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Kontynuujgc badania wlasne nad sporzadzaniem preparatéow do le-
czenia mastitis [6-8, 10-13] uzyto chemoterapeutyki syntetyczne i natu-
ralne, wspéldzialajgce w hamowaniu przemiany materii paciorkowcow
(Str. agalactiae, Str. dysgalactiae. Str. uberis), gronkowcow (Staph. aureus,
Staph. epiderm.), E. coli, Micrococcus sp., jak réwniez dzialajace przeciw
Mycoplasma agalactiae. Preparaty te powinny wykazaé¢ sie spotegowang
skutecznoscig i sily przeciwdrobnoustrojowego dzialania kazdej poszcze-
golnej substancji czynnej.

MATERIAE I METODY

Do badan uzyto: tylozyne, sulfadimetoksyne, trimetoprim i prednizo-
lon. Tylozyna [4], wytwarzana przez szczep Streptomyces fradiae, odzna-
cza sig szerokim spektrum dzialania, szczegélnie na drobnoustroje Gram-
~-dodatnie i niektére Gram-ujemne, jak réwniez na Mycoplasma agalac-
‘tize. W klasyfikacji chemicznej nalezy ona do grupy makrolidéw, posiada
bowiem charakterystyczng budowe wieloczlonowego pierscienia laktono-
wego oraz zasadowego aminocukru i cukru zwyklego. Jest slabg zasads,
mato rozpuszczalng w wodzie (5 mg/ml w 25°C). Z wieloma kwasami nie-
organicznymi i organicznymi tworzy rozpuszczalne sole fosforowe, wi-

* Badania przeprowadzono z zastosowaniem tylozyny i winianu tylozyny (Ty-
lan soluble), firmy Eli Lilly Corp.-Elanco oraz trimetoprim firmy Wellcome, Anglia.
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nowe, glukonowe, mlekowe i inne. Hydrolizuje w slabych kwasach na
biologicznie czynng desmykozyne. Wzory strukturalne (tymczasowe) tych
zwigzkow przedstawiajg sie nastepujgco:
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Sulfadimetoksyna (SDM) i wspoéldzialajacy z nig trimetoprim (TMP),
zgodnie z danymi piSmiennictwa [1-3, 9, 13, 14], powinny blokowa¢ od-
budowe kwasu dwuhydrofolowego i przeszkadza¢ w redukeji kwasu dwu-
hydrofolowego - do czterohydrofolowego, a zatem utrudnia¢ biosynteze
wielu drobnoustrojow Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, wedlug poda-
nego schematu [3].
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Précz tego, w sklad preparatu wchodza: prednizolon, powodujacy zejs-
cie procesu zapalnego; podstawa no$na, ktéra stuzy do zawieszania wy-
mienionych chemoterapeutykow i jednoczesnie mie drazni chorych tkanek
gruczolu mlekowego.

W wyniku doswiadczen opracowano metody:

1. Sporzgdzanie preparatu Masticort-Sulfa w postaci zawiesiny, kto-
ry zawiera poza podstawg no$ng 3,8%0 winianu tylozyny, 10% SDM, 2%
TMP i 0,063%0 prednizolonu;

2. Mikrobiologiczne oznaczanie zawartosci tylozymy w preparacie
przy uzyciu szczepu testowego Staph. aureus 9144; |
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3. Spektrofotometryczne oznaczanie TMP wyizolowanego z preparatu
przy pomocy kolummy chromatograficznej, wypekionej anionitem Do-
wex 1 X 2, o wielko$ci suchych ziaren 50/100 mesh, oraz oznaczenie za-
wartosci SDM eluowanego z wymienionego anionitu sposobem miarecz-
kowania 0,Im azotynem sodowym w reakc ji dwuazowania;

4. Sporzadzenie bibulowych krazkéw nasyconych 10, 30 1 50 y tylo-
zyny oraz krazkéw masyconych 4,2 5/20,8 y TMP/SDM i 1,25 /23,75 y
TMP/SDM do testowania in vitro — przy uzyciu Wellcome Sensivity
Test Agar — wrazliwosci drobnoustrojow wyizolowanych z wymienia
lub mleka chorych kréw, leczonych opracowanym preparatem.

