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Pojecie bezpieczna zywnos¢ oznacza,
ze jest ona wolna od zagrozen biolo-
gicznych, chemicznych i fizycznych lub
ich poziom jest ograniczony do zgodne-
go z przepisami miedzynarodowymi, nie-
stwarzajacego niebezpieczenstwa dla kon-
sumenta. Zgodnie z definicja Codex Ali-
mentarius zagrozeniem jest kazdy czynnik
biologiczny, chemiczny lub fizyczny w sa-
mej zywnosci lub w paszy, ktéry potencjal-
nie moze mie¢ negatywny wplyw na zdro-
wie czlowieka. Wsréd tych czynnikéw na-
lezy wymieni¢ miedzy innymi pozostalosci
lekéw weterynaryjnych (w tym antybioty-
kéw) oraz zanieczyszczenia chemiczne.
Réznego rodzaju zagrozenia moga zna-
lez¢ si¢ w zywnosci na kazdym etapie jej
produkcji i przetwarzania (1, 2, 3). Znacze-
nie czynnikéw chemicznych w zywnosci
nie jest tak spektakularne, jak czynnikéw
mikrobiologicznych. Ich obecnosé¢ w zyw-
noéci nie daje z reguly natychmiastowych
objawéw chorobowych, z pewnoscia jednak
nie pozostaja obojetne dla zdrowia konsu-
menta. Z tego wzgledu kontrola obecnosci
substancji chemicznych w zywnosci pozo-
staje jednym z gléwnych zadan zaréwno
stuzb inspekcyjnych, jak i samych produ-
centéw zywnosci, ktérzy zgodnie z lite-
ra i duchem prawa ponosza bezposrednia
odpowiedzialno$c¢ za jej jakos¢ zdrowotna
(4). Ustawa z 25 sierpnia 2006 r. o bezpie-
czenstwie zywnosci i zywienia (5) za §ro-
dek spozywczy szkodliwy lub grozny dla
zdrowia lub zycia czlowieka uznaje srodek
spozywczy, ktérego spozycie w warunkach
normalnych i zgodnie z przeznaczeniem
moze spowodowac¢ negatywne skutki dla
zdrowia lub Zycia czlowieka, a w szczegdl-
nosci (pkt 44b), jesli zawiera m.in. wete-
rynaryjne produkty lecznicze w ilosciach
przekraczajacych dopuszczalne poziomy
lub zabronione, okreslone w rozporza-
dzeniach Unii Europejskiej. Zasady usta-
lania najwyzszych dopuszczalnych limi-
téw pozostalo$ci okresla rozporzadzenie
Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr
470/2009 z 6 maja 2009 r. (6). Przyjete war-
tosci MRL, tj. najwyzszych dopuszczalnych
stezen pozostalto$ci, wyrazonych w pg/kg,
ustalonych w oparciu o oceng ryzyka dla
konsumentéw, sa okre$lone w rozporzg-
dzeniu Komisji (UE) nr 37/2010 z 22 grud-
nia 2009 r. (7). Postep wiedzy, rozwdj moz-
liwo$ci analitycznych, a takze trudnosci
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w interpretacji wynikéw badan, a czesto

watpliwosci co do zasadnosci podejmowa-

nych decyzji administracyjnych wymusity
konieczno$¢ zmiany podejscia do pojecia

MRL i sposobdéw jego ustalania. Regula-

cja Parlamentu Europejskiego nr 470/2009

zaklada po pierwsze, ze u zwierzat moga

by¢ stosowane wylgcznie substancje i pre-
paraty posiadajace stosowng autoryzacje

(zatwierdzenie), po drugie obok definicji

MRL wprowadza tez pojecie tzw. poziomu

dziatania, tj. poziom wymagajacy podjecia

decyzji administracyjnej, za ktérego usta-
lenie bylyby odpowiedzialne wspdlnotowe
laboratoria referencyjne (CRL).
Pozostalto$ci antybiotykéw lub innych
substancji o dziataniu przeciwbakteryjnym
mogg znaleZ¢ sie w zywnosci z wielu powo-
déw (3, 8,9). Wsrdd nich nalezy wymieni¢:

— nieprzestrzeganie okreséw karencji;

— niewlasciwe dawkowanie;

— samowolne stosowanie antybiotykow
przez wlascicieli zwierzat;

— celowe dodawanie antybiotykéw lub in-
nych $rodkéw o dziataniu przeciwbak-
teryjnym do mleka;

— niewlasciwe stosowanie §rodkéw my-
jaco-dezynfekujacych w procesie doju.
Za najwazniejsze skutki zdrowotne

zwigzane z wystepowaniem pozostalo-

$ci substancji przeciwbakteryjnych uwaza
sie mozliwo$ci wystapienia rekeji alergicz-
nych, generowanie opornosci drobnoustro-
jow, zaburzenia ilo§ciowego i jako$ciowe-
go sktadu naturalnej mikroflory jelitowej
oraz niebezpieczenstwa zwigzane z nie-
wlasciwa oceng sanitarno-weterynaryjna.

Wielu autoréw donosito o wystapie-
niu reakgeji alergicznych po spozyciu zyw-
nosci zawierajacej pozostalosci antybioty-
kéw, gléwnie p-laktamowych, rzadziej in-
nych, jak makrolidy czy sulfonamidy. Jest
to zjawisko tym grozniejsze, ze niezalez-
ne od koncentracji alergenu. Notowano dla
przyktadu przypadek wystapienia wstrzg-
su anafilaktycznego u dziecka po spozyciu
mleka zawierajacego 0,00001 j.m. penicy-
liny w ml, a wigc w koncentracji znacznie
ponizej przyjetej wartosci MRL, ustalonej
na 4 ppb (0,004 pg/kg). Nalezy przy tym
zaznaczy¢, ze jakiekolwiek procesy tech-
nologiczne, w tym pasteryzacja lub steryli-
zacja, tylko w nieznacznym stopniu wply-
waja na poziom pozostatosci, przy czym
nie wplywaja na ich zdolno$ci alergenne.
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Antimicrobial residues in food of animal origin are
very important risk factors for the public health. Ac-
cording to the requirements of the Council Directive
96/23, antibacterial agents are included into nation-
al program of the control of residues in veterinary
medical products, in live animals and in products of
animal origin. The aim of this paper was to present
current regulations concerning the antibiotic resi-
dues survey and control and the most useful screen-

ing methods for their detection in food.

Keywords: food, antibiotic residues, detection.

Co wiecej, pozostaja one aktywne pod tym
wzgledem nawet wtedy, kiedy nie wykazu-
ja juz aktywnosci przeciwbakteryjnej, a za-
tem nie mogg by¢ wykrywane powszechnie
stosowanymi metodami mikrobiologiczny-
mi. Inny rodzaj zagrozenia dla konsumen-
ta wiaze sie z mozliwym wplywem pozo-
stato$ci antybiotykéw na delikatng réw-
nowage naturalnej mikroflory jelitowe;j.
Wiele uwagi poswieca si¢ od lat proble-
mowi narastajacej opornosci drobnoustro-
jow na antybiotyki. Nie mozna wykluczy¢
pewnego dzialania pozostalto$ci antybioty-
kéw w przewodzie pokarmowym. Dowie-
dziono réwniez, ze pozostatosci antybio-
tykéw lub innych substancji o podobnym
dzialaniu moga, przez hamowanie wzro-
stu drobnoustrojéw, prowadzi¢ do uzyska-
nia falszywych wynikéw badan mikrobio-
logicznych surowcéw i produktéw pocho-
dzenia zwierzecego, co moze prowadzic¢ do
waznych z epidemiologicznego punktu wi-
dzenia przeoczen i niewlasciwej oceny sa-
nitarno-weterynaryjnej.

