmienng kategoryczng
(mediana 1 zakres) oraz okresu pottrwania (wyrazonego jako Srednia harmoniczna).
Pozostale parametry PK przedstawiono jako $rednie geometryczne z odpowiednimi

zakresami (Julious i Debarnot, 2000).
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v SC Podanie jednorazowe PO Podanie wielokrotne PO
Parametr Jednostka ’ ’ . ,
Srednia ; Srednia _ Srednia ; Srednia _
geo max min geo max min geo max min geo max min
AUC () D h*ug/mL 0,61 1,54 0,24 0,52 0,89 0,37 0,0220 0,03 0,01 0,022P 0,03 0,01
)z 1/h 0,37 0,72 0,3 0,192P 0,29 0,15 0,58 0,95 0,17 0,28 1,25 0,14
t1/2" h 1,86 2,33 0,96 3,620 4,57 2,35 1,18 4,06 0,73 2,45 4,96 0,56
Cl L/h/kg 1,63 4,02 0,65 - - - - - - - - -
Vd L/kg 4,87 1,77 1,57 - - - - - 5 = - -
MRT (0-) h 1,41 2,27 0,71 5,423¢ 6,97 3,79 1,8 5,39 1,19 3,682 7,53 0,93
CmaxD pg/mL - - - 0,106¢¢ 0,195 0,056 0,021 0,036 0,009 0,013 0,033 0,008
Tmax® h - - - 0,50 2 0,50 0,50 1,50 0,25 0,25 0,50 0,25
F % - - - 86,32%4 | 179,03 29,86 3,98 6,80 1,28 3 6,95 0,75
MAT h - - - 4,02 6,26 2,33 1,31 3,61 0,48 3,11 5,33 1,80

Gdzie: AUC(0—0) D, pole pod krzywa od 0 h do nieskoficzonoséci znormalizowane dla 1 mg/kg; Az, stala szybko$ci w fazie koncowej; t1/2, okres pottrwania w fazie eliminacji; Cl, klirens osocza;
Vd, objetos¢ dystrybucji; MRT(0—0), §redni czas przebywania od 0 h do nieskonczonosci; Cmax D, szczytowe stgzenie w osoczu znormalizowane dla 1 mg/kg; Tmax, czas osiagnigcia szczytowego stezenia;
F, biodostepno$é; MAT, $redni czas wchlaniania. 2, statystycznie rézni sie od IV; P, statystycznie rézni si¢ od SC; ¢, statystycznie rozni si¢ od pojedynczego PO; ¢, statystycznie rozni sig
od wielokrotnego PO; §, warto$¢ mediany; ", srednia harmoniczna.

Tab. 3. Srednie warto$ci parametréw farmakokinetycznych dla TLM (i zakres warto$ci) po dozylnym (5 mg/kg), podskornym
(10 mg/kg), jednorazowym (25 mg/kg) i wielokrotnym (25 mg/kg przez 5 dni) podaniu doustnym. (Zrédlo: Autor)
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Po podaniu IV zaobserwowano krotki koncowy okres poéttrwania, stosunkowo
szybki Cl oraz umiarkowang Vd. Enody byt niski i wynosit 0,03. Bezwzgledna F po podaniu
PO byla niska (4%), natomiast po podaniu SC dos¢ wysoka (87%). Wskaznik kumulacji
wynoszacy 1,06 wskazywat na brak kumulacji leku w osoczu po wielokrotnym podaniu

PO.

111.2.3. Oszacowanie okresu karencji
Rycina 9. przedstawia potlogarytmiczny wykres $rednich (£SD) stezen TLM

w tkankach w czasie, po pigtym dniu wielokrotnego podawania PO.
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Ryec. 9. Srednie stezenia TLM w watrobie, nerkach i migsniach po S. dniu
wielokrotnego podawania doustnego (25 mg/kg) u gesi. (Zrodlo: Autor)

TLM wykrywano we wszystkich tkankach we wszystkich punktach czasowych,
z wyjatkiem migsni w 120. godzinie (gdzie stwierdzono ja jedynie u dwoéch gesi).
Najwyzsze stezenia obserwowano 24 godziny po pigtym dniu podawania PO we
wszystkich badanych tkankach. Tabela 4. zawiera parametry PK obliczone dla wszystkich

badanych tkanek.
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Tkanka
Parametr Jednostka Watroba NEA Miesnie
AUC -y ng*h/mg 227,32 75,50 23,33
t1/2 h 30,89 19,18 24,93
Az 1/h 0,022 0,036 0,028
MRT () h 63,04 53,79 54,57
ACEs, 320,16 +194 144,72 +76 4420 +23
tkanka/osocze

Gdzie: AUC(0-0), pole pod krzywa od zera do nieskonczonosci; t1/2, koncowy okres poéltrwania; Az, stala szybkosci
w fazie koncowej; MRT(0-0), $redni czas przebywania od zera do nieskonczono$ci; AUC(0-0) tkanka/osocze = stosunek
pola pod krzywa od czasu zerowego do nieskonczonosci stosunek tkanki/osocza.

Tab. 4. Parametry PK wraz z SD () w badanych tkankach w 5. dniu
po wielokrotnym doustnym podaniu (w dawce 25 mg/kg) u gesi. (Zrédlo: Autor)

Watroba wykazywata najwyzszy poziom pozostatosci leku, znacznie przekraczajacy
LLOQ w 120. godzinie (0,35 pg/g), z wartoscia AUC(0-t) osocze/tkanka wynoszaca
320,16, w poréwnaniu do 144,72 w nerkach i 44,20 w mig$niach. Obliczone okresy
karencji wyniosty odpowiednio: 6 dni dla watroby (Ryc. 10), 7,5 dnia dla mig$ni (Ryc.11)
i 8 dni dla nerek (Ryc.12).
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Ryc.10. Obliczony okres karencji dla TLM w watrobie gesi po wielokrotnym
doustnym podaniu (w dawce 25 mg/kg) przez pi¢¢ kolejnych dni. (Zrédlo: Autor)
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Ryc. 11. Obliczony okres karencji dla TLM w mig$niach gesi po wielokrotnym
doustnym podaniu (w dawce 25 mg/kg) przez pi¢¢ kolejnych dni. (Zrodlo: Autor)
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Ryc. 12. Obliczony okres karencji dla TLM w nerkach gesi po wielokrotnym
doustnym podaniu (w dawce 25 mg/kg) przez pi¢¢ kolejnych dni. (Zrédlo: Autor)
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111.3. Dyskusja
111.3.1. Analiza profilu farmakokinetycznego

Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, jest to pierwsze badanie dotyczace
farmakokinetyki i pozostato$ci TLM przeprowadzone na ggsiach.

Biodostepnos¢ leku rdéznita si¢ znaczaco w zaleznosci od pozanaczyniowe] drogi
podania: wartos$¢ F po podaniu SC wyniosta 87%, natomiast po podaniu PO jedynie 4%
Zjawisku temu towarzyszyta wysoka zmienno$¢ mig¢dzyosobnicza, sugerujgca ryzyko
niewystarczajacego stezenia ogoélnoustrojowego u znacznej czesci populacji (Toutain
I Bousquet-Mélou, 2004c). Ograniczone wchtanianie doustne moze wynika¢ zaréwno
z cech fizjologicznych przewodu pokarmowego gesi, jak i ich specyficznego metabolizmu
lipidow, zdolnosci do akumulacji tluszczu, tempa oprozniania zotadka oraz sktadu
i aktywnosci mikrobioty jelitowej, co moze wpltywaé na rozpuszczalnosé, stabilnosé
i transport TLM w obrebie przewodu pokarmowego (Fadel i wsp., 2022; Tikhomirov
i wsp., 2020). Wczesniej uwazano, ze makrolidy cechuja si¢ wysoka biodostgpnoscig PO
(Clark i wsp., 2008; Papich i Riviere, 2001), jednak nowsze badania wykazaty niskg lub
umiarkowang F np.: 26% dla winianu tylosyny (Ji i wsp., 2014) oraz 54% dla winianu
tylwalozyny (Elbadawy i wsp., 2019) u drobiu. Wyniki niniejszego badania sg z nimi
sprzeczne. Jest to szczegOlnie warte uwagi, poniewaz do tej pory nie oceniano
biodostepnosci PO TLM u zadnego gatunku zwierzat. Ze wzgledu na roznice fizjologiczne
pomiedzy gesmi, a innymi ptakami, nie mozna tez jednoznacznie przewidzie¢ zachowania
TLM u innych gatunkow. Gesi charakteryzujg si¢ unikalnym metabolizmem lipidow
1 zdolnoscig do akumulacji tluszczu (wazng przed migracja), co moze wptywaé na PK
lekéw lipofilnych, takich jak TLM (Eichhorn i wsp., 2019; Lu i wsp., 2015; Ouyang i wsp.,
2022). Dodatkowo, ich lepsze wykorzystanie widkna pokarmowego oraz wptyw wodnej
diety na mikrobiom jelitowy mogg wptywac¢ na genom gospodarza i zmienia¢ F leku (Gao
i wsp., 2016; Ouyang i wsp., 2022).

Weczedniejsze doniesienia wskazywaty na umiarkowane do szybkiego wchianianie
TLM po podaniu PO lub SC (Avci i Elmas, 2014; Dimitrova i wsp., 2012; Elkomy i wsp.,
2016, 2018). U brojlerow Tmax po podaniu PO wynosit 3—4 godziny (Abu-Basha i wsp.,
2007; Dimitrova i wsp., 2012). Chociaz w niniejszym badaniu po podaniu SC Tmax wynosit
0,5 godziny, to warto$ci MAT przekraczaty t1/2, co wskazuje na wystepowanie zjawiska
flip-flop. Zjawisko to obserwowano réwniez u koni (Clark i wsp., 2008). Bylo to

szczegOlnie widoczne po podaniu SC, gdzie t1/2 (3,62 godz.) znaczgco roznit sie od
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podania IV (1,86 godz.). Na takie op6znione wchtanianie po podaniu SC moga mie¢ wplyw
gatunkowo specyficzne roznice w perfuzji tkanki, przeptywie krwi lub cechy samego
miejsca iniekcji (Yafiez i wsp., 2011). Warto zauwazy¢, ze w literaturze wskazywano na
mozliwos¢ dlugotrwalego utrzymywania si¢ pozostatosci TLM w miejscu iniekcji
z powodu wysokiego stezenia oraz towarzyszacych zmian zapalnych (Clark i wsp., 2008;
Van Donkersgoed i wsp., 2000). Biorgc pod uwage pKa TLM (ok. 8), lek wystepuje
zarbwno w postaci zjonizowanej, jak i niezjonizowanej (Stuart i wsp., 2007). Jesli pH
tkanki bedzie nizsze, moze to sprzyjac¢ jonizacji i spowolnieniu wchianiania po podaniu
SC.

Warto$¢ Ebody byta stosunkowo niska (0,03), co wskazuje na ograniczong zdolno$¢
watroby 1 nerek do eliminacji leku (Toutain 1 Bousquet-Mélou, 2004b). Wyniki te sa
zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami, w ktérych wykazywano minimalny metabolizm
TLM u réznych gatunkow (u bydta, kurczat, $win i krolikow (Montesissa 1 wsp., 2004)
i dominacj¢ wydalania leku w postaci niezmienionej przez filtracje kiebuszkowa (Short,
1994). U gesi ze wzgledu na niskie Epody moze by¢ podobnie, cho¢ wymaga to
doktadniejszego potwierdzenia.

Okres pottrwania TLM po podaniu PO byl znacznie krétszy niz w innych badaniach
u ptakéw, 30 h (Keles i wsp., 2001), gdzie u kurczat wynosit: 25,98 h (Zhang i wsp., 2020),
45 h (Abu-Basha i wsp., 2007), 21,86 h (Attia i wsp., 2018) i 32 h (Dimitrova i wsp., 2012),
a takze u s$win: 12,93h (Xiong i wsp., 2019). Roéwniez tl1/2 po podaniu SC
u gesi byt krotszy niz u owiec: 12 h (Naccari i wsp., 2001), 34,6 h (Modric i wsp., 1998)
czy bydta 29,4 h (Modric i wsp., 1998). Moze to wynika¢ z rdznic w biotransformacji,
skuteczno$ci wydalania, sekwestracji w tkankach, wigzania z biatkami osocza, stanu
stresowego, unikalnego mechanizmu transportu leku itp. Brak danych po podaniu 1V
w poprzednich badaniach ogranicza mozliwo$¢ pordwnania Cl 1 Vd. Jednocze$nie, wyniki
te podkreslajg wage uwzglednienia zmiennosci migdzygatunkowej u ptakdw 1 ostroznosci
przed ekstrapolacja danych na pozostate gatunki ptakéw ze wzgledu na znaczng zmiennos$¢
parametrow farmakokinetycznych. Ponadto, jak wyjasniono w dalszej czeSci, ocena
i porownanie kinetyki w tkankach, zamiast koncentrowania si¢ na parametrach osocza
1 tl/2, zapewnitoby solidniejszg podstawg do zalecenia optymalnego schematu
dawkowania 1 interwatoéw podawania.

TLM znana ze swojej wysokiej lipofilnosci, charakteryzuje si¢ duza Vd, co skutkuje
znaczng akumulacja w tkankach (Giguére, 2013). Vd wynoszaca 4,87 L/kg po podaniu IV

jest zgodna z wczesniejszymi wynikami uzyskanymi u réznych gatunkow, w tym krow,
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owiec, koz i $win (Modric 1 wsp., 1998; Ramadan, 1997; Shen i wsp., 2005; Ziv i wsp.,
1995). Tak szeroka dystrybucja wigze si¢ z niskim stopniem wigzania TLM z biatkami
osocza (Ziv i wsp., 1995). Niedawne badania przeprowadzone u kurczat (Zhang i wsp.,
2023) wykazaty, ze przy stezeniu TLM w osoczu wynoszacym 2 ug/ml, jedynie 9,51%
leku bylo zwigzane z biatkami osocza. Potwierdza to tendencj¢, zgodnie z ktdra niskie
ste¢zenia osoczowe koreluja z wysokimi poziomami w tkankach (Abu-Basha i wsp., 2007;
Clark i wsp., 2008; Giguere, 2013). W efekcie tak rozlegta dystrybucja TLM w tkankach
prowadzi do stabej korelacji miedzy stezeniami w osoczu, a efektem klinicznym, co
podkresla konieczno$¢ oceny pozostalosci w tkankach podczas terapii (Carbon, 1998;
Elkomy i wsp., 2018; Gourlay i wsp., 1989; Xiong i wsp., 2019; Ziv i wsp., 1995).

Uzyskane w niniejszym do$wiadczeniu wyniki sa zgodne z wcze$niejszymi
obserwacjami (Attia i wsp., 2018; Clark i wsp., 2008; Fricke i wsp., 2008; Keles i wsp.,
2001; Zhang i wsp., 2004, 2020), wykazujac najwyzsze stgzenia TLM w watrobie,
nastepnie w nerkach i mig$niach. Taki wzorzec dystrybucji moze wynikaé z przeptywu
krwi przez poszczegodlne narzady oraz powinowactwa tkankowego (Yan i wsp., 2023).

Jak juz wspomniano, stezenie TLM w osoczu nie jest wystarczajagcym wskaznikiem
ogolnego poziomu leku w organizmie ani jego aktywnosci terapeutycznej, co jeszcze raz
podkresla znaczenie oceny stezen w tkankach (Gourlay i wsp., 1989; Zhang i wsp., 2017).
W badaniu Ziv i wsp. (1995) stezenia terapeutyczne TMC utrzymywaty si¢ w mleku krow
przez 8-9 dni, pomimo t1/2 w osoczu wynoszacego 4,18 godziny, po podaniu SC w dawce
10 mg/kg. Dostepna literatura konsekwentnie podkresla znaczenie wskaznikéw PK/PD,
takich jak AUC/MIC i Cnax/MIC, jako kluczowych parametrow do przewidywania
skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej TLM (Chen i wsp., 2023; Huang i wsp., 2019b).
W niedawnym badaniu Huang i wsp. (2020) oszacowano, ze wartosci AUC(o-96 h)/MIC
i Cmax/MIC, wymagane do uzyskania redukcji o 3 logl0 (CFU/mL) wobec szczepow
Mycoplasma, wynosity odpowiednio 96,72 godziny i 1,91

Chociaz wigkszos¢ badan PK/PD tradycyjnie skupia si¢ na stezeniach leku w osoczu,
surowicy 1 innych ptynach ustrojowych, ro$nie §wiadomo$¢ znaczenia uwzgledniania
stezen w tkankach, szczegolnie w kontek$cie antybiotykow i zakazen bakteryjnych
(Barbour i wsp., 2010; Rodriguez-Gascon i wsp., 2021). Kluczowe znaczenie ma ocena
stezenia wolnej frakcji leku w miejscu dzialania, co pozwala lepiej przewidywac efekty
kliniczne i optymalizowa¢ schematy dawkowania (Zhang i wsp., 2022). Biorac pod uwage
zakres MIC dla Mycoplasma gallisepticum wynoszace od 0,0156 do 0,038 pg/ml (Zhang

i wsp., 2017, 2023), dane farmakokinetyczne z tkanek znacznie przekraczaty progi
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wyznaczone przez wspomniane wskazniki PK/PD (AUC(o-96 n)/MIC > 774 godz.;
Cmax/MIC > 12). Wstepna zatem analiza wskazuje na osiagnigcie skutecznych stezen
terapeutycznych w tkankach przy zastosowanych w niniejszym badaniu schematach
dawkowania (PO i SC), nawet przy konserwatywnych zatozeniach minimalnych stezen
w tkance ptucnej (Zhang i wsp., 2023). Jednoczesnie, dalsze badania farmakokinetyki
i farmakodynamiki in vivo oraz wigzania z biatkami tkankowymi sg kluczowe dla
zrozumienia ztozonej zaleznosci migdzy ekspozycja na lek, a aktywnos$cia
przeciwdrobnoustrojowa.

Nalezy takze podkresli¢, ze przy zastosowanych dawkach, opartych na wczesniejszych
obserwacjach u innych gatunkow zwierzat (Modric i wsp., 1998; Naccari i wsp., 2001; Ziv
i wsp., 1995), przez caly okres doswiadczenia gesi nie wykazywaty zadnych zauwazalnych
dzialan niepozadanych, ani natychmiastowych, ani opdznionych (do 7 dni), zarowno
miejscowych, jak i ogolnoustrojowych, co potwierdza to korzystny profil bezpieczenstwa
TLM (z wylaczeniem drogi IV) u gesi i przemawia za jej praktyczng przydatno$cia

1 niezawodno$cig w medycynie weterynaryjnej.

111.3.2. Okres karencji

Ryc. 9. ilustruje dlugotrwate utrzymywanie si¢ TLM w tkankach, gdzie pozostaje ona
wykrywalna az do 120 godzin po podaniu przez 5 kolejnych dni. Jak wcze$niej
wspomniano, pozorny paradoks migdzy krotkim t1/2 TLM, a jej dlugim czasem rezydencji
w tkankach mozna tlumaczy¢ wigzaniem z tkankami, sekwestracja 1 powolnym
uwalnianiem leku. Warto zwroci¢ uwage, ze stosunek AUC 0-) tkanka/osocze byt znacznie
podwyzszony i wynosit odpowiednio 320,16 dla watroby, 144,72 dla nerek i 44,20 dla
migéni. Potwierdza to gleboka penetracje tkankowa, zgodna z wczesniejszymi
doniesieniami (Elkomy i wsp., 2018; Fricke i wsp., 2008; Keles i wsp., 2001). W badaniu
Modric i in. (1998) TLM osiagata stosunek stezenia ptuca/surowica na poziomie od 86 do
178, w zaleznosci od obecnosci infekcji. Ponadto, znaczaca penetracja
wewnatrzkomorkowa TLM (cecha wspodlna dla antybiotykéw makrolidowych, kluczowa
dla ich skutecznosci wobec patogenow wewnagtrzkomorkowych) przyczynia si¢ do
przedtuzonego czasu utrzymywania si¢ leku w tkankach, pomimo szybkiej eliminacji
z osocza (Meyer i wsp., 1993). Badania z uzyciem TLM znakowanej radioizotopem, gdzie
oznaczano lek 4 godziny po podaniu w heterofilach, makrofagach i monocytach kurzych,
wykazaty stosunki stezenia wewngtrzkomoérkowego do zewnatrzkomoérkowego

odpowiednio 138,32 i 66 (Scorneaux i Shryock, 1998). Dodatkowo, wspdtczynnik
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akumulacji osoczowej wynoszacy 1,06 wskazuje, ze TLM nie kumuluje si¢ w osoczu po
wielokrotnym podaniu, lecz preferencyjnie dystrybuuje si¢ do okreslonych narzadow
docelowych.

Obliczone okresy karencji wyniosty odpowiednio: 6 dni dla watroby, 7,5 dnia dla
mig$ni i 8 dni dla nerek. Po pigciodniowym podawaniu TLM w wodzie do picia,
wczesniejsze badania sugerowaly okres karencji wynoszacy 10 dni zaréwno dla kurczat
otrzymujacych 75 mg/L (Zhang i wsp., 2004), jak i dla drobiu przy dawce 50 mg/L (Keles
i wsp.,, 2001). Zaobserwowane roznice w okresach karencji wynikaja m.in.
z migdzygatunkowych réznic w PK oraz z odmiennych metodologii badan, w tym r6znych
schematoéw dawkowania i drog podania. Warto rowniez zaznaczy¢, ze okresy karencji
TLM u gesi mogg si¢ znacznie r6zni¢ w zaleznos$ci od drogi podania (PO vs SC), nawet

przy tej samej dawce, ze wzgledu na roznice w F.
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IV. PROFIL FARMAKOKINETYCZNY ORAZ ZANIKANIE POZOSTALOSCI
KOLISTYNY PO JEDNORAZOWYM PODANIU DOZYLNYM I DOUSTNYM
ORAZ WIELOKROTNYM DOUSTNYM U GESI DOMOWEJ

1V. 1. Materialy i metody
IV.1. 1. Zwierzeta

Badanie przeprowadzono na 16 zdrowych, dorostych (w wieku 2 lat), o masie ciata od
4,1 do 5,6 kg samcach gesi rasy Bilgorajskiej. Przed rozpoczeciem badania stan zdrowia
gesi zostal dokladnie oceniony przez lekarzy weterynarii nadzorujacych badanie na
podstawie badania klinicznego, analiz biochemicznych osocza oraz badan
hematologicznych. Wybrane od do$§wiadczenia zwierzgta nie otrzymywaly wczesniej
zadnych antybiotykéw ani innych lekéw. Nastepnie ptaki poddano tygodniowemu
okresowi aklimatyzacji, w czasie ktorego codziennie monitorowano ich zachowanie, apetyt
I przyzwyczajano do obecnosci, zapachu oraz dotyku osob, ktore bgda przeprowadzaé
doswiadczenie. Nastepnie ptaki zwazono i oznakowano indywidualnie pier§cieniem na
lewej nodze.

Gesi byty utrzymywane zgodnie z wymaganiami Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
z dnia 19 wrzesénia 2019 r (Dz.U. 2019 poz. 1966) a eksperyment przeprowadzono zgodnie
z prawem europejskim (2010/63/UE) i w oparciu o zgody (nr 59/2022; 76/2023) wydane
przez Lokalng Komisj¢ Etyczng do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach z siedzibg w
Lublinie.

Projekt badania obejmowat szereg 3 badan naprzemiennych (cross-over study/trial).
Poszczegblne fazy byly oddzielone jednomiesigcznym okresem wymywania leku (Ryc.
13).

1 etap- podanie dozylne (1 mg/kg m.c.)

1 miesigc okresu wymywania

2 etap- podanie jednorazowe doustne (30 mg/kg m.c.)

v 1 miesigc okresu wymywania v

3 etap- podanie wielokrotne doustne (2,5 mg/kg m.c.) przez 5 dni

Ryc. 13. Schemat podawania KOL. (Zrédlo: Autor)
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W pierwszym etapie badania ggsiom podano jednorazowo IV dawke 1 mg/kg KOL
(Colistin TZF 1000 000 IU, Tarchominskie Zaktady Farmaceutyczne ,,Polfa” SA),
wstrzykiwang do zyly skrzydlowej lewej. W etapie drugim zastosowano jednorazowo
dawke PO KOL (30 mg/kg; Colimed, Biofaktor, Polska, 1200 000 1U/g), podawang za
pomoca wlewu do wola. Po kazdej aplikacji kaniule przeptukiwano 5 ml wody w celu
zapewnienia pelnego podania dawki. Etap trzeci obejmowal wielokrotne podawanie PO
roztworu KOL (2,5 mg/kg; Colimed, Biofaktor, Polska, 1200 000 1U/g) za pomocg wlewu
do wola. Tu rowniez po kazdej aplikacji kaniule przeptukiwano 5 ml wody w celu
zapewnienia pelnego podania dawki. W tym etapie gesi otrzymywaty lek PO raz dziennie
przez pie¢ kolejnych dni o godzinie 8:00

Wielokrotna dawka PO zostata oparta na zaleceniach dotyczacych stosowania KOL
u drobiu (FAO, 2006; Mead i wsp., 2021). W przypadku podania IV celowo zastosowano
nizszg dawke, aby ograniczy¢ ryzyko wystgpienia dziatan niepozadanych. Z kolei do
jednorazowego podania PO wybrano dawke wyzsza, przewidujagc mozliwos$¢ uzyskania
bardzo niskich stezen ogdlnoustrojowych, zjawiska wczesniej obserwowanego przy
nizszych dawkach u ptakow (FAO, 2006).