OMOWIENIE WYNIKOW

Preparat Masticort-sulfa sporzadzono w-ten sposob, ze do 305 g gli-
kolu polietylenowego 300 dodano 50 g winianu tylozyny rozpuszczonej
w 60 ml wody i mieszano mechanicznie do czasu przejScia wytworzonej
galaretowatej masy w klarowny roztwér. Ogrzany roztwér do 70°C uzu-
petiono wysterylizowang tzw. podstawg mosng, sporzadzong z 700 g gli-
kolu polietylenowego 1600 i 300, 19 g emulgatora ME, 2,65 g estru metylo-
wego kwasu p-oksybenzoesowego i 10 g mocznika [6]. W wytworzonym
gestym, klarownym plynie o temp. 70°C rozpuszczano w kolejnosci:
1,084 g prednizolonu, 28 g trimetoprim i 140 g sulfadimetoksyny, a na-
stepnie po wylgczeniu ogrzewania pozostawiano opalizujagcy plyn, przy
cigglym kilkugodzinnym mieszaniu do ostygniecia do 30-35°C. Otrzyma-
no okoto 1400 g gestej zawiesiny preparatu, koloru cytrynowozottego.

W celu chemicznego oznaczenia zawartosci TMP i SDM w preparacie
izolowano je przy pomocy kolumny chromatograficznej o érednicy 10 mm
i wysoko$ci 13 cm, wypeknionej silnie alkalicznym wymieniaczem jono-
wym Dowex 1 X 2 — 50/100 mesh, mastepujgco: 1 g preparatu roztwo-
rzono w 7 ml wody; nierozpuszczalne substancje odsgczono, suszono, a na-
stepnie zadawano je roztworem sporzagdzonym z 0,5 ml dwumetylofor-
mamidu, 9,256 ml 70-procentowego metanolu i 0,25 ml 1n hugu sodowego,
po czym wytrzasano w ciggu kilku minut. Pozostaly jeszcze nierozpusz-
czalny osad powtérnie odsgczano i odrzucano, przesgcz za$ mnNanoszono
W ciggu 60 min na kolumne chromatograficzng. W tym czasie z kolumny
wycieka TMP, za§ SDM zostaje adsorbowana na wymieniaczu jonowym
wypehiajagcym kolumne. Resztki TMP pozostale w kolumnie wymywano
200 ml 70-procentowego metanolu i lgczono je z wyciekiem. Zaadsorbo-
wang SDM na anionicie Dowex 1 X 2 — 50/100 mesh eluowano 200 mi
0,In HCl w 70-procentowym metanolu. Eluat zageszczano do /s objetosci
i zadawano 3 ml 35%0 HCI, 100 mg KBr, a nastepnie ochladzano do —5°C.
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Oznaczenie zawartoSci TMP w wycieku z przemywkami wykonano
przy pomocy spektrofotometru Zeissa, typ VSU? 1, przy 2 = um, w kto-
rej to TMP wykazuje charakterystyczng absorpcje wobec 70-procentowe-
go metanolu. Wartos¢ absorpcji Ao dla poréwnawczego roztworu sporzg-
dzonego z TMP firmy Wellcome w 70-procentowym metanolu o stezeniu
20 y/ml wynosi 0,440 (E;% = 220). Procentowg zawartos¢ TMP w prepa-
racie oblicza sie wg wzoru:

w ktérym
A — warto$¢ absorpcji proby badanej,
2 — deklarowana procentowa zawarto$¢ TMP w Masticort-sulfa.

Oznaczenie zawartosci SDM wykonano miareczkujgc eluat 0,1lm NaNO,
‘w reakcji dwuazowania. 1 ml 0,lm NaNO, odpowiada 0,031033 g SDM.
Procentowg zawarto§¢ SDM (X) w badanym preparacie oblicza sie wg
WZOoru:

@+ 0,031033 - 100

X p >
w ktéorym
a — zuzyta ilos¢ ml 0,1 m NaNO,,
¢ — mawazka preparatu w g.

Obliczone ilosci TMP i SDM byly zgodne z deklarowanymi iloSciami
w preparacie, z tolerancjg % 6%o.