Pozostalo$ci substancji o dzialaniu prze-
ciwbakteryjnym moga w bardzo znaczacy
sposéb wplywacd na przydatnosé technolo-
giczna surowca mlecznego, a zatem stac sie
przyczyng wymiernych strat ekonomicz-
nych. Dowiedziono m.in., ze juz w steze-
niach odpowiadajacych warto$ciom MRL
lub nizszych, przez hamowanie wzrostu
mikroorganizméw wchodzacych w sktad
kultur starterowych, pozostalosci takie
moga utrudnia¢ lub wrecz uniemozliwiaé
produkcje napojéw mlecznych fermen-
towanych, twarogéw i seréw dojrzewaja-
cych (1, 8).

Opisane wyzej potencjalne zagroze-
nia wynikajace z obecnosci pozostatosci
substancji przeciwbakteryjnych w zyw-
nosci powoduja koniecznos¢ systematycz-
nej kontroli surowcéw i produktéw po-
chodzenia zwierzecego w tym zakresie,
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sprawowanej przez Inspekcje Weterynaryj-
na w ramach urzedowego nadzoru nad pro-
dukcja Zzywnosci, a takze przez same zakla-
dy sektora spozywczego. Badania takie sa
tez elementem skltadowym krajowego pro-
gramu badan kontrolnych substancji niedo-
zwolonych, pozostatoéci chemicznych, bio-
logicznych, produktéw leczniczych i skazen
promieniotwoérczych u zwierzat, w ich wy-
dzielinach i wydalinach, w tkankach i na-
rzadach zwierzat, w produktach pochodze-
nia zwierzecego, w wodzie przeznaczonej
do pojenia zwierzat i w $rodkach zywie-
nia zwierzat. Program ten jest konstru-
owany i realizowany zgodnie z wytyczny-
mi dyrektywy Rady 96/23/EC z 29 kwietnia
1996 r. o $rodkach przyjetych do monito-
rowania pewnych substancji i ich pozo-
stalo$ci u zwierzat zywych i w produk-
tach pochodzenia zwierzecego (10). Naj-
og6lniej ujmujac dyrektywa wyrdznia dwie
grupy substancji. W grupie I znajduja sie
zwigzki o dzialaniu anabolicznym oraz
substancje, na stosowanie ktérych nie ma
urzedowego zezwolenia. W grupie II znaj-
duja sie z kolei substancje przeciwbakte-
ryjne, w tym sulfonamidy i fluorochino-
lony (grupa B1), inne leki weterynaryjne
(grupa B2) oraz inne substancje i czynni-
ki skazajace $rodowisko (B3). Prowadze-
nie monitorowania substancji niedozwo-
lonych, pozostatosci chemicznych, biolo-
gicznych, produktéw leczniczych i skazen
promieniotwoérczych u zwierzat, w ich wy-
dzielinach i wydalinach, w tkankach lub
narzadach zwierzat, w produktach pocho-
dzenia zwierzecego, w wodzie przezna-
czonej do pojenia oraz w érodkach zywie-
nia zwierzat jest zadaniem Inspekcji We-
terynaryjnej (ustawa z 29 stycznia 2004 r.
o Inspekcji Weterynaryjnej, art. 3 pkt 2.6;
11). Szczegoélowe zasady prowadzenie ba-
dann monitoringowych reguluja instruk-
cje gtéwnego lekarza weterynarii (aktu-
alna: nr GIWhig-520-10/09 z 10 marca
2009 r.) w sprawie zakresu i sposobu re-
alizacji krajowego programu badan kon-
trolnych substancji niedozwolonych, po-
zostatosci chemicznych, biologicznych,
produktéw leczniczych i skazen promie-
niotwoérczych u zwierzat, w produktach
pochodzenia zwierzecego oraz w wodzie
do pojenia zwierzat. Zasady postepowania
administracyjnego w przypadku stwierdze-
nia obecno$ci substancji zakazanych lub
przekroczen maksymalnego dopuszczal-
nego poziomu innych substancji uregulo-
wano w rozporzgdzeniu ministra rolnictwa
i rozwoju wsi z 28 lipca 2006 r. w sprawie
sposobu postepowania z substancjami nie-
dozwolonymi, pozostalo§ciami chemiczny-
mi, produktami leczniczymi i skazeniami
promieniotwdérczymi u zwierzat w produk-
tach pochodzenia zwierzecego.