Probki krwi (ok. 1 ml) pobierano z zyly skrzydtowej prawej w okre$lonych
przedziatach czasowych we wszystkich trzech etapach: 0, 0.085 (wytacznie dla podania
IV), 0.25,0.5,0.75,1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 24 oraz 48 godzin po podaniu leku. W przypadku
wielokrotnego podania PO probki pobierano takze co 24h, tuz przed podaniem kolejnej
dawki dziennej oraz w piatym dniu eksperymentu, zgodnie z tym samym harmonogramem
oraz dodatkowa probka po 36h. Krew pobierano do probowek zawierajacych heparyne,
nastepnie odwirowywano (1500xg), po czym osocze oddzielano i przechowywano
w temperaturze —20°C

Po zakonczeniu etapu z wielokrotnym podaniem PO KOL (dzien 5), gesi (po cztery
osobniki w grupie) poddano ubojowi w nastepujacych punktach czasowych: 6, 10, 24 oraz
36 godzin po ostatnim podaniu leku. Do dalszych analiz pozyskano probki tkanek (ok.
20 g kazda): miesnie, watrobg, nerki, serce oraz ptuca, ktore nastgpnie zamrozono
1 przechowywano w temperaturze —20°C

Analizy chromatograficzne przeprowadzono w ciggu 40 dni od momentu pobrania

probek, po zakonczeniu kazdej fazy badania.
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IV.1.2. Oznaczanie kolistyny w osoczu oraz tkankach

Metoda oznaczania KOL w o0soczu gesi zostata w pelni opracowana i zwalidowana
przez autora. Do ekstrakcji KOL z prébek osocza, objetos¢ 200 pl osocza umieszczono
w polipropylenowych probowkach Eppendorfa, dodano 50 pl roboczego roztworu IS
(Polimyksyna B; 2 pg/mL) i krétko wymieszano (vortex). Ekstrakcje przeprowadzono przy
uzyciu 800 pl acetonitrylu (ACN) zawierajacego 0,1% kwas mréwkowy (HCOOH) i 0,2%
kwas trifluorooctowy (TFA). Prébki mieszano przez 10 min i odwirowano przy 15 000 xg
przez 10 min. Nastepnie 1 ml supernatantu przeniesiono do szklanej probowki
i odparowano do sucha przy uzyciu strumienia azotu w temperaturze 45 °C
Suchg pozostatos¢ zrekonstytuowano w 0,2 ml 1% HCOOH w wodzie - 1% HCOOH w
ACN (95/5; vIv) i przeniesiono do probowek Eppendorfa z filtrem oraz odwirowano przy
15 000xg przez 5 min. Nastgpnie supernatant przeniesiono do fiolki HPLC ze szklanym
wktadem 1 analizowano przy uzyciu ultrasprawnej chromatografii cieczowej potaczone;j
z tandemowg spektrometrig mas (UHPLC-MS/MS).

W przypadku probek tkanek metoda oznaczania zostata oparta na wczesniejszych
badaniach (Boison i wsp., 2015; Kumar i wsp., 2021) ale poddana walidacji pod katem
tkanek pozyskanych od gesi zgodnie z obowigzujacymi wytycznymi. Zhomogenizowang
porcje 1 g na kazda badang tkanke umieszczono w polipropylenowej probowce
wirowkowej, dodano 100 pl roztworu roboczego IS (2 pg/ml) i krotko wirowano.
Ekstrakcje przeprowadzono przy uzyciu 7 ml ACN zawierajacego 0,1% HCOOH 1 0,2%
TFA. Probki mieszano przez 10 min i wirowano przy 4500 obr./min przez 10 min.
Nastepnie 6 ml supernatantu przeniesiono do szklanej probowki 1 odparowano do sucha za
pomoca strumienia azotu w temperaturze 45 °C. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w 0,5 ml
roztworu 1% HCOOH w wodzie - 1% HCOOH w ACN (95/5; v/v), przefiltrowano przez
filtry PVDF o $rednicy poréw 0,22 mm, przeniesiono do proboéwki HPLC ze szklang
wktadka i analizowano za pomocg UHPLC-MS/MS.

Rozdzial LC przeprowadzono na systemie Shimadzu Nexera X2 UHPLC (Shimadzu,
Japonia), wykorzystujac kolumng¢ Luna Omega Polar C18 (100%2,1 mm X 1,6um)
polaczona z uchwytem Security Guard ULTRA i wktadem do kolumn UHPLC C 18
(Phenomenex, USA). Faza ruchoma sktadata si¢ z: (A): 1% kwasu mrowkowego w wodzie
i (B): 1% kwasu mréwkowego w ACN. Program elucji gradientowej ustawiono
nastepujaco: zaczynajac od 5% rozpuszczalnika B przy 0,00 min, zwickszajac do 30%
rozpuszczalnika B od 0,01 do 3,0 min, dalej zwigkszajac do 95% rozpuszczalnika B od

3,01 do 4,50 min, a nastepnie zmniejszajac z powrotem do 5% rozpuszczalnika B od 4,51
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do 6,0 min. Temperature pieca kolumny utrzymywano na 45°C przy szybko$ci przeptywu
0,4 ml/min, gdzie objetos¢ iniekcji wynosita 10ul

IV.1.3. Walidacja metody analitycznej

Metoda UHPLC-MS/MS jak wczesniej wspomniano zostata walidowana zaréwno dla
osocza jak i dla kazdego rodzaju badanej tkanki gesi pod katem liniowosci, precyzji
(powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna), odzysku, LOD i LOQ (Wenzl i
wsp., 2016).

Liniowos¢ oceniano przy uzyciu czystych probek osocza lub tkanek, aby przygotowaé
dwie krzywe kalibracji obejmujace st¢zenia od 5 do 10 000 ng/ml dla osocza i od 5 do 200
ng/g dla tkanek. Powtarzalno$¢ oceniano, analizujac probki (n = 6) wzbogacone o trzy
poziomy (50, 5000, i 10 000 ng/ml dla osocza; 5, 50 i 200 ng/g dla tkanek) tego samego
dnia, przy wuzyciu tego samego urzadzenia 1 operatora. Powtarzalno$¢
wewnatrzlaboratoryjna zostata okreslona poprzez analiz¢ dwoch dodatkowych zestawow
wzbogaconych probek, podobnych do tych uzywanych do powtarzalnos$ci, przez trzy rozne
dni z r6znymi operatorami. Precyzj¢ wyrazono jako wspotczynnik zmiennosci (CV, %)
obliczony na podstawie tych pomiar6w. Stezenia obliczono w odniesieniu do
wewnetrznych standardéw przy uzyciu krzywych kalibracji dopasowanych do matrycy.
Odzysk (%) oceniono poprzez poréwnanie Sredniego zmierzonego stezenia ze stgzeniem
wzbogaconym prébek w tym samym eksperymencie. LOD zdefiniowano jako st¢zenie
leku dajace stosunek sygnalu do szumu wynoszacy 3, a LOQ okre$lono jako najnizszy
punkt stezenia na krzywej kalibracji matrycy, zgodnie z dokumentem wytycznych
dotyczacym szacowania LOQ i LOD dla pomiaréw w dziedzinie zanieczyszczen W paszy

i zywnosci (Wenzl i wsp., 2016).

IV.1.4. Analiza statystyczna oraz farmakokinetyczna

Analiz¢ PK przeprowadzono za pomocg oprogramowania PKanalix™ (R1, 2023),
wykorzystujac podej$cie niekompartmentowe. Krzywe stgzen w czasie poshuzyly do
bezposredniego okre§lenia Cmax W o0soczu oraz odpowiadajacego mu  Tmax.
T1/2 obliczono na podstawie analizy krzywej stg¢zen w czasie przy uzyciu regresji
najmniejszych kwadratow. AUC obliczono metodg trapezow logarytmiczno-liniowych
w przypadku podania IV oraz metoda linear-up log-down w przypadku podania doustnego
(PO). Z wyjatkiem Tmax (prezentowanego jako zmienna kategoryczna w formie mediany

i zakresu) oraz t1/2¢ (wyrazonego jako Srednia harmoniczna), pozostate parametry PK dla
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KOL przedstawiono jako $rednie geometryczne wraz z odpowiednimi zakresami (Julious
i Debarnot, 2000).

Wskaznik kumulacji obliczono jako stosunek AUC(0—0)p po ostatniej dawce
w schemacie wielokrotnego dawkowania, do AUC(0—0)p po pojedynczej dawce (Toutain
i Bousquet-Mélou, 2004a), gdzie wartos¢ zblizona do 1 wskazuje na minimalng kumulacje.

Biodostepnos¢ PO zostata obliczona zgodnie z nastepujacym rownaniem:

AUC(PO) x Dawka (IV)

F% = 100 X
o AUC(IV) x Dawka (PO)

Sredni czas wchtaniania (MAT) obliczono jako réznice:

MAT(PO) = MRT(PO) — MRT(IV)

Wskaznik ekstrakcji ogolnoustrojowej (Enody) dla KOL po podaniu IV obliczono na
podstawie stosunku Klirensu (CI) do rzutu serca (CO), zgodnie z wczes$niej wspominanym
rownaniem allometrycznym dla ptakéw (Waxman i wsp., 2019).

Analizg statystyczng zmiennych PK pomig¢dzy grupami wykonano za pomocg analizy
wariancji z powtarzanymi pomiarami (ANOVA), po ktorej zastosowano test
wielokrotnych pordwnan Bonferroniego jako analizg¢ post-hoc dla oceny istotnych réznic.
Normalnos$¢ rozktadu danych oceniano przy uzyciu testu Shapiro-Wilka. Poniewaz dane
nie mialy rozkltadu normalnego, zamiast odchylenia standardowego przedstawiono
warto$ci minimalne 1 maksymalne. Za istotne statystycznie uznawano wartosci p < 0,05

Analizy wykonano w programie GraphPad InStat (wersja 5.3, GraphPad Software).

IV.1.5. Analiza pozostalosci i oszacowanie okresu karencji

Ze wzgledu na ograniczong liczbe punktow czasowych dostepnych na krzywej
eliminacji, nie byto wykonalne uzycie podej$cia naive pooled-data z zastosowaniem
analizy niekompartmentowej do obliczenia parametréw PK dla KOL w badanych
tkankach. Ponadto niemozliwe bylo okreslenie okresu karencji przy uzyciu
oprogramowania EMA (program WT.1.4). Dlatego tez, niniejsza analiza skupita si¢ na
poréwnaniu stezen w tkankach wytacznie z MRL ustalonymi przez Komisj¢ Europejska
dla zwierzat shuzacych do produkcji zywnosci tj.: 150 ng/g dla mig$ni i watroby oraz 200
ng/g dla nerek (Rozp. WE, 2010).
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IV.2. Wyniki

IV.2.1. Walidacja metody
Jak wczes$niej wspomniano metodg¢ UHPLC-MS/MS zwalidowano dla osocza i kazdej

badanej tkanki pozyskanej od gesi pod wzgledem liniowosci, precyzji i odzysku. Tabela 5.
przedstawia wyniki walidacji metody analitycznej, szczegdlowo opisujac parametry

oceniane w osoczu i wszystkich analizowanych tkankach.
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Matryca
Parametr Jednostka
Osocze Miesnie Nerki Watroba Pluca Serce
RéWNanie y =1,049x — y=0,0942x + y=0,995x |y=1,039x— | y=1,049x — | y=1,156x —
74,24 3,106 +0,2723 1,243 1,590 2,434
R? 0,992 0,994 0,995 0,993 0,992 0,993
. % 8,5 9,4 6,9 6,7 9,0 6,8
Powtarzalnos$é
(repeatability) CV
Odtwarzalnos¢
wewnatrzlaboratoryjna % 8,3 7,4 6,2 6,3 6,9 6,3
(within-lab
reproducibility) CV
Odzysk % 93,9 105 96,1 101 96,9 94,8
LOD L 2 2 2 2 2 2
ng/g
LOQ AL 5 5 5 5 5 5
ng/g

Tab. 5. Wyniki walidacji metody UHPLC-MS/MS do ilo$ciowego oznaczania KOL w osoczu i tkankach u gesi. (Zrédlo: Autor)
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Metoda wykazata zadowalajagce wskazniki odzysku i1 dobrg liniowo$¢ we

wszystkich badanych matrycach, wraz z niskimi warto$ciami LOD i LOQ.

IV.2.2. Profil farmakokinetyczny

Stezenia leku w osoczu byly oznaczalne iloSciowo do 24 godzin dla jednorazowej
drogi podania PO (n=2) i IV (n=4) oraz do 10 godzin (n=6) od ostatniej dawki podanej
w przypadku drogi wielokrotnej PO.

Na Ryc. 14. przedstawiono potlogarytmiczny wykres $rednich (£SD) stezen KOL

w 0soczu do czasu po podaniu jednorazowym IV i PO oraz wielokrotnym PO.
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Ryc. 14. Péllogarytmiczne krzywe Sredniego stezenia KOL w osoczu w funkcji czasu po jednorazowym podaniu dozylnym (1 mg/kg)
I doustnym (30 mg/kg) oraz wielokrotnym (2,5 mg/kg) doustnym u gesi (n = 16). (Zrodlo: Autor)
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W Tabeli 6. przedstawiono $rednie wartosci wybranych parametréw PK dla KOL na

podstawie analizy niekompartmentoweyj.
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Podanie IV Podanie jednorazowe PO Podanie wielokrotne PO
Parametr Jednostka
Srednia _ Srednia _ Srednia _
geo max min geo max min geo max min
AUC () D h-ng-mL™! 8774,05 1141491 6496,81 274,702 839,23 132,4 | 132,94* | 380,50 65,915
Az h™! 0,30 0,49 0,15 0,26 0,35 0,20 0,26 0,54 0,12
t1/2° h 2,18 4,70 1,49 2,59 3,49 1,96 2,88 5,40 1,47
Cl mL-h~'-g! 0,11 0,12 0,09 _ _ _ _ _ _
vd mL-g! 0,41 0,84 0,20 _ _ _ _ _ _
MRT (0—) h 2,66 4,89 1,72 4,18 6,49 3,26 4,56 8,14 2,73
Cmax D ng-mL™! _ _ _ 84,63 188,33 39,00 | 30,73 209,5 6,65
Tonax® h _ _ _ 0,50 3,00 0,50 0,50 3,00 0,25
F % _ _ _ 5,00 12,00 1,00 1,50 5,00 0,50
MAT h 1,52 4,80 1,10 1,88 6,19 0,51

Tab. 6. Parametry PK dla KOL u gesi po jednorazowym podaniu dozylnym (1 mg/kg) i doustnym (30 mg/kg)

oraz podaniu wielokrotnym doustnym (2,5 mg/kg przez 5 dni). (Zrédlo: Autor)

Gdzie: AUC(0—x) D, pole pod krzywa od 0 godz. do nieskonczonosci znormalizowane do 1 mg/kg podanej dawki; Az, stata szybkosci w fazie koficowej; t1/2, okres pottrwania w fazie konicowej; Cl, klirens osoczowy;
Vd, objetos¢ dystrybucji; MRT(0—o), $redni czas przebywania od 0 godz. do nieskonczono$ci; Cmax D, szczytowe stezenie w osoczu znormalizowane do 1 mg/kg; Tmax, czas osiagnigcia szczytowego stgzenia;
F, biodostepnos$é; MAT, $redni czas wchianiania;.a, statystycznie rozni si¢ od IV; b, statystycznie rozni si¢ od podania ednorazowego PO; §, wartos¢ mediany; ©, Srednia harmoniczna.
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Wartosci AUCrest dla kazdego osobnika byly mniejsze niz 20% AUC(0-),
a wspotczynnik determinacji (R2) dla linii regresji fazy koncowej przekroczyt 95%
Probki ponizej LOQ zostaty wytaczone z analizy PK.

Po podaniu IV obserwowano stosunkowo krotki t1/2 w fazie eliminacji, powolny CI
oraz mala Vd. Epody wynosit 0,2% Catkowita F po podaniu PO byta bardzo niska i mie$cita
sie¢ w zakresie od 0,5% do 12% Po wielokrotnym podawaniu PO nie stwierdzono kumulacji
KOL w osoczu do pigtego dnia leczenia (wspdiczynnik kumulacji <I). Poczatkowo,
W ciggu pierwszych 24 godzin po rozpoczeciu podawania wielokrotnego PO stezenia KOL
w osoczu byly niewykrywalne u wickszos$ci gesi. Jednak od pigtego dnia po zakonczeniu
leczenia stezenia byty wykrywalne u wiekszos$ci osobnikow (n=12), ze $rednim poziomem

12 ng/ml

1V.2.3. Pozostalo$ci w tkankach
Ryc. 15. przedstawia histogram $rednich (£SD) stgzen KOL w czasie w wybranych
tkankach, po pigtym dniu podawania wielokrotnego PO, w odniesieniu do MRL ustalonego

dla tkanek drobiu (z wytgczeniem ptuc i serca).
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* Ogznacza, ze wszystkie stezenia sa nizsze od MRL ustalonego dla odpowiednich tkanek u zwierzat
produkujacych zywnos¢.

Ryc. 15. Histogram $rednich (=SD) stezen KOL w wybranych tkankach w czasie
po pi¢ciu dniach wielokrotnego podawania doustnego (2,5 mg/kg) u gesi.
(Zroédlo: Autor)
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KOL wykryto we wszystkich tkankach w kazdym punkcie czasowym badania.
W przypadku watroby, mig$ni i nerek stgzenia KOL nie przekroczyly wartosci MRL
ustalonych dla tkanek drobiu (150 ng/g dla migsni i watroby, oraz 200 ng/g dla nerek),

w zadnym z badanych punktéw czasowych.

IV.3. Dyskusja

IV.3.1. Analiza profilu farmakokinetycznego

Stwierdzono, ze biodostgpnos¢ dla KOL u gesi jest bardzo niska, wynoszac srednio od
1,5% do 5% 1 jest zgodna z 4% biodostepnoscia obserwowang u kurczat brojlerow
(Soliman i wsp., 2016). Podobnie u ssakow, takich jak $winie, cielgta, krowy mleczne
i ludzie, wchianianie KOL z przewodu pokarmowego jest minimalne lub w ogdle nie
wystepuje (Guyonnet i wsp., 2010; Gr egoire i wsp., 2017; Kumar i wsp., 2020). U $win
stwierdzono, ze KOL ulega szybkiej degradacji w badaniu z symulowanym ptynem
zotadkowym z powodu rozszczepienia wigzan peptydowych w ogonie tripeptydowym
przez pepsyne, zachowujac jednak aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa w przewodzie
pokarmowym (Gr egoire i wsp., 2017).

Pomimo niskiej F u drobiu, KOL jest celowo podawana w celu leczenia zakazen
jelitowych, poniewaz osiagga wysokie stezenia w miejscu zakazenia w przewodzie
pokarmowym przy minimalnym ryzyku pozostatosci w tkankach, co pozwala na krotki
okres karencji lub nawet jego brak (Mead i wsp., 2021). Ta argumentacja moze mie¢
zastosowanie réwniez do gesi, gdzie gtdwnym zastosowaniem KOL jest miejscowe
leczenie zakazen przewodu pokarmowego, bez koniecznosci  wchlaniania
ogolnoustrojowego. Chociaz istniejg doniesienia o stosowaniu KOL réwniez w przypadku
wskazan ogolnoustrojowych, ogélnie nie jest ona zalecana w tym celu u drobiu (Lin i wsp.,
2005; Apostolakos 1 Piccirillo, 2018). Osiggane poziomy we krwi i tkankach wydaja sie
by¢ niewystarczajagce do leczenia wigkszosci powszechnych zakazen (Apostolakos
i Piccirillo, 2018; Kumar i wsp., 2020). Ponadto, jak wida¢ w Tabeli 6, biodostepnos¢
i ogolnoustrojowa ekspozycja AUC(0—x) KOL roznity si¢ znacznie i moga by¢ minimalne
u niektorych gesi, co moze ostabia¢ skuteczno$¢ leczenia na poziomie populacji/stada.
Takiej zmiennosci nalezy si¢ spodziewaé przy podawaniu PO, a jej wplyw na wyniki
leczenia jest szczego6lnie znaczacy, gdy F% jest niska (Toutain i Bousquet-Melou, 2004b).
Inne leki, takie jak sulfonamidy, tetracykliny i penicyliny, sa z pewnoS$cig bardziej
odpowiednim wyborem (L&hren i wsp., 2008).
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Cl KOL po podaniu IV byl stosunkowo niski i wynosit 0,11 ml-h’l-g, co byto
poréwnywalne z wczesniej stwierdzonym u drobiu (0,13 ml-h'*-g™; Lashev i Haritova,
2003). Takie podobne wskazniki Cl sugeruja, ze mechanizmy metaboliczne i wydalnicze
zaangazowane w eliminacj¢ KOL sg prawdopodobnie podobne u tych gatunkow ptakow
(Fadel i wsp., 2023; Bourdo i wsp., 2024). Enody u ggsi, stwierdzony jako niski (0,2%),
wskazuje na minimalng zdolno$¢ oczyszczania narzadéw do eliminacji KOL. Pomimo
tego, polaczenie krotkiego t1/2 1 niskich stgzen w osoczu i tkankach zapewnia skuteczng
eliminacje¢ leku, co potwierdza bezpieczenstwo stosowania KOL u ggsi bez obaw
0 akumulacje leku, co zostanie wyjasnione w dalszej czesci.

Vd u gesi byla niskia - do umiarkowanej i wynosita 0,41 ml-g*, co odpowiadato
warto$ciom stwierdzonym wcze$niej u kurczat brojleréw (0,41 ml-g *; Lashev i Haritova,
2003). U bydta warto$ci te byty nieznacznie wyzsze i wynosity 1,3 ml-g ! (FAO, 2006), ale
nadal wskazywaty na pozakomorkowa dystrybucj¢ leku. Wigzanie z biatkami osocza nie
byto oceniane w niniejszym badaniu, ale u innych gatunkéw rdzni si¢ ono znacznie: 40%
u bydta (FAO, 2006), 55% u szczurdéw (Li i wsp., 2003a), 70% u owiec (FAO, 2006) i 91%
u myszy (Cheah i wsp., 2015). Co ciekawe, uwaza si¢, ze KOL wigze si¢ gltownie
z glikoproteing alfa-1-kwasowa, ktdrej poziom moze znacznie wzrosna¢ podczas zakazen
bakteryjnych, co moze potencjalnie zmienia¢ kinetyke¢ KOL w stanach chorobowych
(Gr'egoire i wsp., 2017).

Jesli chodzi o t1/2 w fazie koncowej, wartosci uzyskane u gesi (2,5 h) byty relatywnie
niskie i1 zgodne z warto$ciami stwierdzonymi u kurczat brojleréw (2,19 h; Lashev
i Haritova, 2003) i kaczek (2,33 h; Zeng i wsp., 2010). Sugeruje to podobne zachowanie
farmakokinetyczne u tych gatunkoéw ptakéw, pomimo ich roznic fizjologicznych.
Podobienstwo to moze by¢ zwigzane z porownywalnymi wskaznikami metabolizmu, Vd,
rozmiarem i skladem ciata, wigzaniem z biatkami osocza i wydajnoscig CI (Fadel i wsp.,
2023).

Bardzo niski Epody (0,2%) potwierdza ograniczong zdolnos¢ narzgdowa do eliminacji,
a polaczenie krotkiego t1/2 i niskich stezen ogolnoustrojowych wyklucza ryzyko
kumulaciji.

Ze wzgledu na ograniczenia techniczne, zawartos¢ KOL w jelitach nie zostata
oceniona w niniejszym badaniu, co stanowi istotne ograniczenie. Ocena stezen KOL

w jelitach, wraz z jej PK, ma kluczowe znaczenie dla optymalizacji zastosowania
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terapeutycznego oraz ograniczenia ryzyka rozwoju oporno$ci na  $rodki
przeciwdrobnoustrojowe.

U drobiu t1/2 zanikania KOL z tresci jelitowej wynosit 2,5 godziny po zaprzestaniu
jej podawania w wodzie pitnej (75 000 [U/kg/dzien; Mead 1 wsp., 2021). Inne badania na
kurczetach wykazaly, ze czas pasazu jelitowego KOL wahat si¢ od 3,82 do 5,65 godziny
(Rougiere i Carr¢, 2010; Ravindran, 2013). Dalsze badania tych parametrow u gesi sg
szczegoblnie istotne ze wzgledu na potencjalne roznice w czasie pasazu jelitowego migdzy
gatunkami drobiu. Roznice w fizjologii przewodu pokarmowego mogg wplywaé na
eliminacje KOL oraz na jej skuteczno$¢ terapeutyczng. Biorac pod uwage gléwnag
aktywnos¢ KOL w $§wietle jelita, opracowanie schematu dawkowania w oparciu o czas
pasazu jelitowego 1 lokalng aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, a nie wylacznie
o parametry PK w osoczu, moze by¢ podejsciem bardziej praktycznym i skutecznym
(Davis i wsp., 1986). Cho¢ podobne wartosci Cl, Vd i t1/2 u gesi 1 kurczat sugeruja
mozliwos$¢ stosowania podobnych schematow dawkowania, ich optymalizacja powinna
by¢ oparta na ocenie zawartosci jelitowej 1 czasu pasazu. Co wigcej, w niniejszym badaniu
stosowano doustne podawanie leku przez sondg, a leczenie w gospodarstwie zwykle
obejmuje podawanie kolistyny w wodzie pitnej, co bedzie prawdopodobnie skutkowac
jeszcze nizszymi stezeniami ogolnoustrojowym (Mead i wsp., 2021). Dlatego tez, przyszie
badania powinny obejmowac oceng zawartosci KOL w jelitach po wielokrotnym podaniu
w wodzie pitnej w celu dalszego udoskonalenia strategii terapeutycznych u gesi.