Mikrobiologiczne oznaczenie zawartosci tylozyny wykonywano po wy-
izolowaniu  jej z preparatu nastgpujaco: 615 mg Masticort-sulfa rozpusz-.
czano w .5 ml CHCl; i po kilkunastominutowym wytrzgsaniu odsgczano
roztwor od mierozpuszczonego osadu. Odsgczony roztwor zadawano 20 ml
Ce¢Hy4, ochlodzonego do +5°C, w celu wytracenia tylozyny w postaci sy-
ropu. Po zdekantowaniu plynu znad syropu, rozpuszczano go w 2 ml
CH,0H 95-procentowego, po czym otrzymany roztwor uzupekniano 20 ml
buforu fosforanowego o pH 7,0 i wytrzgsano 10 minut, Wytracony osad
usuwano, przesgcz zas, zawierajgcy wyizolowang tylozyne, uzupelniano
wymienionym buforem do 50 ml. Z buforowego roztworu tylozyny spo-
rzadzono rozcienczone roztwory zawierajgce 2 i 4 y tylozyny w 1 ml (roz-
twor badany). Oznaczenie -tylozyny wykonywano przy uzyciu przygoto-
wanych szalek Petriego o ¢ 9 .cm, zawierajgcych pozywke (o skladzie:
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pepton :0,6%, wyciag trzustkowy kazeiny 0,4%, wyciag drozdzowy 0,3%,
wycigg miesny wolowy 0,15%0, dekstroza 0,1%, agar 1,5% i woda desty-
lowana do 100 ml), zaszczepiong szczepem testowym Staphylococcus
aureus 9144 i ustawionych na mich' cylinderkach metalowych o @ ze-
wnegtrznej 8 mm, wewngtrznej 6 mm i wysokosci 10 mm. Cylinderki
napelniano badanym i poréwnawczym (standard) roztworem tylozyny,
wstawiano do termostatu o temp..37°C na 16-18 godzin. Zawartosé ty-
lozyny w preparacie obliczano znanym sposobem ze Srednicy stref zaha-
mowania wzrostu szczepu testowego. MieSci sig¢ ona przewaznie w gra-
nicach deklaracji z tolerancjg + 15%b.

Ocena skutecznosci preparatu Masticort-sulfa byla dokonana na Wy-
dziale Weterynarii Akademii Rolniczej w Lublinie przez Tarkiewicza
(doniesienie wyslane na V Zjazd PTNW) na 34 krowach (45 éwiartek).
Preparat stosowano dostrzykowo w ciggu 3-6 kolejnych dni w odstepach
12-14 godz, najczesSciej na szezycie laktacji w przypadkach zapalen wy-
mienia rozpoznanych jako galactophoritis et mastitis catarrhalis acuta
oraz mastitis acuta gravis (paleczki Gram-ujemne gronkowce, pacior-
kowce). Wyleczono 27 krow, w tym kilka po bezskutecznym leczeniu in-
nymi preparatami.

W Panstwowym Zakladzie Leczniczym dla Zwierzat w ELowiczu,
J. Niebudek réwniez leczyl. wymienionym preparatem 17 kréw, u kto-
rych bakteriologicznie stwierdzono ostre stany zapalne wymienia wy-
wolane przez E. coli, Staph. aureus, Str. agalactiae, Str. uberis i pateczki
odmienca slabo wrazliwe na penicyline. Lek wprowadzono dowymienio-
wo, po uprzednim zdojeniu mleka, powtarzajac zabieg w zaleznosci od
procesu chorobowego 2—4-krotnie w odstepach 12-24 godzin. Wyleczono
11 kréw. I wreszcie w Panstwowym Zakladzie Leczniczym dla Zwierzat
w Poniecu i w Panstwowym Gospodarstwie Rolnym Dzieczyna, J. Zie-
linski zastosowal preparat u 16 kréow w okresie zasuszania. U chorych
krow o zmienionym gruczole mlekowym stwierdzit w badaniach bak-
teriologicznych paciorkowiec bezmlecznosci i gronkowiec zlocisty hemoli-
tyczny. Preparat podawany w iloéci 1 lub 2 tuby (8-16 g) wywieral sku-
teczny efekt terapeutyczny, bowiem w kontrolnych badaniach mileka po-
branego do 5 miesigca po podaniu Masticort-sulfa nie stwierdzono pacior-
kowca bezmlecznosci.

Dalsze badania nad szczegdélowym dzialaniem preparatu w leczeniu
mastitis sg w toku. .
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HUCCIENOBAHUMA IO IIPOMU3BOACTBY IIPEIIAPATA COJEPZKAIIIEI'O
TPUMETOIIPUM, CYJBPAITVMMETOKCHH, TUJIO3MH U IIPEJHMCOJIOH
LI JEYEHUS 3ABOJEBAHMM MOJIOQYHOM ZKEJE3BI ¥ KOPOB