Istnieje wiele metod wykrywania
i oznaczania pozostalosci substancji

przeciwbakteryjnych w surowcach i pro-

duktach pochodzenia zwierzecego, wodzie

czy $rodkach zywienia zwierzat. Najogdl-
niej mozna je podzieli¢ na:

— metody przesiewowe, inaczej skrinin-
gowe, pozwalajace wykrywaé lub nie-
kiedy i oznaczac jedng lub wiecej grup
substancji;

— metody postskriningowe, ilosciowe lub
polilosciowe;

— metody potwierdzajace, oparte z reguly
na chromatografii gazowej lub cieczo-
wej ze spektrometria mas.

Wybér metody analitycznej zalezy
przede wszystkim od kierunku badania,
ale takze od zamierzonego celu. Nalezy
jednak pamieta¢, ze nie ma metod uni-
wersalnych, pozwalajacych w jednej ana-
lizie wykrywac wszystkie mozliwe rodzaje
substancji przeciwbakteryjnych, w tym an-
tybiotykdw, na satysfakcjonujacych pozio-
mach. Réznorodnos¢ tych substancji, ich
cech fizykochemicznych i biologicznych
jest bowiem ogromna. Wszystkie stosowa-
ne metody analityczne musza jednak spel-
nia¢ okreslone wymagania, zgodnie z de-
cyzja Komisji 2002/657/WE z 14 sierpnia
2002 r. wykonujacg dyrektywe Rady 96/23/
WE dotyczaca wynikéw metod analitycz-
nych iich interpretacji (notyfikowana jako
dokument nr C(2002)3044 (12).

Dokument ten wskazuje, ze metody od-
noénie do substancji zakazanych do sto-
sowania u zwierzat, takich jak chloram-
fenikol czy nitrofurany, musza charakte-
ryzowac¢ sie odpowiednia czulo$cia, tzw.
wymaganym minimalnym limitem ozna-
czalno$ci (MRPL). Dla chloramfenikolu
wynosi on 0,3 pug/kg, natomiast dla nitro-
furanéw — 1,0 pg/kg. W przypadku innych
substancji decydujace znaczenie ma wy-
krywalno$¢ co najmniej na poziomie MRL.
Nie zawsze moze to by¢ osiggniete. Zasa-
dy walidacji metod skriningowych opisano
w dokumencie Wspdlnotowych Laborato-
riéw Referencyjnych ds. Pozostalosci (13).

Jak wspomniano powyzej, o wyborze
metody, oprécz kierunku badania decy-
duje takze jego cel. W przypadku regular-
nych badan kontrolnych (np. wyzej opisa-
ny program kontroli pozostalosci) moz-
liwe jest zastosowanie od razu metody
specyficznej dla poszukiwanego zwiaz-
ku lub grupy zwiazkéw, a czas badania
nie odgrywa zasadniczej roli. Inaczej jest
w przypadku konieczno$ci szybkiej oceny
partii surowca lub produktu. W takim wy-
padku z reguly uzywa sie skriningowych
metod jako$ciowych, dajacych odpowiedz
na pytanie, czy badana prébka zawiera ,ja-
kie$” substancje przeciwbakteryjne, bez
precyzyjnego ustalenia ich rodzaju i kon-
centracji. Poniewaz metody skriningowe
pozwalaja wykrywaé poszczegélne sub-
stancje przeciwbakteryjne na poziomach
MRL lub wyzszych, w kazdym przypadku

wynik dodatni oznacza przekroczenie
dopuszczalnej warto$ci. W przypadkach
watpliwych lub spornych nalezaloby za-
stosowac¢ potwierdzajaca metode specy-
ficzna. Poza czasem badania istotne zna-
czenie ma jego koszt, w przypadku me-
tod skriningowych relatywnie niski, co
nie jest bez znaczenia przy duzej liczbie
wykonywanych analiz.