Warto podkresli¢, ze po podaniu KOL wszystkimi drogami, przez caty okres badania,
gesi nie wykazywaty zadnych zauwazalnych natychmiastowych, ani opdznionych (do 7
dni) dziatan niepozadanych, ani miejscowych, ani ogoélnoustrojowych, co potwierdza
korzystny profil bezpieczenstwa u gesi 1 przemawia za jej potencjalng praktyczng

przydatnoscig w terapii zakazen przewodu pokarmowego.

IVV.3.2. Rozklad pozostalosci w tkankach

W przypadku pozostatosci w tkankach tj. w watrobie, migsniach i nerkach, KOL nie
przekroczyta MRL ustalonego dla zwierzat produkujacych zywno$¢ w zadnym z punktéw
czasowych. Jest to pozytywny wskaznik sugerujacy, ze zalecany protokot leczenia
miejscowych zakazen jelitowych u gesi nie wptywa na okres karencji, a co za tym idzie,
nie stwarza zagrozenia dla zdrowia konsumenta. Jest to zgodne z danymi uzyskanymi
u innych gatunkéw (Archimbault i wsp., 1980; Roudaut, 1989; Zeng i wsp., 2010). KOL

byta niewykrywalna ani w surowicy, ani w mleku po podaniu PO u krow (Archimbault
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i wsp., 1980). U kaczek, ktérym podawano 20 mg KOL na kg paszy przez 10 kolejnych
dni, KOL byta niewykrywalna w osoczu i tkankach, z wyjatkiem jelit (Zeng i wsp., 2010).
U Kkur niosek, u ktorych zastosowano ten sam schemat dawkowania PO, co w niniejszym
badaniu, nie wykryto zadnych pozostatosci KOL w jajach (Roudaut, 1989). Oczywiscie
nalezatoby sprawdzi¢ rozkad pozostatosci w przypadku gesi niosek i pozostatosci KOL
w jajach, aby potwierdzi¢ to zalozenie. Wazne jest, aby pamigtac, ze nalezy zachowac
ostrozno$¢ przy porownywaniu obecnych wynikow ze starszymi badaniami, poniewaz
nowoczesne metody analityczne oferujg znacznie lepszg czuto$¢, umozliwiajgc oznaczanie
pozostato$ci przy nizszych limitach. Niemniej jednak ogoélne wyniki podkreslaja
minimalne narazenie ogdélnoustrojowe i penetracje tkanek przez KOL po podaniu PO, co
istotnie ogranicza ryzyko wystapienia pozostatosci w produktach spozywczych. Ta cecha
moze sprawi¢, ze KOL bedzie praktycznym wyborem dla hodowcéw, umozliwiajac
skuteczne leczenie infekcji przewodu pokarmowego bez koniecznosci dhugich okresow
karencji. Nalezy jednak KOL stosowa¢ dopiero po przeprowadzeniu testu
antybiotykowrazliwo$ci, poniewaz oporno$¢ moze wymagac alternatywnych metod
leczenia pomimo korzystnego profilu PK.

W odniesieniu do spozycia tkanek serca i ptuc jakie ma miejsce w niektérych krajach
(Seong i wsp., 2015), stwierdzane w niniejszym badaniu niskie poziomy pozostatosci KOL
sugeruja minimalne ryzyko dla konsumenta. Podobne profile pozostato$ci do powszechnie
spozywanych tkanek moga wspiera¢ wykorzystanie istniejagcych MRL dla watroby, nerek
1 mig$ni jako wstepnych limitow dla serca i ptuc. Ponadto, majac na uwadze dzienne
spozycie 1 dane dotyczace narazenia dietetycznego, wskazuja na bardzo niskie spozycie
tych organéw, co jeszcze bardziej minimalizuje ryzyko narazenia konsumenta i potwierdza

bezpieczenstwo tych wstgpnych MRL.
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V. PROFIL FARMAKOKINETYCZNY ORAZ ZANIKANIE
POZOSTALOSCI LINKOMYCYNY PO JEDNORAZOWYM
PODANIU DOZYLNYM, DOMIESNIOWYM I DOUSTNYM ORAZ
WIELOKROTNYM DOUSTNYM U GESI DOMOWEJ

V.1. Materialy i metody
V.1.1. Zwierzeta

Badanie przeprowadzono na 16 zdrowych, dorostych (w wieku 2 lat), o masie ciata od
2,65 do 4,2 kg samcach gesi rasy Bitgorajskiej. Przed rozpoczgciem badania stan zdrowia
gesi zostal dokladnie oceniony przez lekarzy weterynarii nadzorujacych badanie na
podstawie badania klinicznego, analiz biochemicznych osocza oraz badan
hematologicznych. Wybrane do doswiadczenia zwierzgta nie otrzymywaly wczesniej
zadnych antybiotykéw ani innych lekéw. Nastepnie ptaki poddano tygodniowemu
okresowi aklimatyzacji, w czasie ktérego codziennie monitorowano ich zachowanie, apetyt
1 przyzwyczajano do obecnosci, zapachu oraz dotyku osob, ktore beda przeprowadzaé
doswiadczenie. Nastepnie ptaki zwazono | oznakowano indywidualnie pier§cieniem na
lewej nodze.

Gesi byly utrzymywane zgodnie z wymaganiami Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
z dnia 19 wrzeénia 2019 r. (Dz.U. 2019 poz. 1966), a eksperyment przeprowadzono
zgodnie z prawem europejskim (2010/63/UE) 1 w oparciu o zgode (nr 18/2023) wydanag
przez Lokalng Komisje¢ Etyczng do Spraw Dos$wiadczeh na Zwierzetach z siedzibg
w Lublinie.

Projekt badania obejmowat szereg 4 badan naprzemiennych (cross-over study/trial).

Poszczegolne fazy byly oddzielone jednomiesigcznym okresem wymywania leku
(Ryc. 16).
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1 etap- podanie dozylne (15 mg/kg m.c.)

1 miesigc okresu wymywania

2 etap- podanie jednorazowe domigs$niowe
(15 mg/kg m.c.)

1 miesigc okresu wymywania

3 etap- podanie jednorazowe doustne
(50 mg/kg m.c.)

1 miesigc okresu wymywania

v 4 etap- podanie wielokrotne doustne v

(5 mg/kg m.c. przez 7 dni)

Ryc. 16. Schemat podawania LIN. (Zrédlo: Autor)

W pierwszym etapie badania gesiom podano jednorazowo IV dawke LIN w ilosci
15 mg/kg masy ciata (Lincocin®, roztwor do wstrzykiwan 1 infuzji; 300 mg/ml, Pfizer),
wstrzykiwang do zyly skrzydlowej lewej. W etapie drugim zastosowano jednorazowo
dawke 15 mg/kg masy ciata IM, LIN (Lincocin®, roztwor do wstrzykiwan i infuzji; 300
mg/ml, Pfizer), podawana w migsien piersiowy. Etap trzeci obejmowat jednorazowe
podanie PO roztworu LIN (Lincofort 400®, 400 mg/g, proszek do sporzadzania roztworu
doustnego dla $win i drobiu, Biofaktor) w dawce 50 mg/kg masy ciata przez zglgbnik do
wola, przeptukujac kaniule 3 ml wody w celu zapewnienia petnej podazy leku. Ostatni etap
obejmowatl wielokrotne podawanie roztworu PO LIN w dawce 5 mg/kg masy ciala raz
dziennie przez 7 kolejnych dni (Lincofort 400®, 400 mg/g, proszek do sporzadzania
roztworu doustnego dla swin i drobiu, Biofaktor) za pomocg wlewu do wola. Po kazdej
aplikacji kaniule przeptukiwano 5 ml wody w celu zapewnienia pelnego podania dawki
leku.

Dawka PO zostata wustalona na podstawie ulotek informacyjnych PLW
zarejestrowanych dla drobiu oraz $win (Zoestis, 2026; Biofaktor, 2026), natomiast dawke
IV i IM okreslono zgodnie z rekomendacjami oraz ulotkami informacyjnymi PLW
zarejestrowanych dla swin, pséw i kotdow (MDSvetmanual, 2026; VMD, 2026).

Probki krwi (ok. 1 ml) pobierano z zylty skrzydtowej prawej w okreslonych
przedziatach czasowych we wszystkich czterech etapach: 0, 0.085 (wytacznie dla podania
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IV), 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 24 oraz 48 godzin po podaniu (z wyjatkiem
wielokrotnego podania PO — do 72 h). W przypadku wielokrotnego podania PO, probki
pobierano w pierwszym oraz w siodmym dniu eksperymentu, zgodnie z tym samym
harmonogramem. Krew pobierano do probdéwek zawierajacych heparyne, nastepnie
odwirowywano (1500%g), po czym osocze oddzielano i przechowywano w temperaturze
—20°C

Po zakonczeniu etapu z wielokrotnym podaniem PO LIN (dzien 7), gesi (po cztery
osobniki w grupie) poddano ubojowi w nastepujacych punktach czasowych: 10, 24, 48 oraz
72 godziny po ostatnim podaniu leku. Do dalszych analiz pozyskano prébki tkanek (ok.
20 g kazda): migéni, watroby, nerek, pluc i serca, ktOre nastgpnie zamrozono
1 przechowywano w temperaturze —20°C

Analizy chromatograficzne przeprowadzono w ciggu 10 dni od momentu pobrania

probek, po zakonczeniu kazdej fazy badania.

V.1.2. Oznaczanie LIN w osoczu oraz tkankach

Metoda oznaczania LIN w materiale biologicznym pozyskanym od gesi zostala
w pelni opracowana i zwalidowana przez autora.

Do 200 pl rozmrozonego osocza dodawano 10 ul IS (10 pg/ml) 1 pozostawiano
mieszaning w temperaturze pokojowej na 5 min. Dodawano 1 ml mieszaniny ekstrakcyjnej
(ACN: 0,1% kwas mrowkowy, 1:1, v/v), po czym 100 pl ultraczystej wody. Catos¢
wytrzasano przez 1 min 1 wirowano przy 9500 x g przez 5 min w temperaturze 4°C
Nastepnie 200 pl supernatantu przenoszono do fiolek chromatograficznych z wktadka
szklang 1 analizowano przy uzyciu ultrasprawnej chromatografii cieczowej potaczonej
z tandemowg spektrometrig mas (UHPLC-MS/MS).

W przypadku tkanek, odwazono 0,5 g rozmrozonej i zhomogenizowanej probki do
15-ml probowki wirowkowej. Dodawano 10 pl IS (10 pg/ml), wytrzasano i pozostawiano
w temperaturze pokojowej na 5 min. Nast¢pnie dodawano 7 ml mieszaniny ekstrakcyjne;j
(ACN: 0,1% HCOOH, 65:35, v/v) oraz 50 pl ultraczystej wody. Mieszaning wytrzasano
przez 1 min i mieszano na wytrzgsarce obrotowej przez 5 min w temperaturze pokojowej.
Probki wirowano przy 3060 x g przez 5 min w temperaturze 4°C. Okoto 500 pl
supernatantu filtrowano przez filtr strzykawkowy PVDF 0,22 pum, a 200 pl przesaczu
przenoszono do fiolek chromatograficznych z wktadka szklang i analizowano przy uzyciu
UHPLC-MS/MS.
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Analizg UHPLC-MS/MS wykonano wykorzystujac system Sciex ExionLC AC PUMP
2.11, sprzezony ze spektrometrem mas QTRAP® 5500 (Sciex, Framingham, MA, USA).
Rozdzial prowadzono na kolumnie Poroshell 120 EC-C18 (1,9 um, 50 x 2,1 mm, Agilent,
Santa Clara, CA, USA) zintegrowanej z kolumng zabezpieczajgcg tego samego typu.
Kolumng utrzymywano w temperaturze 35°C, przy przeptywie 0,5 ml/min. Faz¢ ruchoma
stanowity: 0,1% kwas mrowkowy (A) oraz ACN (B). Gradient rozpoczynal si¢ od 99%
fazy A i 1% fazy B, utrzymywanej przez 0,5 min, nastepnie udziat fazy A zmniejszano do
90% w ciagu 2,30 min, a nast¢gpnie do 10% w ciggu kolejnej 1 min. Nastgpnie zwigkszano
ponownie do 98% A i utrzymywano przez 1,30 min. Catkowity czas rozdziatu wynosit
5,30 min, a objgto$¢ wstrzykiwanej probki wynosita 2 pl.

V.1.3. Walidacja metody analitycznej

Opracowang metode, jak wczesniej wspomniano zwalidowano zgodnie
Z Rozporzadzeniem Wykonawczym Komisji (UE) 2021/808 z dnia 22 marca 2021 r.
(Rozp. UE, 2021) oceniajac liniowo$¢, precyzje (powtarzalno$¢ i odtwarzalno$é
wewnatrzlaboratoryjna), selektywnos$¢, odzysk oraz ME. LLOQ i LOD okreslono na
podstawie dokumentu Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for
Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food EUR 28099 EN (Wenzl i
wsp., 2016).

Liniowos$¢ oceniano, wykonujac dwie krzywe kalibracyjne dopasowane do matrycy,
przygotowane przez wzbogacanie probek osocza wolnych od LIN. Uzyto roznych stezen
dla kazdej krzywej: (1, 50, 100, 250, 500, 750 1 1000 pg/1) oraz (1000, 2500, 5000, 10000,
20000, 30000, 40000 i 50000 pg/l). Dla tkanek przygotowano jedng krzywa kalibracyjna
dopasowang do matrycy, wzbogacajac probki nerek, miesni, serca, ptuc 1 watroby w 10
stezen: 5, 10, 50, 100, 250, 500, 1000, 5000, 7500 i 10000 pg/kg.

Powtarzalno$¢ oceniano poprzez wzbogacanie sze$ciu probek osocza i tkanek na
trzech poziomach (MRL/MLP lub VL (poziom walidacji) — w zalezno$ci od matrycy):
0,1 MLP/VL, 1 MLP/VL i 1,5 MLP/VL, przez tego samego operatora, tego samego dnia
I na tym samym instrumencie. Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjng okreslono na
podstawie dwoch dodatkowych serii probek wzbogaconych na tych samych poziomach,
analizowanych przez r6znych operatorow w odstgpie dwoch dni; obliczono wspotczynniki
zmiennosci (CV, %).

Odzysk oceniano w ramach tego samego eksperymentu, dzielac Srednie zmierzone

stezenie przez poziom wzbogacenia.
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Ponadto okreslono Selektywno$¢ poprzez analiz¢ szesciu roznych probek osocza
i tkanek wolnych od LIN, oceniajgc potencjalne interferencje endogenne.

Dodatkowo oceniano ME (Efekt matrycy) (%) poréwnujac sze$¢ probek
wzbogaconych z odpowiednimi standardami przygotowanymi w wodzie przy stezeniach
100 pg/l oraz 100, 500 i 1500 pg/kg w kazdej z badanych matryc. Przyjmowano, ze ME
(%) = 100 + 15% oznacza brak efektu matrycowego.

LLOQ ustalono jako najnizszy punkt krzywej kalibracyjnej o akceptowalnym CV.
LOD obliczono jako stosunek sygnatu do szumu (S/N) - 3

V.1.4. Analiza statystyczna oraz farmakokinetyczna

Analiz¢ PK wykonano z uzyciem oprogramowania PKanalix™ (R1, 2023), stosujac
podejscie niekompartmentowe. Z krzywych stezenie—czas wyznaczano bezposrednio Cmax
oraz Tmax. T1/2e obliczano na podstawie regresji liniowej w logarytmicznie
przeksztalconej fazie eliminacji. AUC obliczano metoda trapezow liniowo-
logarytmicznych dla podania IV oraz metodg linear-up log-down dla podan
pozanaczyniowych.

Wspotczynnik akumulacji wyznaczano jako stosunek AUC(0-o0) po ostatniej dawce
wielokrotnej do AUC(0-0) po dawce pojedynczej (Toutain i Bousquet-Mélou 2004a),
gdzie warto$¢ bliska 1 wskazuje na minimalng akumulacje.

Biodostepno$¢ obliczano wedtug niniejszego réwnania:

AUC(PO lub IM) x Dawka (IV)

F% =1 X
% 00 AUC(IV) x Dawka (PO lub IM)

MAT wyznaczano zgodnie z rbwnaniem:

MAT @®oy= MRTpo)-MRTqav)

Ebody PO podaniu 1V obliczano jako CI/CO (Toutain i Bousquet-Mélou 2004b), gdzie
CO oznacza pojemnos¢ minutowg serca obliczang wedlug wcze$niej wspomnianego
rownania allometrycznego dla ptakow (Waxman i in. 2019).

Analize statystyczng parametréw PK pomiedzy grupami wykonano za pomocg analizy
wariancji z powtarzanymi pomiarami (ANOVA). Ze wzgledu na nieparametryczny

charakter danych zastosowano test Friedmana, a nastepnie test wielokrotnych porownan
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Dunna. Normalnos$¢ rozktadu oceniano testem Shapiro—Wilka. Dane nie miaty rozktadu
normalnego, dlatego zaprezentowano je jako zakresy min—max zamiast odchylenia
standardowego. Roznice uznawano za istotne statystycznie przy p < 0,05

Wszystkie analizy wykonano w programie GraphPad InStat (wersja 5.3).

V.1.5. Analiza pozostaloS$ci i oszacowanie okresu karencji

Okresy karencji dla LIN w tkankach gesi obliczono przy uzyciu oprogramowania WT
1.4. opracowanego przez EMA (Anonymous, 2019). Czas karencji definiowano jako
punkt, w ktorym gorna jednostronna granica tolerancji (99%) z 95% przedziatem ufnosci
spada ponizej wartosci MRL. W badaniu zastosowano warto$ci MRL okre$lone dla tkanek
kurczat: 500 pg/kg dla watroby, 500 pg/kg dla nerek 1 200 pg/kg dla miesni, zgodnie
z wytycznymi Codex Alimentarius Commission (CAC, 2015).

V.2. Wyniki
V.2.1. Walidacja metody

Walidacj¢ metody przeprowadzono zgodnie z Rozporzadzeniem Wykonawczym
Komisji (UE) 2021/808 z dnia 22 marca 2021 r. (Rozp. UE, 2021).

Wszystkie warto$ci walidacyjne przedstawiono w Tabeli 7.
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Matryca
Parametr Jednostka

Watroba Pluca Nerka Serce Miesnie Osocze
MLP/VL Ha/kg; Hg/L 500 100 1500 100 100 1000
Powtarzalnos¢ % 12,7419 10,4£3,2 12,7£1,7 11,8+2,6 8,6+£2,4 9,8+£2,1
(repeatability), CV
Odtwarzalno$¢ % 16,3£2,1 14,4412 14,7+1,8 15,1+1,6 11,61£2,1 8,6+£2,4
wewnatrzlaboratoryjna
(within-lab
reproducibility), CV
LLOQ Ha/kg; pg /L 5 5 5 5 5 1
LOD Ma/kg; ug /L 0,5 0,7 0,5 0,5 0,1 0,05
Odzysk* % 9755 109+ 3,6 112 +45 106 + 3,8 89,4+5/1 97,1 £3,2
Efekt matrycy, ME % 1145+34 | 1051+32 84,9+ 3,2 1147 +21 96,6 = 2,8 96,4 1,7

*- $rednia z 3 MLP/VL

Tab. 7. Wyniki walidacji metody oznaczania stezen LIN w osoczu i roznych tkankach gesi. (Zrédlo: Autor)
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Krzywa kalibracyjna w matrycach wykazala dobra liniowos¢, a wspdlczynnik
determinacji wyniést R? > 0,995 dla wszystkich matryc. Precyzja (powtarzalnos¢
1 odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna) byta zadowalajaca; wspotczynniki zmiennosci
CV dla powtarzalno$ci i odtwarzalno$ci wewnatrzlaboratoryjnej byly mniejsze niz 15%

Nie stwierdzono znaczacych pikéw interferencyjnych w probkach osocza i tkanek
w czasie retencji odpowiadajacym analitom oraz IS. Selektywno$¢ metody byta
odpowiednia do oznaczania ilosciowego LIN w osoczu, nerkach, mi¢$niach, sercu, ptucach
i watrobie. Srednie odzyski miescity sie w zakresie 89—112%, w zaleznoséci od matrycy.
Efekty matrycy (ME) wynosity 85-115%. Do minimalizacji i uniknigcia wptywu matrycy
zastosowano matrycowe krzywe kalibracyjne oraz IS.

Granice wykrywalnosci (LOD) mieScily si¢ w zakresie 0,05-0,7 pg/kg, zaleznie od
matrycy; LLOQ wynosity: 1 pg/L w osoczu i 5,0 ng/kg w tkankach.

V.2.2. Profil farmakokinetyczny
Rycina 17. przedstawia poOtogarytmiczny wykres srednich (+ SD) stezen LIN

w 0soczu po podaniu 1V, IM oraz jednorazowym i wielokrotnym podaniu PO.
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Ryc.17. Péllogarytmiczne krzywe Sredniego stezenia LIN w osoczu w funkcji czasu (£ SD) po jednorazowym dozylnym (15 mg/kg),
domiesniowym (15 mg/kg) oraz jednorazowym (50 mg/kg) i wielokrotnym (5 mg/kg) podaniu doustnym u gesi. (Zrodlo: Autor)
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Tabela 8. prezentuje S$rednie parametry PK na podstawie analizy
niekompartmentowej. Z wyjatkiem Tmax, przedstawionego jako zmienna kategoryczna
z mediang i zakresem oraz koncowego t1/2 (jako Srednia harmoniczna), parametry PK

podano jako $rednie geometryczne i zakresy (Julious i Debarnot 2000).
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Podanie jednorazowe Podanie wielokrotne
v IM PO PO

Parametr | Jednostka | Srednia Srednia Srednia Srednia

geo max min geo max min geo max min geo max | min
AUC (0-)
D h-ug-mL™! 2,31 3,31 1,79 2,39 289 | 198 2,12 2,81 1,59 1,75" 2,72 | 141
Az h! 0,17 0,28 0,13 0,16 0,19 | 0,12 0,14 0,21 0,08 | 0,07** | 0,12 | 0,05
t1/2 h 4,19 5,50 2,50 4,37 590 | 3,70 5,07 8,66 3,35 | 9,89*° | 14,76 | 5,63
Cl mL-h-kg™! | 451,26 | 666,19 | 302,81
Vd mL-kg™! 2727,16 | 4683,58 | 1806,26
MRT@o—<) | h 4,24 5,48 3,21 4,66 6,53 | 3,79 6,75a 9,08 523 | 14,15*° | 1964 | 855
Crmax D ug-mL! 0,64 0,74 | 0,58 0,50 1,27 0,39 | 0,15°¢ | 1,00 | 0,09
Tmax® H 0,50 1,00 | 0,50 0,75 0,75 0,75 1,00 2,00 | 1,00
F % 109,00 | 135,00 | 65,00 | 95,00 | 129,00 | 60,00 80P 106,00 | 50,00
MAT h 0,42 1,74 | 0,00 2,00 3,46 0,15 | 8,65°¢ | 16,61 | 2,09

Gdzie: AUC(0-o)P — pole pod krzywa od 0 h do nieskoficzono$ci znormalizowane do dawki 1 mg/kg; Az — stata szybkosci fazy koncowej; t1/2 — koncowy okres pottrwania;
Cl — Kklirens osoczowy; Vd — objetos¢ dystrybucji; MRT(0—o0) — $redni czas przebywania od 0 h do nieskonczono$ci; Cmax® — maksymalne stezenie w osoczu znormalizowane

do dawki 1 mg/kg; Tmax — czas osiggniecia maksymalnego stezenia; F — biodostepnos¢; MAT — $redni czas wchtaniania.
a — statystycznie r6zne od IV; b — statystycznie r6zne od IM; ¢ — statystycznie rdézne od jednorazowego PO; h — $rednia harmoniczna; § — warto$¢ mediany.

Tab. 8. Srednie wartosci parametréw PK dla LIN (i zakres warto$ci) po dozylnym (15 mg/kg), domiesniowym (15 mg/kg),

jednorazowym (50 mg/kg) i wielokrotnym (5 mg/kg przez 7 dni) podaniu doustnym. (Zrédlo: Autor)




Bourdo K. - Profil farmakokinetyczny oraz zanikanie pozostatosci wybranych lekdw przeciwbakteryjnych u gesi domowe;j.

Warto$ci AUCekstrapolowane Stanowity u kazdego osobnika mniej niz 10% AUC(0—o0),

a R? dla fazy terminalnej przekraczato 95% Probki ponizej LLOQ wykluczono z analizy

PK. Po podaniu IV obserwowano krotki do umiarkowanego koncowy t1/2, szybki Cl i1 duza

pozorna Vd. Bezwzgledny Ebogy wynidst 1% (£0,3). Bezwzgledna F byta niemal catkowita

zaréwno po jednorazowym podaniu PO, jak i po IM. Przy wielokrotnym podaniu PO nie

zaobserwowano kumulacji (<1) LIN w osoczu do siédmego dnia.

