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Przeprowadzone badania enrofloksacyny u swin po domigsniowym podaniu
jednorazowej dawki leku pozwolily na wyznaczenie catkowitego profilu
farmakokinetycznego badanego zwigzku. Opracowana metodyka moze by¢ z
powodzeniem wykorzystana w badaniach biodostgpnosci, bioréwnowaznosci i
monitoringu stezen po podaniu terapeutycznej dawki leku. Przedstawiona
metoda jest specyficzna i selektywna, a prosta procedura przygotowania probki
umozliwia zastosowanie opracowanej metodyki rowniez do oznaczen seryjnych
w badaniach pozostatosci enrofloksacyny w tkankach zwierzecych, a tym
samym do oceny jakosci zywnosci pochodzenia zwierzecego.

Hasta kluczowe: enrofloksacyna, osocze krwi zwierzecej, wysokosprawna
hromatografia cieczowa (HPLC).
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Postepowi cywilizacji coraz czgSciej towarzyszy wystepowanie zjawiska
lekoopornosci u ludzi. Zwigzane to jest niewatpliwie m.in. ze stosowaniem réznego
rodzaju chemioterapeutykow jako lekéw weterynaryjnych.

Enrofloksacyna  jest  syntetycznym  chemioterapeutykiem z  grupy
fluorochinolonéw, nalezacym do najnowszej III generacji lekoéw tej grupy.
Mechanizm jej dzialania polega na hamowaniu aktywnos$ci gyrazy DNA
(topoizomerazy), enzymu warunkujgcego proces zwijania si¢ nici DNA. Dzigki
szerokiemu spektrum dziatania antybakteryjnego (bakterie Gram-dodatnie i Gram-
ujemne, mykoplazmy, riketsje oraz chlamydie), korzystnym wlasciwosciom
farmakokinetycznym oraz niskiej toksycznosci (posiada szeroki margines
bezpieczenstwa) znajduje od lat szerokie zastosowanie w weterynarii. Jest wysoko
skuteczna w zwalczaniu chordb ogoélnych i miejscowych u zwierzat wywotanych
przez wrazliwe na ten lek drobnoustroje, a w szczegdlnosci chordéb uktadu
oddechowego, pokarmowego, moczowego, rozrodczego i zakazen okotolggowych
oraz zakazen wtornych towarzyszacych chorobom wirusowym.
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W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania chorobami bakteryjnymi
wywolanymi przez drobnoustroje wrazliwe na dzialanie enrofloksacyny u bydta,
swin, psow i kotow (1, 2). Lek ten stosuje si¢ przede wszystkim w zwalczaniu
infekcji  bakteryjnych przewodu pokarmowego i droég oddechowych (1).
Szczegolnym wskazaniem do podawania tej substancji leczniczej u §win i bydta sa
pasterelozy, mykoplazmozy, kolibaciloza, kolisepticemia oraz salmonellozy. U
$win z powodzeniem stosowano enrofloksacyne w leczeniu choréb o ztozonej
etiologii takich jak zanikowe zapalenie nosa, enzootyczna pneumonia czy zespot
MMA (3). W przypadku braku lub niezadowalajacej odpowiedzi na podanie
innych klas lekow przeciwbakteryjnych czego skutkiem jest niedostateczna reakcja
na leczenie, nalezy stosowac leki z grupy fluorochinolonéw, w tym enrofloksacyng.
Powszechne wystgpowanie chorob zwiaszcza o ztozonej etiologii u zwierzat
zwieksza ryzyko wystgpienia pozostatosci aplikowanych lekéw w produktach
pochodzenia zwierzgcego, co z kolei ma ujemny wplyw na zdrowie cztowieka.
Dlatego wcigz poszukiwane sg wiarygodne, proste i szybkie metody analityczne,
ktore pozwolityby na rutynowe badania farmakokinetyczne enrofloksacyny,
przewidywanie jej losobw w organizmie oraz ocen¢ skuteczno$ci dziatania
preparatow zawierajagcych analizowang substancje lecznicza. W dostgpnej
literaturze naukowej, w tym szczegoélnie w ostatnich latach, znajdujemy wiele
przyktadéw przeprowadzonych badan farmakokinetycznych enrofloksacyny u $win
(4), mlecznych owiec (5), koni (6), indykéw (7), ryb (8). Ze wzgledu na obecnos¢ w
badanym zwigzku chromoforow, a tym samym zdolno$¢ do emitowania energii o
charakterystycznej dlugosci fali, najczesciej do analiz farmakokinetycznych
enrofloksacyny  wykorzystuje si¢ metody chromatograficzne z  detekeja
spektrofotometryczna (UV) (5, 7-11) i fluorescencyjng (12, 13). Prezentowana
praca jest przyktadem zastosowania chromatografii cieczowej w odwroconym
uktadzie faz do oznaczenia enrofloksacyny w osoczu krwi zwierzecej po podaniu
jednorazowej dawki leku w formie iniekcji domig$niowe;.