PezwoMe

Ha ocHoBaHuMM ONBITOB ObLI pazpaboTan MeETOX NPOUM3BOACTBA IIperiaparta ANd
BHYTPUBBLIMEHHOTO NPMMEHEHMs y KOPOB. AKTMBHBIMI BelLleCTBaMy IpenapaTa Oblau
TapTPaT TUJIO3MHA, TPUMETOIPUM, CyabMhaZuMETOKCUH U IPEAHMCOJIOH ¢ COBMECTHBLIM
ILMPOKMM CIIEKTPOM AEICTBMA Ha MMKPOOPTaHM3MbI, M.IIp. Ha Mycoplasma agalactiae,
BBICTYTIZIOLLYI0O B 3a00JieBaHMAX BBIMEHM KOPOB. IIpMMeHEeHHble TIPUMPOJAHbIE M CHUHTE-
THIecKMe XeMOTepaleBTMKY, B3aMMOAEMCTBYIOILMEe B IIpenapare, 3aTpyaHAT 6uo-
CHMHTE3 MHOTMX MMUKPOOPTaHM3MOB BbI3bIBAIOIMX BOCIAJIEHUS, a TaKiKe IIOBBIIIAIOT
2 eRTMBHOCTL X GaKTEPHMOCTATUYUECKOTO JfeiicTBuA.

PazpaboranHble OGymMajkHbIe KPY:KKM HaCBILIEHHble aKTUMBHBIMM BeELleCTBaMu CO-
AepxKallMMUCA B IIperapare, T.e. TUJIO3MHOM, TPMMETOIPUMOM M CYJIb(aXMMETOKCH=
HOM, OBIIM NPUTOAHBLIMM IJIs TECTOBaHMA in Vilr0 BOCHPUMMYMBOCTM MMUKPOOPraHU3-
MOB M30JMPOBAHHBIX M3 MOJIOKa OOJBLHOTO BBIMEHM KOPOB JI€UEHBIX TIperaparoM
Ha3BaHHLIM ITpeABapureibro Macturopr-Cyabda. _

Ha ocHOBaHMM 3KCIEPMMEHTAJbHBIX IAaHHBIX MOXKHO 3aKIIOYaTh, YTO Npenapar
OTAMYAETCA MHIMOUTOPHLIM [JEMCTBMEM IIO OTHOLUEHMIO K TIpPaMIIOJIOKUTENBHBIM U
HEKOTOPBLIM IrpaMOTPULIATENbHBIM MUKPOOPraHM3MaM.

IIpenapar Macturopr-Cyibca oKasalica TepamneBTidecKyu 3(PGPEKTUBHBIM B CY-
XOCTOVIHBII TIepMOJ, KOPOB, a TaKiKe B NEepPMOA JaKTaumy y KIMHMISCKN JICICHBIX
KOPOB B CIy4YaAX BOCHAJIEHMA MOJIOYHOI 2Keje3bl y KOPOB, Y KOTODBIX GblLam OOHa-
PYXKEHbl M.IIP. CTPENTOKOKK Oe3MOJIOYHOCTY ¥ TIE€MOJUTHUYECKU CTa(UIOKOKK.
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Z. Synowiedzki, P, Polujanski, K. Jankowska

INVESTIGATIONS ON PRODUCING THE PREPARATION CONTAINING
TRIMETOPRIM, SULPHADIMETOXIN, TYLOSINE AND PREDNISOLON
FOR TREATMENT OF MAMMARY GLAND DISEASES IN COWS

Summary

On the basis of experiments a method of production and control of the prepara-
tion for intramammary administration in cows has been developed. Active substances
of this preparation were tartrat of tylosine, trimetoprim, sulphadimetoxin and
prednisolon, having jointly a wide spectre of action on microorganisms, among
others on Muycoplasma agalactiae, occurring in cow mammary gland diseases.
Natural and synthetic chemotherapeutics applied, interacting in the preparation,
make difficult biosynthesis of many inflammation-provoking microorganisms, as
well as enhance the effectivity of their bacteriostatic effect.

The developed paper discs saturated with active substances contained in the
preparation, i.e. tylosine, trimetoprim and sulphadimetoxin, were useful for testing
in vitro susceptibility of microorganisms isolated from milk of the sick udder qu-
arter of cows treated atuseof the preparation named preliminarily Masticort-Sulfa.

The results of experiments allow to draw the conclusion that the preparation
in question would exert an inhibiting effect in relation to the gram-positive and
some gram-negative microorganisms. Masticort-Sulfa proved to be an effective
therapeutic preparation when applied in the dry period as well as in the lactation
period in clinically treated cows in cases of the mammary gland inflammation in
cows, which showed, among others, the presence of lactationlesness streptococcus
and of hemolytical staphylococcus.