V.2.3. Oszacowanie okresu karencji

Rycina 18. przedstawia potlogarytmiczny wykres s$rednich (+ SD) stezen LIN

w tkankach po 7 dniach wielokrotnego podawania PO.
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Ryc. 18. PéHogarytmiczny wykres stezen LIN w mie¢Sniach, watrobie,
nerkach, plucach oraz sercu gesi w kolejnych punktach pobierania
probek po wielokrotnym podaniu doustnym. (Zrédlo: Autor)
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LIN wykrywano we wszystkich badanych tkankach w kazdym punkcie czasowym.

Watroba i nerki wykazywaly najwyzsze stezenia pozostatosci, znacznie powyzej LLOQ po

72 h. Dla zastosowanego schematu podawania LIN wstepny okres karencji wynosit 1 dzien

dla migéni (Ryc. 19) oraz 4 dni zaréwno dla nerek (Ryc. 20) jak i watroby (Ryc. 21).
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Ryc. 19. Obliczony okres karencji dla LIN w mig$niach gesi po wielokrotnym
doustnym podaniu w dawce 5 mg/kg przez siedem kolejnych dni. (Zrédlo: Autor)
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Ryc. 20. Obliczony okres karencji dla LIN w nerkach gesi po wielokrotnym
doustnym podaniu w dawce 5 mg/kg przez siedem kolejnych dni. (Zrédlo: Autor)
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Ryc. 21. Obliczony okres karencji dla LIN w watrobie gesi po wielokrotnym
doustnym podaniu w dawce 5 mg/kg przez siedem kolejnych dni. (Zrédlo: Autor)

Zaktadajgc rowniez dla serca i ptuc podobny MRL, jak dla watroby i nerek,

sugerowane okresy karencji wyniosty odpowiednio 2 dni (Ryc. 21) i 3 dni (Ryc. 22).
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Ryc. 21. Obliczony prowizoryczny okres karencji dla LIN w sercu gesi po
wielokrotnym doustnym podaniu w dawce 5 mg/kg przez siedem kolejnych dni.

(Zrédlo: Autor)
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Ryc. 22. Obliczony prowizoryczny okres karencji dla LIN w plucach gesi po
wielokrotnym doustnym podaniu w dawce 5 mg/kg przez siedem kolejnych dni.
(Zrodlo: Autor)

V.3. Dyskusja

V.3.1. Analiza profilu farmakokinetycznego

Biodostgpnos¢ LIN po podaniu doustnym jest gatunkowo zmienna (Papich i Riviere,
2001), gdzie u swin wynosi 40-75% (Nielsen i Gyrd-Hansen, 1998), a u szczurow 40-60%
(Hornish i wsp., 1987), natomiast u kur zaledwie 3% po podaniu dozotgdkowym (Kim
I wsp., 2024). W niniejszym badaniu u ggsi zaobserwowano niemal catkowita F, §rednio
95% po jednorazowym podaniu PO, 80% po wielokrotnych dawkach PO a nawet >100%
w przypadku podania IM. Ta wyrazna rozbieznos$¢ sugeruje, ze biodostepnos¢ LIN moze
zaleze¢ od kilku czynnikow, w tym r6éznic w metabolizmie pierwszego przejscia, fizjologii
przewodu pokarmowego 1 czasie pasazu jelitowego, wpltywu mikrobiomu, stanu
odzywienia (w badaniu na kurach ptaki byly glodzone), a takze gatunkowych réznic
w aktywnych transporterach leku (Gao i in., 2016; Kim i in., 2024; Ouyang i in., 2022;
Sartini i in., 2023). Przyczyny znaczaco wyzszej F dla LIN u ggsi w porownaniu z kurami
sg interesujace, cho¢ pozostajg niejasne.

Wiasciwosci fizykochemiczne LIN, obejmujace jej lipofilnos¢ oraz cechy formulacii,
przyczyniaja si¢ do jej catkowitej F po podaniu IM. Wysoka rozpuszczalno$¢ w lipidach
przy pH fizjologicznym (USPC, 2008) zapewnia szybkie wchtanianie, co potwierdzaja:
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krotki $redni czas wchlaniania wynoszacy 0,42 h oraz czas osiggnigcia maksymalnego
stezenia rowny 0,50 h. Cho¢ szczegdtowe dane dotyczace podania IM LIN sg ograniczone,
wyniki uzyskane w niniejszym badaniu sg zgodne z tymi raportowanymi u ko6z (Tmax =
0,53 h, MAT =0.24 h, F = 91,72%; Abo EI-Sooud i wsp., 2004) oraz kotow (Tmax = 0,12
h, MAT = 0,66 h, F = 82,55%; Albarellos i wsp., 2012). Droga IM, oferujaca szybki
poczatek dziatania i petlng dostgpnos¢ ogdlnoustrojowa, wydaje si¢ by¢ korzystna opcja
w stanach ostrych.

Jesli chodzi o Vd LIN, u gesi wykazywata ona stosunkowo wysokg §rednig warto$¢
(2727,16 ml/kg). Jest to zgodne z relatywnie wysoka Vd u drobiu (2363 ml/kg; Kim i wsp.,
2024), cho¢ wyzsza niz wartosci obserwowane u $win (1100 ml/kg; Nielsen 1 Gyrd-
Hansen, 1998), cielat bawotow (1150 ml/kg; Gouri i wsp., 2014), bydta (1300 ml/kg;
Burrows i wsp., 1986), kotow (1400 ml/kg; Albarellos i wsp., 2012) czy kdz (1780 mi/kg;
Sharma i wsp., 2019). Zwigkszona Vd u gesi w poréwnaniu ze ssakami moze wynikac
z kilku czynnikow zwigzanych z ich unikalng fizjologia, takich jak wyzsza zawarto$¢
tkanki tlhuszczowej, odmienna dynamika metaboliczna i sercowo-naczyniowa oraz
potencjalnie ro6zne wigzanie z biatkami osocza (Yu i wsp., 2020). Cho¢ wigzanie z biatkami
nie zostalo ocenione w niniejszym badaniu, literatura wskazuje, ze jest ono niskie do
umiarkowanego: u kotéw 11,24-17,68%, u owiec 30-40%, u kur 23%, a u k6z 43,7-55,6%
(Abo EI-Sooud i wsp., 2004; Soback i wsp., 1987; Ziv i Sulman, 1973a i 1973b). Ponadto
LIN wigze si¢ gtéwnie z kwasng ai-glikoproteing (Son i wsp., 1998), ktorej stezenie moze
znaczgco wzrasta¢ podczas infekcji bakteryjnych, potencjalnie zmieniajac PK leku
w stanach chorobowych (Grégoire i wsp., 2017).

Srednia warto$é C1 LIN u gesi byta stosunkowo wysoka (451 ml/h/kg), co jest wieksza
warto$cig niz spotykana u innych gatunkow np.: 278 ml/h/kg u kur niosek (Kim i wsp.,
2024), 245 ml/h/kg u cielat bawotow (Gouri i wsp., 2014), 310 ml/h/kg u k6z (Sharma i
wsp., 2019), 400 ml/h/kg u swin (Nielsen i Gyrd-Hansen, 1998) oraz 280 ml/h/kg u kotow
(Albarellos i wsp., 2011). Nalezy jednak interpretowac te dane ostroznie ze wzgledu na
ztozono$¢ wynikajaca z uwzglednienia pojemnos$ci minutowej serca. W niniejszym
badaniu warto$¢ Epody byta niska i wynosita 1% (£0,3), co wskazuje na minimalng zdolno$¢
narzadow eliminujgcych do aktywnego usuwania LIN (Toutain i Bousquet-Mélou 2004b).
U ludzi LIN jest glownie wydalana z zo0lcig, przy stabo poznanych szlakach
metabolicznych. Dominujacg formg wydalang jest posta¢ niezmieniona (EMA, 1998).
U drobiu okoto 80% wydalanej LIN pozostaje niezmienione, 10% stanowi sulfotlenek LIN,
a 5% - N-dimetyllinkomycyna (Hornish i wsp., 1987; Papich i Riviere, 2001). Wyniki te
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potwierdzaja minimalng warto$¢ Epody stwierdzong w niniejszym badaniu (<1) (Toutain
i Bousquet-Mélou, 2004b).

W odniesieniu do koncowego t1/2 nie stwierdzono istotnych rdznic pomi¢dzy roznymi
drogami podania, z wyjatkiem wielokrotnego podania PO, gdzie okres ten byl istotnie
dhuzszy. Mozna to przypisa¢ m.in. inhibicji enzyméw w czasie, wysyceniu nerkowej
eliminacji, zmianom wigzania z biatkami, nieliniowej PK przy réznych dawkach i/lub
wielokrotnym dawkowaniu, warto§ciom odstajgcym oraz potencjalnym bledom
analitycznym (Bourdo i wsp., 2024; Sharma i in. 2016). Jednak wyjatkowo wysoka warto$¢
MAT obserwowana przy wielokrotnym podaniu PO wskazuje na problemy ze strony
przewodu pokarmowego, a nie uktadowe. A pozornie dtugi t1/2 wynika z zjawiska flip-
flop, a nie wolniejszej eliminacji. Zjawisko to nie wystapito po jednorazowym podaniu PO.
Wielokrotne dawki moga wysyca¢ miejsca wchtaniania, spowalnia¢ motoryke jelit oraz
zmienia¢ Srodowisko zotadkowe, a zwigkszona ilo$¢ Sluzu w przewodzie pokarmowym
i zmiany w ekspresji bialek transportowych wskutek adaptacji moga dodatkowo op6zniac
wchtanianie (Vinarov i wsp., 2021). Ponadto stres przewodu pokarmowego wynikajacy
z wielokrotnych pobran probek mogt przyczyni¢ sie do wydhuzonego MAT (Konturek
i wsp., 2011).

Wartos$ci t1/2 obserwowane u gesi sa zgodne z danymi dla innych gatunkow, w tym
kotéw (3,56 h IV; 3,67 h IM), cielat bawotow (3,30 h IV), k6z (3,99 h IV), kur (2,48 h IV
3,04 h PO) oraz ludzi (4 h IV) (Bellamy i wsp., 1966; Albarellos i wsp., 2011; Gouri i wsp.,
2014; Kim i wsp., 2024). Wartosci Vd i Cl byly poréwnywalne migdzy gatunkami,
a Srednie wartosci u gesi byty zblizone do tych stwierdzanych u drobiu, gdzie Cl wynosit
okoto 278 ml/h/kg, a Vd okoto 2363 ml/kg (Kim i wsp., 2024).

LIN jest antybiotykiem o dzialaniu zaleznym od czasu ekspozycji. Kluczowym
parametrem PK/PD dla tego typu lekow jest czas, przez ktdry stezenie leku utrzymuje si¢
powyzej wartosci MICoeo (Gouri i wsp., 2014). Ogdlnie zaleca si¢, aby T > MIC wynosit co
najmniej 50% odstgpu migdzy dawkami, aby zapewni¢ optymalne dziatanie bakteriobdjcze
(Toutain i Lees, 2004). MICoo dla niektorych szczepow Mycoplasma wyizolowanych od
gesi, leczonych LIN, wynosi zazwyczaj okoto 8 pg/ml (Grozner i wsp., 2016).

Uzyskane dane wskazaty, ze wszystkie dawki LIN zastosowane w niniejszym badaniu,
niezaleznie od drogi podania, byty niewystarczajace, by utrzymac¢ T > MIC powyzej 50%
w przypadku bakterii o0 MICso > 8 pg/ml. Z perspektywy PK/PD podane dawki mogty nie
zapewni¢ pelnej skuteczno$ci. Ograniczenie to zaobserwowano roéwniez w odniesieniu do

innych szczepow patogenow docelowych, takich jak Clostridium perfringens, Mycoplasma
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gallisepticum i Mycoplasma synoviae, ktore wykazuja rosnaca oporno$¢ na LIN (Bottinelli
i in., 2022; Grozner i in., 2016; Slavi¢ i in., 2011).

Podobne obserwacje sktonity do potrzeby optymalizacji strategii terapeutycznych
takze u drobiu, co doprowadzito do zastosowania potaczenia LIN ze spektynomycynag
(Grozner i in., 2016). Ta kombinacja, szczeg6lnie w proporcji 1:2, dawata istotnie nizsze
wartosci MICoo u gesi (Grozner i in., 2016).

Wymaga to jednak dalszych badan PK/PD, jednakze nie zamyka drogi zastosowania
LIN w terapii przeciwbakteryjnej gesi, tym bardziej, ze po podaniu LIN wszystkimi
drogami, przez caty okres badania, ggsi nie wykazywaly zadnych zauwazalnych
natychmiastowych ani op6znionych (do 7 dni) dziatan niepozadanych, ani miejscowych,

ani ogolnoustrojowych, co potwierdza jej korzystny profil bezpieczenstwa.

V.3.2. Okres karencji

Mierzalne stezenia LIN we wszystkich tkankach utrzymywaty si¢ do 72 godzin.

Wstepnie ustalone okresy karencji wyniosty 1 dzien dla mig$ni oraz 4 dni dla watroby
i nerek.

U s$win schemat dawkowania 10 mg/kg masy ciata LIN przez 21 kolejnych dni
skutkuje okresem karencji wynoszacym jedynie 1 dzien, ze wzgledu na minimalng
akumulacje 1 stezenia pozostajace ponizej MRL (FAO, 2004). U kur, dla tego samego
wielokrotnego PO schematu dawkowania zastosowanego w niniejszym badaniu, okres
karencji ustalono na 5 dni (FAO, 2004). Relatywnie podobne warto$ci okresow karencji
migdzy gatunkami sugeruja porownywalne zachowanie tkankowe LIN u kur 1 gesi
w okreslonych warunkach dawkowania. Konieczne sg dalsze badania, aby ustali¢ okres
karencji po podaniu domigsniowym LIN.

Biorac pod uwagg spozycie tkanek serca i ptuc w niektorych regionach $wiata (Seong
i wsp., 2015), profile pozostatosci w tych rzadziej spozywanych narzadach, uzyskane
w niniejszym doswiadczeniu, byly podobne do tych w tkankach powszechnie
spozywanych, cho¢ wystepowaty w nizszych st¢zeniach. Sugeruje to, ze istniejace MRL
moga by¢ wykorzystane jako wartosci wstepne rowniez dla serca i ptuc. Ponadto dane
dotyczace dziennego spozycia 1 narazenia dietetycznego wskazuja na niewielka
konsumpcj¢ tych narzadow, co dodatkowo zmniejsza ryzyko narazenia 1 wspiera

bezpieczenstwo tych wstepnie przyjetych MRL.
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V1. WNIOSKI

1. Opracowane i zwalidowane metody HPLC umozliwiajg czule, selektywne 1 zgodne
z wymaganiami prawnymi oznaczanie tylmikozyny, kolistyny i linkomycyny
w osoczu oraz tkankach gesi, dzigki czemu moga by¢ wykorzystywane zar6wno
w badaniach farmakokinetycznych, jak 1 w rutynowym monitoringu
bezpieczenstwa zywnoSci.

2. Tylmikozyna u g¢si wykazuje silng zaleznos¢ biodostepnosci od drogi podania
tj. wysoka po podaniu podskornym (87%) i bardzo niskg po podaniu doustnym
(4%) z duza zmienno$cig osobniczg, co wskazuje, ze droga SC jest znacznie
bardziej odpowiednia w terapii stadnej, podczas gdy podanie PO moze prowadzié¢
do subterapeutycznej ekspozycji u czesci ptakow.

3. Farmakokinetyka tylmikozyny wskazuje na wystepowanie zjawiska flip-flop
(szczegblnie po podaniu SC), wynikajacego z wolniejszego wchianiania niz
eliminacji, przy jednocze$nie niskiej wartosci Ebody sugerujacej ograniczong
zdolno$¢ eliminacji i dominacj¢ wydalania leku w postaci niezmienione;.

4. Wysoka lipofilno$¢, duza objetos¢ dystrybucji i niewielkie wigzanie z biatkami
osocza powodujg intensywng penetracj¢ i sekwestracje tkankowa tylmikozyny, co
prowadzi do wysokiej ekspozycji tkankowej przekraczajacej wartosci PK/PD
wymagane dla skutecznosci wobec Mycoplasma spp., dlugotrwatej obecnosci leku
w tkankach mimo krétkiego t1/2 w osoczu oraz koniecznosci stosowania
stosunkowo dtugich okresow karencji (ok. 6-8 dni).

5. Bardzo niska biodostepnos¢ kolistyny u gesi (1,5-5%) powoduje, ze po podaniu
doustnym lek wydaje si¢ dziata¢ niemal wylgcznie miejscowo w przewodzie
pokarmowym. W konsekwencji kolistyna nie nadaje si¢ do leczenia zakazen
ogolnoustrojowych, a jej zastosowanie powinno by¢ ograniczone do zakazen
jelitowych.

6. Parametry farmakokinetyczne kolistyny (niski klirens, bardzo niski wspotczynnik
ekstrakcji narzadowej, krotki t1/2 oraz mata objetos¢ dystrybucji) wskazuja na
ograniczong eliminacj¢ 1 dystrybucj¢ glownie do przestrzeni pozakomoérkowej bez
ryzyka kumulacji, co wraz z brakiem pozostatosci powyzej MRL potwierdza
bezpieczenstwo jej stosowania, przy czym optymalizacja dawkowania powinna
opiera¢ si¢ raczej na dynamice pasazu jelitowego i stezeniach w tresci jelitowej niz

na parametrach osoczowych.
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Linkomycyna u ggsi charakteryzuje si¢ bardzo wysoka biodostepnoscig zaréwno
po podaniu doustnym (80-95%), jak i domigéniowym (0k. 100%), co wskazuje na
niemal catkowite wchianianie leku i podkresla istotne réznice migdzygatunkowe
w poréwnaniu z innymi gatunkami drobiu.

Wysoka objetos¢ dystrybucji (ok. 2,7 L/kg) oraz stosunkowo niski wspotczynnik
ekstrakcji narzagdowej wskazuja na rozlegla penetracje tkankowa linkomycyny przy
jednoczesnej eliminacji gldwnie w postaci niezmienionej, a obserwowany po
wielokrotnym podaniu doustnym wydluzony pozorny okres péitrwania wynika
prawdopodobnie ze zjawiska flip-flop, zwigzanego z wolniejszym wchtanianiem
z przewodu pokarmowego.

Analiza PK/PD sugeruje, ze zastosowane dawki linkomycyny moga nie zawsze
zapewnia¢ utrzymanie ekspozycji powyzej MIC dla niektorych patogenow (np.
Mycoplasma spp.), co wskazuje na potrzebe optymalizacji schematow
dawkowania, przy jednocze$nie niskim ryzyku pozostatosci w tkankach
i relatywnie krotkim okresie karencji (ok. 1 dzien dla migéni oraz 4 dni dla watroby
i nerek).

Farmakokinetyka badanych antybiotykow u gesi wykazuje wyrazne roznice
wynikajace zarowno z wlasciwosci fizykochemicznych lekow, jak i specyficznych
cech fizjologii tego gatunku, co podkresla konieczno§¢ prowadzenia badan
bezposrednio u gatunkdw docelowych, a w tym wypadku gesi oraz uwzglgdniania
nie tylko klasycznych parametrow farmakokinetycznych, ale takze wskaznikow
PK/PD 1 stezen tkankowych przy opracowywaniu skutecznych i1 bezpiecznych

schematoOw terapeutycznych, co wpisuje si¢ w polityke One Health.



Bourdo K. - Profil farmakokinetyczny oraz zanikanie pozostatosci wybranych lekdw przeciwbakteryjnych u gesi domowe;j.

VIl. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Produkcja gesiny stanowi istotny element sektora drobiarskiego w Polsce, ktora nalezy
do najwiekszych producentéw i eksporterow miegsa gesiego w Europie. Intensyfikacja
produkcji drobiarskiej zwieksza jednak ryzyko wystepowania chorob bakteryjnych, ktore
mogg prowadzi¢ do znacznych strat ekonomicznych. W leczeniu zakazen bakteryjnych
u drobiu powszechnie stosuje si¢ antybiotyki, jednak liczba produktow leczniczych
zarejestrowanych bezposrednio dla gesi jest ograniczona. W praktyce weterynaryjnej
czgsto stosuje si¢ zatem leki dopuszczone dla innych gatunkéw drobiu zgodnie z zasada
kaskady terapeutycznej. Takie postepowanie wymaga jednak dokladnej znajomosci
farmakokinetyki i farmakodynamiki stosowanych substancji czynnych, poniewaz roéznice
fizjologiczne pomiedzy gatunkami mogg wplywaé na wchlanianie, dystrybucje,
metabolizm i eliminacje lekow.

Zrozumienie farmakokinetyki antybiotykow jest kluczowe dla opracowania
skutecznych schematow dawkowania, ktére pozwola osiggna¢ odpowiednie stezenia
terapeutyczne w miejscu zakazenia, przy jednoczesnym ograniczeniu ryzyka dziatan
niepozadanych oraz rozwoju opornosci drobnoustrojow. Dodatkowo w przypadku zwierzat
rzeznych, istotne znaczenie ma ocena pozostatosci lekow w tkankach jadalnych, poniewaz
ich obecno$¢ moze stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia konsumentow.

Celem pracy byta kompleksowa analiza farmakokinetyki wybranych antybiotykow
(tylmikozyny, kolistyny oraz linkomycyny) u gesi domowej. Badania umozliwity
okreslenie podstawowych parametrow farmakokinetycznych tych lekow, oceng ich
biodostgpnosci, dystrybucji i eliminacji w organizmie, a takze analizg¢ zrozkladu
pozostatosci w aspekcie wyznaczenia okresu karencji.

Badania przeprowadzono na zdrowych dorostych gesiach rasy bitgorajskiej w trzech
grupach doswiadczalnych (tylmikozyna , n=15, kolistyna, n=16, linkomycyna, n=16).
W grupie tylmikozyny zastosowano trzyetapowy schemat: jednorazowe podanie dozylne
(5 mg/kg m.c.), nastepnie podskorne (w dawce 10 mg/kg m.c.), a w ostatnim etapie lek
podawano doustnie (w dawce 25 mg/kg m.c. przez 5 dni), po czym oprocz krwi pobierano
réwniez tkanki (mieénie, nerki, watrobe, thuszcz ze skorg) w czasie od 24 do 120 godzin.
W grupie kolistyny podobnie zastosowano 3 etapowy schemat: jednorazowe podanie
dozylne (1 mg/kg m.c.), nastepnie doustne (30 mg/kg m.c.), a na koncu podanie

wielokrotne doustne (2,5 mg/kg m.c. przez 5 dni). Po ostatnim etapie, oprocz probek krwi
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analizowano takze tkanki w odstgpach czasowych 6-36 godzin. W grupie linkomycyny
zastosowano cztery etapy obejmujace: jednorazowe podanie dozylne (15 mg/kg m.c.),
domigsniowe (15 mg/kg m.c.) oraz doustne (50 mg/kg m.c.), a nastepnie wielokrotne
podanie doustne przez 7 dni (5 mg/kg m.c.). Po zakonczeniu ostatniego etapu pobierano
zardbwno krew, jak i tkanki (10-72 godziny). Pomiedzy poszczegdlnymi etapami
stosowano jednomiesi¢czny okres wymywania.

Do analizy wykorzystano zwalidowane metody chromatograficzne, w tym HPLC oraz
UHPLC-MS/MS, ktoére umozliwity ilosciowe oznaczanie badanych antybiotykow
w osoczu i tkankach. Walidacja metod obejmowata oceng¢ liniowosci, precyzji,
doktadnosci, odzysku oraz granic oznaczalno$ci. Wszystkie opracowane metody wykazaty
zgodnos¢ z obowigzujacymi standardami analitycznymi EMA.

Na podstawie uzyskanych danych wyznaczono podstawowe parametry
farmakokinetyczne, takie jak maksymalne stezenie w osoczu (Cmax), czas jego osiggnigcia
(Tmax), pole pod krzywa stezenie—czas (AUC), okres pottrwania eliminacji (t1/2), objetos¢
dystrybucji (Vd) oraz Klirens (CI). Analizy farmakokinetyczne przeprowadzono
z wykorzystaniem metody niekompartmentowej.

W przypadku tylmikozyny stwierdzono stosunkowo szybkie wchlanianie po podaniu
doustnym oraz wyrazng dystrybucje do tkanek w tym ukladu oddechowego, co moze
thumaczy¢ jej skuteczno$¢ w leczeniu zakazen uktadu oddechowego u drobiu. Jednakze
biodostgpnos¢ doustna byta niska (4%), w poréwnaniu do podania podskornego (87%).
Najwyzsze stezenia obserwowano w narzadach silnie ukrwionych, takich jak watroba,
nerki oraz ptuca. Okres pottrwania eliminacji sugerowat stosunkowo dtugie utrzymywanie
si¢ leku w organizmie, co moze mie¢ znaczenie dla skuteczno$ci terapii oraz ustalania
odpowiednich odstgpéw miedzy dawkami, a takze stosowania stosunkowo dlugich
okresow karencji (6-8 dni). Niezbe¢dne jest jednak doktadne dostosowanie schematow
dawkowania w celu utrzymania stgzen terapeutycznych przez odpowiedni czas.

W przypadku kolistyny, po podaniu doustnym jej wchianianie z przewodu
pokarmowego byto bardzo ograniczone, co skutkowalo niskimi st¢zeniami w osoczu oraz
minimalng dystrybucja do tkanek. Zjawisko to potwierdza, ze dzialanie terapeutyczne
kolistyny u drobiu ma przede wszystkim charakter miejscowy 1 jest zwigzane z jej
obecnoscig w $wietle przewodu pokarmowego. Parametry farmakokinetyczne wskazywaty
réwniez na niewielka objetos¢ dystrybucji oraz brak tendencji do kumulacji w organizmie.