MATERIAL I METODY

Material do badan stanowito osocze krwi $wini. Badania przeprowadzono na
grupie 8 zdrowych osobnikéw po podaniu domig$niowo jednorazowej dawki leku
(enrofloksacyna 5% roztwor do wstrzykiwan) w iloSci 2,5 mg na 1 kg m.c.
Wykonanie badan poprzedzito uzyskanie zgody lokalnej Komisji Bioetyczne;j.

Zwierzeta zywione byly mieszankg paszy przemystowej typu PT-2 (50%) ze $rutg
pszenng ad libitum, woda do picia podawana byta bez ograniczen.

Krew do analizy w ilosci 10 ml pobierano z zyly brzeznej ucha przed podaniem
preparatu, a nastgpnie w czasie 1.0; 2.5; 4.0; 7.0; 12.0; 24 h od chwili przyjecia
preparatu. Probki krwi pobierano do heparynizowanych probowek, odwirowywano,
a uzyskane osocze przechowywano w temperaturze -20°C do momentu oznaczenia
leku. W tym celu do 0,2 ml osocza dodawano wzorzec wewngetrzny (chininy
chlorowodorek) w ilo$ci 40 pg/ml i 3 ml dichlorometanu. Mieszaning wytrzasano
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mechanicznie przez 10 min, a nastgpnie odwirowywano przy 3500 obr./min w
czasie 15 minut. Po odrzuceniu warstwy wodnej, warstwe organiczng przenoszono
do czystej probowki, po czym odparowywano do sucha na tazni wodnej w
atmosferze sprezonego powietrza w 45°C. Sucha pozostalo$¢ rozpuszczano w
600ul metanolu, odwirowywano przy 10 000 obr./min. i dozowano na kolumng
chromatograficzng.

Do separacji chromatograficznej zastosowano chromatograf cieczowy firmy
Knauer z detektorem fluorescencyjnym RF-551 firmy Shimadzu oraz system
akwizycji danych EUROCHROM 2000.

Postgpowanie  analityczne realizowano w oparciu o wysokosprawng
chromatografi¢ cieczowa w ukladzie faz odwroconych z detekcja fluorymetryczna.
Dhugos¢ fali wzbudzenia detektora fluorescencyjnego wynosita 280 nm, dtugosé
fali emisji 445 nm. Wtasciwg separacje chromatograficzng uzyskano na kolumnie
LiChrospher-100 Cig 5um 125x4mm. Fazg ruchoma byt binarny uktad metanol-
woda (68:32 v/v) doprowadzony do pH 3,4 za pomoca 85% kwasu fosforowego,
przeptyw Iml/min. W opisanych warunkach czas retencji enrofloksacyny wynosit
3,2 min, natomiast wzorca wewngtrznego (chininy chlorowodorek) 5,3 min.
Caltkowity czas analizy wraz z regeneracja kolumny trwal 10 minut. Liniowos¢
zostata do$wiadczalnie potwierdzona w szerokim zakresie stezen od 10 do 1000
ng/ml. Réwnanie regresji prostej wyznaczone metoda najmniejszych kwadratow z
wspotczynnikiem korelacji (r) 0.999, poshuzyto do wyliczenia wartosci stezen
enrofloksacyny w osoczu krwi kazdego z osobnikow. Dokonano oceny
statystycznej opracowanej metody. Przebadano specyficznos¢ i selektywnoSc,
wyznaczono granice wykrywalno$ci 1 oznaczalno$ci, zakres liniowosci,
powtarzalno$¢ oraz odtwarzalno$¢ metody. Uzyskane wyniki walidacji w pelni
odpowiadajg wymogom stawianym oznaczeniom ilo§ciowym.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Zastosowanie fluorochinolonéw, gtéwnie enrofloksacyny w celu leczenia choréb
infekcyjnych uktadu pokarmowego i oddechowego u trzody chlewnej i bydta jest
powszechne, zwlaszcza w przypadku, gdy nie mozna stosowaé innych lekéw
antybakteryjnych lub gdy infekcja ma charakter ztozony. Okres karencji dla tkanek
jadalnych u $win i bydta wynosi 10 dni, pomimo podstaw prawnych (14) spotyka
si¢ jednak przypadki wystepowania pozostatosci enrofloksacyny w tkankach, co ma
niekorzystny wpltyw na organizm cztowieka (15). Badania farmakokinetyczne sa
podstawowym badaniem warunkujacym odpowiednig biodostgpnos¢ leku oraz jego
skutek  terapeutyczny. Przydatno$¢  opracowanej metodyki  oznaczania
enrofloksacyny potwierdzono i zweryfikowano w badaniach farmakokinetycznych
u o$miu $win. Reprezentatywne chromatogramy ekstraktéw osocza krwi pobrane
od badanego osobnika po 2.5 i 24 h od momentu podania leku przedstawiono na
ryc. 1.
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500 3 1 A
400-5
3uu-: Ryc. 1. Chromatogram ekstraktu osocza krwi
osobnika nr 6 po 2,5 h (A) i 24h (B) od podania
domigsniowo jednorazowej dawki enrofloksacyny
w ilosci 2,5 mg na 1kg m.c.