Sposréd metod przesiewowych istotna
role odgrywaja metody mikrobiologicz-
ne, ktére wykorzystuja zasade hamowa-
nia wzrostu wyselekcjonowanych drobno-
ustrojow (tzw. szczepy testowe) w okreslo-
nym podlozu agarowym przez substancje
przeciwbakteryjne zawarte w badanym
materiale. Wynik pozytywny manifestu-
je sie powstaniem po inkubacji stref za-
hamowania wzrostu szczep6w testowych
woko! probki badanego materialu (meto-
dy plytkowe) lub brakiem zmiany barwy
pozywki testowej (metody probéwkowe)
(2, 3,9, 14). Drobnoustrojami testowymi
sa wyselekcjonowane szczepy bakteryjne,
cechujace sie wysoka, stabilna wrazliwo-
$cig na okreslone substancje. Szczepy te
pochodza z reguly z renomowanych ko-
lekcji drobnoustrojéw, takich jak ATCC
(American Type Culture Collection), czy
BGA (Bundesgesundheitsamt). W réz-
nych metodach stosuje sie rozmaite kom-
binacje: pozywka — szczep testowy. Przy-
ktadem stosowanej w Polsce mikrobio-
logicznej metody skriningowej jest tzw.
europejska metoda 4-ptytkowa. W tej me-
todzie wykorzystuje sie pozywki o pH 6,0;
7,2 + trimetoprim i 8,0 z Bacillus subtilis
BGA oraz 8,0 z Micrococcus luteus ATCC
9341. Ze wzgledu na swoja zréznicowana
budowe chemiczng oraz wlasciwosci fizy-
kochemiczne poszczegélne zwiazki réznie
dyfunduja, w zaleznosci od sktadu pozyw-
ki i jej pH, co pozwala na wstepne rozrdz-
nienie, z czym mozemy mie¢ do czynie-
nia. I tak B-laktamy i tetracykliny dyfun-
duja najlepiej przy pH 6,0, dajac w tych
warunkach najwieksze strefy hamowania
wzrostu. Z kolei aminoglikozydy i makro-
lidy daja najwieksze strefy hamowania na
plytkach z pozywka o pH 8,0. W rzeczy-
wistosci zalezno$¢ ta jest orientacyjna, po-
niewaz rzadko sa obecnie stosowane jed-
noskladnikowe preparaty antybiotykowe,
zatem najczesdciej strefy pojawiaja sie na
kilku lub nawet wszystkich ptytkach. Tak
wiec przy zastosowaniu tego rodzaju me-
tod otrzymujemy najczesciej wynik: ,tak”
— cos jest, lub ,nie” — nic nie ma.

Podejmowano wiele préb identyfika-
¢ji i oznaczania ilo§ciowego pozostalosci
substancji przeciwbakteryjnych przy uzy-
ciu metod mikrobiologicznych, wykorzy-
stujac specyficzna wrazliwo$¢ pewnych
szczepdw testowych na okreslone sub-
stancje lub ich oporno$¢ na nie lub po-
dejmujac préby ,wylaczenia” aktywnosci
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pewnych substancji przez zwigzki je roz-
kladajace (B-laktamy — penicylinaza, sul-
fonamidy — PABA; 2, 9).

W sytuacji, kiedy znana jest tozsamo$¢
analizowanej substancji, metody mikro-
biologiczne moga niekiedy pozwoli¢ na
jej oznaczenie ilosciowe w badanym ma-
teriale biologicznym. W tym celu, z uzy-
ciem odpowiedniego wzorca, sporzadza
sie krzywa standardows i z niej, na pod-
stawie wielkosci stref hamowania wzrostu
odczytuje koncentracje zwiazku w prébce.