Linkomycyna charakteryzowata si¢ natomiast bardzo wysoka biodostepnoscia po

podaniu zar6wno doustnym, jak i domig¢$niowym (0k.100%). Uzyskane warto§ci Cmax Oraz
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AUC wskazywaly na znaczng ekspozycje organizmu na lek. Obliczona objetosé
dystrybucji sugerowata intensywng penetracj¢ do tkanek, co moze sprzyja¢ skutecznosci
leczenia zakazen o charakterze ogolnoustrojowym. Jednakze analiza PK/PD sugeruje, ze
zastosowane dawki linkomycyny moga nie zawsze zapewnia¢ utrzymanie odpowiedniej
ekspozycji powyzej minimalnego st¢zenia hamujgcego (MIC) dla niektorych istotnych
drobnoustrojéw chorobotwoérczych, co wskazuje na potrzebe optymalizacji schematow
dawkowania, przy jednoczesnym niskim ryzyku kumulacji pozostatosci w tkankach oraz
relatywnie krotkim okresie karencji (1-4 dni).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze farmakokinetyka antybiotykdw u gesi moze znaczaco
r6zni¢ si¢ od obserwowanej u innych gatunkoéw drobiu, takich jak kury czy indyki. Roznice
te moga wynika¢ z odmiennych cech fizjologicznych, w tym tempa metabolizmu, budowy
przewodu pokarmowego oraz réznic w dystrybucji tkanki tluszczowej 1 przeptywie krwi
przez narzady. Otrzymane wyniki podkreslaja réwniez znaczenie analizy parametréw
PK/PD przy projektowaniu schematéw terapeutycznych. Odpowiednie dopasowanie
dawkowania do wtasciwosci farmakokinetycznych leku oraz wrazliwo$ci drobnoustrojow
pozwala zwigkszy¢ skuteczno$¢ leczenia 1 ograniczy¢ ryzyko rozwoju opornosci
bakteryjnej, co wpisuje si¢ w polityke One Health.

Stowa Kkluczowe: tylmikozyna, kolistyna, linkomycyna, gesi, farmakokinetyka,

pozostatosci w tkankach.
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VI1Il. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM
(ABSTRACT)

Goose meat production is an important component of the poultry sector in Poland,
which is among the largest producers and exporters of goose meat in Europe. However, the
intensification of poultry production increases the risk of bacterial diseases, which may
lead to significant economic losses. Antibiotics are commonly used in the treatment of
bacterial infections in poultry, yet the number of medicinal products specifically registered
for geese is limited. Consequently, veterinary practice often relies on drugs authorized for
other poultry species in accordance with the cascade principle. Such an approach requires
a thorough understanding of the pharmacokinetics and pharmacodynamics of the active
substances used, as interspecies physiological differences may affect drug absorption,
distribution, metabolism, and elimination.

Understanding the pharmacokinetics of antibiotics is essential for developing effective
dosing regimens that ensure adequate therapeutic concentrations at the site of infection
while minimizing the risk of adverse effects and antimicrobial resistance. Additionally, in
food-producing animals, the evaluation of drug residues in edible tissues is of particular
importance, as their presence may pose a risk to consumer health.

The aim of this study was a comprehensive analysis of the pharmacokinetics of selected
antibiotics (tilmicosin, colistin, and lincomycin) in domestic geese. The study enabled the
determination of key pharmacokinetic parameters, evaluation of bioavailability,
distribution, and elimination, as well as analysis of residue depletion in the context of
establishing withdrawal periods.

The study was conducted on healthy adult Bilgoraj geese divided into three
experimental groups (tilmicosin, n = 15; colistin, n = 16; lincomycin, n = 16). In the
tilmicosin group, a three-stage design was applied: a single intravenous administration (5
mg/kg b.w.), followed by subcutaneous administration at a dose of 10 mg/kg b.w., and in
the final stage, multiple oral (25 mg/kg b.w.) administration for 5 days, after which, in
addition to blood, tissue samples (muscle, kidney, liver, and fat with skin) were collected
between 24 and 120 hours. In the colistin group, a similar three-stage design was used: a
single intravenous administration (1 mg/kg b.w.), followed by oral administration (30
mg/kg b.w), and finally repeated oral dosing for 5 days (2.5 mg/kg b.w). After the last

stage, in addition to blood samples, tissues were also analyzed at time intervals of 6-36
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hours. In the lincomycin group, four stages were implemented, including a single
intravenous administration (15 mg/kg b.w.), intramuscular administration at the same dose,
oral administration (50 mg/kg b.w.), and subsequent repeated oral dosing for 7 days (5
mg/kg b.w.). After completion of the final stage, both blood and tissue samples were
collected (10-72 hours). A one-month washout period was applied between successive
stages.

Validated chromatographic methods, including HPLC and UHPLC-MS/MS, were used
for analysis, enabling quantitative determination of the investigated antibiotics in plasma
and tissues. Method validation included the assessment of linearity, precision, accuracy,
recovery, and limits of quantification. All developed methods complied with current EMA
analytical standards.

Based on the obtained data, key pharmacokinetic parameters were determined,
including maximum plasma concentration (Cmax), time to reach Cmax (Tmax), area under
the concentration—time curve (AUC), elimination half-life (t1/2), volume of distribution
(vd), and clearance (CIl). Pharmacokinetic analyses were performed using non-
compartmental methods.

In the case of tilmicosin, relatively rapid absorption after oral administration and
pronounced distribution into tissues, including the respiratory system, were observed,
which may explain its effectiveness in treating respiratory infections in poultry. However,
oral bioavailability was low (4%) compared to subcutaneous administration (nearly 90%).
The highest concentrations were observed in highly perfused organs such as the liver,
kidneys, and lungs. The elimination half-life suggested relatively prolonged persistence of
the drug in the body, which may be relevant for therapeutic efficacy, dosing intervals, and
the application of relatively long withdrawal periods (6-8 days). However, precise
optimization of dosing regimens is necessary to maintain therapeutic concentrations for an
adequate duration.

In the case of colistin, following oral administration, its absorption from the
gastrointestinal tract was very limited, resulting in low plasma concentrations and minimal
distribution into tissues. This confirms that the therapeutic effect of colistin in poultry is
primarily local and associated with its presence in the intestinal lumen. Pharmacokinetic
parameters also indicated a small volume of distribution and no tendency for accumulation,
suggesting a low likelihood of consumer exposure.

Lincomycin, in contrast, was characterized by very high bioavailability following both

oral and intramuscular administration (approximately 100%). The obtained Cmax and
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AUC values indicated substantial systemic exposure. The calculated volume of distribution
suggested extensive tissue penetration, which may enhance efficacy in the treatment of
systemic infections. However, PK/PD analysis suggests that the applied lincomycin doses
may not always ensure adequate exposure above the minimum inhibitory concentration
(MIC) for certain clinically relevant pathogens, indicating the need for dose optimization,
while maintaining a low risk of residue accumulation in tissues and a relatively short
withdrawal period (1-4 days).

The results indicate that the pharmacokinetics of antibiotics in geese may differ
significantly from those observed in other poultry species, such as chickens or turkeys.
These differences may arise from distinct physiological characteristics, including
metabolic rate, gastrointestinal structure, and differences in fat distribution and organ blood
flow. The findings also highlight the importance of PK/PD analysis in designing
therapeutic regimens. Appropriate adjustment of dosing to the pharmacokinetic properties
of the drug and the susceptibility of microorganisms can improve treatment efficacy and

reduce the risk of antimicrobial resistance, in line with the One Health approach.

Keywords: tilmicosin, colistin, lincomycin, geese, pharmacokinetics, tissue residues.
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1 | INTRODUCTION

Geese stand as one of the earliest avian species to be commer-
cially domesticated. Within the realm of birds, geese possess sev-
eral advantageous biological characteristics, including rapid growth

Abstract

Tilmicosin (TMC), a semi-synthetic macrolide antibiotic, is widely used in veterinary
medicine due to its broad-spectrum, bacteriostatic properties. Frequently adminis-
tered in various birds species, it is likely used off-label in geese as well. The study
sought to investigate TMC's pharmacokinetics, tissue residues, in geese through
in vivo experiments. The study involved longitudinal open studies on 15 healthy adult
males, with three phases separated by one-month washout periods. Geese were
administered TMC through intravenous (IV, 5mg/kg), subcutaneous (SC, 10 mg/kg),
and oral (PO, 25mg/kg for five consecutive days) routes, with blood samples drawn
at specific intervals. Tissue samples were also collected for subsequent analysis at
pre-assigned times. TMC in goose plasma was quantified by a fully validated HPLC
method. Plasma concentrations were quantified up to 4 hr for the PO and IV routes,
and up to 10hr in the SC route. Significant variations in bioavailability were observed
between SC (87%) and PO (4%) routes. The body extraction ratio was low at 0.03,
suggesting minimal ability of the liver and kidneys to eliminate TMC. Multiple oral
doses showed no plasma accumulation, but tissue data revealed extensive distribu-
tion and prolonged residence, up to 120h, suggesting a sustained therapeutic effect
despite the brief plasma half-life. Regarding the multiple PO doses, provisional with-
drawal times of 6, 7.5, and 8 days were suggested for the liver, muscles, and kidneys,
respectively, according to the MRL set for these matrices in chickens by EMA. In con-
clusion, while the practical oral administration is discouraged at the population level,

SC administration of TMC may be appropriate for geese, albeit impractical for flock

therapy.

KEYWORDS

geese, pharmacokinetics, routes of administration, tilmicosin, tissue residues

and the ability to efficiently utilize green forages (Romanov, 1999).
These traits make geese highly profitable in various parts of the
world, where they are raised for their meat, fatty liver, eggs, and
feathers (Hugo, 1995; Romanov, 1999). Despite being less preva-
lent than poultry, the global demand for geese has surged in recent

416 | © 2024 John Wiley & Sons Ltd.
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years, notably in countries such as China, Hungary, France, Ukraine,
Egypt, and Poland, leading to a significant increase in geese produc-
tion (Cilavdaroglu et al., 2020; Fadel, tebkowska-Wieruszewska,
Lisowski, et al., 2023; Kozak et al., 2010). Indeed, waterfow| meat
and eggs are highly prized globally due to their excellent nutritional
quality.

The prevalence of bacterial infections in farms has increased sig-
nificantly due to unfavorable environmental factors like heat/cold
stress and intensive farming (Bilal et al., 2021). Geese are suscep-
tible to gastrointestinal and respiratory infections caused by bac-
teria such as Escherichia coli, Pasteurella multocida, Salmonella spp.,
and Mycoplasma spp. (Olsen et al., 2010; Sartini et al., 2023; Fadel,
tebkowska-Wieruszewska, Bourdo, et al., 2023). Such infections
lead to substantial economic losses, resulting in decreased growth
and egg production, as well as heightened mortality and treat-
ment expenses in domestic goose industry worldwide (Stipkovits
& Szathmary, 2012). Additionally, wild birds could serve as signifi-
cant reservoirs and carriers of pathogenic bacterial strains, posing a
threat to other domestic poultry.

Tilmicosin (TMC), a semi-synthetic macrolide antibiotic, is widely
used in veterinary medicine due to its broad-spectrum, bacterio-
static properties. It has significant potential in various clinical vet-
erinary applications. Its effectiveness is attributed to its extensive
distribution, prolonged half-life, and preferential accumulation in tis-
sues (Debono et al., 1989). It is licensed in many countries for man-
aging bacterial infections in rabbits, turkeys, chickens, pigs, sheep,
and cattle (Christodoulopoulos et al., 2002; Hoar et al., 1998; Moore
etal., 1996).

Although specific data or statistics on practitioners using TMC
in geese by extrapolating the dose are lacking, it is likely that such
off-label usage occurs in practice. This likelihood stems from the
widespread occurrence of mycoplasmosis, a respiratory condition
treated with TMC, affecting not just chickens but also ducklings,
turkeys, pigeons, and geese. While the pharmacokinetics (PK) of
TMC have been studied in various animal species, research in
geese is notably absent. This gap in comprehensive data regarding
antibacterial use in geese presents a significant challenge for the
industry. It is essential to comprehend the efficacy and proper uti-
lization of antibacterials in geese to address health concerns and
ensure the birds' well-being. Moreover, the limited knowledge in
this area raises concerns about antimicrobial resistance, a pressing
global issue demanding cautious antibiotic use in livestock farm-
ing. Therefore, it is essential to conduct targeted research on the
pharmacological properties of antimicrobials in geese, avoiding
risky extrapolations from other species. Hence, the primary ob-
jective of this study was to examine and present a comprehensive
analysis of the PK characteristics and tissue residue patterns of
TMC in healthy geese, with the additional aim of suggesting pro-
visional withdrawal periods in tissues. This investigation encom-
passed single and repeated oral (PO) administrations, intravenous
(IV), and subcutaneous (SC) administrations. The authors theorize
that the PK and residue profile of TMC in geese may exhibit nota-
ble differences compared to other animal species, necessitating a

Veterinary Pharmacology and Therapeutics

comprehensive investigation to elucidate its optimal administra-

tion regimen in this avian species.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Chemicals and reagents

The pure powders of TMC and phthalimide, both with a stand-
ard purity of 99.0% and the latter used as the internal standard
(1S), were obtained from Sigma-Aldrich in Milan, Italy. Acetonitrile
(ACN), formic acid, and dichloromethane (CH,Cl,) were pur-
chased from VWR chemicals (Oud-Heverlee, Belgium) in high-
performance liquid chromatography (HPLC) grade. With the aid of
a Milli-Q Millipore Water System, deionized water was produced
(Millipore, Darmstadt, Germany). The aqueous and organic com-
ponents of the mobile phase were degassed under pressure and
combined in the HPLC system. The mobile phases were filtered
through 0.2pm cellulose acetate membrane filters using a sol-
vent filtration apparatus (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen,

Germany).

2.2 | Animals

This study utilized 15 healthy adult male Bilgorajska geese, aged
2years, with weights ranging from 4.1 to 5.6kg. These geese were
sourced from a local farm (Majatek Rutka, Puchaczowmic, Poland).
They have not received any prior antibiotic treatment and were in-
dividually distinguished by rings on their left legs. Prior to the study,
a thorough evaluation by the supervising veterinarians (B. L-W; C
F) confirmed their good health through physical examination, serum
chemistry,and hematological analyses. The geese underwent a week-
long acclimatization period in the new environment, which included
daily monitoring of their behavior and appetite. They were housed
in a 60m? enclosed area with an indoor shelter measuring 8m? and
had unrestricted access to feed and water. The animal experiment
was carried out in accordance with European law (2010/63/UE) and
approved (nr. 105/2022) by the Institutional Animal Care and Use
Committee of the University of Lublin (Poland).

The study design involved a series of longitudinal, open studies
conducted on the previously described geese. Each phase was sep-
arated by a one-month washout period. The oral dose was chosen
based on the recommended dosage for chickens and turkeys (ac-
cording to the UK label). Similarly, the SC dose was selected based
on the recommended dosage for sheep and cattle (according to both
UK and US labels). Lastly, the authors intentionally selected a lower
IV dose in the present study to focus on assessing the primary PK
parameters.

In the initial phase, geese received a single IV dose of TMC at
5mg/kg (Micorion®, Orion pharma, 300mg/mL), administered
through a sterile 20-gauge 3.75cm needle in the left-wing vein. In
the second phase, a single SC dose of TMC (10mg/kg; Micorion®,
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Orion pharma) was administered in the inter-scapular region. The
third phase involved a multiple oral administration of TMC solution
(25mg/kg; Tylmiscan®, ScanVet, 300 mg/mL) via crop gavage, with
the cannula being flushed promptly afterward with 5mL of water to
ensure proper delivery. Geese received multiple PO administrations
of TMC solution (25 mg/kg) for five consecutive days at 08:00am. As
for the blood samples, approximately 1 mL each was drawn from the
right-wing vein at specific time intervals during all phases: 0, 0.085
(for IV administration only), 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 24,
and 48 (except for the multiple PO) hour. For the oral administra-
tions, blood sampling occurred on the first and fifth days follow-
ing the same aforementioned pattern. The blood was collected in
heparinized tubes and then centrifuged at 1500xg. Subsequently,
the plasma was carefully harvested and stored at a temperature
of -20°C. The analysis of the stored plasma was conducted within
40days from the time of collection, after each phase. Following the
multiple administration, sets of three geese were euthanized at spe-
cific time points: 24, 48, 76, 92, and 120h after the last oral dose of
the multiple administration. Tissue samples, including approximately
20¢g of muscle, liver, and kidney, were collected and stored at -20°C

for subsequent analysis.

2.3 | Tilmicosin quantification in
plasma and tissues

In a previous study by Zhang et al. (2016), a validated method for
preparing and measuring TMC concentrations in pig plasma was
established. This method was adapted in this study with some
modifications. For plasma extraction, 0.2mL was combined with
40pL of 25ug/mL IS and briefly vortexed. Then, 1.2mL of CH,CI,
was added, and the mixture was vortexed for 50s. After a 10-min
centrifugation at 4000x g, the lower layer (1.4 mL) was collected.
The remaining plasma layer underwent a double extraction using
an additional 1.2mL of CH,CI,, followed by a 40-s vortex and a
4-min centrifugation at 4000xg. The lower layer was collected
again and combined with the previously collected solution and was
gently evaporated with nitrogen at 45°C. After reconstitution in
100pL of the mobile phase and vortexing for 40s, samples were
transferred into vials and injected onto HPLC, with an injection vol-
ume of 50pL.

For tissue samples, the muscle, liver, and kidney samples
were thawed and immediately dissected into small pieces (Garcia
et al., 2000; Sartini et al., 2021). An aliquot of 1g per tissue was
placed into a plastic tube with 3mL of homogenization solution
(0.1 M dihydrogen phosphate buffer at pH7.1). This suspension was
homogenized for approximately 1min, and then 0.3mL was pro-
cessed as previously described for plasma samples. The method
used for plasma analysis was seamlessly adapted and validated for
these diverse tissues, with slight variations in volumes. Initially, to
the 0.3mL, 200 pL of 25 ppm of the IS was added instead. Then, sub-
sequent process involved a double extraction with 2.4mL of CH,CI,
used each time.

2.4 | HPLC conditions

The HPLC system was an LC Jasco consisting of a ternary gradi-
ent system (PU 980), in-line degasser (DG-2080-53), autosampler
(AS2055), and a UV detector that was set to wavelength of 285 nm.
The chromatographic separation assay was performed with a Luna
C18 analytical column (250x4.6mm inner diameter, 5pm parti-
cle size, Phenomenex) maintained at 30°C using a Peltier system
(CO4062) (Jasco). The mobile phase consisted of 0.1% formic acid of
5mM of ammonium formate in water (phase A) and ACN (phase B).
The column was eluted isocratically using 24% A and 76% B at a flow
rate of 0.8 mL/min.

2.5 | Validation of the analytical method for
plasma and tissues

TMC's stock solution of 1 mg/mL was dissolved in ACN, and the re-
maining series of dilutions was dissolved in mobile phase. As for the
IS, it was dissolved in MeOH. All solutions were stored at -20°C.
Dilutions at 5, 2.5, 1, 0.5, 0.1, and 0.01 pg/mL were used for TMC
calibration curve in plasma. Linearity was assessed from 0.01 to
5pg/mL using residual plot, fit test, and back calculation. Six plasma
samples spiked with IS at high (5 pg/mL), middle (2.5 pg/mL), and low
(0.01 pg/mL) concentration standards were analyzed using the same
instrument and operator on the same day and three different days,
respectively, to determine the intra-day and inter-day precision.
Drug recoveries were evaluated based on detector responses of
quality control samples and pure standards. The Limit of Detection
(LOD) was estimated as the plasma drug concentration that pro-
duced a signal-to-noise ratio of 3, and Lower Limit of Quantification
(LLOQ) was determined as the lowest plasma concentration that

produced a signal-to-noise ratio of 5 (Anonymous, 2012).

2.6 | Pharmacokinetic and statistical analysis

PK analyses were conducted employing PKanalix™ software (R1,
2023), using a non-compartmental approach. The concentration
versus time curves were used to directly calculate the maximum

) and the time required to reach it (T

plasma concentration (C, max)-

max
By analyzing the concentration-time curve using least squares re-
gression, the elimination half-life (t1/2) was calculated. The area
under the curve (AUC) was calculated by linear log trapezoidal rule
for the IV administration and by the linear-up log-down rule for the
PO and SC administrations. The AUC__, for each individual was less
than 20% of AUC,, .\, and the coefficient of determination (R?) of the
terminal phase regression line was greater than 95%. Values below
the LLOQ were excluded from the PK analysis. The accumulation
index has been calculated as the ratio between AUC,__, after the last
administration in the multiple dose protocols and AUC,,_, after the
single dose (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004a). A value close to 1
indicates that no accumulation occurred.
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The PO and SC bioavailability (F) was calculated using the fol-

lowing equation:

AUC(PO or SC) x Dose (IV)

F% =100x 2UCIV) x Dose (PO or SC)

The mean absorption time (MAT) was calculated using the fol-

lowing equation:
MAT(PO orSC) = |leT(PO orsSC) — |VlRT(IV)

The body extraction ratio (Ebody) for TMC after IV administration
was calculated using CI/CO (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004b),
where CO (mL/kg/min) is the cardiac output calculated according
to the allometric equation in birds: 290.7xbody weight (in kg)®¢’
(Grubb, 1983).

To assess statistically significant variations in PK variables among
the treatment groups, a one-way analysis of variance was employed,
followed by the application of Bonferroni's multiple comparison test
as a post-hoc analysis. A p-value <.05 was considered statistically
significant. GraphPad InStat was used for the analyses (GraphPad

Software 5.3v).

2.7 | Residue analysis

A naive pooled-data approach using a non-compartmental analysis
(Pouplin et al., 2016) was used to calculate the PK parameters for
TMC in all the selected tissues. The drug's tissue penetration was
evaluated by comparing the mean AUC in each tissue with the
individual AUC,, i po Values (AUC

Withdrawal times (WT) for TMC in geese tissues were calculated
using the EMA-developed software WT 1.4 (Anonymous, 2018). The

WT was determined as the point at which the upper one-sided toler-

tissues

(0-0) tissue/plasma)'

ance limit (99%) with a 95% confidence interval fell below the max-
imum residue limit (MRL). For this study, the MRL values specified
by EMA for TMC in chicken tissues, 1pg/g for liver, 0.25pug/g for
kidneys, and 0.075pg/g for muscles, were employed, as outlined in
the summary report (EMA, 2002).

Veterinary Pharmacology and Therapeutics

3 | RESULTS
3.1 | Analytical method validation

The quantitative HPLC method was fully validated for each of the
goose tissues and plasma in terms of linearity, intra-day and inter-
day precision, recovery, LOD, and LLOQ, according to the EMA
guidelines (Anonymous, 2012). Table 1 presents the outcomes of
the analytical method validation, showcasing key parameters as-
sessed in plasma and all analyzed tissues. The method exhibited ex-
cellent recovery rates, low LLOQs, and linearity across the range of
0.01-5pg/mL for each matrix studied.

3.2 | Animals

Throughout the entire study period, the geese did not exhibit any
noticeable immediate or delayed (up to 7days) adverse effects, ei-

ther locally or systemically.

3.3 | Pharmacokinetics

Plasma concentrations were quantified up to 4h for the PO and IV
routes, and up to 10h in the SC route. Figure 1 depicts the semi-
logarithmic plot of the mean (+SD) plasma TMC concentrations over
time following 1V, SC, single, and multiple PO administrations. Table 2
displays the mean PK parameters based on non-compartmental

analysis. With the exception of T which is presented as a cat-

max’
egorical variable with its median value and range, and the terminal
half-life expressed as the harmonic mean, the PK parameters of TMC
have been displayed as geometric means along with their respec-
tive ranges (Julious & Debarnot, 2000). A short terminal half-life, a
relatively fast clearance, and moderate volume of distribution were
observed after IV administration. The body extraction rate was low
at 0.03. The absolute bioavailability was low (4%) for the oral admin-
istration, and rather high after SC administration (87%). The accumu-
lation ratio of 1.06 suggested that no plasma accumulation occurred

after multiple PO.

TABLE 1 Results of the HPLC method validation for tilmicosin quantification in plasma and different tissues in geese.