1- enrofloksacyna; 2- chininy chlorowodorek
(wzorzec wewngtrzny).

Fig. 1. Chromatogram of pig plasma extract from
500 subject number 6 after 2,5 h (A) and 24 h (B)
B following single intramuscular injection of 2,5 mg
400 per 1kg bw. of enrofloxacin.

1- enrofloxacin; 2- chinine hydrochloride (internal
300 standard).
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Wyznaczone podstawowe parametry farmakokinetyczne (Cmax, T max,z AUCqy)
odpowiadajg oczekiwanym warto$ciom po podaniu jednorazowej dawki leku i sg
porownywalne z warto§ciami literaturowymi (4). Wartosci AUCy; dla
poszczegdlnych osobnikéw po domigsniowym podaniu jednorazowej dawki leku
2,5 mg na 1 kg m.c. przedstawiono na ryc. 2. Odmiennym kolorem 0znaczono
srednig warto§¢ AUCy. Po podaniu zaobserwowano szybkie narastanie st¢zenia
enrofloksacyny w osoczu krwi badanych osobnikéw z osiagnigciem stezenia
maksymalnego po okoto 3 h. Do catkowania pol czastkowych pod krzywa stezenie—
czas zastosowano metode Purvesa. Przeprowadzenie badan farmakokinetycznych
jest podstawowym i koniecznym warunkiem przed dopuszczeniem leku do obrotu.
Uzyskane wyniki wskazuja, iz enrofloksacyna charakteryzuje si¢ dobrg
biodostgpnoscia. Zgodnie z wytycznymi o stosowaniu fluorochinolonéw pod
pojeciem dopuszczalnej dawki nalezy rozumie¢ dawke minimalng, a jej
zwigkszenie uzasadnione jest tylko w przypadku opornosci lub stabej skutecznos$ci.
Udowodniono pigciokrotnie wyzsza skuteczno$¢ enrofloksacyny w poréwnaniu z
innymi fluorochonolonami. W oparciu o dostepne dane enrofloksacyna jako
pierwszy lek z tej grupy wykazuje aktualnie takg sama a nawet wyzsza skutecznosc.
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Ryc. 2. Wyznaczone wartosci AUCo. dla
poszczegdlnych osobnikow po
domig¢éniowym podaniu jednorazowej
dawki leku 25 mg na 1kg m.c.
Odmiennym kolorem oznaczono $rednig
wartos¢ AUCo..

Fig. 2. Determined AUC,. values for
individual subjects after a single
intramuscular dose of 2.5 mg per 1 kg
bw. of drug. A different colour was
marked an average value of AUC...

numer osobnika

WNIOSKI

Zaproponowana metodyka analizy farmakokinetycznej enrofloksacyny w osoczu
krwi §win przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem
fluorescencyjnym o wysokiej czuto$ci umozliwita wyznaczenie catkowitych profili
farmakokinetycznych u przebadanych swin. Moze by¢ z powodzeniem stosowana
zar6wno do badan farmakokinetycznych w osoczu innych zwierzat, do badan
pozostatosci enrofloksacyny w tkankach zwierzgcych oraz do oceny jakoSci
zywno$ci pochodzenia zwierzecego. Ponadto krotki czas analizy oraz szybkie i
proste przygotowanie probki pozwalaja na wykonanie oznaczen seryjnych i
monitorowanie st¢zen enrofloksacyny w ptynach ustrojowych zwierzat.

A. Chmielewska, L. Konieczna, H. Lamparczyk

DETERMINATION OF ENROFLOXACIN IN ANIMAL PLASMA SAMPLES BY RP-HPLC
METHOD WITH FLUORESCENCE DETECTION

Summary

In this study, we have been able to develop and validate a HPLC method, which is accurate and
sensitive, and allows complete (92%) recovery of enrofloxacin from pig plasma. The reported RP-
HPLC method used simple extraction procedure. The assay was specific for the determination of
enrofloxacin concentrations in pig plasma after administration of single intramuscular 2,5 mg/kg dose
of enrofloxacin. We conclude, that HPLC analysis is suitable for use in studies to examine the
disposition of its in pig plasma and may be applicable as an alternative to other separation methods for
the analysis of enrofloxacin.
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