Istotne znaczenie maja metody mikro-
biologiczne przeznaczone do badania mle-
ka, wykorzystujace najczesciej Bacillus ste-
arothermophilus var. calidolactis C.953
jako szczep testowy. Drobnoustréj ten
szybko rosnie w temperaturze 63-65°C,
zatem, w przeciwiefistwie do wyzej opisa-
nych metod plytkowych (inkubacja 18—24
godziny), wynik otrzymuje sie juz po 2,5—
3 godzinach. W przypadku mleka, ktére
musi by¢ szybko zakwalifikowane do prze-
tworstwa, jest to szczegoélnie istotne. Mi-
krobiologiczne testy do mleka oferowane
sa najczesciej w postaci komercyjnie do-
stepnych zestawdw, w formie probéwko-
wej lub w formie mikroplytek. Pozywka
agarowa zawiera wskaznik barwny. Wy-
nik ujemny $wiadczy o braku hamowania
wzrostu szczepu testowego i przejawia si¢
zakwaszeniem pozywki i zmiana jej bar-
wy z fioletowoniebieskiej na ztta. W przy-
padku wyniku dodatniego barwa pozywki
pozostaje niezmieniona. Przyktadami ta-
kich testéw sa Delvotest, BR-Test, Polutest,
Premi-Test (mozna nim badac¢ takze inny
material biologiczny) czy Eclipse (3, 15).

Mikrobiologiczne metody stosowane
do wykrywania pozostalo$ci substancji
przeciwbakteryjnych obarczone sg pew-
nym ryzykiem wystapienia wynikéw fal-
szywie dodatnich, spowodowanych obec-
noécig substancji o naturalnym dzialaniu
hamujacym, takich jak lizozym (nerki), lak-
toferyny i laktoperoksydazy mleka, owo-
albuminy jaja i inne. Dla unikniecia takich
niepozadanych reakeji nerek nie powinno
sie mrozi¢, ponadto nalezy bada¢ ich war-
stwe korowa. Nie powinno si¢ réwniez ba-
da¢ mleka od pojedynczych kréw, a mle-
ko zbiorcze z gospodarstwa (1). W przy-
padku jaj nalezy bada¢ zéttka, dokladnie
oddzielajac je od biatek. Niekiedy te nie-
swoiste reakcje mozna wyeliminowac sto-
sujac ogrzewanie probki. Naturalne inhi-
bitory, w przeciwienstwie do antybioty-
kéw, rozkladaja sie pod wpltywem wysokiej
temperatury.

Inna grupe testéw przeznaczonych do
badania mleka stanowia testy receptorowe,
oparte na wiazaniu antybiotykéw ze specy-
ficznymi receptorami znajdujacymi si¢ na
pasku bibutowym, wzdtuz ktérego dyfun-
duje mleko. Na rynku polskim wystepuja
miedzy innymi Twinsensor BT, Beta-Star,
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CHARM ROSA MRL BL/TET, pozwala-
jace wykrywac réwnocze$nie B-laktamy
i tetracykliny. Prowadzone sg prace nad
poszerzeniem spektrum substancji, kté-
re moglyby by¢ wykrywane przy uzyciu
tego rodzaju testow. Ich najwieksza zaleta
z punktu widzenia zaktadu mleczarskiego
jest krotki, kilkuminutowy czas oczekiwa-
nia na wynik, wada za$ — zbyt mata gama
wykrywanych substancji (3, 15).

Wiekszos$¢ testéw przesiewowych
przeznaczonych do badania mleka jest,
jak wyzej wspomniano, oferowana ko-
mercyjnie. Mimo podobienstw, réznia
sie one, niekiedy istotnie, pod wzgledem
czulo$ci w odniesieniu do poszczegélnych
substancji. W zwigzku z tym, Ze niezalez-
nie od oceny technologicznej przydatno-
$ci surowca mlecznego, celem nadrzed-
nym jest ochrona zdrowia konsumenta,
stuszne wydaje sie, aby testy te podlegaly
jakiej$ formie kontroli i rejestracji, opar-
tej o opinig krajowego laboratorium refe-
rencyjnego (1, 3, 8, 13, 16). Zasady wpro-
wadzania do obrotu i uzywania wyro-
béw do diagnostyki in vitro stosowanych
w medycynie weterynaryjnej okresla usta-
wa 11 marca 2004 r. o ochronie zdrowia
zwierzat oraz zwalczaniu choréb zakaz-
nych zwierzat (17).
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