Parameter Unit Matrix
Plasma
Equation y=0.3566x-0.0176
R? 997
Inter-day CV % 12.3
Intra-day CV % 29
Recovery % 86
LLOQ ug/mL; pg/g 0.01
LOD pg/mL; pg/g 0.005

y=0.289x+0.03

Muscle Kidney Liver

y=0.373x-0.163 y=0.267x+0.246

991 999 999
4.7 11.9 154
21 3.8 4.1
91 89
0.01 0.01 0.01
0.007 0.007 0.007
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FIGURE 1 Semi-logarithmic mean
plasma concentration-time curves of
tilmicosin following intravenous (5 mg/kg),
subcutaneous (10mg/kg), and oral (25mg/
kg) administrations in geese (n=15).
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TABLE 2 Mean pharmacokinetic parameters of tilmicosin and range in geese (n=15) after intravenous (5mg/kg), subcutaneous (10mg/
kg), single (25mg/kg), and multiple (25 mg/kg for 5days) oral administrations.

v SC PO Multi PO

Geo Geo Geo Geo
Parameter  Unit mean Max Min mean Max Min mean Max Min mean Max Min
AUC(_op h*ug/mL  0.61 1.54 024 0.52 0.89 0.37 0.02** 0.03 0.01 0.02**  0.03 0.01
Az 1/h 0.37 0.72 0.3 0.19%b 0.29 0.15 0.58 0.95 0.17 0.28 1.25 0.14
t1/2f h 1.86 233 096 3.62%° 4.57 2.35 1.18 4.06 0.73 2.45 4.96 0.56
Cl L/h/kg 1.63 4.02 0.65 0 — — — — — — - —
Vy L/kg 4.87 777 1.57 - — — — - — - - —
MRT, ., h 1.41 227 071 5.42%¢ 6.97 3.79 1.8 5.39 1.19 3.68° 7.53 0.93
CrraxD pg/mL — — - 0.106%¢ 0.195 0.056 0.021 0.036 0.009 0.013  0.033 0.008
Toox h — — — 0.50 2 0.50 0.50 1.50 0.25 0.25 0.50 0.25
F % — — — 86.32¢¢ 179.03 29.86 3.98 6.80 1.28 3 6.95 0.75
MAT h — — — 4.02 6.26 2.33 1.31 3.61 0.48 3.11 5.33 1.80

Note: AUC,_, . area under the curve from Oh to infinity normalized per 1 mg/kg; Az, terminal phase rate constant; t1/2, terminal half-life; Cl, plasma

clearance; Vy, volume of distribution; MRT(
Tmax'
aStatistically different from IV.

bStatistically different from SC.

“Statistically different from single PO.

0-o)

dstatistically different from multiple PO.
*Median value.
fHarmonic mean.

3.4 | Tissueresidues

Figure 2 depicts the semi-logarithmic plot of the mean (+SD) tissues'
concentrations of TMC over time after the fifth day of multiple oral
administration. TMC was detected in all tissues at every sampled
time point, except for muscles at 120h (detected in two geese only),
with peak concentrations observed at 24 h after the fifth day of oral
administration in all matrices. Accordingly, Table 3 displays the PK
parameters in different tissues. The liver exhibited the highest drug
residue levels, substantially exceeding the LLOQat 120h (0.35 pg/g),
with an AUC of 320.16, compared to 144.72 and 44.20

(0-t) plasma/tissue

mean residence time from Oh to infinity; C
time of peak concentration; F, bioavailability; MAT, mean absorption time.

max »» P€ak plasma concentration normalized per 1 mg/kg;

in kidneys and muscles, respectively. The calculated provisional WTs
were determined as 6, 7.5, and 8days for the liver, muscles, and kid-

neys, respectively.

4 | DISCUSSION

Understanding the disposition kinetics of a drug is crucial for formu-
lating an effective dosage schedule. In antimicrobial chemotherapy,
itis equally important to take into account the susceptibility of the in-
fecting microorganism to effective and nontoxic drug concentrations
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FIGURE 2 Mean concentrations in 10
liver, kidney, and muscle of tilmicosin
following the fifth day of multiple oral
administration (25 mg/kg) to geese (=3
per time point).
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TABLE 3 Pharmacokinetic parameters Ti
and SD (+) in different tissues on the fifth Issue
day following multiple oral administrations Liver Kidney Muscle
at a dose of 25mg/kg in geese.
AUC g*h/mg 227.32 - 75.50 — 23.33 -
(0-) H
t1/2 h 30.89 - 19.18 = 24.93 =
Az 1/h 0.022 - 0.036 — 0.028 -
MRT(O_m) h 63.04 = 53.79 = 54.57 =
AUC (4. tssue/plasma 320.16 £194 144.72 +76 44.20 +23

Note: AUC(OM), area under the curve from zero to infinity; t1/2, terminal half-life; Az, terminal phase

rate constant; MRT(O_OO), mean residence time zero to infinity; AUC, .,

tissue/plasma = 7€ under the

curve ratio from time zero to infinity ratio of tissue/plasma.

in both plasma and tissues. Additionally, assessing residues in tissues
is essential for safety considerations and ensuring the well-being of
consumers and related aspects. Due to documented toxicity associ-
ated with IV administration in prior literature (Jordan et al., 1993),
a deliberately lower IV dose was selected. This choice was neces-
sary to assess some primary PK parameters. Moreover, despite
TMC being administered to chickens and turkeys as a flock therapy
through drinking water, individual oral gavage was intentionally em-
ployed to ensure precise dosing and eliminate stability concerns.

To the authors' knowledge, this is the first TMC investigation
to be ever conducted on geese. At the administered doses in the
present study, and consistent with observations across diverse
animal species (Modric et al., 1998; Naccari et al., 2001; Ziv et al.,
1995), none of the animals exhibited any visible systemic, or local
effects, such as inflammation, edema, or sensitivity at the injection
site. Indeed, the generally favorable safety profile of TMC (excluding
the IV route) solidifies its role, making it a valuable and dependable
choice for veterinarians, despite being an old drug.

The bioavailability exhibited substantial disparity between the
two extra-vascular routes, registering 87% SC and 4% PO. Given
the markedly low absolute F % and the high individual variability
observed via the oral route, its recommendation in geese may be
discouraged, due to the potential likelihood of inadequate systemic
concentrations for a significant subset of individuals, at a popula-
tion level (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004c). Gastrointestinal

physiology, gastric emptying rates, enzymatic activity, product for-
mulation, and feeding state may underlie the limited oral bioavail-
ability (Fadel et al., 2022; Tikhomirov et al., 2020). Previously, it was
assumed that macrolides, in general, have high oral bioavailability
(Clark et al., 2008; Papich & Riviere, 2001). However, later studies
have shown a low-to-moderate value for tylosin tartrate (26%; Ji
etal.,2014) and tylvalosin (54%; Elbadawy et al., 2019) in chickens and
turkeys, respectively. The findings of the present study are further
in discordance with these earlier presumptions. This is noteworthy,
especially given the lack of preceding oral bioavailability evaluations
for TMC in any animal species. It is unclear how TMC would behave
in other avian species, due to the physiological differences between
geese and other birds. Geese have a unique lipid metabolism and
high-fat storage capacity, crucial for energy before migration, which
may affect the PK of lipophilic drugs like TMC (Eichhorn et al., 2019;
Lu et al,, 2015; Ouyang et al., 2022). Additionally, their superior di-
gestion of dietary fiber compared to other avian species, along with
their aquatic diet's impact on their gut microbiome, could interact
with the host genome, potentially altering drug bioavailability (Gao
et al,, 2016; Ouyang et al., 2022).

In previous literature, TMC was generally characterized by a
moderate-to-rapid absorption after oral or SC injection (Avci &
Elmas, 2014; Dimitrova et al., 2012; EI-Komy et al., 2016, 2018). In
broiler chickens, the oral T_ . was reported to be around 3 to 4h
(Abu-Basha et al., 2007; Dimitrova et al., 2012). Although the T __
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in this study was short, with 0.5 h after extra-vascular administra-
tions (Table 3), the observed MAT exceeded the t1/2, indicating
the potential occurrence of a flip-flop phenomenon. It has been
proposed to have occurred in horses as well (Clark et al., 2008).
This was particularly evident for the SC route, where the t1/2
value (3.62h) showed a significant difference compared to the IV
route (1.86 h). Species-specific differences in SC tissue perfusion,
local blood flow, or injection site characteristics may contribute to
a delayed SC absorption phase (Yanez et al., 2011). Notably, pre-
vious literature reported that residues of TMC may persist longer
at the injection site due to the typically high concentration and
the internal inflammatory changes that ensue (Clark et al., 2008;
Van Donkersgoed et al., 2000). Furthermore, given its pKa of ap-
proximately 8, TMC exists in both ionized and non-ionized forms
(Brown & Mockett, 2007). Should the subcutaneous pH at the in-
jection site be lower, favoring the ionized state of the drug? It may
result in delayed absorption.

In the current study, the Ebody was deemed to be relatively low,
averaging 0.03. This implies a limited ability of the liver and kidneys
to eliminate the drug (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004b). It has
been previously established that TMC undergoes minimal metabo-
lism in cattle, chickens, pigs, and rabbits (Montesissa et al., 2004),
predominantly being excreted unchanged, mainly through passive
mechanisms such as renal glomerular filtration (Short, 1994). While
this pattern may also hold true for geese due to the low Ebody, addi-
tional assessments are required to confirm this aspect.

When considering plasma half-life values, it is crucial to note that
the oral t1/2 observed in this study was notably shorter than in fowls
(30h; Keles et al., 2001), chickens (25.98h, Zhang et al., 2020; 45h,
Abu-Basha et al., 2007; 21.86h, Attia et al., 2018; 32h, Dimitrova
etal., 2012), and pigs (12.93 h; Xiong et al., 2019). The SC t1/2 found
in geese was also lower than that found in sheep (12h, Naccari
et al., 2001; 34.6h, Modric et al., 1998) and cattle (29.4h; Modric
et al., 1998). The shorter t1/2 observed in geese may be attributed
to a potentially distinct biotransformation rate, a highly efficient
excretory system (passive), tissue sequestration, a minimal plasma
protein binding, stress states, unique drug transport mechanisms
(Zhang et al., 2020), etc. Yet, the lack of IV data in previous stud-
ies hinders the capacity to make assumptions about potential vari-
ations concerning Cl or V. These results emphasize the importance
of acknowledging inter-species variations in bird species and cau-
tion against extrapolating data to minor species due to significant
variability in PK parameters. Additionally, as elaborated in the ensu-
ing sections, evaluating and contrasting tissue kinetics, rather than
focusing on plasma parameters and t1/2, would provide a sounder
foundation for recommending the optimal regimen and frequency of
TMC administration.

Recognized for its high lipophilicity, TMC exhibits a high volume
of distribution and consequently an extensive accumulation in tis-
sues (Giguére, 2013). The V, of 4.87L/kg after IV administration
aligns with findings in various species, including cows, sheep, goats,
and swine (Modric et al., 1998; Ramadan, 1997; Shen et al., 2005;
Ziv et al., 1995). This broad distribution is linked to TMC's inclination

for low binding with plasma proteins (Ziv et al., 1995). A recent in-
vestigation in chickens (Zhang et al., 2023) revealed that at a plasma
concentration of 2pg/mL, only 9.51% of TMC was bound to plasma
proteins. This is consistent with a trend of minimal plasma concentra-
tions corresponding to higher tissue levels (Abu-Basha et al., 2007;
Clark et al., 2008; Giguere, 2013). Consequently, this extensive tis-
sue distribution of TMC results in a poor correlation between plasma
concentrations and clinical effects, underscoring the significance of
evaluating tissue residues during administration (Carbon, 1998; El-
Komy et al., 2018; Gourlay et al., 1989; Xiong et al., 2019; Ziv et al.,
1995). In geese, the current results align with prior findings (Attia
et al., 2018; Clark et al., 2008; Fricke et al., 2008; Keles et al., 2001;
Zhang et al., 2004, 2020), showing elevated TMC levels in the liver,
followed by the kidneys and muscles. This distribution pattern may
be due to factors such as organ blood flow and tissue affinity (Yan
etal., 2023).

Figure 2 illustrates a prolonged TMC residence in tissues, re-
maining quantifiable up to 120h. As discussed earlier, the apparent
paradox between TMC's short t1/2 and its prolonged residence in
tissues could be attributed to factors such as tissue binding, seques-
tration, and slow release. Notably, the AUC(O_N) (tissue/plasma) ratio was
substantially elevated, measuring 320.16, 144.72, and 44.20 for the
liver, kidneys, and muscles, respectively. This reaffirms a profound
tissue penetration, consistent with findings from prior studies (El-
Komy et al., 2018; Fricke et al., 2008; Keles et al., 2001). In Modric
et al. (1998), TMC displayed a lung-to-serum ratio ranging from 86
to 178 in infected and non-infected groups, respectively. Moreover,
the notable intracellular penetration of TMC, a characteristic shared
among macrolide antibiotics crucial for their effectiveness against
intracellular organisms, contributes to prolonged tissue residence
despite rapid plasma elimination (Meyer et al., 1993). Radiolabeled
TMC investigations at 4 hr in chicken heterophils, macrophages, and
monocytes unveiled intracellular/extracellular concentration ra-
tios of 138, 32, and 66, respectively (Scorneaux & Shryock, 1998).
Additionally, the plasma accumulation ratio of 1.06 lends support to
the idea that TMC did not accumulate in plasma with repeated doses
but instead exhibited a distinct and preferential distribution to spe-
cific target organs.

The computed provisional WTs established at 6, 7.5, and 8days
were suggested for the liver, muscles, and kidneys, respectively
(Figures S1-S3 in Supplementary Material). After administering
TMC in drinking water for 5days, previous studies suggested a WT
of 10days for both chickens exposed to a dosage of 75mg/L (Zhang
et al.,, 2004), and fowls exposed to 50mg/L (Keles et al., 2001).
The observed differences in WT are influenced by factors such as
species-specific differences in drug PK and variations in research
methodologies, including dosing regimens and administration
routes. Moreover, it is worth mentioning that the WTs of TMC in
geese are anticipated to vary substantially between the oral and SC,
for the same dose, owing to differences in bioavailability.

As mentioned earlier, plasma TMC levels are inadequate indica-
tors of total body TMC or effective therapeutic levels, underlining
the need to evaluate tissues' concentrations (Gourlay et al., 1989;
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Zhang et al., 2017). In Ziv et al. (1995), therapeutic levels persisted
in cow's milk for 8-9days despite a plasma t1/2 of 4.18h, follow-
ing a 10mg/kg SC administration. Existing literature consistently
highlights the relevance of AUC/MIC and C_, /MIC as key pharma-
cokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) indices for predicting the an-
timicrobial efficacy of TMC (Chen et al., 2023; Huang et al., 2019).
In a recent study by Huang et al. (2020), the estimated values for
AUC; o h)/MIC and C,_,,/MIC, necessary for a 3Log,, (CFU/mL)
reduction against Mycoplasma species from baseline, were re-
ported as 96.72h and 1.91, respectively. While the majority of PK/
PD studies traditionally emphasize plasma, serum, and other body
fluid concentrations, there is a growing recognition of the impor-
tance of considering tissue concentrations, especially in the con-
text of antimicrobials and bacterial infections (Barbour et al., 2010;
Rodriguez-Gascoén et al., 2021). The key lies in assessing free drug
concentrations at the specific site of action, enhancing the ability
to predict clinical outcomes and optimize dosing regimens (Zhang
et al.,, 2022). Considering the MIC range against Mycoplasma gallisep-
ticum (0.0156 to 0.038pug/mL, Zhang et al., 2017, 2023), tissue PK
data substantially exceeded thresholds set by these two PK/PD indi-
ces (AUC(O_%hr)/MIC >774h; C
indicates effective tissue concentrations for Mycoplasma treatment

max/ MIC>12). Preliminary assessment
when administered the current dosing regimens (PO and SC), even
with conservative assumptions of minimal lung tissue concentra-
tions (Zhang et al., 2023). Further in vivo PK/PD studies and tissue
protein bindings are crucial to understand the complex drug expo-
sure and antimicrobial activity relationship. Nonetheless, it is crucial
to acknowledge that while therapeutic efficacy might be evident
with such administration, the inherent individual variability resulting
from an already minimal bioavailability could imply that some geese
might receive inadequate dosages, introducing uncertainty and po-
tential inconsistency in therapeutic outcomes on a population level.
Therefore, caution should be exercised when recommending oral
administration of TMC in geese.

In summary, this study in geese provides a comprehensive in-
vestigation into the tissue and plasma pharmacokinetics of TMC.
Significant variations in bioavailability were observed between sub-
cutaneous (87%) and oral (4%) routes. While oral administration may
not be recommended at a population level, the SC administration
shows a favorable PK profile, despite not being the optimal admin-
istration route for flock therapy. Nonetheless, additional investiga-
tions involving SC multiple doses, pharmacodynamics, and tissue

studies are imperative for a comprehensive evaluation.
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ABSTRACT

Colistin, also known as polymyxin E, is a member of the polymyxin group of antibiotics. It is approved in Europe
to treat enteric infections caused by Gram-negative bacteria, such as Escherichia coli, in poultry, although the
similarity of infections between species make it likely used off-label in geese as well.This study investigated the
pharmacokinetics and tissue residues of colistin in geese through in vivo experiments. The study involved lon-
gitudinal open studies on 16 healthy adult male geese, divided into three phases separated by one-month
washout period. Geese were administered colistin via intravenous (IV, 1 mg/kg), single oral (PO, 30 mg/kg),
and multiple oral (SID, 2.5 mg/kg for five consecutive days) routes, with blood samples drawn at specific in-
tervals. Tissue samples were also collected at pre-assigned times for subsequent analysis. Colistin levels in geese
plasma were quantified using a fully validated UHPLC-MS/MS method.

Plasma concentrations could be quantified up to 24 h for the single PO (n= 2) and IV (n= 4) routes, and up to
10 h (n= 6) from the last dose administered for the multiple PO route (n=6). The bioavailability was significantly
low, averaging 3 %. The terminal half-life in geese was 2.18 h following IV administration, similar to values
found in other avian species. Following IV administration, clearance and volume of distribution values were
0.11 mL-h'.g™! and 0.41 mL-g™}, respectively. The body extraction ratio was low at 0.2 %, indicating minimal
hepatic and renal elimination of colistin. Multiple oral doses showed no plasma accumulation, and tissue levels
consistently remained below the maximum residue limit (MRL) set for food-producing animals. This study
highlights the minimal systemic bioavailability and tissue penetration of colistin in geese, consistent with
findings in other poultry and mammals. Future research should focus on intestinal colistin content in geese to
optimize dosing strategies and minimize anti-microbial resistance.

Introduction

bacteria such as Escherichia coli, Klebsiella spp., and Salmonella spp., as
well as non-fermentative Gram-negative bacteria like Acinetobacter

Colistin, also known as polymyxin E, is part of the polymyxin group
of antibiotics. Similar to other polypeptide antibiotics, colistin is a
complex compound made up of over 13 cyclic polypeptides, varying
primarily in the length of their fatty acyl segments (Decolin et al., 1997).
The two main components, colistin A and B (polymyxin E1 and E2), can
constitute up to 95 % of its total mass. Colistin has a narrow antimi-
crobial spectrum. It is effective against fermentative Gram-negative

* Corresponding author.

baumannii and Pseudomonas aeruginosa (Poirel et al., 2017).

In veterinary medicine, colistin has been widely used, particularly in
swine, bovine, and poultry, for prevention, treatment, and metaphylaxis
(Catry et al., 2015; Rhouma et al., 2016; Elbadawy and Aboubakr,
2017). It has also been employed as a growth promoter in many coun-
tries, including China, India, and Vietnam (Kempf et al., 2016; Guetiya
Wadoum et al., 2016). However, following the discovery of mobilized
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colistin resistance (mcr) genes (Liu et al., 2016), many countries have
restricted its use as a feed additive and growth promoter. In 2015, the
European Union limited the use of colistin in veterinary medicine to
therapy or metaphylaxis, eliminating its use for prophylactic purposes.
Its indications were specifically restricted to the treatment of gastroin-
testinal (GI) infections caused by non-invasive, susceptible Enterobac-
teriaceae in pigs, cattle, small ruminants, and poultry (EMA/CVMP,
2015; Catry et al., 2015).

Specifically, colistin is mainly employed in pig and cattle production
to control enteric infections caused by E. coli and Salmonella (e.g. post-
weaning diarrhoea in piglets) (Catry et al., 2015; Rhouma et al.,
2016). For poultry, there are no relevant indications given other than
the prohibition of its use against Salmonella infections (Lohren et al.,
2008). Indeed, while not restricted for use against Salmonella in all
countries, the World Health Organization (WHO) advocates for the
reduction of colistin use in food animals, particularly in poultry, as a
measure to prevent the spread of resistant bacteria, including Salmo-
nella. Nonetheless, several publications mention that colistin is
frequently used in poultry to treat mild colibacillosis (Kempf et al., 2016;
Catry et al., 2015; Lima Barbieri et al., 2017), and in combination with
amoxicillin for treating necrotic enteritis in broiler chickens (Elbadawy
and Aboubakr, 2017).

When used in farm animals, including poultry, colistin is typically
administered orally, through drinking water (Stefaniuk, Tyski, 2019).
While there is no specific data on the use of colistin in geese, it is
plausible that such off-label practices are occurring. This assumption is
based on the widespread incidence of colibacillosis, which affects not
only chickens but also geese, ducklings, turkeys, and pigeons (Lutful
Kabir, 2010). While the pharmacokinetics (PK) of colistin have been
studied in various animal species, research specific to geese is notably
missing. This absence of comprehensive data on antibacterial use in
geese poses a significant challenge for the industry. Understanding the
efficacy and appropriate usage of antibacterials is crucial to address
public health issues and ensure the well-being of the birds. Moreover,
the growing problem of antimicrobial resistance to colistin highlights
the need for targeted research each species to avoid suboptimal
non-effective concentrations by relying on dosage extrapolations from
other species. Therefore, the primary objective of this study was to
conduct a detailed analysis of the PK characteristics and tissue residue
patterns of colistin in healthy geese. This investigation included single
intravenous (IV) administration, and both single and repeated oral (PO)
administrations.

Materials and methods
Animals

This study used 16 healthy adult male Bilgorajska geese (Anser anser
domesticus), aged between 22 and 26 months, with weights ranging from
2.8 to 4.5 kg. These geese were sourced from a local farm (Majatek
Rutka, Puchaczow, Poland). They have not received any prior antibiotic
treatment and were individually distinguished by rings on their left legs.
Prior to the study, a thorough evaluation by the supervising veterinar-
ians (K B.; B. L-W) confirmed their healthy status. The geese underwent a
week-long acclimatization period in the new environment, which
included daily monitoring of their behavior and appetite. They were
housed in a 60 m? enclosed area with an indoor shelter measuring 10 m?
and had unrestricted access to feed and water. The animal experiment
was carried out in accordance with European law (2010/63/UE) and
approved (nr. 59/2022; 76/2023) by the Institutional Animal Care and
Use Committee of the University of Lublin (Poland).

Experimental applications

The study design involved a series of longitudinal, open studies
conducted on the previously described geese. Each phase was separated
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by a one-month washout period. The multiple PO doses used were based
on the recommended doses for poultry (FAO, 2006; Mead et al., 2021).
For IV administration, a lower dose was deliberately chosen to minimize
potential toxic effects. In contrast, a higher dose was selected for the
single PO administration to address the possibility of very low systemic
concentrations, as observed with lower doses in previous poultry studies
(FAO, 2006).

In the initial phase, geese received an IV dose of colistin at 1 mg/kg
(Colistin TZF 1000000 IU), in 5 mL of saline solution, administered
through a sterile 20-gauge 3.75 cm needle in the left-wing vein. In the
second phase, a single oral administration of 30 mg/kg b.w. colistin
solution (Colimed, Biofactor, Poland, 1200,000 IU/g) was administered
via crop gavage, with the cannula being flushed promptly afterwards
with 5 mL of water to ensure proper delivery. The third phase (multiple
PO) involved administering a colistin solution (Colimed, Biofactor,
Poland, 1200,000 IU/g) to geese via crop gavage at a dose of 2.5 mg/kg
once a day for 5 consecutive days at 08:00 am.

Blood samples, approximately 1 mL each, were drawn from the right-
wing vein at specific time intervals during all phases: 0, 5 (for IV
administration only), 15, 30, 45 min, and 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, and 24 h.
For the multiple PO, blood samples were taken every 24 h, just before
the administration of the daily dose. On the fifth day, blood sampling
followed the same pattern as the single PO, with an additional sample
taken at 36 h. The blood was collected in heparinized tubes and then
centrifuged at 1500 x g. Subsequently, the plasma was carefully har-
vested and stored at a temperature of —20° C. The analysis of the stored
plasma was conducted within 40 days from the time of collection, after
each phase. Regarding tissue sampling, sets of four geese were eutha-
nized, via stunning and bleeding, at specific time points: 6, 10, 24 and
36 h after the last oral dose of the multiple administration. Samples of
approximately 20 g of tissue were collected from muscle, liver, heart,
lungs, and kidney, in each animal and stored at —20° C for subsequent
analysis.

Colistin quantification in plasma and tissues

The method determination for colistin in plasma was developed and
validated by the authors. To extract colistin from plasma samples, 200 pl
of plasma was aliquoted into polypropylene Eppendorf tubes. Then,
50 pl of the internal standard (IS) working solution (Polymyxin B; 2 pg/
mL) was added and briefly vortex-mixed. Extraction was carried out
using 800 ul of acetonitrile (ACN) containing 0.1 % formic acid
(HCOOH) and 0.2 % trifluoroacetic acid (TFA). The samples were vor-
texed, stirred for 10 min, and then centrifuged at 15,000 x g for 10 min.
Subsequently, 1 mL of the supernatant was transferred to a clean
Eppendorf tube and evaporated to dryness using a nitrogen stream at 40°
C. The dry residue was reconstituted in 0.2 mL of a solution containing
1 % HCOOH in water and 1 % HCOOH in ACN (95/5; v/v). This
reconstituted mixture was then transferred to Eppendorf tubes with
filters and centrifuged at 15,000 x g for 5 min. Finally, the supernatant
was transferred to an HPLC vial with a glass insert and analyzed using
UHPLC-MS/MS.

For tissue samples, the determination method was based on previous
studies (Boison et al., 2015; Kumar et al., 2021). All tissues were ho-
mogenized using a mechanical mixer designed for laboratory use before
extraction. 1 g of each tissue was weighed and placed into a poly-
propylene centrifuge tube. Then, 100 pl of the IS working solution
(2 pg/mL) was added and briefly vortexed. Extraction was carried out
using 7 mL of ACN containing 0.1 % HCOOH and 0.2 % TFA. The
samples were stirred for 10 min and then centrifuged at 4500 x g for
10 minutes. Following centrifugation, 6 mL of the supernatant was
transferred to a glass tube and evaporated to dryness using a nitrogen
stream at 40° C. The dry residue was reconstituted in 0.5 mL of a solu-
tion containing 1 % HCOOH in water and 1 % HCOOH in ACN (95/5;
v/v). The reconstituted solution was filtered through a 0.22 ym PVDF
filter, transferred to an HPLC vial with a glass insert, and analyzed using
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UHPLC-MS/MS.
UHPLC-MS/MS conditions

The analysis utilized ultra-high performance liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS). LC separa-
tion was conducted on a Shimadzu Nexera X2 UHPLC system (Shimadzu,
Japan), employing a Luna Omega Polar C18 column (100x2.1 mm x 1.6
pm) coupled with a Security Guard ULTRA holder and cartridge for
UHPLC C;g columns (Phenomenex, USA). The mobile phase consisted of
1 % formic acid in water (solvent A) and 1 % formic acid in acetonitrile
(solvent B). The gradient elution program was set as follows: starting
with 5 % solvent B at 0.00 min, increasing to 30 % solvent B from 0.01 to
3.0 min, further increasing to 95 % solvent B from 3.01 to 4.50 min, and
then decreasing back to 5 % solvent B from 4.51 to 6.0 min. The column
oven temperature was maintained at 45° C, with a flow rate of 0.4 mL/
min and an injection volume of 10 pl.

The mass spectrometry analysis was conducted using a SCIEX 5500
triple quadrupole mass spectrometer (Sciex, USA), controlled by Analyst
1.6.3 software (SCIEX, Framingham, MA, USA). The mass spectrometer
operated in electrospray ionization (ESI+) mode with MS data acquisi-
tion performed in multiple reaction monitoring (MRM). The analysis
monitored specific precursor ions for colistin at m/z 386 and corre-
sponding product ions at m/z 380 and m/z 374, and for polymyxin B at
m/z 402 with a product ion at m/z 396. Key mass spectrometer pa-
rameters included curtain gas at 20 psi, nebulizer gas at 50 psi, auxiliary
gas at 60 psi, ion spray voltage at 5500 V, and a temperature of 400° C.

For colistin, the MS/MS parameters included declustering potential
(DP) of 70 V, cell exit potential (CXP) of 15 V, entrance potential (EP) of
10 V, and collision energies (CE) of 16 V and 18 V for ion 1 and ion 2,
respectively. For polymyxin B, the parameters were DP = 75 V, CE =
16 V,CXP =16 V, and EP =5 V.

Validation of the analytical method for plasma and tissues

The UHPLC-MS/MS method was validated for plasma and each tissue
type in terms of several parameters including linearity, precision
(repeatability and within-laboratory reproducibility), recovery, limit of
detection (LOD), and limit of quantification (LOQ).

Linearity was evaluated using blank plasma or tissue samples to
prepare two calibration curves spanning concentrations from 5 to
10,000 ng/mL for plasma and 5-200 ng/g for tissues. Repeatability was
assessed by analyzing samples (n = 6) spiked at three levels (50, 5000,
and 10000 ng/mL for plasma; 5, 50, and 200 ng/g for tissues) on the
same day using the same instrument and operator.

Within-laboratory reproducibility was determined by analyzing two
additional sets of fortified samples, similar to those used for repeat-
ability, over three different days with different operators. Precision was
expressed as the coefficient of variation (CV, %) calculated from these
measurements.

Concentrations were calculated relative to internal standards using
matrix-matched calibration curves. Recovery (%) was evaluated by
comparing the mean measured concentration to the spiked concentra-
tion of the samples in the same experiment. The LOD was defined as the
drug concentration producing a signal-to-noise ratio of 3, and the LOQ
was determined as the lowest concentration point on the matrix cali-
bration curve, following the guidance document on the estimation of
LOQ and LOD for measurements in the field of contaminants in feed and
food (Wenzl et al., 2016).

Pharmacokinetic and statistical analysis

PK analyses were performed using PKanalix™ software (R1, 2023)
employing a non-compartmental approach. Concentration-time curves
were utilized to directly determine the maximum plasma concentration
(Cmax) and the corresponding time (Tpax). The elimination half-life (t1/
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2) was calculated by analyzing the concentration-time curve using least
squares regression. The area under the curve (AUC) was computed using
the linear log trapezoidal rule for the IV administration and the linear-up
log-down rule for the PO administration. With the exception of Tpax,
which is presented as a categorical variable with its median value and
range, and the terminal half-life expressed as the harmonic mean, the PK
parameters of colistin have been displayed as geometric means along
with their respective ranges (Julious and Debarnot, 2000).

The accumulation index was calculated as the ratio of AUC(9.0) D
after the final dose in the multiple dose regimen to AUC(o.o) p after the
single dose (Toutain and Bosquet-Mélou, 2004a). A value approaching 1
suggests minimal accumulation occurred.

The PO bioavailability (F) was calculated using the following equa-
tion:

AUC(PO )
AUC(IV)

x Dose(IV)
x Dose(PO)

F% =100

The mean absorption time (MAT) was calculated using the following
equation:

MAT @po)= MRT(po)-MRT1v)

The body extraction ratio (Epody) for colistin after IV administration
was calculated using Cl/CO (Toutain and Bousquet-Mélou, 2004a),
where CO (mL/kg/min) is the cardiac output calculated according to the
allometric equation in birds: 290.7 x body weight (in kg)*®° (Waxman
et al., 2019).

Statistical analysis of PK variables among the treatment groups was
conducted using repeated-measures ANOVA, followed by Bonferroni’s
multiple comparison test as a post-hoc analysis to assess significant
variations. Normality was assessed for each parameter using the Shapiro
test. The data were non-normally distributed, and min-max values were
used to represent values instead of the standard deviation. A p-value <
0.05 was considered statistically significant. GraphPad InStat was used
for the analyses (GraphPad Software 5.3 v).

Residue analysis

Due to the limited number of time points available on the elimination
curve, it was not feasible to use a naive pooled-data approach with a
non-compartmental analysis to calculate the PK parameters for colistin
in the selected tissues. In addition, determining withdrawal times using
EMA'’s software was impractical under the study conditions. Therefore,
the present study focused on comparing tissue concentrations exclu-
sively against the maximal residual limits (MRL) set by European com-
mission for food-producing animals: 150 ng/g for muscle and liver, and
200 ng/g for kidneys (Commission Regulation EU No 37/2010, 2009).

Results
Analytical method validation

The UHPLC-MS/MS method was validated for plasma and each tissue
type in terms of linearity, precision and recovery. Table 1 displays the
validation outcomes of the analytical method, detailing the parameters
evaluated in plasma and all analyzed tissues. The method exhibited
satisfactory recovery rates and demonstrated good linearity across all
matrices studied, along with low LOD and LOQ values.

Animals

Following IV and single PO administrations, throughout the entire
study period, the geese did not exhibit any noticeable immediate or
delayed (up to 7 days) adverse effects, either locally or systemically.
Furthermore, during tissue collection, no post-mortem macroscopic le-
sions or pathological changes were found.
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Table 1
Results of the UHPLC-MS/MS method validation for colistin quantification in plasma and tissues in geese.
Parameter Unit Matrix
Plasma Muscle Kidney Liver Lung Heart
Equation y = 1.049x — y=0.0942x + y= 0.995x + y=1.039x — y=1.049x — y= 1.156x —
74.24 3.106 0.2723 1.243 1.590 2.434
R? 0.992 0.994 0.995 0.993 0.992 0.993
Repeatability, CV % 8.5 9.4 6.9 6.7 9.0 6.8
Within-lab reproducibility, % 8.3 7.4 6.2 6.3 6.9 6.3
cv
Recovery % 93.9 105 96.1 101 96.9 94.8
LOD ng/mL; ng/ 2 2 2 2 2 2
8
LOQ ng/mL; ng/ 5 5 5 5 5 5
g
Pharmacokinetics heart). Colistin was detected in all tissues at each sampled time point.

Plasma concentrations could be quantified up to 24 h for the single
PO (n= 2) and IV (n= 4) routes, and up to 10 h (n= 6) from the last dose
administered for the multiple PO route. Fig. 1 depicts the semi-
logarithmic plot of the mean (+ SD) plasma colistin concentrations
over time following IV, single and multiple PO administrations. Table 2
displays the mean PK parameters based on non-compartmental analysis.
AUCGs values for each individual were less than 20 % of AUCg.«), and
the coefficient of determination (R%) for the terminal phase regression
line exceeded 95 %. Samples below the LOQ were excluded from the PK
analysis.

A relatively short terminal half-life, slow clearance and low volume
of distribution, were observed following IV administration. The body
extraction rate was low at 0.2 %. The absolute bioavailability was very
low after oral administration, and ranged between 0.5 % and 12 %. In
the multiple PO administrations, there was no observed accumulation
(< 1) of colistin in plasma by the fifth day of administration. Initially,
plasma concentrations were undetectable in most geese during the first
four 24-h samples. However, by the fifth day, plasma concentrations
were detectable in 12 geese, with a mean concentration of 12 ng/mL.

Tissue residues
Fig. 2 shows the histogram of the mean (+ SD) tissue concentrations

of colistin over time, following the fifth day of multiple PO adminis-
trations, in regard to the MRL set in poultry tissues (excluding lungs and

10000

1000

Plasma Concentration (ng/mL)

(n=6)

For the liver, muscles, and kidneys, colistin did not exceed the MRL at
any of the time points set for the corresponding tissues in poultry.

Discussion

Understanding the disposition kinetics of a drug is essential for
developing an effective dosage regimen. In antimicrobial chemotherapy,
it is equally important to consider the susceptibility of the infecting
microorganisms to determine the effective and non-toxic drug concen-
trations in both plasma and tissues. Additionally, assessing tissue resi-
dues is crucial for safety considerations and ensuring consumer well-
being. To the authors’ knowledge, this study represents the first PK
investigation of colistin in geese. At the employed doses in the present
study, and with a single PO dose up to 30 mg/kg, none of the animals
showed any visible systemic or local effects.

The bioavailability of colistin in geese was found to be very low,
averaging between 1.5% and 5%, and consistent with the 4 %
bioavailability observed in broiler chickens (Soliman et al., 2016).
Similarly, in mammals such as pigs, calves, dairy cows, and humans,
colistin absorption from the gastrointestinal tract is minimal or absent
(Guyonnet et al., 2010; Grégoire et al., 2017; Kumar et al., 2020). In
pigs, colistin was found to be rapidly degraded in simulated gastric fluid
due to pepsin-mediated cleavage of peptide bonds in the tail tripeptide
moiety, retaining antimicrobial activity in the GI tract however
(Grégoire et al., 2017).

Despite the low bioavailability in poultry, colistin is purposefully

—&— PO Multiple
--l--V

—@— PO Single

(n=2)

12 18 24

Time (hr)

Fig. 1. Semi logarithmic mean plasma concentration-time curves of colistin following intravenous (1 mg/kg), single (30 mg/kg) and multiple (SID, 2.5 mg/kg) oral

administrations in geese (n = 16).
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Pharmacokinetic parameters of colistin in geese (n = 16) after intravenous (1 mg/kg), single (30 mg/kg) and multiple (SID, 2.5 mg/kg for 5 days) oral administrations.

Table 2
v

Parameter Unit Geo mean max min
AUC(0-00) D h-ng-mL-! 8774.05 11414.91 6496.81
Az ht 0.30 0.49 0,15
t1/2° h 2.18 4.70 1.49
cal mL-h.g? 0.11 0.12 0.09
vd mL-g™! 0.41 0.84 0.20
MRT (0_0) h 2.66 4.89 1.72
Crmax D ng'mL-l - - _
Thax h _ _ _
F % _ _ _
MAT h

Single PO Multi PO

Geo mean max min Geo mean max min
274.70° 839.23 132.4 132.94% 380.50 65.915
0.26 0.35 0.20 0.26 0.54 0.12
2.59 3.49 1.96 2.88 5.40 1.47
4.18 6.49 3.26 4.56 2.73 8.14
84.63 188.33 39.00 30.73° 209.5 6.65
0.50 3.00 0.50 0,50 3.00 0.25
5.00 12.00 1.00 1.50 5.00 0.50
1.52 4.80 1.10 1.88 6.19 0.51

Note: AUC(g_) D, area under the curve from 0 h to infinity normalized to 1 mg/kg of the administered dose; Az, terminal phase rate constant; t1/2, terminal half-life;
Cl, plasma clearance; Vd, volume of distribution; MRT ¢_), mean residence time from 0 h to infinity; Cnax p, peak plasma concentration normalized to 1 mg/Kkg; Tmax,

time of peak concentration; F, bioavailability; MAT, mean absorption time.

4, statistically different from IV; b, statistically different from single PO; § median value; , harmonic mean.

80

*

70
60

50 .

o]

Tissues Concentrations (ng/g)

6

* *

* *
30

i \
20 ¥ ‘{ %
. T T i T

0
10 24 34

M Muscles H Liver Kidneys

Heart W Lungs

*

*

|

Time (hr)

Fig. 2. Histogram of mean (+ SD) tissue concentrations of colistin over time following the fifth day of multiple oral administrations (2.5 mg/kg) in geese (n = 16; 4
per time point). * Indicates all the concentrations are below the MRL set for the corresponding tissues in food-producing animals.

administered to treat enteric infections, as it achieves high concentra-
tions at the site of infection in the GI tract with minimal risk of anti-
microbial residues in the meat, permitting a short or even no withdrawal
period (Mead et al., 2021). This rationale might apply to geese as well,
where colistin’s primary use is for local treatment of GI infections
without the need for systemic absorption. Although there are anecdotal
reports of colistin being used for systemic indications as well, it is
generally not recommended for treating systemic infections in poultry
(Lin et al., 2005; Apostolakos and Piccirillo, 2018). The blood and tissue
levels attained may be inadequate to address common infections
(Apostolakos and Piccirillo, 2018; Kumar et al., 2020). Additionally, as
seen in Table 2, the bioavailability and systemic exposure AUC(p_c) Of
colistin varied widely and may be minimal in some geese, compromising
treatment effectiveness on a population/flock level. Such variability
should be anticipated with oral administration, and its impact on
treatment outcomes is especially significant when the F% is low
(Toutain and Bousquet-Mélou, 2004b).Other drugs, such as sulfon-
amides, tetracyclines, and penicillins, are certainly more appropriate
choices (Lohren et al., 2008).

The ClI of colistin following IV administration was relatively slow at
0.11 mL-h'.g!, and comparable to that found in poultry
(0.13 mL-ht-g"%; Lashev and Haritova, 2003). Such comparable clear-
ance rates suggest that the metabolic and excretory mechanisms
involved in colistin elimination are likely similar across these avian

species (Fadel et al., 2023; Bourdo et al., 2024). The extraction ratio in
geese, reported at a low 0.2 %, indicates minimal ability of clearing
organs to eliminate colistin. Despite this, the combination of a short
half-life and low plasma and tissue levels ensures effective drug elimi-
nation, supporting the safety of colistin use in geese without concern for
drug accumulation, as explained later on.

The V4 in geese was low to moderate at 0.41 mL-g"!, matching that
found in broiler chickens (0.41 mL~g‘1; Lashev and Haritova, 2003). In
cattle, values were slightly higher at 1.3 mL-g" (FAO, 2006), yet still
indicating an extracellular distribution of the drug. Plasma protein
binding was not evaluated in this study, but in other species, it varies
widely: 40 % in cattle (FAO, 2006), 55 % in rats and dogs (Li et al.,
2003a,b), 70 % in sheep (FAO, 2006), and 91 % in mice (Cheah et al.,
2015). Notably, colistin is thought to predominantly bind to
alpha-1-acid glycoprotein, levels of which can markedly rise during
bacterial infections, potentially altering colistin kinetics in diseased
states (Grégoire et al., 2017).

Regarding the terminal half-life, values found in geese (2.5 h) were
consistent with those in broiler chickens (2.19 h; Lashev and Haritova,
2003) and ducks (2.33 h; Zeng et al., 2010). This suggests similar PK
behaviors among these avian species, despite their physiological dif-
ferences. This similarity may be associated to comparable metabolic
rates, Vg, body size and composition, plasma protein binding, and
clearance efficiencies (Fadel et al., 2023).
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Regarding tissue residues, in the liver, muscles, and kidneys, colistin
did not exceed the MRL set for food-producing animals, at any of the
time points. This is a positive indicator, suggesting that the recom-
mended treatment protocol for local enteric infections in geese is un-
likely to compromise withdrawal times or pose public health risks. This
was in consistence with data found in other species (Archimbault et al.,
1980; Roudaut, 1989; Zeng et al., 2010). Colistin was undetectable in
both serum and milk, following oral administration in cows
(Archimbault et al., 1980). In ducks 20 mg per kg of feed of colistin for
10 consecutive days, colistin was undetectable in plasma and tissues,
except in the intestines (Zeng et al., 2010). In laying hens, given the
same oral dosage regimen as in the present study, no detectable residues
of colistin were found in eggs (Roudaut, 1989). While this trend may
extend to laying geese, further studies specifically examining colistin
residues in geese eggs are necessary to validate this assumption. It is
important to note that caution should be exercised when comparing the
present results with older studies, as modern analytical methods offer
significantly improved sensitivity, allowing for quantification at lower
limits. Nonetheless, the overall findings highlight colistin’s minimal
systemic exposure and tissue penetration when administered orally,
thereby reducing the risk of residues in consumable products. This
characteristic might make colistin a practical choice for farmers,
enabling effective treatment of GI infections without requiring pro-
longed withdrawal periods. However, it should only be used after
sensitivity testing, as resistance may require alternative treatments
despite its favorable PK profile.

Regarding the consumption of heart and lung tissues in some coun-
tries (Seong et al., 2015), the low residue levels found suggest minimal
risk. Similar residue profiles to the commonly consumed tissues (see
Fig. 2) may support using existing MRLs for liver, kidney, and muscle as
preliminary limits for heart and lungs. In addition, daily intake and di-
etary exposure data indicate very low consumption of these organs,
further minimizing exposure risks and supporting the safety of these
preliminary MRLs.

Due to technical constraints, the intestinal content of colistin was not
assessed in the present study, representing a limitation. Indeed, assess-
ing the intestinal concentrations alongside the PK of colistin is pivotal
for optimizing its therapeutic use and mitigating the risk of antimicro-
bial resistance. In poultry, the half-life of disappearance of colistin from
the luminal intestinal content was 2.5 h after cessation of dosing via
drinking water (75,000 IU/kg/day; Mead et al., 2021). Other studies in
chickens reported transit times ranging from 3.82 to 5.65 h (Rougiere
and Carré, 2010; Ravindran, 2013). A further investigation of these
parameters in geese is particularly important due to potential differ-
ences in intestinal transit times compared to chickens. Variations in GI
physiology among avian species could influence colistin’s elimination,
and consequently affecting its therapeutic outcomes. In fact, considering
colistin’s primary activity in the intestines, it may be a practical and
effective to base the frequency of administration and dosing regimen on
its intestinal transit time and local antimicrobial activity, rather than
solely on its plasma parameters (Davis et al., 1986). While the similar Cl,
V4, and t1/2 between geese and chickens suggest that the same dosing
regimen could be applicable, optimizing it should ideally focus on
evaluating intestinal content and transit time.

The present study confirms that a substantial amount of colistin is
retained in the GI tract of geese, given the minimal F %. Furthermore,
while oral gavage was employed in this study, on-farm administration
typically involves colistin via drinking water, which should result in
even lower systemic exposure (Mead et al., 2021). Future steps should
involve assessing intestinal colistin content following multiple admin-
istrations via drinking water to further refine therapeutic strategies in
geese.

In conclusion, this study demonstrates that colistin has a short half-
life and low systemic bioavailability in geese, with minimal tissue
penetration and drug concentrations remaining below MRLs for food-
producing animals. These findings support the use of colistin for local
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GI treatment in geese, emphasizing its safety and practicality for
farmers. Future research should focus on intestinal colistin content to
optimize dosing regimens and minimize antimicrobial resistance. It is
also important to consider colistin’s position in the antibiotic arma-
mentarium as a last-resort treatment. The careful use of colistin is crucial
to preserve its effectiveness in combating multidrug-resistant bacterial
infections.
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ABSTRACT

1. Lincomycin, a lincosamide antibiotic, is commonly used for treating necrotic enteritis and chronic
respiratory disease caused by avian mycoplasmas. Given its similar use in other birds, it has the potential
to be applied off-label in geese.

2. This study examined the pharmacokinetics and tissue residues of Lincomycin in 16 healthy adult male
geese. The study consisted of four phases, each separated by a one-month ‘washout’ period. Geese
received Lincomycin via intravenous (IV, 1 mg/kg), single intramuscular (IM, 15 mg/kg), single oral (PO,
50 mg/kg) and multiple oral (SID, 5 mg/kg for 7 d consecutively) routes. Blood and tissue samples were
collected at specific intervals for analysis using a validated UHPLC-MS/MS method.

3. Following IV administration, the mean values t1/2, Vy4, and Cl were at 4.19 h, 2727.16 ml/kg, and
451.26 ml/h/kg, respectively. For both extravascular routes, Lincomycin displayed a high bioavailability
(109% IM; 95% single PO) and rapid absorption (MAT 0.42 h IM; 2 h single PO) in geese. Multiple oral
doses showed no plasma accumulation, but tissue data revealed quantifiable concentrations at 72 h.
The calculated preliminary WT were determined as 1 d for the muscles, and 4 d for the kidneys and liver.
4. Despite the promising PK profile, the administered doses were inadequate to sustain drug concen-
trations above the MICgy, for certain target pathogens, indicating the need for further optimisation of
treatment regimens, including combinations with spectinomycin, as practiced in other animal species.

KEYWORDS
Antimicrobials; Lincomycin;
pharmacokinetics; tissue
residues; withdrawal period

Introduction Staphylococcus and Streptococcus spp. (Giguere 2013;
Riviere and Papich 2009). In poultry, Lincomycin is uti-
lised either alone or in combination with other medica-

tions for the oral treatment of necrotic enteritis and

Lincomycin, derived from Streptomyces lincolnensis, is
a member of the lincosamide antibiotic class. It combats
bacterial infections by binding to the 50S ribosomal subunit,

thereby inhibiting the peptidyl transferase reaction and redu-
cing protein synthesis (Mateusen et al. 2002; Spizek and
Rezanka 2017). Lincomycin is primarily effective against
Gram-positive bacteria, obligate anaerobes and mycoplas-
mas. Its ability to penetrate tissues with poor vascularity
and maintain efficacy in the presence of pus has been
demonstrated (Plenderleith 1988). Clinically, Lincomycin is
indicated for a variety of infections, including acute and
chronic respiratory tract infections, sinusitis, infections of
the skin, soft tissues, bones and joints, as well as septicaemia
and endocarditis (Gouri et al. 2014).

Lincomycin is indicated in various animal species. In
sheep, goats and calves, it has been employed to treat
respiratory tract infections (Riviere and Papich 2009). In
cattle, it has been suggested for use in combination with
other antibiotics for susceptible infections that may
involve aerobes resistant to more commonly used medi-
cations or anaerobes, including Bacteroides fragilis (USPC
2008). In cats and dogs, Lincomycin is recommended as
an alternative to other antibiotics (Collignon et al. 2008)
for treating Gram-positive aerobic and anaerobic infec-
tions, particularly against penicillin-resistant strains of

chronic respiratory disease associated with avian myco-
plasmas (Shamakh et al. 2022). It is particularly effective
against airsacculitis caused by Mycoplasma synoviae or
M. gallisepticum, when susceptible to the Lincomycin -
spectinomycin combination, and can be employed as
a growth promoter (Shamakh et al. 2022). Due to the
occurrence of similar infections in turkeys and waterfowl,
Lincomycin is also used off-label in these species, often in
combination with spectinomycin (Guo et al. 2021). Some
brands specifically market it for use in waterfowl (https://
poultrydvm.com/drugs/Lincomycin).

The pharmacokinetic (PK) profile of Lincomycin has
been extensively studied in various animal species, including
pigs, chickens, goats, cats, buffalo calves, sheep and dogs
(Shamakh et al. 2022). The primary aim of the current
study is to determine the PK profile of Lincomycin in
geese, specifically following intramuscular (IM), intravenous
(IV) and single and repeated administrations oral (PO)
administrations. Additionally, a second aim of the study is
to assess tissue residues of Lincomycin following multiple
oral administrations and to determine a preliminary with-
drawal time (WT) for the various tissues.
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Materials and methods
Ethical statement

The animal experiment was carried out in accordance with
European law (2010/63/UE) and approved (nr. 18/2023) by
the Institutional Animal Care and Use Committee of the
University of Lublin (Poland).

Chemicals and reagents

Acetonitrile and methanol were obtained in LC-MS grade (J.
T. Baker, Deventer, the Netherlands), and formic acid was
obtained from Sigma - Aldrich, (St. Louis, MO, USA).
Syringe hydrophilic polyvinylidene fluoride (PVDF) mem-
brane filters 0.22 um were from Restek (Bellefonte, PA,
USA). Milli-Q water was prepared using a Milli-Q Gradient
Water System (Millipore, Molsheim, France). The analytical
reference standard of Lincomycin was purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and Lincomycin-d,
was obtained from TRC Standards (20 Martin Ross Ave,
North York, Canada). Stock solutions of Lincomycin and
Lincomycin -d, the latter being used as the internal standard
(IS), were prepared at a concentration of 1000 ug/ml and
100 pug/ml in methanol, respectively, and were stored at
-18°C. The working stock solutions of Lincomycin (2 and
10 pg/ml) and the IS (10 pg/ml) were prepared by dilution in
ultra-pure water and stored at 4°C for 11 months.

Animals

The trial used 16 healthy adult male Bilgorajska geese, aged
two years, with weights ranging from 2.65 to 4.2 kg, which
were sourced from a local farm (Majatek Rutka, Puchaczéw,
Poland). They did not receive any prior antibiotic treatment
and were individually distinguished by rings on their left
legs. A thorough evaluation by the supervising veterinarians
who confirmed their health status through physical exami-
nation, serum chemistry and haematological analyses. The
geese underwent a week-long acclimatisation period in their
environment, which included daily monitoring of their beha-
viour and appetite. They were housed in a 60 m* enclosed
area with an indoor shelter measuring 8 m* and had unrest-
ricted access to feed and water. The study design involved
a series of longitudinal, open studies. Each phase was sepa-
rated by a one-month washout period.

In the initial phase, geese received an IV dose of
Lincomycin at 15 mg/kg (Lincocin®, solution for injection
and infusion; 300 mg/ml, Pfizer), administered through
a sterile 20 gauge 3.75cm needle in the left-wing vein. In
the second phase, a single intramuscular administration, of
the same dose (Lincocin®, solution for injection and infusion;
300 mg/ml, Pfizer) was administrated into the right breast
muscle. In the third phase, per os single administration, 50
mg/kg of Lincomycin solution (Lincofort 400°, 400 mg/g,
powder for oral solution for pigs and chickens) was adminis-
tered via crop gavage, with the cannula being flushed
promptly afterwards with 3 ml of water, to ensure delivery.
The last phase involved a multiple oral administration of
Lincomycin solution (Lincofort 400°, 400 mg/g, powder for
oral solution for pigs and chickens) via crop gavage. Geese
received multiple SID administrations of Lincomycin solu-
tion (5 mg/kg d) for 7 d consecutively at 0800.

Blood samples, approximately 1 ml each, were drawn
from the right-wing vein at specific time intervals during
all phases: 0, 0.085 (for IV administration only), 0.25, 0.5,
0.75,1,1.5,2, 4, 6, 8, 10, 24 and 48 h (except for multiple PO
for 72 h). For the multiple PO administrations, blood sam-
pling occurred on d 7 following the same aforementioned
pattern. The blood was collected in heparinised tubes and
then centrifuged at 1500 x g. Subsequently, the plasma was
harvested and stored at —20°C. All samples were analysed
simultaneously within 10 d of the collection of the last phase.
Following the last multiple PO dose, four geese were eutha-
nised at specific time points; 10, 24, 48 and 72 h. Tissue
samples, including approximately 20 g of muscle, liver, kid-
ney, lungs and heart, were collected and stored at —20°C for
subsequent analysis.

Lincomycin quantification in plasma and tissues

Plasma (200 ul) was directly transferred into a micro-
centrifuge tube. Then, 10 ul of IS (10 pg/ml) was added and
the mixture was stored at room temperature for 5 min. Next,
1 ml of an extraction mixture (acetonitrile: 0.1% formic acid,
1:1, v/v) was added, followed by 100 pl of ultra-pure water.
The mixture was vortexed for 1 min and centrifuged at
9500 x g for 5min at 4°C. Then, 200 pl of the supernatant
was transferred into chromatographic vials with a glass
insert. For tissue samples, half a gram of tissue was weighed
into a 15 ml centrifuge tube. Then, 10 pl of IS (10 pg/ml) was
added, vortexed and stored at room temperature for 5 min.
Afterwards, 7 ml of an extraction mixture (acetonitrile: 0.1%
formic acid, 65:35, v/v) was added, followed by 50 ul of ultra-
pure water. The mixture was vortexed for 1 min and mixed
on a rotary stirrer for 5min at room temperature.
Subsequently, the sample was centrifuged at 3060 x g for
5 min at 4°C. Five hundred pl of the supernatant was filtered
using 0.22 um PVDF membrane syringe filters, and 200 ul of
the filtrate was transferred into chromatographic vials with
a glass insert.

UHPLC-MS/MS conditions

The UHPLC-MS/MS analysis was performed using a Sciex
ultra-high-performance liquid chromatography (UHPLC)
ExionLC AC PUMP 2.11 system connected to the QTRAP®
5500 mass spectrometer (Sciex, Framingham, MA, USA).
Separation was achieved using a Poroshell 120 EC-C18 col-
umn (1.9 pm, 50 x 2.1 mm, Agilent, Santa Clara, CA, USA)
integrated with a guard column of the same type. The col-
umn was placed in an oven at 35°C with an operating flow
rate of 0.5 ml/min. The mobile phase consisted of 0.1% for-
mic acid (A) and acetonitrile (B). The gradient started with
99% mobile phase A and 1% mobile phase B, held for 30 s,
then decreased to 90% (A) within 2.30 min, and further
decreased to 10% (A) within the next min. It then increased
to 98% (A) and was held for 1.30 min. The entire separation
was completed within 5.30 min with an injection volume of
2 ul. Detection was conducted in positive electrospray ioni-
sation (ESI+) mode with the following variables: IonSpray
voltage: 5500 V, source temperature: 450°C, curtain gas: 30
psi, ion source gas 1:45 psi, ion source gas 2:40 psi.
Fragmentation of the analytes was performed under multiple
reaction monitoring (MRM) mode. Two transitions were
monitored for Lincomycin: m/z 407.0 > 359.4 and 407.0 >



126.3, and one for Lincomycin-d3 (IS): m/z 409.8 > 129. The
Lincomycin parameters were as follows: declustering poten-
tial (DP): 60 V; collision energy (CE): 32 and 24 V. For
Lincomycin-d3, DP was 70 V and CE was 35 V. Instrument
control and data processing were managed using Analyst
Software version 1.7.2.

Validation of the analytical method for plasma and
tissues

The developed method was validated according to the
Commission Implementing Regulation (EU) 2021/808 of
22 March 2021 document (EU 2021/808) regarding the
terms of linearity, precision (repeatability and within-
laboratory reproducibility), selectivity, recovery and matrix
effect (ME). The lower limit of quantification (LLOQ) and
limit of detection (LOD) were measured based on the
Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ
for Measurements in the Field of Contaminants in Feed and
Food EUR 28 099 EN (Wenzl et al. 2016). Linearity was
evaluated by performing two different matrix-matched cali-
bration curves prepared by spiking Lincomycin-free plasma
samples, using seven concentrations for each curve: (1, 50,
100, 250, 500, 750 and 1000 pg/l) and (1000, 2500, 5000, 10
000, 20000, 30000, 40000 and 50 000 pg/l). In the case of
tissues, the authors prepared one matrix-matched calibration
curve by spiking Lincomycin-free (kidney, muscles, heart,
lungs and liver) samples, using 10 concentrations (5, 10, 50,
100, 250, 500, 1000, 5000, 7500 and 10000 pg/kg).
Repeatability was evaluated by fortifying six blank plasma
and tissue samples at three concentrations (MRL-maximum
residue limits or VL-validation level): 0.1 MLP/VL, 1 MLP/
VL and 1.5 MLP/VL depending on matrices, by the same
operator, on the same day, with the same instrument. The
within-laboratory reproducibility was established by analys-
ing two additional series of blank plasma end tissue samples
at the same concentrations for repeatability, which was ana-
lysed by different operators with the same instrument on two
different days and the coefficients of variation (CVs; %) were
calculated. Recovery was evaluated in the same experiment as
repeatability by dividing the mean measured concentration
by a particular fortification level. Selectivity was established
by analysing six different blank plasma and tissue samples to
test for potential interference with endogenous substances.
The matrix effect (ME, %) was investigated by comparing six
spiked samples with standards in solvent (water) at the
corresponding concentration of 100 pg/l; 100, 500 and
1500 pg/kg, of each of the matrices. It was considered that,
for values of ME (%) =100+ 15%, this effect was not
observed. The LLOQ of the method was set as the lowest
point of the calibration curve for which the coefficient of
variation (CV) was acceptable. The LOD was calculated as
the signal-to-noise ratio (S/N) =3 (Wenzl et al. 2016).

Pharmacokinetic and statistical analysis

The PK analyses were performed using PKanalix™ software
(R1, 2023) employing a non-compartmental approach.
Concentration-time curves were utilised to directly deter-
mine the maximum plasma concentration (C,,,) and the
corresponding time (T ,.). The elimination half-life (t1/2)
was calculated by analysing the concentration-time curve
using least-squares regression. The area under the curve
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(AUC) was computed using the linear log trapezoidal rule
for the IV administration and the linear-up log-down rule
for the extravascular administrations. The accumulation
index was calculated as the ratio of AUC(y..) p after the
final dose in the multiple dose regimen to AUCq._..) p after
the single dose (Toutain and Bousquet-Mélou 2004a).
A value approaching 1 suggests minimal accumulation
occurred. The PO bioavailability (F) was calculated using
the following equation:

AUC(PO) x Dose(IV)
AUC(IV) x Dose(PO)

F% = 100 x

The mean absorption time (MAT) was calculated using the
following equation:

The body extraction ratio (Eoqy) for Lincomycin after IV
administration was calculated using Cl/CO (Toutain and
Bousquet-Mélou 2004b), where CO is the cardiac output
calculated according to the allometric equation (Waxman
et al. 2019) in birds:

CO =290.7 x body weight(in)"®

Statistical analysis of PK variables among the treatment
groups was conducted using repeated-measures ANOVA.
Due to the non-parametric nature of the data, the
Friedman test was employed. Afterwards, Dunn’s multiple-
comparison test was used as a post-hoc analysis to compare
all the groups. Normality was assessed for each parameter
using the Shapiro test, and since the data were non-normally
distributed, values were represented using min-max ranges
instead of the standard deviation. When p < 0.05 differences
were considered statistically significant and GraphPad InStat
(version 5.3) was utilised for all statistical analyses.

Residue analysis

Withdrawal times (WT) for Lincomycin in the goose
tissues were calculated using the EMA-developed software
WT 1.4 (Anonymous 2018). The WT was determined as
the point at which the upper one-sided tolerance limit
(99%) with a 95% confidence interval fell below the MRL.
For this study, the MRL values specified for Lincomycin
in chicken tissues, 500 pg/kg for liver, 500 pg/kg for kid-
neys and 200 pg/kg for muscles, were employed, as out-
lined in the Codex Alimentarius Commission (CAC
2015).

Results
Analytical method validation

The method validation was performed according to the
Commission Implementing Regulation (EU) 2021/808 of
22 March 2021 document (EU 2021/808) but without
a decision limit (CCa), detection capability (CCP) and
ruggedness. The matrix-matched calibration curve
showed good linearity, and coefficient of determination
was R® > 0.995 for all matrices. The precision (within-
laboratory reproducibility and repeatability) was satisfac-
tory; the CV for repeatability and the within-laboratory
reproducibility were lower than 15% (Table 1). There
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Table 1. Validation results for Lincomycin quantification in plasma and different tissues in geese.

Matrix
Validation parameter Plasma Kidney Muscle Heart Lungs Liver
MLP/VL 1000 1500 100 100 100 500
[ng/kg;ug/1]
Repeatability * (n =6), (CV, %) 9.8+ 2.1 12717 86+24 11.8+2.6 104+£3.2 12.7£1.9
Within-Lab 86+24 14718 11.6£2.1 15.1+£1.6 144+£1.2 163 %21
Reproducibility*,
(n=18), (CV, %)
LLOQ [ug/kg; 1 5 5 5 5 5
ug/Ll
LOD 0.05 0.5 0.1 0.5 0.7 0.5
[ng/kg;ug/1]
Recovery * (n = 18) [%] 97.1+3 .2 112+£45 89.4+5.1 106 + 3.8 109 +3.6 97 55
Matrix effect, ME % 96.4+1.7 849+3.2 96.6+2.8 1147 £2.1 105.1+£3.2 1145+34
*- average of 3 MLP/VL.
were no significant interfering peaks in the blank plasma Pharmacokinetics

and tissue samples at the corresponding retention time of
target analytes and IS. The selectivity of the presented
method is suitable for the quantitation of Lincomycin in
plasma, kidney, muscles, heart, lungs and liver. The aver-
age recovery was in the range of 89-112%, depending on
matrices. The ME were in the range of 85-115%, depend-
ing on the matrix (Table 1). The matrix matches calibra-
tion curves and IS were used to minimise and avoid the
ME. The LODs were calculated in the range of 0.05 to
0.7 pg/kg, depending on the matrices; the LLOQs were
1 ug/l in plasma, and 5.0 pg/kg in tissues. The LLOQ and
LOD values are presented in Table 1.

Animals

Throughout the entire study period, the geese did not exhibit
any noticeable immediate or delayed (up to 7 d) adverse
effects, either locally or systemically.

100

Plasma concentration (ppm)

Figure 1 depicts the semi-logarithmic plot of the mean (+ SD)
plasma Lincomycin concentrations over time following IV,
IM, single and multiple PO administrations.

Table 2 displays the mean PK parameters based on non-
compartmental analysis. With the exception of Ty, which is
presented as a categorical variable with its median value and
range, and the terminal half-life expressed as the harmonic
mean, the PK parameters of Lincomycin have been displayed
as geometric means along with their respective ranges (Julious
and Debarnot 2000).

The AUCcxtrapolatea Values for each individual were less
than 10% of AUC..., and the R* for the terminal-phase
regression line exceeded 95%. Samples below the LLOQ
were excluded from the PK analysis. A relatively short to
moderate terminal half-life, fast clearance and high volume
of distribution were observed following IV administration.
The body extraction rate was low at 1% (£0.3). The absolute
bioavailability was almost complete following single PO and

coodfleee [V
- ¢ =M
—@— PO Single

—A- - PO Multi
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24 28 32 36 40 44 48
Time (hr)

Figure 1. Semi logarithmic mean plasma concentration — time curves (+ SD) of Lincomycin following intravenous (15 mg/kg), intramuscular (15 mg/kg), single (50

mg/kg) and multiple (SID, 5 mg/kg) oral administrations in geese (n = 16).
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3.31
0.28
5.50

666.19
5.48

4683.58
H SMedian value.

231
0.17
419
451.26
4.24

2727.16

Mean
concentration normalised to 1 m

; Pharmonic mean,
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Table 2. Pharmacokinetic parameters of Lincomycin in geese (n

Parameter
AUCq_w) D
t1/20
MRT(OAOO)
Cmax D
MAT

cl
Trmax
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IM administrations. In the multiple PO administrations, there
was no observed accumulation (<1) of Lincomycin in plasma
by the seventh day of administration.

Tissue residues

Figure 2 depicts the semi-logarithmic plot of the mean (+
SD) tissues’ concentrations of Lincomycin over time
after day 7 of multiple PO administration.

Lincomycin was detected in all tissues at every sampled
time point. The liver and kidneys exhibited the highest drug
residue concentrations, substantially exceeding the LLOQ at
72 h. For the given multiple PO administration, the calcu-
lated preliminary WT were determined as 1 d for muscles,
and 4 d for the kidneys and liver (supplementary material).
Assuming a similar conservative MRL for hearts and lungs at
500 pg/kg, a WT of 2 d for the heart and 3 d for the lungs
should be considered.

Discussion

Understanding the PK of antimicrobials in geese is crucial
for optimising therapeutic strategies. This knowledge helps
to increase the efficacy of drug treatments and reduce the risk
of antibiotic resistance. Furthermore, it addresses public
health concerns by ensuring safe drug residues in edible
products, which is vital when data for drugs are scarce in
minor species (Fadel et al. 2024). Even though the use of
Lincomycin is not recommended in species other than cats,
dogs and pigs, due to the risk of fatal enterocolitis in horses,
rabbits and rodents, as well as diarrhoea and reduced milk
production in cattle, it is safe to use in poultry (USPC 2008).
In the present study as well, geese showed no immediate or
delayed adverse effects at the employed doses. Indeed, the
use of Lincomycin in avian species is widespread, and it is
typically administered in drinking water or feed. In the pre-
sent study, the authors deliberately used oral gavage for
precise dosing and reduced variability.

Lincomycin is rapidly but incompletely absorbed orally,
with reported bioavailability varying across species (Papich
and Riviere 2001). For instance, in pigs, F% ranged between
40% and 75% (Nielsen and Gyrd-Hansen 1998), while in
rats, it ranged from 40% to 60% (Hornish et al. 1987).
A recent study in chickens found that the bioavailability
(F) of Lincomycin was only 3% after oral gavage (Kim et al.
2024). In contrast, the present study observed nearly com-
plete bioavailability in geese, with F averaging 95% after
a single oral gavage and 80% after multiple doses. This
notable discrepancy suggested that the bioavailability of
Lincomycin may be influenced by several factors, including
differences in first-pass metabolism, GI physiology and gut
transit time, the impact of the microbiome, feeding state
(with chickens being fasted in the previous study) and
species-specific active drug transporters (Gao et al. 2016;
Kim et al. 2024; Ouyang et al. 2022; Sartini et al. 2023).
However, the reasons for the substantially higher bioavail-
ability of Lincomycin in geese compared to chickens were
intriguing but remain unclear. The physico-chemical prop-
erties of Lincomycin, including its lipophilicity and formu-
lation characteristics, contributed to its complete
intramuscular F%. Its high lipid solubility at physiological
pH (USPC 2008) ensures rapid absorption, as evidenced by
the swift mean absorption time of 0.42 h and time to peak
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Figure 2. Mean tissue concentrations (+ SD) in liver, kidney, muscle, lungs and heart of Lincomycin following day 7 of multiple oral administration (5 mg/kg) to

geese (n =4 per time point).

concentration of 0.50 h. Although detailed information on
Lincomycin IM administration is limited, the results of the
present study aligned with those reported in goats (T x =
0.53h, MAT =0.24h and F =91.72%; Abo el-Sooud et al.
2004) and cats (Tpax=0.12h, MAT=0.66h and F=
82.55%; Albarellos et al. 2011). This route, offers a fast
onset of action and complete systemic availability, may be
a viable option in acute scenarios.

Regarding the V4 of Lincomycin, it displayed a relatively
high mean value (2727.16 ml/kg) in geese. This was in accor-
dance with a relatively high V4 as in poultry (2363 ml/kg;
Kim et al. 2024), although higher than the 1100 ml/kg in pigs
(Nielsen and Gyrd-Hansen 1998), 1150 ml/kg in buffalo
calves (Gouri et al. 2014), 1300 ml/kg in cattle (Burrows
et al. 1986), 1400 ml/kg in cats (Albarellos et al. 2011) or
1780 ml/kg in goats (Sharma et al. 2019). The increased V4 in
geese compared to mammals can be attributed to several
factors related to their unique physiology, including higher
fat content, different metabolic and cardiovascular dynamics
and potentially varied plasma protein binding (Yu et al.
2020). While serum protein binding was not assessed in the
present study, it is generally low to moderate in cats (11.24-
-17.68%), sheep (30-40%), chickens (23%) and goats (43.7-
-55.6%) (Abo el-Sooud et al. 2004; Soback et al. 1987; Ziv
and Sulman 1973). Moreover, Lincomycin is primarily
bound to al-acid glycoprotein (Son et al. 1998) which can
significantly increase during bacterial infections and poten-
tially alter drug PK in diseased states (Grégoire et al. 2017).

The Cl mean value for Lincomycin in geese was relatively
high, at 451 ml/h/kg, which is somewhat higher compared to
other species, being 278 ml/h/kg in laying hens (Kim et al.
2024), 245 ml/h/kg in buffalo calves (Gouri et al. 2014), 310
ml/h/kg in goats (Sharma et al. 2019), 400 ml/h/kg in pigs
(Nielsen and Gyrd-Hansen 1998) and 280 ml/h/kg in cats
(Albarellos et al. 2011). However, these values need to be
interpreted with caution due to the complexity introduced by
accounting for cardiac output. The Eoqy, was low at 1%

(£0.3) in the present study, indicating a minimal ability of
clearing organs to actively eliminate Lincomycin (Toutain
and Bousquet-Mélou 2004b). In humans, Lincomycin is pri-
marily eliminated via biliary excretion, with poorly defined
metabolic pathways. The predominant excreted form is
unchanged (Ema 1998). In poultry, approximately 80% of
excreted Lincomycin is unchanged, with 10% as Lincomycin
sulphoxide and 5% as N-diemethyl Lincomycin (Hornish
et al. 1987; Papich and Riviere 2001). These findings sup-
ported the minimal Ey,,4, observed in this study (Toutain and
Bousquet-Mélou 2004b).

Regarding the terminal half-life, there were no signifi-
cant differences between the various routes of adminis-
tration, except for multiple PO, which was significantly
longer. This can be attributed to enzyme inhibition with
time, renal excretion saturation, protein-binding altera-
tion, non-linear PK with various doses and/or multiple
dosing, outliers and potential analytical errors (Bourdo
et al. 2024; Sharma et al. 2016). However, the exception-
ally high MAT observed with multiple PO highlights GI
concerns rather than systemic ones, and the apparently
long t1/2 is due to the ‘flip-flop” phenomenon rather than
slower elimination. This did not occur with single PO.
Repeated dosing may saturate absorption sites, slow
gastrointestinal motility and alter the gastric environ-
ment, while increased GI mucus and changes in transport
protein expression due to adaptation may further delay
absorption (Vinarov et al. 2021). Furthermore, GI stress
from multiple samplings could contribute to the pro-
longed MAT (Konturek et al. 2011). The t1/2 values
observed for geese are consistent with those reported for
other species, including cats (3.56h IV; 3.67h IM), buf-
falo calves (3.30h IV), goats (3.99h IV), chickens (2.48 h
IV; 3.04h PO) and humans (4h IV) (Bellamy et al. 1966;
Albarellos et al. 2011; Gouri et al. 2014; Kim et al. 2024).
The V4 and Cl values were comparable across species,
and their mean values in geese specifically aligned with



those reported for poultry, where Cl values were approxi-
mately 278 ml/h/kg and V4 values are around 2362 ml/kg
(Kim et al. 2024).

Figure 2 shows the quantifiable concentrations of
Lincomycin in all tissues, persisting up to 72h.
Provisional WT were determined as 1 d for muscle tis-
sues and 4 d for liver and kidneys. In pigs, a dosing
regimen of 10 mg/kg Lincomycin for 21 d consecutively
results in a WT of only 1 d, due to minimal accumula-
tion and concentrations remaining below the MRL (FAO
2004). In chickens, for the same multiple PO dosing
regimen employed in the present study, the WT can be
set at 5 d (FAO 2004). The relative similarity in WT
values across species suggested comparable Lincomycin
tissue behaviour in chickens and geese under the speci-
fied dosing conditions. Further research is warranted to
determine the withdrawal time following IM dosing of
Lincomycin. Considering the consumption of heart and
lung tissues in certain regions (Seong et al. 2015), the
residue profiles in these less commonly-consumed organs
were similar to those in commonly-consumed tissues, but
at lower concentrations (Figure 2). This suggested that
existing MRL may be used as preliminary thresholds for
heart and lung tissues. Furthermore, data on daily intake
and dietary exposure indicated low consumption for
these organs, which further reduces exposure risks and
supports the safety of these preliminary MRL.

Lincomycin acts as a time-dependent bacteriostatic drug.
The critical pharmacodynamic/pharmacokinetic (PK/PD)
parameter for this type of drug is the duration the drug
concentration remains above the MICy, value (Gouri et al.
2014). It is generally recommended that T > MIC should be
at least 50% of the dosage interval to ensure an optimal
bactericidal effect (Toutain and Lees 2004). The MICy, for
some Mycoplasma spp. isolated from geese, when treated
with Lincomycin, is typically around 8 pg/ml (Grézner
et al. 2016). Experimental data indicated that the
Lincomycin all doses administered in the present study and
their respective routes of administration were insufficient to
maintain T > MIC above 50% for bacteria with MICq, > 8 pg/
ml. From a PK/PD perspective, the administered doses may
not have been completely efficacious. This limitation was
observed with other strains of target pathogens, such as
Clostridium perfringens, M. gallisepticun and M. synoviae,
which are increasingly resistant to Lincomycin (Bottinelli
et al. 2022; Grozner et al. 2016; Slavié et al. 2011). Similar
findings prompted the need to optimise treatment strategies
in poultry as well, leading to the adoption of combining
Lincomycin with Spectinomycin (Grézner et al. 2016). This
combination, in particular at a 1:2 ratio, gave significantly
lower MICy in geese (Grdzner et al. 2016).

Conclusions

This study underscored the importance of understanding the
PK and tissue residues of Lincomycin in geese. Despite the
promising bioavailability and safety profile observed with
oral and intramuscular administration, its effectiveness may
be compromised by insufficient duration above MICy,. The
recent rise in resistance among target pathogens to
Lincomycin underscores the need for optimised treatment
strategies in geese. Combining Lincomycin with
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Spectinomycin, an approach already employed in poultry,
should enhance treatment effectiveness. Pharmaceutical
companies should consider including specific data for geese
in drug prescriptions, based on studies tailored to this spe-
cies, rather than relying solely on poultry data, to reduce
resistance, mitigate public health risks and improve treat-
ment efficacy.
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